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RESUMO 

 

MAGRI, M. C. Vírus linfotrópicos 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 São Paulo e de Londrina e região. 2013. 184 f. Tese (Doutorado) - 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2013. 

 

O Brasil é considerado o país com o maior número absoluto de indivíduos infectados 

pelos vírus linfotrópicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV–2), 

perto de 2,5 milhões; além disso, é também considerado epidêmico para o HIV e, 

portanto, casos de coinfecção HIV/HTLV são frequentes no país. O presente 

trabalho efetuou o seqüenciamento das regiões 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 região (n=34) e de São Paulo (n=20), para 

realizar a caracterização molecular e determinar subtipos virais. Foram utilizadas na 

análise das sequências 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 análises 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 

genótipo brasileiro taxA para o HTLV-1 e para o HTLV-2 a Tax longa, a qual é 

característica da variante HTLV-2c. Houve também a confirmação da troca de 

aminoácido S1909P no env dos HTLV-2. Especulou-se sobre duas entradas do 

HTLV-1 no Brasil e sobre a disseminação do HTLV-2c em grupos distintos quanto ao 

comportamento de risco e região geográfica. O estabelecimento de métodos 

laboratoriais otimizados para isolados brasileiros de HTLV-1 e HTLV-2 possibilitou 

melhor compreensão da diversidade genômica e da origem e disseminação dos 

HTLVs em populações coinfectadas pelo HIV no Brasil. 

 

Palavras-chave: Vírus linfotrópicos de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1). Vírus 

linfotrópicos de células T humanas do tipo 2 (HTLV-2). Coinfecção HIV-1. 

Caracterização 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 Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São 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 São 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-1a 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 INTRODUÇÃO 

 

 1.1 Histórico 

  

 Os vírus linfotrópicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-

2) pertencem à família Retroviridae, subfamília Orthoretrovirinae, gênero 

Deltaretrovirus, sendo o HTLV-1 o primeiro retrovírus humano descrito. Os retrovírus 

são vírus 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 auxílio da integrase viral, passando a ser chamado de provírus (HALL et al., 1994; 

PROIETTI, 2010). O HTLV possui essa designação, pois infecta predominantemente 

os linfócitos T, sendo que o HTLV-1 infecta preferencialmente os linfócitos T CD4+, 

enquanto que o HTLV-2 os linfócitos T CD8+. Porém, também podem ser 

encontrados em outros tipos celulares como os monócitos, linfócitos B, células 

dendríticas e endoteliais, e macrófagos (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 cutâneo de células T 

(POIESZ et al., 1980). Desde então, vários estudos epidemiológicos, clínicos e 

laboratoriais vem sendo realizados e estima-se que cerca de 10-20 milhões de 

pessoas em todo o mundo estejam infectadas por este vírus (PROIETTI et al., 

2005). Já o HTLV-2 foi descrito pela primeira vez em 1982, isolado a partir de cultura 

de células do baço de paciente com tricoleucemia de células T (KALYANARAMAN et 

al., 1982). 

 Recentemente, foram descritos o HTLV-3 e o HTLV-4, isolados em indivíduos 

sem doenças específicas de Camarões na África Central (CALATTINI et al., 2005; 

WOLFE et al., 2005; SWITZER et al., 2009).  

 

 

 1.2 Manifestações clínicas 

 

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

indivíduos infectados permaneça assintomático, esta infecção pode causar amplo 

espectro de doenças, incluindo leucemia (leucemia/linfoma de células T do adulto, 
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ATL), que foi confirmada pela primeira vez em 1982 no Japão por YOSHIDA e 

colaboradores, e doenças neurodegenerativas lentas e progressivas (mielopatia 

associada ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical, HAM/TSP) (GESSAIN et al., 

1985), além de outras dermatológicas, reumáticas, oftalmológicas e pulmonares 

(SOARES & MORAES JUNIOR, 2000; PROIETTI et al., 2005; BITTENCOURT et al., 

2006; CARVALHO et al., 2006). 

 Alguns fatores têm 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 expressão de alguns genes do HTLV-

1 (YAMANO et al., 2002). Recentemente, o padrão de integração do provírus do 

HTLV-1 no genoma da célula hospedeira (MEEKINGS et al., 2008) e a expressão de 

um subconjunto específico de genes IFN-estimulados (TATTERMUSCH et al., 2012), 

além de fatores do hospedeiro, como os polimorfismos em genes relacionados à 

produção de interleucina (GADELHA et al., 2008) foram também considerados 

associados ao desenvolvimento de HAM/TSP. Porém, o manejo clínico dos 

pacientes com HAM/TSP ainda é insatisfatório e o tratamento atual disponível é 

apenas paliativo (TATTERMUSCH et al., 2012). 

 O HTLV-2 embora menos associado a doenças, tem sido apontado como 

responsável por manifestações neurológicas (HALL et al., 1994; ORLAND et al., 

2003; ROUCOUX & MURPHY, 2004; POSADA-VERGARA et al., 2006). Ainda, 

parece causar predisposição a infecções bacterianas e também a manifestações 

dermatológicas (MURPHY, 1996), e pode estar associado a aumento de mortalidade 

por câncer, segundo estudo multicêntrico nos Estados Unidos com uma coorte 

acompanhada por 15,9 anos composta por 155 indivíduos infectados pelo HTLV-1, 

387 indivíduos infectados pelo HTLV-2 e 799 indivíduos HTLV-soronegativos 

(BISWAS et al., 2010). 

 

 

 1.3 Vias de transmissão 

 

 O HTLV-1 e o HTLV-2 possuem padrões de transmissão semelhantes, 

embora a eficiência de transmissão do HTLV-2 ainda seja incerta. A transmissão 

acontece pelo contato célula-célula, enquanto que a transmissão por vírus livres, 

aparentemente, não é eficiente. Esses dois retrovírus podem ser transmitidos da 
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mãe para o filho pelo aleitamento materno (considerado atualmente a principal via 

de transmissão) ou raramente no parto, pelo contato sexual, e pelo contato direto 

com sangue contaminado, seja pelo uso de drogas endovenosas (UDEV) 

(reutilização de seringas) ou por transfusão sanguínea (OKOCHI, 1984; MANNS et 

al., 1992; BITTENCOURT, 1998; LI et al., 2004; ROUCOUX & MURPHY, 2004; 

ZUNT et al., 2006). A transfusão de sangue é muito eficaz na transmissão do HTLV-

1 e do HTLV-2, e por isso, a sorologia para estes vírus tornou-se obrigatória em 

Bancos de Sangue do Brasil em 1993 pela portaria nº 1.376 do Ministério da Saúde 

(BRASIL, 1993). Ainda, existem relatos de transmissão do HTLV-1 pelo transplante 

de rim, fígado e pulmão (YARA et al., 2009).  

 As vias de transmissão do HTLV-2 também dependem da população 

analisada. A relação sexual e o aleitamento materno são as principais formas de 

transmissão entre os ameríndios e a população em geral do Brasil (ISHAK et al., 

2003; CATALAN-SOARES et al., 2005). Nos UDEV a transmissão da infecção pelo 

HTLV-2 se dá principalmente pelo compartilhamento de agulhas com indivíduos 

infectados (GABBAI et al., 1993; DE-ARAUJO et al., 1994; ETZEL et al., 2001; 

MORIMOTO et al., 2005). 

 

 

 1.4 Epidemiologia 

 

 A prevalência da infecção pelo HTLV varia de acordo com a população 

estudada, a região geográfica e comportamento de risco. Na América do Sul, varia 

de 0,1% a 5% na população geral (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). O Brasil 

desponta como o primeiro em número de indivíduos infectados pelo HTLV no 

mundo, estimado em 2,5 milhões (CATALAN-SOARES et al., 2005; PROIETTI, 

2010). Trabalho recente de revisão relata que no Brasil há entre 300.000 a 800.000 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 (GESSAIN & CASSAR, 2012). 

 Em todo o mundo existe entre 15 a 20 milhões de pessoas infectadas pelo 

HTLV-1/2, e o sudoeste do Japão, Caribe, algumas regiões da África e América do 

Sul são consideradas regiões endêmicas (EDLICH et al., 2000; PROIETTI et al., 

2005). Um trabalho recente de revisão estimou uma prevalência entre 5 a 10 

milhões de indivíduos 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 áreas endêmicas e/ou em doadores de sangue, mulheres 

grávidas e indivíduos de comportamento de risco (GESSAIN & CASSAR, 2012). No 

Brasil, a infecção pelo HTLV-1 é mais frequente no norte e nordeste do país, e isto 

pode ser consequência do tráfico de escravos durante os séculos XVII, XVIII e XIX 

(GALVÃO-CASTRO et al., 1997; DOURADO et al., 2003; MOTA-MIRANDA et al., 

2008). Os estados onde são observadas as maiores prevalências são Bahia, 

Pernambuco, Pará e Maranhão, variando de 7,5/1000 a 10,0/1000 doadores de 

sangue (CATALAN-SOARES et al., 2005). A coinfecção HIV/HTLV-1 é mais 

frequente do que a coinfecção HIV/HTLV-2 na região nordeste do Brasil 

(ALCANTARA et al., 2006).  

 Já o HTLV-2 parece ser endêmico de povos antigos, tanto na África quanto 

nas Américas, e epidêmico entre UDEV em áreas urbanas da América do Norte, 

Europa e sudeste Asiático (HALL et al., 1996; MURPHY et al., 1998). No Brasil, o 

HTLV-2 tem sido considerado endêmico em populações indígenas da Amazônia 

(BLACK et al., 1994; ISHAK et al., 2003) e, recentemente, na região sul (MENNA-

BARRETO et al., 2005). O HTLV-2 tem sido detectado em baixas frequências na 

população em geral como doadores de sangue (GABBAI et al., 1993; CATALAN-

SOARES et al., 2005; NAMEN-LOPES et al., 2009), e em altas frequências em 

pacientes com HIV/Aids e UDEV, principalmente do sudeste e sul do país (DE-

ARAUJO et al., 1994; ETZEL et al., 2001; MORIMOTO et al., 2005). Portanto, no 

Brasil, a infecção pelo HTLV-2 é endêmica no norte e epidêmica no sul. 
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Figura 1. Distribuição geográfica de HTLV-1 e HTLV-2 no mundo. 

Fonte: BRASIL. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. 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 replicação do HTLV, diferentemente dos 

outros retrovírus, é principalmente por meio da expansão clonal das células que 

estão infectadas, via mitose, e não 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 o do HTLV-2 possui 8952 pb (SHIMOTOHNO et al., 1985), ambos 

compostos por duas fitas simples de RNA. 

HTLV-1 

HTLV-2 
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O genoma proviral do HTLV-1/2 contém os genes estruturais gag e env, o 

gene funcional pol, os genes reguladores tax e rex na região pX, e os genes 

reguladores transcritos no sentido anti senso que codificam as proteínas HBZ no 

HTLV-1 (Figura 2) e APH-2 no HTLV-2, e nas extremidades contém a região 

terminal de longa repetição (LTR 5' e 3'), importante na integração do DNA proviral 

ao DNA da célula hospedeira e na regulação 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 três regiões 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 

transcrição do RNA viral. A presença de substituições de nucleotídeos nestas 

regiões que indiretamente interagem com a proteína Tax pode estar associada com 

bloqueio ou ativação da proliferação viral (FELBER et al., 1985; NYBORG et al., 

1988; NETO et al., 2011). 

 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática do genoma do HTLV-1.  

Fonte: Adaptado de SATOU & MATSUOKA, 2010. 

 

 

O gene env codifica as proteínas do envelope viral (proteína de superfície - 

gp46 e proteína transmembrana - gp21), que são imunogênicas e, portanto, 

importantes para a resposta celular e humoral (TANAKA et al., 1994; WILSON et al., 
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2001; TAYLOR, 2004).  

 A região pX participa da transcrição viral codificando as proteínas reguladoras 

Tax, Rex, e as proteínas acessórias p12, p13 e p30. Essas proteínas são 

importantes para a infectividade viral, proliferação e imortalização das células, e 

ainda, podem influenciar a patogênese. As oncoproteínas Tax-1 e Tax-2 estão 

presentes, respectivamente, no HTLV-1 e HTLV-2, porém a Tax-1 tem demonstrado 

possuir uma atividade de transativação elevada para a LTR viral maior do que a Tax-

2 (FEUER & GREEN, 2005; LAIRMORE et al., 2011). Ainda, a Tax-1 possui um 

domínio regulatório, o domínio PDZ, que contém proteínas regulatórias essenciais 

para o recrutamento e organização de proteínas que estão envolvidas na sinalização 

celular e comunicação polarizada entre as celúlas (MATSUOKA, et al. 2007; 

HIGUCHI & FUJII, 2009). A proteína Tax pode interferir com a diferenciação celular, 

o acúmulo de mutações e a prevenção da apoptose (YOSHIDA, 2001). 

 Nos últimos anos foi descrito um outro gene na região 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 patogênese do 

HTLV-1 (SATOU et al., 2006; MATSUOKA & JEANG, 2007; HIGUCHI & FUJII, 

2009).  Já em relação ao HTLV-2, no ano de 2009 foi descrito um gene similar ao 

HBZ do HTLV-1, responsável pela produção da APH-2 (proteína anti senso do 

HTLV-2) (HALIN et al., 2009). 

 

 1.6 Subtipos virais 

 

 A distribuição dos subtipos de HTLV-1 e de HTLV-2 é distinta. Os subtipos do 

HTLV-1 estão associados com regiões geográficas específicas do globo, enquanto 

que os subtipos do HTLV-2 são mais relacionados com subpopulações específicas, 

como os índios da Amazônia brasileira e UDEV. 

 São conhecidos sete subtipos do HTLV-1, e cada um é considerado endêmico 

para uma região geográfica (MIURA et al., 1994; URETA-VIDAL et al., 1994; 

SALEMI et al., 1998a; VAN DOOREN et al., 2001; PROIETTI et al., 2005):  

 Subtipo HTLV-1a: cosmopolita; 

 Subtipos HTLV-1b, HTLV-1d, HTLV-1e, HTLV-1f, HTLV-1g: África Central; 

 Subtipo HTLV-1c: Melanésia/Austrália. 
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 O subtipo mais frequente em circulação 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 subpopulações específicas e com região geográfica (ISHAK et al., 1995; 

EIRAKU et al., 1996; SLATTERY et al., 1999; VANDAMME et al., 1998): 

 Subtipos HTLV-2a e HTLV-2b: Europa e América, e distribuição esporádica 

na Ásia e África; em UDEV de áreas urbanas e populações indígenas das 

Américas; 

 Subtipo HTLV-2c: população indígena da Amazônia brasileira e populações 

urbanas do Brasil; 

 Subtipo HTLV-2d: tribo de pigmeus na Africa. 

  

 

 1.7 Características moleculares: LTR, env e tax  

 

 Os segmentos genômicos do HTLV-1/2 que apresentam maior variabilidade 

são o LTR e o env, e são considerados os que melhor se prestam para estudos 

epidemiológicos e de caracterização molecular. O HTLV-1 tem um genoma 

conservado, com 0,1% a 6,9% de diversidade genética entre os isolados, e as 

regiões env e LTR são as mais usadas para a caracterização do subtipo viral 

(RATNER et al.,1991; MAGRI et al., 2012a). Estudos da região 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 à caracterização molecular do 

HTLV-1 são conduzidos com pacientes que apresentam ATL e HAM/TSP e com 

doadores de sangue assintomáticos. Estudos em relação ao HTLV-1 em pacientes 

coinfectados pelo HIV são limitados, porém tem sido descrito que o principal subtipo 

que circula nesses indivíduos 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 à caracterização molecular do HTLV-2 são conduzidos 

principalmente com populações de ameríndios 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 mutações pontuais nos TRE-1 e TRE-2 na 

região LTR 5’ do HTLV-1 (NETO et al., 2011; MAGRI et al., 2012c). Estas regiões 

são sítios de interação da proteína Tax e sua integridade se faz importante para a 

proliferação viral (FELBER et al., 1985; NYBORG et al., 1988). 

O gene tax do HTLV-1/2 pode divergir entre os isolados por diferenças de 

nucleotídeos e tamanho da proteína Tax codificada, portanto, esta região pode ser 

útil para análises moleculares e epidemiológicas. O gene tax de HTLV-1 foi 

classificado em dois genótipos, taxA e taxB. Houve uma tentativa de se associar 

genótipo de tax e doença clínica, mas os resultados são controversos (FURUKAWA 

et al., 2000; CASSEB et al., 2006). Os genótipos taxA e taxB do HTLV-1 parecem 

ser mais relacionados com região geográfica. Trabalhos conduzidos no Brasil 

mostram a presença da taxA e uma assinatura molecular com cinco substituições de 

nucleotídeos: C7401T, T7914C, C7920T, C7982T, e G8231A em relação ao 

protótipo internacional ATK (KASHIMA et al., 2006; CASSEB et al., 2006). 

A proteína Tax do HTLV-1 é o antígeno alvo dominante para a resposta de 

linfócitos T citotóxicos e tem a capacidade de ativar genes de citocinas levando ao 

processo inflamatório (KANNAGI et al., 1992; HIGUCHI & FUJII, 2009). Na ATL, a 

Tax, leva a leucogenese e imortalização de linfócitos T in vitro (BOXUS et al., 2008). 

Porém, a expressão do gene tax nem sempre é encontrada nas células de ATL 

(TAKEDA et al., 2004). Alguns investigadores mostraram que a diversidade genética 

da tax do HTLV-1 é maior em portadores assintomáticos do que nos pacientes com 

HAM/TSP (IÑIGUEZ et al., 2010). Outros acreditam que o aumento da expressão da 

Tax pode ser mais relevante na progressão da HAM/TSP do que a carga proviral, 

isto implica na adequação de terapia que deveria ser realizada para reduzir a 

expressão da proteína Tax em vez da redução da carga proviral (ASQUITH et al., 

2005). 

A hipótese de que a diferença na patogênese do HTLV-1 e do HTLV-2 é 

atribuída somente às propriedades da proteína Tax pode ser questionável. Acredita-

se que ao contrário das proteínas virais Tax-1 e Tax-2, tanto o HBZ quanto a APH-2 

são expressos de forma constitutiva nas células infectadas, portanto, podendo 

desempenhar papéis importantes na patogénese destes vírus (MARBAN et al., 

2012). Estudos recentes mostram que o gene HBZ tem papel na proliferação 

maligna de células na ATL (HIGUCHI & FUJII, 2009). Isso pode ser correlacionado 
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com o aumento da patogênese do HTLV-1 (MATSUOKA & JEANG, 2007). Em 

relação ao potencial patogênico do HTLV-2, foi demonstrado, recentemente, que a 

APH-2 atua como um inibidor da ativação mediada pela Tax-2 e não promove a 

proliferação das células (DOUCERON et al., 2012; MARBAN et al., 2012). 

O gene tax do HTLV-2 pode divergir entre os isolados por diferenças de 

nucleotídeos e tamanho da proteína Tax codificada, que é classificada em quatro 

genótipos Tax-2a (331 aa), Tax-2b (356 aa), Tax-2c (356 aa) e Tax-2d (344 aa), 

associados com subpopulações específicas e com região geográfica, assim como os 

quatro subtipos virais do HTLV-2 (LEWIS et al., 2002; MAGRI et al., 2013). No Brasil, 

um único subtipo do HTLV-2 foi detectado entre os UDEV e ameríndios; este subtipo 

possui uma proteína Tax transativadora longa semelhante ao HTLV-2b, e as regiões 

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, sequências 

completas de nucleotídeos de vários genomas demonstraram que as cepas 

brasileiras do HTLV-2 são variantes moleculares do subtipo HTLV-2a (LEWIS et al., 

2000; SHINDO et al., 2002; COVAS & KASHIMA, 2003). O subtipo HTLV-2b, 

embora endêmico em ameríndios da América Central, Colômbia, Venezuela, Chile e 

Argentina, só recentemente foi detectado no Brasil entre doadores de sangue da 

região sul (RENNER et al., 2006), e em UDEV infectados com HIV do sudeste 

(NOVOA et al., 2007). 

 

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

 

 Pelo fato do Brasil ser considerado o país com o maior número absoluto de 

indivíduos infectados pelos HTLV-1/2 (CATALAN-SOARES et al., 2005; PROIETTI, 

2010), e ser considerado epidêmico para o HIV/Aids, com uma taxa de prevalência 

de 0,3 - 0,6% (UNAIDS, 2010), e por esses vírus, HIV e HTLV-1/2, compartilharem 

as mesmas vias de transmissão viral (LOPES & PROIETTI, 2008), um número 

elevado de indivíduos coinfectados pelo HIV/HTLV-1/2 têm sido descrito no Brasil. 

No estado da Bahia, considerado área endêmica para a infecção pelo HTLV-1 com 

uma prevalência de 1,8% na população em geral (DOURADO et al., 2003), a 

prevalência do HTLV-1/2 em pacientes infectados pelo HIV foi estimada em 21,1% 

(BRITES et al., 2011), e no norte do estado do Paraná, em 6,4% (MORIMOTO et al., 

2005). Estudo conduzido no estado de São Paulo encontrou prevalência de infecção 
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pelos HTLV1/2 de 1,5% em indivíduos com HIV-assintomáticos e de 14% em 

pacientes com HIV/Aids (CASSEB et al., 1997). 

 Acredita-se que a coinfecção com o HIV pode alterar o curso das doenças 

associadas (BEILKE, 2012). Especula-se que a infecção pelo HTLV-1 talvez facilite 

a infecção pelo HIV e, também, que ambos os retrovírus poderiam infectar a mesma 

célula, e o resultado disso poderia ser prejudicial para o sistema imune, levando a 

uma progressão mais rápida para a Aids. Até o momento, alguns estudos relataram 

maior número 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 infecções oportunistas 

(SCHECHTER et al., 1994; BRITES et al., 2001; COLLINS et al., 2009). Em relação 

à coinfecção HIV/HTLV-2 nenhuma evidência mostrou que pode haver uma rápida 

progressão para a Aids, pelo contrário, essa coinfecção pode gerar alguns efeitos 

protetores com base em estudos in vitro (BRITES et al., 2009; BARRIOS et al., 

2013). Pode ocorrer uma evolução lenta para Aids, provavelmente devido à 

produção 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 comparação com a Tax-1 de inibir a replicação viral do 

HIV-1 in vitro (BARRIOS et al., 2013). Porém, existem estudos que relataram 

manifestações neurológicas e linfoproliferativas, na coinfecção 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 epidemiológicos das infecções pelos HTLV-1 e HTLV-2 no Brasil. Além 

disso, as consequencias da coinfecção HIV/HTLV-1/2 no curso clínico das doenças 

associadas ainda são controversas, e a influência das características moleculares de 

ambos os vírus na evolução clínica do indivíduo coinfectado é desconhecida.  

Faz-ze importante um maior entendimento das características moleculares e 

epidemiológicas associadas à infecção pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 para estabelecer 

quais subtipos circulam na população coinfectada pelo HIV-1 e para buscar por 

mutações e assinaturas moleculares dos vírus que circulam no Brasil. Desta forma 

poder-se-a debater sobre rotas e vias de dissiminação desses vírus no país. 

 Portanto, o presente estudo foi conduzido para adicionar informações sobre 

os isolados de HTLV-1 e de HTLV-2 que circulam em pacientes coinfectados pelo 

HIV-1 das regiões sul e sudeste do Brasil, incluindo a análise molecular de três 

regiões do genoma proviral: LTR, env e tax. Este estudo se justifica ainda pelo fato 

do Brasil ser o país com maior número de indivíduos infectados pelos HTLV-1/2 no 

mundo e por ter um número elevado de indivíduos infectados pelo HIV. 



35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

___________________Objetivos 

 



36 

 

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 região e de São Paulo.  

 

 3.2 Objetivos específicos 

 

 Sequenciar as regiões 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 região e de São Paulo. 

 

  Determinar os subtipos virais usando ferramentas disponíveis na internet. 

 

  Realizar análises filogenéticas, a fim de confirmar os subtipos que circulam 

nessas regiões geográficas, analisar a presença de clusters e de possíveis 

relações evolutivas.  

 

  Buscar presença de mutações no genoma proviral do HTLV-1 e do HTLV-2. 

 

 Realizar análises de similaridade genética entre as sequências obtidas e 

compará-las com os protótipos internacionais. 
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4 CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 

 

 4.1 Casuística 

 

As amostras de DNA analisadas no presente estudo foram de conveniência, 

obtidas de estudo anterior, onde dados epidemiológicos, clínicos e laboratoriais dos 

pacientes eram conhecidos (MORIMOTO, 2003) e amostras de rotina diagnóstica de 

infecção por HTLV-1/2 onde apenas dados sobre idade, sexo e local de 

encaminhamento da amostra eram conhecidos. Todas estas amostras de DNA 

foram extraídas a partir de células do sangue periférico para a realização 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 etária 23 a 56 anos (média 

de 36,1 anos), provenientes de Centros de Referência e Treinamento em Aids de 

Londrina e região (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 etária 27 a 62 anos (média de 

41,1 anos), provenientes de Centros de Referência e Treinamento em Aids de São 

Paulo (designadas BRSP), da rotina diagnóstica de infecção pelo HTLV do Centro 

de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de São Paulo (IAL), (10 casos de infecção por 

HTLV-1 e 10 casos de infecção por HTLV-2).  

As características dos 54 pacientes infectados pelo HIV-1/Aids coinfectados 

pelo HTLV-1 e/ou HTLV-2, assintomáticos para infecção por HTLV-1, cujos DNA 

foram analisados no presente estudo são descritas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Dados epidemiológicos obtidos dos 54 pacientes infectados pelo HIV-

1/Aids e coinfectados pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2, provenientes de Centros de 

Referência e Treinamento em Aids do estado do Paraná e do estado de São Paulo, 

Brasil. 

 

Código do 

paciente 
Sexo 

Idade 

(anos) 

Localidade 

(cidade – estado) 

Comportamento de 

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 Hemofílico 

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 São Paulo – SP Desconhecido 

BRSP145-08 M 50 São Paulo – SP  Desconhecido 

BRSP206-08 F 42 São Paulo – SP  Desconhecido 

BRSP232-08 F 56 São Paulo – SP Desconhecido 

BRSP42-09 F 55 Jundiaí – SP Desconhecido 

BRSP205-09 F 27 São Paulo – SP  Desconhecido 

BRSP320-09 F 51 São Paulo – SP  Desconhecido 

BRSP414-09 M 62 Jundiaí – SP Desconhecido 

BRSP425-09 F 57 São Paulo – SP Desconhecido 

BRSP01-10 F 32 São Paulo – SP  Desconhecido 

HTLV-2     

BRLO02-02  F 26 Londrina – PR UDEV 

BRLO03-02 F 39 Londrina – PR Sexual 

BRLO05-02 M 56 Londrina – PR UDEV 

BRLO07-02 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 + Transfusão 

BRSP91-08 M 47 São Paulo – SP Desconhecido 

BRSP111-08 M 42 São Paulo – SP Desconhecido 

BRSP160-08 M 46 São Paulo – SP  Desconhecido 

BRSP171-08  F 33 Jundiaí – SP Desconhecido 

BRSP172-08  M 46 Jundiaí – SP Desconhecido 

BRSP239-08  M 52 São Paulo – SP Desconhecido 

BRSP319-08  F 47 São Paulo – SP Desconhecido 

BRSP348-08  M 35 Jundiaí – SP Desconhecido 

BRSP84-09 M 36 Jundiaí – SP Desconhecido 

BRSP130-09  M 29 Jundiaí – SP Desconhecido 

 
* Paciente triplo infectado: HIV/HTLV-1/HTLV-2. 

Legenda: M – masculino; F – feminino; SP – São Paulo; PR – Paraná; UDEV - uso 

de drogas endovenosas. 
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Além disto, quatro sequências da região LTR do HTLV-2, obtidas no ano de 

1994 por sequenciamento manual, provenientes de pacientes coinfectados pelo 

HIV/Aids do Instituto de Infectologia Emílio Ribas de São Paulo, sendo três homens 

e uma mulher, foram usadas na construção de árvores filogenéticas junto às de 

Londrina e região e aos protótipos internacionais. 

 

 4.1.1 Metodologia de estudo 

 

Estudo de corte transversal com amostras de DNA de conveniência. 

A participação de todos os indivíduos de Londrina e região foi voluntária. O 

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e o questionário (contendo dados 

epidemiológicos, clínicos e laboratoriais) foram obtidos durante a dissertação de 

mestrado de Helena Kaminami Morimoto, ex-aluna do Programa de Pós-Graduação 

em Farmácia, Área de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

da Universidade de São Paulo (projeto 148 do CEP da FCF/USP, em 2002). 

Constava no projeto inicial também esta etapa de trabalho e foi autorizada a 

utilização desse material biológico (DNA) que estava estocado no Centro de 

Imunologia do IAL (Anexo A). No período descrito acima, para a totalidade dos 

pacientes, foi fornecida a explicação 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 qualquer momento, sem qualquer prejuízo ao seu 

tratamento.  

A casuística de São Paulo foi composta por amostras de conveniência, 

selecionadas seguindo os critérios de inclusão citados abaixo. 

 

Critérios de inclusão: 

a. Amostras de DNA da rotina diagnóstica de infecção pelo HTLV do Centro de 

Imunologia do IAL, na cidade de São Paulo; 

b. Infecção pelo vírus linfotrópicos de células T humanas do tipo 1 ou 2 (HTLV-1 ou 

HTLV-2), definida pela presença de anticorpos específicos detectados pelo ensaio 

imunoenzimático e confirmado pelo Western-Blot; 

c. DNA extraído para a realização de teste confirmatório de presença de segmento 

do genoma proviral pol de HTLV-1 ou HTLV-2 pela PCR em tempo real, no período 

de 2008 a 2010 e armazenado no Centro de Imunologia do IAL; 
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d. Infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), definida pela informação 

obtida da ficha de requisição do exame de pesquisa de infecção por HTLV; 

e. Quantidade mínima do DNA para realização dos ensaios de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (50 µL). 

 

Dados epidemiológicos, como sexo, idade e local de origem do paciente, 

foram obtidos da ficha de requisição do exame de pesquisa de infecção por HTLV. 

Os pacientes foram informados quanto a sua condição HTLV, foram 

atendidos/tratados nas Unidades de Saúde solicitantes dos exames e sabiam da 

coleta de sangue para os testes confirmatórios, sorológico e molecular. 

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

foram identificados por números. 

 

 4.1.2 Aspectos éticos 

 

Houve aprovação do projeto pelos Comitês Técnico Científico e de Ética das 

Instituições 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 São Paulo, sob a guarda da Profa. Dra. Adele Caterino de Araujo em freezer 

-70ºC.  

 Os DNA foram extraídos de leucócitos do sangue periférico usando o kit 

PureLinkTM Genomic DNA (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 

segundo as instruções do fabricante. 

 

 4.2.2 Material necessário 

 

 O projeto foi parcialmente financiado pelo CNPq, Edital Universal, Processo # 

481040/2007-2, e a parte experimental conduzida no Laboratório de Retrovírus do 

Centro de Virologia do IAL. Foram respeitadas todas as normas de biossegurança e 
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de qualidade em técnicas de biologia molecular necessárias para a manipulação de 

todo o material utilizado nesse trabalho, inclusive na utilização das salas de pré e 

pós-amplificação de DNA. 

 

 4.3 Métodos 

 

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

 

As misturas de reação para as PCR e n-PCR utilizaram o mesmo tampão 10x 

concentrado (Tris-HCl pH 8.8) (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), MgCl2 na 

concentração de 50 mM (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), dNTP 

(desoxirribonucleotídeos fosfatados) na concentração de 10 mM (Invitrogen - Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA), primers (ou iniciadores) na concentração de 10 

pmol/µL (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), Taq DNA polimerase 

na concentração de 5 U/µL (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), e água ultra pura 

(Gibco, Gaithersburg, MD, USA). A quantidade de cada reagente variou conforme o 

protocolo. Nas PCR foram empregados de 2,5 a 5 L de DNA alvo e nas n-PCR, 5 

µL do produto amplificado na primeira PCR. As misturas de reação foram 

submetidas, em termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA), à desnaturação inicial por 4 ou 5 min a 94 ou 95ºC e extensão 

final a 72ºC. A temperatura de pareamento dos primers variou de acordo com o 

tamanho e a composição dos mesmos. Ainda, uma reação contendo todos os 

componentes acima, porém utilizando água ultra pura ao invés do DNA, foi incluída 

em todas as reações como controle negativo. Além disso, algumas amostras tiveram 

todos os ensaios repetidos, a fim de confirmar os resultados obtidos e garantir a sua 

qualidade. 

Os protocolos utilizados nas PCR e n-PCR foram selecionados da literatura e 

sofreram pequenas adaptações e otimizações. Para a otimização dos primers 

selecionados, cada um foi alinhando com sequências de referência e cada 

nucleotídeo foi conferido.  Para o HTLV-1 foram usadas a sequência do protótipo 

internacional ATK (número de acesso no Genbank: J02029) e duas sequências com 

genoma completo de HTLV-1 do Brasil (números de acesso no Genbank: AY563953 

e AY563954). Já para o HTLV-2 foram usadas a sequência do protótipo 

internacional Mo (número de acesso no Genbank: M10060) e duas sequências com 
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genoma completo de HTLV-2 do Brasil (números de acesso no Genbank: AF326584 

e AF139382). Quando o primer da maneira descrita do artigo original não funcionou 

corretamente, e foi encontrada diferença de nucleotídeo entre o primer e as 

sequências 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 posição na sequência de um primer. Por 

exemplo, uma base de composição mista em uma única posição pode incluir todas 

as quatro bases (N), bases C ou T (Y), bases A ou G (R), etc. Existem 11 

combinações possíveis 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 GoTaq Colorless Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) para maior 

estabilidade. Foram ajustadas também as condições de ciclagem: as temperaturas 

ideais dos primers foram calculadas usando a ferramenta Oligo Calculator disponível 

no site da Universidade de Pittsburgh (www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.htmL), e 

temperaturas próximas das fornecidas por essa ferramenta foram utilizadas na 

otimização. As condições ideais de ciclagem foram definidas pela observação da 

banda mais nítida e forte no gel de agarose.  

Os primers e sua posição na linhagem ATK e Mo, bem como o número de 

ciclos, o tempo de cada etapa de amplificação, 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 região LTR do HTLV-1, com base na descrição de LAURENTINO et 

al., 2005. Foi possível 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 região LTR para 

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

Londrina e região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

PCR LTR
 b

 LTR-I.01 Forward TGA CAA TGA CCA TGA GCC CCA (20 pb)  23-43 

LTR-I.02 Reverse CGC GGA ATA GGG CTA GCG CT (20 pb) 963-844 

n-PCR LTR
 b,c

 LTR-I.03 Forward GGC TTA GAG CCT CCC AGT GA (20 pb) 57-76 

LTR-I.04 Reverse GCC TAG GGA ATA AAG GGG CG (20 pb) 821-802 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo ATK 

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

de bases.  

b adaptado de LAURENTINO et al., 2005. 

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

 

Tabela 3. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da região LTR para a detecção 

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

região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Condições da reação 
HTLV-1 - LTR

a
 

PCR n-PCR 

Reagentes   

Tris-HCl Tampão 10X 5 L 5 L 

MgCl2 50 mM 2,5 L 2,5 L 

dNTP 10 mM 1 L 1 L 

Taq DNA polimerase 5 U/l 0.5 L 0,5 L 

Primer Forward 10 pmol/L 1 L 1 L 

Primer Reverse 10 pmol/L 1 L 1 L 

H2O 34 L 34 L 

DNA input 5 L 5 L 

Volume final 50 L 50 L 

   

Condições de ciclagem 

 94° C – 4 min 

35 ciclos 

94° C – 1 min 

57° C – 1 min 

72° C – 2 min 

 72° C – 7 min 

 8° C -  
 

a 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 região env do 

HTLV-1, com base na descrição de CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2000. Com eles, 

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

 

 

Tabela 4. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da região env para 

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

Londrina e região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

PCR env
b
 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
b,c

 LUI 7 Forward CCG TCT CCA GYC CMT MCT GGA (21 pb) 5547-5567 

LUI 8 Reverse CCT CGT CTR TTY TGG GCW GCA (21 pb) 6309-6289 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo ATK 

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

de bases.  

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

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

    Em evidência as bases degeneradas. 
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Tabela 5. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da região env para a detecção 

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

região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Condições da reação 
HTLV-1 - env

a
 

PCR n-PCR 

Reagentes   

Tris-HCl Tampão 10X 5 L 5 L 

MgCl2 50 mM 1,5L 1,5 L 

dNTP 10 mM 1 L 1 L 

Taq DNA polimerase 5 U/l 0,5 L 0,5 L 

Primer Forward 10 pmol/L 1 L 1 L 

Primer Reverse 10 pmol/L 1 L 1 L 

H2O 35 L 35 L 

DNA input 5 L 5 L 

Volume final 50 L 50 L 

   

Condições de ciclagem 

 95° C – 5 min 

35 ciclos 

95° C – 1 min 

55° C – 2 min 

72° C – 3 min 

 72° C – 7 min 

 8° C -  
a 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 região tax do HTLV-

1, com base em descrição de FURUKAWA et al., 2000.  Foi possível amplificar por 

PCR e n-PCR e sequenciar 13 isolados, sendo cinco de Londrina e região e oito de 

São 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 região tax para 

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

Londrina e região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

PCR tax
b
 PXO1 Forward TCG AAA CAR CCC TRC AGA TA (20 pb)  7280-7299 

PXO2 Reverse TGA GCT TAT GAT TTG TCT TCA (21 pb) 8470-8490 

n-PCR tax
b
 PXI1 Forward ATA CAA AGT TAA CCA TGC TT (20 pb) 7297-7316 

PXI3 Reverse AGA CGT CAG AGC CTT AGT CT (20 pb) 8397-8416 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo ATK 

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

pares de bases. 

b Adaptado de FURUKAWA et al., 2000. 

    Em evidência as bases degeneradas. 

 

 

Tabela 7. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da região tax para a detecção de 

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

(sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Condições da reação 
HTLV-1 - tax

a
 

PCR n-PCR 

Reagentes     

GoTaq Colorless Master Mix 2X 12,5 L 25 L 

Primer Forward 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

Primer Reverse 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

H2O 8 L 17 L 

DNA input 2,5 L 5 L 

Volume final 25 L 50 L 

     

Condições de ciclagem 

 94° C – 5 min  94° C – 5 min 

35 ciclos 

94° C  – 1 min 

58° C – 1 min 15 seg 

72° C – 1 min 30 seg 

    20 ciclos 

94° C  – 1 min 

58° C – 1 min 15 seg 

72° C – 1 min 30 seg 

 72° C – 10 min  72° C – 10 min 

 8° C -   8° C -  
a Adaptado de FURUKAWA et al., 2000. 

  



49 

 

Tabela 8. Primers utilizados no sequenciamento da região tax de DNA proviral do 

HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e região (sul) e de São 

Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

Sequenciamento  

tax
b
 

PXI1 Forward
c
 ATA CAA AGT TAA CCA TGC TT (20 pb) 7297-7316 

PXI2 Forward GGC CAT GCG CAA ATA CTC CC (20 pb) 7641-7660 

 PXI3 Forward TTC CGT TCC ACT CAA CCC TC (20 pb) 8024-8043 

PXI1 Reverse GGG TTC CAT GTA TCC ATT TC (20 pb) 7667-7686 

PXI2 Reverse GTC CAA ATA AGG CCT GGA GT (20 pb) 8047-8066 

PXI3 Reverse
c
 AGA CGT CAG AGC CTT AGT CT (20 pb) 8397-8416 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo ATK 

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

pares de bases. 

b Adaptado de FURUKAWA et al., 2000. 

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

 

 

4.3.1.4 HTLV-2 - LTR 

 

Os protocolos estabelecidos para a região LTR do genoma proviral do HTLV-

2 foram baseados em protocolo previamente descrito (MORIMOTO et al., 2007). 

Com eles foi possível amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 23 isolados. A 

Tabela 9 e a Tabela 10 descrevem os protocolos adaptados para região LTR do 

HTLV-2.  



50 

 

Tabela 9. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da região LTR para 

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

Londrina e região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

PCR LTR
 b

 VS1 Forward CAG GGC GAG TCA TCG ACC CAA AAG (24 pb)  35-58 

VS2 Reverse GAA GAC AAT GCT CCT AGG GCG GGC (24 pb) 746-724 

n-PCR LTR
 b,c

 VS3 Forward ACC GTC TCA CAC AAA CAA TCC C (22 pb) 64-85 

VS4 Reverse GCG GGC CTG CCT ATA GCG ATG (21 pb) 729-709 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo Mo 

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

pares de bases. 

b adaptado de MORIMOTO et al., 2007. 

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

 

Tabela 10. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da região LTR para a detecção 

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

região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Condições da reação 
HTLV-2 - LTR

a
 

PCR n-PCR 

Reagentes     

Tris-HCl Tampão 10X 5 L 5 L 

MgCl2 50 mM 2,5 L 2,5 L 

dNTP 10 mM 1 L 1 L 

Taq DNA polimerase 5 U/l 0.5 L 0,5 L 

Primer Forward 10 pmol/L 1 L 1 L 

Primer Reverse 10 pmol/L 1 L 1 L 

H2O 34 L 34 L 

DNA input 5 L 5 L 

Volume final 50 L 50 L 

    

Condições de ciclagem 

 95° C – 5 min  95° C – 5 min 

35 ciclos 

95° C – 1 min 

66° C – 1 min 

72° C – 30 seg 

 

   30 ciclos 

95° C – 1 min 

64° C – 1 min 

72° C – 1 min 

 72° C – 7 min  72° C – 7 min 

 8° C -   8° C -  
a adaptado de MORIMOTO et al., 2007. 
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4.3.1.5 HTLV-2 - env 
 
 

Os protocolos estabelecidos para a região 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 possível amplificar por PCR e n-

PCR e sequenciar 37 isolados, sendo 27 de Londrina e região e 10 de São Paulo. 

Foram utilizados dois protocolos diferentes para tornar possível o sequenciamento 

de um fragmento grande da região 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 região env para 

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

Londrina e região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

PCR env
 b

 E5 Forward AGC CAA GTG TCC CTT CGA CTA (21 pb)  5612-5632 

E2 Reverse CTG CAG AAG CTA GCA GGT CTA (21 pb) 6670-6650 

n-PCR env
 b,c

 E3 Forward TTC TCT AAG TGC GGC TCC TC (20 pb) 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 (21 pb)     6041-6060 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo Mo 

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

pares de bases. 

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

c 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 região env para a detecção 

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

região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Condições da reação 
HTLV-2 - env

a
 

PCR n-PCR 

Reagentes   

GoTaq Colorless Master Mix 2X 12,5 L 25 L 

Primer Forward 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

Primer Reverse 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

H2O 8 L 17 L 

DNA input 2,5 L 5 L 

Volume final 25 L 50 L 

   

Condições de ciclagem 

 94° C – 4 min 

30 ciclos 

94° C – 1 min 

56° C – 1 min 

72° C – 1 min 30 seg 

 72° C – 10 min 

 8° C -  
a adaptado de EGAN et al., 1999; SHINDO et al., 2002. 

 

 

Tabela 13. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da região env para 

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

Londrina e região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

PCR env
 b

 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
 b,c

 Lui7 Forward CCG TCT CCA GYC CMT MCT GGA (21 pb) 5547-5567 

Lui8 Reverse CCT CGT CTR TTY TGG GCW GCA (21 pb) 6309-6289 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo Mo 

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

pares de bases. 

b adaptado de MORIMOTO et al., 2007. 

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

    Em evidência as bases degeneradas. 
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Tabela 14. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da região env para a detecção 

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

região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Condições da reação 
HTLV-2 - env

a
 

PCR n-PCR 

Reagentes     

GoTaq Colorless Master Mix 2X 12,5 L 25 L 

Primer Forward 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

Primer Reverse 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

H2O 8 L 17 L 

DNA input 2,5 L 5 L 

Volume final 25 L 50 L 

     

Condições de ciclagem 

 94° C – 4 min  94° C – 4 min 

35 ciclos 

94° C – 1 min 

40° C – 1 min 

72° C – 2 min 

  35 ciclos 

94° C – 1 min 

60° C – 1 min 

72° C – 2 min 

 72° C – 10 min  72° C – 10 min 

 8° C -   8° C -  
a adaptado de MORIMOTO et al., 2007. 

 

 

4.3.1.6 HTLV-2 – tax 

 

Os protocolos estabelecidos para a região tax do genoma proviral do HTLV-2 

foram baseados em protocolo previamente descrito (EIRAKU et al., 1996). Com eles 

foi possível amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 25 isolados, sendo 19 de 

Londrina e região e seis de São Paulo. As Tabelas 15, 16 e 17 descrevem os 

protocolos adaptados para região tax do HTLV-2.  
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Tabela 15. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da região tax para 

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

Londrina e região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

PCR tax
b
 pX101 Forward GGC AAT CTC CTA AAA TAG TCT (21 pb)  7155-7175 

Px106 Reverse GGG CCG TGG TTT CAG TTC CTA (21 pb) 8306-8326 

n-PCR tax
b
 pX103 Forward TTA CAA TCC TGT CTC CTC TCA (21 pb) 8306-8326 

Px106 Reverse GGG CCG TGG TTT CAG TTC CTA (21 pb) 8306-8326 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo Mo 

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

pares de bases. 

b Adaptado de EIRAKU et al., 1996. 

 

 

Tabela 16. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da região tax para a detecção 

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

região (sul) e de São Paulo (sudeste). 

 

Condições da reação 
HTLV-2 - tax

a
 

PCR n-PCR 

Reagentes   

GoTaq Colorless Master Mix 2X 12,5 L 25 L 

Primer Forward 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

Primer Reverse 10 pmol/L 1 L 1,5 L 

H2O 8 L 17 L 

DNA input 2,5 L 5 L 

Volume final 25 L 50 L 

   

Condições de ciclagem 

 94° C – 5 min 

35 ciclos 

94° C – 40 seg 

52,5° C – 30 seg 

72° C – 40 seg 

 72° C – 10 min 

 8° C -  
a Adaptado de EIRAKU et al., 1996. 
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Tabela 17. Primers utilizados no sequenciamento da região tax de DNA proviral do 

HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e região (sul) e de São 

Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

Sequenciamento 

tax
b
 

Px103 Forward
c
 TTA CAA TCC TGT CTC CTC TCA (21 pb) 8306-8326 

Px105 Forward GCT YTC CCC ACC CAT GAC ATG (21 pb) 7680-7603 

 LS1 Forward GAA TAC ACC AAC ATC CCT GTC (21 pb) 8140-8160 

Px102 Reverse TGT GTG TAG GAA CAT TTT GTA (21 pb) 7795-7815 

Px106 Reverse
c
 GGG CCG TGG TTT CAG TTC CTA (21 pb) 8306-8326 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo Mo 

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

pares de bases. 

b Adaptado de EIRAKU et al., 1996. 

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

    Em evidência as bases degeneradas. 

 

 

Para a recuperação de alguns casos de tax do HTLV-2 que resultaram 

positivos na n-PCR, mas que geraram sequências ruins onde não foi possível a 

edição, foi repetido o sequenciamento com os primers descritos na Tabela 17 e 

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

 

Tabela 18. Primers adicionais utilizados no sequenciamento da região tax de DNA 

proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e região (sul) e 

de São Paulo (sudeste). 

 

Ensaio Molecular Primer  Sequência 5’ – 3’ e tamanho do produto Posição
a
 

Sequenciamento 

tax
b
 

Px107 Forward ACC CCA TGT CAT ATT CTG CCA (21 pb) 7713-7733 

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

Px104 Reverse AAG TTC TTC TAA TCG TTT TAG (21 pb) 7771-7791 

a Posição dos nucleotídeos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protótipo Mo 

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

pares de bases. 

b 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 restrição) para região LTR do HTLV-2  

 

Usando um sistema de classificação que acomoda sítios de restrição descrito 

por SWITZER e por EIRAKU (SWITZER et al., 1995; EIRAKU et al., 1995), foram 

empregadas sete enzimas na análise da região LTR do HTLV-2 por RFLP (Dra II, 

Ban II, Ava II, Sau I, Bgl I, Sac II, e Sma I). A n-PCR foi usada para amplificar 666pb 

da região LTR (nt. 64-729) (MORIMOTO et al., 2007), e os produtos obtidos foram 

submetidos à RFLP (MORIMOTO, 2003) e ao sequenciamento como forma 

comparativa.  

Para a avaliação das sequências, mapas de predição de endonuclease foram 

construídos usando as ferramentas Sequencher 4.7 e NEBcutter V2.0 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) e foram comparados com os padrões de 

gel na RFLP, procurando por subgrupos de HTLV-2a e correlacionando com fatores 

de risco para transmissão/aquisição do HTLV. 

 

 4.3.3 Detecção e purificação de produtos da PCR para sequenciamento 

 

Após a realização da n-PCR, os produtos amplificados foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose na concentração de 1,3% (0,9 gramas de agarose 

em 70 mL de tampão TBE (Tris-Borato EDTA) 0,5x concentrado), corado com SYBR 

Safe (7 µL) (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os produtos de 

amplificação (4 µL) e o padrão de tamanho molecular Low DNA Mass Ladder 

(Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 4 µL diluído 1:10, foram 

misturados ao BlueJuice Gel Loading Buffer (1 µL) (Invitrogen - Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA), aplicados no gel de agarose e submetidos a uma corrente 

constante de 90V por 45 min. A solução-tampão eletrolítica para o preparo do gel foi 

a mesma que recobriu o gel na cuba de eletroforese (tampão de corrida). Os 

produtos de amplificação de DNA foram visibilizados como bandas no gel de 

agarose quando submetidos à luz ultravioleta em transluminador e 

fotodocumentados. 

 Algumas amostras foram submetidas a um processo de purificação utilizando 

o kit ExoSAP-IT® For PCR Product Clean-Up (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), 

que utiliza duas enzimas hidrolíticas, Exonuclease I (Exo I) 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. Após essa etapa, a 

ExoSAP-IT foi inativada pelo aquecimento a 80°C por 15 min. O material purificado 

foi novamente quantificado em gel de agarose e sequenciado. As sequências de 

DNA do material purificado e do não purificado apresentaram a mesma qualidade, e 

por isso a técnica de purificação deixou de ser realizada.  

 

 4.3.4 Reação de sequenciamento 

 

Para a reação 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 reação 

foi realizada utilizando 0,5 µL de Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA), 4 µL de tampão de sequenciamento 2,5x (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA),1,6 µL de primer na concentração de 1 pmol/µL e água ultra 

pura (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) para um volume final de reação de 10 µL. 

Todas as reações de incorporação de rodaminas foram realizadas em placas de 96 

poços (Optical 96-well Reaction Plate, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 

sob as seguintes condições: 25 ciclos de: 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 

segundos e 6°C por 4 min. 

 

 4.3.5 Purificação da reação de sequenciamento 

 

 Após a reação de sequenciamento, foram realizadas duas técnicas diferentes 

de purificação para a retirada do excesso de dNTPs, de acordo com o sequenciador 

a ser usado: 

- Isopropanol 70%: 40 µL de isopropanol a 70% foram adicionados a cada poço da 

placa. A placa foi centrifugada a 1.990 x g por 45 min; o isopropanol foi desprezado 

por inversão da placa e seguiu-se uma etapa de centrifugação da placa invertida a 

150 x g por 1 min. O sedimento seco foi ressuspenso com 10 µL de formamida Hi-Di 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e as amostras foram sequenciadas em 

Sequenciador Automático ABI 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA). 
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- Etanol/Acetado de Sódio: a mistura de 1 µL de acetado de sódio 3.0 M, pH 4.6, 

mais 25 µL de etanol a 100%, foi adicionada a cada poço da placa. A placa foi 

homogeneizada e permaneceu por 10 min no gelo, no escuro. Então, a placa foi 

centrifugada a 2000 x g por 20 min; o etanol/acetado de sódio foi desprezado por 

inversão da placa e seguiu-se uma etapa de centrifugação da placa invertida a 150 x 

g por 1 min. Foi adicionado 75 µL de etanol a 70% e a placa foi centrifugada a 2000 

x g por 5 min; o etanol a 70% foi desprezado por inversão da placa e seguiu-se uma 

etapa de centrifugação da placa invertida a 150 x g por 1 min. O sedimento seco foi 

ressuspenso com 15 µL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) e as amostras foram sequenciadas em Sequenciador Automático ABI 3130 

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

 

 4.3.6 Análise molecular: Edição, Análise de subtipos do HTLV e Análises 

filogenéticas 

 

4.3.6.1 Edição 

 Os arquivos obtidos do sequenciamento, denominados de cromatogramas 

contendo as informações da sequência de ácidos nucléicos, foram alinhados e 

editados, utilizando o programa Sequencher 4.7 (Gene Codes). As sequências finais 

obtidas pela edição foram salvas em formato fasta. 

 Os arquivos fasta foram checados para confirmar se todas as sequências 

eram de HTLV usando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

disponível no website do NCBI (National Center for Biotecnology Information, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que compara cada sequência com todo o 

banco de dados do NCBI.  

 

4.3.6.2 Análise de subtipos do HTLV 

Os arquivos fasta de HTLV-1 e HTLV-2 gerados após a edição foram 

avaliados pela ferramenta Genotyping disponível no website do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) que realiza a análise 

de subtipos através da comparação por BLAST da sequência genética da amostra 

com cada uma das sequências de referência (ROZANOV et al., 2004). Para análise 

de subtipo do HTLV-1 baseado na região LTR foi usada também a ferramenta LASP 

HTLV-1 Subtyping disponível no website do REGA ou BioAfrica 



59 

 

(http://bioafrica.mrc.ac.za/rega-genotype/htmL/subtypinghtlv.htmL). Com ela o 

subtipo do HTLV-1 é determinado por meio da combinação de análises filogenéticas 

com métodos de bootscanning (DE OLIVEIRA et al., 2005; ALCANTARA et al., 

2009). 

 

4.3.6.3 Análise filogenética 

 Para a realização das análises filogenéticas, os arquivos fasta gerados após a 

edição, foram alinhados com um conjunto de sequências de HTLV disponíveis 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 versão 7.0.5.3 (HALL, 2001). Os alinhamentos múltiplos foram 

corrigidos manualmente usando o programa BioEdit.  

Os algoritmos de reconstrução filogenética Neighbor Joining – NJ 

(“aproximação de vizinhos”) e Maximum Likelihood - ML (Máxima Verossimilhança) 

foram utilizados para as análises filogenéticas. O NJ é um método que identifica os 

vizinhos e atribue um valor às diferenças existentes entre duas sequências; é 

considerado eficiente e rápido. É um método de inferência filogenética considerado 

quantitativo, as diferenças entre as sequências são tratadas como uma só variável 

(SAITOU & NEI, 1987). Já o ML usa cálculos probabilísticos para encontrar a árvore 

que melhor explica a variação dado o conjunto de sequências, é considerado o 

melhor modelo de um ponto de vista teórico, porém exige muito esforço 

computacional. É um método de inferência filogenética considerado qualitativo, as 

diferenças entre as sequências são tratadas considerando inúmeras variáveis 

(FELSENSTEIN, 1981). Não há como pressupor ser um método melhor do que o 

outro, portanto os dois algoritmos foram avaliados. O método de NJ é adequado 

para estudar topologia, mas para obter mais precisão quanto ao tamanho dos ramos 

deve-se considerar o ML. 

As árvores de NJ e ML foram construídas baseadas em modelos apropriados 

de substituição de nucleotídeos determinados pelo Modeltest v3.7 (POSADA & 

CRANDALL, 1998) , usando o programa PAUP versão 4.0.b10 (SWOFFORD, 2002). 

O índice de sustentabilidade dos ramos foi testado pelo método de bootstrapping 

com 1000 pseudo-réplicas. As árvores filogenéticas foram visualizadas com o 

programa TreeView versão 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 árvores. As árvores foram enraizadas usando um grupo externo; 

para tanto não foi escolhido um grupo externo relacionado de forma muito distante 

com o grupo interno, pois poderia resultar em erros topológicos e, não foi escolhido 

um grupo externo relacionado ao interno de forma muito próxima, pois dessa forma 

o grupo externo não seria verdadeiramente representativo.  

 

 4.3.6.4 Análise de mutações 

 Para a realização da pesquisa de mutações foi utilizado o programa BioEdit 

Sequence Alignment Editor versão 7.0.5.3, no qual as sequências novas e as 

sequências de referência disponíveis no GenBank foram alinhadas e pesquisada 

presença de mutações e sua frequência. Ainda, este programa foi utilizado para 

transformar nucleotídeos em aminoácidos, e para buscar alterações de aminoácidos. 

O protótipo 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 Japão (SEIKI et 

al., 1983). Os protótipos 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 atípica 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 Análise de similaridade de nucleotídeos 

 Foi estimada a distância de nucleotídeos utilizando o programa MEGA4 – 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (TAMURA et al., 2007), dentro de um 

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

 

 Os protocolos adaptados e otimizados estabelecidos para as regiões LTR, 

env e tax do genoma proviral do HTLV-1 e do HTLV-2 foram apresentados sob a 

forma de tabelas na seção Métodos assim como o número de amostras que 

puderam ser amplificadas com estes protocolos e, os resultados obtidos com as 

sequências 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 região, e 

dez de São 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 região 

LTR do HTLV-1, com base na descrição de LAURENTINO et al., 2005, foi possível 

amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar os 17 isolados com produtos de 731 pb.  

Foram construídas árvores filogenéticas com um segmento de 692 pb (nt. 75-

766 em relação ao protótipo internacional ATK) de 59 sequências de LTR do HTLV-1 

disponíveis na base de dados GenBank, incluindo as 17 novas sequências de 

Londrina e região e de São Paulo. O melhor modelo evolutivo determinado pelo 

Modeltest v3.7 foi o GTR+G. As árvores 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 análise de ML) 

(Figura 3). 
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Figura 3. Árvore filogenética Maximum Likelihood da região LTR do HTLV-1 com 

692 pb (posição 75-766 em relação ao protótipo internacional ATK) de 59 isolados, 

incluindo as 17 sequências de Londrina e região e de São Paulo (número de acesso 

no GenBank JF271836-JF271852) em negrito, construída 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 (*) estão retratados nos ramos. O isolado 

mel5 (HTLV-1c) foi usado como grupo externo. 
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A análise molecular das sequências de LTR do HTLV-1, usando o programa 

MEGA4, mostrou similaridade de nucleotídeos de 98,8% entre as sequências do 

estudo, 97,4% em comparação com o protótipo internacional ATK, e 90,3% em 

comparação com o protótipo internacional mel5 (HTLV-1c). As quatro sequências 

(BRLO15-02, BRLO30-02, BRLO34-02 e BRSP320-09) que apresentaram maior 

similaridade com o ATK agruparam separadamente na árvore de LTR (p≤0,001 e 

bootstrap=96%; cluster B), e possuem as substituições de nucleotídeos C386T e 

T594C. Todas, exceto estas quatro sequências apresentaram as substituições de 

nucleotídeos T500A, A549G, G676A, T766C e T767G (cluster A), em relação ao 

ATK, alinhadas usando a ferramenta ClustalW do programa BioEdit (MAGRI et al., 

2011, 2012, Anexos G e H).  

Além disso, a presença de mutações pontuais nos TRE-1 e TRE-2 da região 

LTR do HTLV-1, recentemente descritas na literatura como associadas com o 

aumento da carga proviral em indivíduos assintomáticos (NETO et al., 2011) foi 

pesquisada em 10 sequências de São Paulo do presente estudo (número de acesso 

no GenBank JF271843-JF271852) e mais 14 sequências novas de São Paulo 

(número de acesso no GenBank JX280947- JX280960). Das 24 sequências LTR de 

HTLV-1, a mutação G232A no TRE-1 foi detectada em 16 (66,7%) sequências e a 

mutação A184G no TRE-2 em 13 (54,2%). Além disso, 13 sequências (54,2%) 

tinham as duas mutações, três (12,5%) apresentaram apenas a mutação G232A no 

TRE-1, nenhuma tinha a mutação A184G no TRE-2 sozinha, e oito (33,3%) não 

tinham mutações (MAGRI et al., 2012c, Anexo I). 

 

 

 5.1.2 HTLV-1 - env 

 

Usando os protocolos adaptados para região env do HTLV-1, com base na 

descrição de CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2000, foi possível amplificar por PCR e 

n-PCR e sequenciar 16 isolados. Produtos de env de 705 pb foram sequenciados 

(nt. 5612-6318 em relação ao ATK) e os resultados obtidos corroboraram os da 

região LTR, ou seja, presença do subtipo Cosmopolita HTLV-1a. 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 

sequência da região env da amostra BRLO14-02. A parte superior do gráfico mostra 

a sequência do presente estudo, com a cor vermelha referente ao seu subtipo (A), 

definido através da comparação com banco de dados de sequências do NCBI. 

 

Foram construídas árvores filogenéticas com um segmento de 705 pb de 44 

sequências de env do HTLV-1 disponíveis em GenBank, incluindo as 15 novas 

sequências de Londrina e região e de São Paulo (o isolado BRLO37-02 não entrou 

nessa análise pois sua sequência foi obtida posteriormente). O melhor modelo 

evolutivo foi o HKY+i+G. As árvores 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 análise 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. Árvore filogenética Maximum Likelihood da região env do HTLV-1 com 705 

pb (posição 5614-6318 em relação ao protótipo internacional ATK) de 44 isolados, 

incluindo as 15 sequências de Londrina e região e de São Paulo (número de acesso 

no GenBank HM770426-HM770440) em negrito, construída 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 (*) estão retratados nos ramos. O isolado 

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

 

A análise molecular das sequências de env do HTLV-1, usando o programa 

MEGA4, revelou similaridade de nucleotídeos de 99,5% entre as sequências 
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brasileiras, 99% em comparação com o ATK, e 91,6% em comparação com o 

protótipo internacional mel5 (HTLV-1c). As três sequências (BRLO15-02, BRLO34-

02 e BRSP320-09) que apresentaram maior similaridade com o ATK agruparam 

separadamente na árvore (p≤0,001). Todas, exceto estas três sequências 

apresentaram as substituições de nucleotídeos T5637G, T5730C e A6120G, em 

relação ao ATK, alinhadas usando a ferramenta ClustalW. Seis (40%) sequências 

apresentaram a troca de aminoácido Valina para Isoleucina, V1981I (Figura 6) e 

agruparam juntas na árvore de env (BRLO48-02, BRSP145-08, BRSP205-09, 

BRSP232-08, BRSP414-09 e BRSP01-10). (MAGRI et al., 2011, 2012a, Anexos F e 

G) 

 

 

 

Figura 6. Alinhamento de aminoácidos da região env do HTLV-1 (705 pb) usando a 

ferramenta ClustalW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando a substituição de 

Valina para Isoleucina (V-I) na posição 1981, em seis amostras do Paraná (BRLO) e 

de São Paulo (BRSP), em relação ao protótipo internacional Mo. 

 

 

 5.1.3 HTLV-1 - tax 

Usando os protocolos adaptados para região tax do HTLV-1, com base em 

descrição de FURUKAWA et al., 2000, a n-PCR gerou um fragmento de 1119 pb. 
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Foi possível amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 13 isolados, sendo cinco de 

Londrina e região e oito de São Paulo.  

As sequências de tax de 1059 pb (nt. 7324-8382 em relação ao protótipo 

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. 

 

 

Figura 7. Subtipo do HTLV-1 gerado pela ferramenta Genotyping-NCBI a partir da 

sequência da região tax da amostra BRLO14-02. A parte superior do gráfico mostra 

a sequência do presente estudo, com a cor vermelha referente ao seu subtipo (A), 

definido através da comparação com banco de dados de sequências do NCBI. 

 

Foram construídas árvores filogenéticas com um segmento de 977 pb de 49 

sequências de tax do HTLV-1 disponíveis em GenBank, incluindo as 13 novas 

sequências de Londrina e região e de São Paulo. O melhor modelo evolutivo foi o 

TrN+G. As árvores filogenéticas de ML e NJ (Figura 8) apresentaram topologias 

semelhantes, agrupando os 13 isolados no subtipo HTLV-1a. Na árvore filogenética 

foi possível observar que todas os isolados do estudo pertencem ao genótipo 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). 
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Figura 8. Árvore filogenética Neighbor Joining da região tax do HTLV-1 com 977 pb 

(posição 7378–8354 em relação ao protótipo internacional ATK) de 49 isolados, 
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incluindo as 13 sequências de Londrina e região e de São Paulo (número de acesso 

no GenBank JN887698-JN887710) em negrito, construída 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 (*) estão retratados nos ramos. O isolado EL 

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

 

A análise molecular das sequências de tax do HTLV-1, usando o programa 

MEGA4, revelou similaridade de nucleotídeos de 99,5% entre todas as sequências 

do estudo, também quando elas foram estratificadas em dois grupos, um de 

Londrina e região e outro de São Paulo. A análise das sequências em relação ao 

protótipo internacional ATK mostrou semelhança de nucleotídeos de 99,2%. 

Quando as sequências da região tax do HTLV-1 (1059 pb) foram analisadas 

quanto à presença de mutações em comparação com o ATK, foram detectadas 

substituições de nucleotídeos nas posições C7401T e T7914C com uma frequência 

de 76,9% (exceção cluster B da América Latina), e C7920T, C7982T, G8231A e 

A8367C com uma frequência de 100% (cluster A e B da América Latina). Essas 

substituições são apresentadas na Tabela 8 e confirmam a presença da assinatura 

molecular encontrada em isolados do Brasil. Duas substituições de nucleotídeos 

resultaram em mutação não sinônima e, portanto, geraram mudança no aminoácido 

correspondente. Foram elas as substituições das posições C7982T e G8231A com 

as trocas de aminoácido A2661V e S2744N (Tabela 8) (MAGRI et al., 2012b, Anexo 

J).  

 

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

depositadas em Genbank encontra-se no Anexo K. 
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Tabela 19. Comparação das sequências da região tax do HTLV-1, mostrando as 

substituições de nucleotídeos, as trocas de aminoácidos e suas posições nas 13 

amostras provenientes das regiões Sul e Sudeste do Brasil, em relação ao protótipo 

internacional ATK. 
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5.2 HTLV-2 

 

 Trinta e oito amostras de DNA, sendo 28 de isolados de Londrina e região, e 

dez de São Paulo foram analisadas e designadas: BRLO02-02, BRLO03-02, 

BRLO05-02, BRLO07-02, BRLO09-02, BRLO10-02, BRLO11-02, BRLO12-02, 

BRLO18-02, BRLO19-02, BRLO21-02, BRLO22-02, BRLO23-02, BRLO24-02, 

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.  

 

 5.2.1 HTLV-2 - LTR 

 

Os protocolos estabelecidos para a região LTR do genoma proviral do HTLV-

2 foram baseados em protocolo previamente descrito (MORIMOTO et al., 2007). 

Com eles foi possível amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 23 isolados.  

Produtos de 458 pb (nt. 181-638 em relação ao protótipo internacional Mo) 

foram obtidos e sequenciados. Os 23 isolados foram classificados como subtipo 

HTLV-2a. As árvores filogenéticas foram construídas primeiramente com 88 

sequências de LTR do HTLV-2 disponíveis em GenBank, incluindo 18 novas 

sequências, sendo 14 de Londrina e região (PR) e quatro sequências de São Paulo 

do ano de 1994 (designadas SP17, SP281, SP305 e SP510). O melhor modelo 

evolutivo foi o HKY+i+G. As árvores 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. Árvore filogenética Neighbor Joining da região LTR do HTLV-2 com 458 pb 

(posição 181-638 em relação ao protótipo internacional Mo) de 88 isolados, incluindo 

as 18 sequências de Londrina e região (número de acesso no GenBank GU573730-
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GU573743) e antigas de São Paulo em negrito, construída 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 (*) estão retratados nos ramos.  O isolado Efe2 (HTLV-

2d) foi usado como grupo externo. 

 

As similaridades entre as 18 sequências de Londrina e região, e entre as 

sequências antigas de São Paulo foram de 99,2% e 99,0%, respectivamente. 

Análises comparativas entre as sequências de nucleotídeos de Londrina e região e 

as antigas de São Paulo revelaram que elas estão relacionadas, com similaridade de 

98,9%. Essa mesma similaridade (98,9%) foi encontrada quando as sequências 

obtidas foram comparadas com o protótipo internacional Mo (HTLV-2a) (MAGRI et 

al., 2010, Anexo L). 

 Essas mesmas 18 sequências foram analisadas em comparação com a 

metodologia de RFLP. Os mapas de restrição de endonucleases dos produtos 

amplificados concordaram com os encontrados na RFLP. Houve quatro grupos, 

denominados de: a4Br, a5Br, a6Br, e a6Br’, com base nas descrições de 

CATERINO-DE-ARAUJO et al., 1997, SWITZER et al., 1995, e EIRAKU et al., 1995. 

Os fragmentos encontrados estão descritos na Tabela 20.  

 

Tabela 20. Fragmentos (expressos em número de nucleotídeos) que resultaram da 

clivagem de produto de PCR de 458 pb da região LTR do HTLV-2 (nt. 181-638) dos 

isolados de Londrina e região (PR) e de São Paulo (SP). 

 

 Código da Sequência 

 PR18, PR23, PR24, 

PR27, PR29, SP305, 

PR19 

PR7, PR17, SP510 PR9, PR12, PR21, 

PR22, PR28, PR31, 

SP281 

PR26 

Enzimas de 

restrição 

Subgrupo 

HTLV-2a4 HTLV-2a5Br HTLV-2a6Br HTLV-2a6Br’ 

AvaII 225/233 225/233 225/233 225/233 

DraII 458 458 458 458 

BanII 293/165 135/158/165 137/156/165 293/165 

AvaII 458 458 458 458 

Bsu36I 303/155 303/155 303/155 303/155 

BgII 450/8 450/8 450/8 450/8 

SmaI 340/118 340/118 458 458 
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 Foi observada boa correlação entre os ramos das árvores filogenéticas 

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

11). 
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Figura 10. Árvore filogenética Maximum Likelihood da região LTR do HTLV-2 com 

458 pb, (posição 181-638 em relação ao protótipo internacional Mo) de 51 isolados, 

incluindo as 18 sequências de Londrina e região (número de acesso no GenBank 

GU573730-GU573743) e antigas de São Paulo em negrito, construída usando o 

modelo evolutivo HKY+i+G, usando o PAUP v4b10. Valores de zero length com 

p<0.001 (**) e p≤0.05 (*) estão retratados nos ramos. O isolado NRA (HTLV-2b) foi 

usado como grupo externo (MAGRI et al., 2010, Anexo L). 
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Figura 11. Mapas de restrição enzimática da região LTR do HTLV-2 (nt. 181-638) 

das sequências estudadas, usando as ferramentas Sequencher e NEBcutter. 

 

 

 Posteriormente, uma nova árvore agora com as sequências de 23 isolados foi 

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

Anexo M). 
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Figura 12. Árvore filogenética Neighbor Joining da região LTR do HTLV-2 com 458 

pb (posição 181-638 em relação ao protótipo internacional Mo) de 77 isolados, 
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incluindo as 23 sequências de Londrina e região e de São Paulo (número de acesso 

no GenBank GU573730-GU573743 e JQ435902-JQ435910) em negrito, construída 

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 (*) estão 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 região 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 possível amplificar por 

PCR e n-PCR e sequenciar 37 isolados, sendo 27 de Londrina e região e 10 de São 

Paulo.  

As sequências de env de 1065 pb (nt. 5573-6637 em relação 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 

sequência da região env da amostra BRLO03-02. A parte superior do gráfico mostra 

a sequência do presente estudo, com a cor vermelha referente ao seu subtipo (A), 

definido através da comparação com banco de dados de sequências do NCBI. 

 

 

Foram construídas árvores filogenéticas com um segmento de 1065 pb de 50 

sequências de env do HTLV-2 disponíveis na base de dados GenBank, incluindo 36 

novas sequências de Londrina e região e de São Paulo. O melhor modelo evolutivo 

para a construção filogenética foi o HKY+i+G. As árvores 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).  

 



80 

 

 

Figura 14. Árvore filogenética Neighbor Joining da região env do HTLV-2 com 1065 

pb (posição 5573-6637 em relação ao protótipo internacional Mo) de 50 isolados, 

incluindo as 37 sequências de Londrina e região e de São Paulo (número de acesso 

no GenBank HM770390-HM770425 e JQ435911) em negrito,  construída 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 (*) estão retratados nos ramos. O 
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isolado Efe (HTLV-2d) foi usado como grupo externo (MAGRI et al., 2013, Anexo 

M). 

 

A análise das sequências em relação a dados epidemiológicos mostrou que 

existe uma associação de variantes virais e tipo de exposição ao vírus e o local de 

origem do paciente: UDEV (p<0,001) e com isolados de Jundiaí em São Paulo 

(bootstrap>70%, p<0,001).  

A análise molecular das sequências parciais de env do HTLV-2, usando o 

MEGA4, revelou uma alta similaridade de nucleotídeos entre os isolados brasileiros 

(99,6%) e com o protótipo Mo (99,2%), em oposição ao protótipo NRA (HTLV-2b, 

com 95,7% de similaridade).  

Quanto à presença de mutações, foram observadas seis trocas de 

nucleotídeos muito conservadas entre os isolados do estudo nas posições T5726C, 

A5794G, T6109C, C6226T, C6379T, e A6580G, com uma frequência de 100%, 

97,2%, 91,6%, 100%, 100% e 100% em relação ao protótipo internacional Mo, 

respectivamente. Dessas substituições de nucleotídeos a única que era uma 

mutação não sinônima e, portanto, gerou mudança no aminoácido foi a da posição 

T5726C. Quando as sequências foram convertidas em aminoácido observou-se a 

troca S1909P (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Alinhamento de aminoácidos de região env do HTLV-2 com 1065 pb 

usando a ferramenta ClustalW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando a 
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substituição de Serina para Prolina (S-P) na posição 1909  em relação ao protótipo 

internacional Mo, nas amostras de Londrina e região (BRLO) e de São Paulo 

(BRSP). 

 

 5.2.3 HTLV-2 – tax 

 

Os protocolos estabelecidos para a região tax do genoma proviral do HTLV-2 

foram baseados em protocolos previamente descritos por EIRAKU et al., 1996. Com 

eles foi possível amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 25 isolados, sendo 19 de 

Londrina e região e seis de São Paulo.  

Sequências de 1068 pb (nt. 7213-8280 em relação ao protótipo 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 

sequência da região tax definido através da comparação com banco de dados de 

sequências do NCBI. Na parte superior a-) a sequência 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). 

a-) 

b-) 
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Foram construídas árvores filogenéticas com o segmento de 1068 pb de 43 

sequências de tax do HTLV-2 disponíveis na base de dados GenBank, incluindo 25 

novas sequências de Londrina e região e de São Paulo. O melhor modelo evolutivo 

para a construção filogenética foi o TrN+G. As árvores 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. Árvore filogenética Maximum Likelihood da região tax do HTLV-2 com 

1068 pb (posição 7213-8280 em relação ao protótipo internacional Mo) de 43 

isolados, incluindo as 25 sequncias de Londrina e região e de São Paulo (número de 

acesso no GenBank JN887712-JN887736) em negrito, construída 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 (*) estão retratados nos ramos. O isolado Efe2 

(HTLV-2d) foi usado como grupo externo. (MAGRI et al., 2013, Anexo M) 
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A análise molecular das sequências de tax do HTLV-2 subtipo a (todas exceto 

a BRLO38-02) usando o programa MEGA4, revelou similaridade de nucleotídeos de 

99,9% entre as sequências do estudo, também quando elas foram estratificadas em 

dois grupos, um de Londrina e região e outro de São Paulo.  A análise das 

sequências em relação ao protótipo internacional Mo mostrou semelhança de 

nucleotídeos de 99,3%. A similaridade entre a sequência BRLO38-02 em 

comparação com o NRA (HTLV-2b) foi de 99,5%. 

Quanto à presença de mutações, as principais substituições de nucleotídeos 

observadas foram A7819G, A7991G, A7798G, G8053C, T8203A, com uma 

frequência de 100%, C7611T, T7686C e A7825G com uma frequência de 96%, 92% 

e 36% respectivamente, em relação ao protótipo internacional Mo. Dessas 

substituições de nucleotídeos cinco resultaram em mutação não sinônima e, 

portanto, geraram mudança no aminoácido. Foram elas as substituições das 

posições A7819G, A7825G, A7991G, G8053C e T8203A. Quando as sequências 

foram convertidas em aminoácido observaram-se as trocas T2607A, I2609V, 

Y2664C, E2685Q e a perda do stop codon 2735Q, o que caracteriza a Tax longa 

encontrada em isolados do Brasil, com 25 aminoácidos a mais  (Figuras 18 e 19). 

 

 

Figura 18. Alinhamento de aminoácidos da região tax do HTLV-2 com 1068 pb, 

usando a ferramenta ClustalW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando as 

substituições de Treonina para Alanina (T→A) na posição 2607 e de Isoleucina para 
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Valina (I→V) na posição 2609, em 25 e 9, respectivamente, amostras de Londrina e 

região (BRLO) e de São Paulo (BRSP), em relação ao protótipo internacional Mo. 

 

 

Figura 19. Alinhamento de aminoácidos da região tax do HTLV-2, usando a 

ferramenta ClustalW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando as substituições de 

Tirosina para Cisteina (Y→C) na posição 2664, de Glutamato para Glutamina (E→Q) 

na posição 2685 e de stop codon para Glutamina (stop codon→Q) na posição 2735, 

que gerou um ganho de 25 aminoácidos na posição carboxi terminal, em todas as 

amostras de Londrina e região (BRLO) e de São Paulo (BRSP), em relação ao 

protótipo internacional Mo. 

 

 

A sequência do isolado BRLO38-02 foi também alinhada com o protótipo 

internacional NRA que é do subtipo HTLV-2b. Foram observadas algumas trocas de 

nucleotídeos: T7554C, T7611C, T7902C, T8031C e G8142A. Não foi observada 

nenhuma troca de aminoácido. 

 

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

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

 

O presente estudo realizou a caracterização molecular de HTLV-1 e HTLV-2 

(regiões LTR, env e tax), de isolados de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de 

Londrina e região e de São Paulo (Anexos G, H, I, J, L e M). 

Objetivando melhores resultados na amplificação 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 

amplificação por PCR de um grande número de isolados virais, quando utilizados 

primers degenerados (LI et al., 2012). Além disso, procurou-se obter sequencias 

grandes para a realização de análises filogenéticas robustas, apesar de muitas 

sequências disponíveis na literatura serem relativamente pequenas. Foram também 

feitas alterações quanto à temperatura de pareamento dos primers e ciclagem. 

Todas estas alterações e adaptações não foram suficientes para amplificar 100% 

dos segmentos dos isolados de HTLV-1 e HTLV-2 do presente estudo. Uma possível 

explicação poderia ser a presença de mutações ainda não descritas em literatura no 

local de pareamento dos primers. Curiosamente e dando suporte a esta hipótese, a 

falha na amplificação de segmentos do genoma viral foi mais acentuada para o 

HTLV-2 nas regiões LTR e tax, cujos protocolos não usaram bases degeneradas e o 

número de sequências longas disponíveis em GenBank era pequeno. Mesmo assim, 

um grande número de sequências pôde ser obtido no presente trabalho. 

 O estudo da região 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 árvore ML da LTR).  A semelhança de nucleotídeos entre as sequências 

de LTR do HTLV-1 foi de 98,8%. Esse achado corrobora os descritos na literatura 

onde semelhanças de 99,2% e 98,9%, respectivamente, foram detectadas em 

HTLV-1 isolados de indivíduos 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 

indivíduos das cidades de Fortaleza e de Rio Branco (norte do Brasil) (MAGALHÃES 

et al., 2008; MOTA-MIRANDA et al., 2008). 

 Ainda, estudos realizados nas regiões norte e nordeste do Brasil com isolados 

de HTLV-1 de indivíduos infectados pelo HIV, encontraram o subtipo HTLV-1a 

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 Pará (REGO et 

al., 2010). 

Corroborando esses dados e os do presente estudo, análises filogenéticas de 

isolados de HTLV-1 de várias populações no Brasil confirmaram o HTLV-1a, 

subgrupo Transcontinental A como o prevalente no país (KASHIMA et al., 2006; 

MAGALHÃES et al., 2008; MOTA-MIRANDA et al., 2008), e sugerem que a 

introdução do HTLV-1 na população brasileira se deu na era pós-Colombiana 

inicialmente no estado da Bahia através do tráfico de escravos africanos entre os 

séculos dezesseis e dezessete, e talvez através de outras localidades da América 

Latina (ALCANTARA et al., 2006; MAGALHÃES et al., 2008; REGO et al., 2008; 

REGO et al., 2010).  De fato, a maioria das sequências do presente estudo 

agruparam no cluster A da América Latina, apesar de algumas sequências 

agruparem no cluster B da América Latina, o que pode sugerir diferentes introduções 

do HTLV-1 no Brasil também em indivíduos coinfectados pelo HIV (tanto da região 

sul quanto da sudeste). 

O HTLV-1 foi também detectado em outras regiões do Brasil, mas com uma 

porcentagem de casos menor do que no nordeste (CATALAN-SOARES et al., 2006). 

Apesar dos dados históricos indicarem que o movimento do tráfico de escravos foi 

proveniente da África Ocidental, onde apenas o subgrupo ocidental Africano (C) 

circula (ALCANTARA et al., 2006; MOTA et al., 2007), a caracterização molecular do 

HTLV-1 no Brasil mostrou que o subtipo Cosmopolita (a) do subgrupo 

transcontinental A é o mais prevalente. Um estudo sobre a base genética de 

brasileiros infectados pelo HTLV-1 confirmou a introdução deste vírus por pessoas 

da região sul da África (ALCANTARA et al., 2006). 

Em vista do Brasil apresentar a maior população japonesa fora do Japão, 

quase 1,5 milhões, e desses, 1 milhão viverem em São Paulo (GOVERNO DO 

ESTADO DE SÃO PAULO, 2012), pode-se supor a introdução do subgrupo japonês 

(B) do HTLV-1 nesta região geográfica. De fato, este subgrupo foi detectado em 

alguns indivíduos do sudeste do Brasil (KASHIMA et al., 2006), mas não no presente 

estudo, provavelmente por ter sido realizado com população infectada pelo HIV que 

não conta com um número expressivo de orientais infectados. 

Em relação à presença de mutações pontuais na região LTR do HTLV-1, 

recentemente descritas na literatura como associadas com o aumento da carga 

proviral em indivíduos assintomáticos (NETO et al., 2011), o presente estudo 
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encontrou uma elevada frequência de sequências com mutação nos segmentos 

TRE-1 e TRE-2 em pacientes com a coinfecção HIV/HTLV-1 de São Paulo (MAGRI 

et al., 2012c). Não se sabe se estas sequências mutantes são decorrentes de uma 

vantagem seletiva do vírus durante a infecção cronica ou se elas denotam os tipos 

de HTLV-1 que circulam nesta região geográfica. Curiosamente, quando foram 

comparadas as sequências LTR do presente estudo e 112 sequências de outras 

regiões geográficas do Brasil e do mundo (disponíveis no GenBank), foi observado 

que as sequências com mutação nas regiões TRE-1 e TRE-2 foram detectadas 

principalmente no Brasil. 

Ao contrário do que foi sugerido por NETO et al., 2011, pode-se supor que 

essas mutações pontuais na LTR podem ter um efeito protetor, uma vez que 

nenhum caso de doença associada ao HTLV-1 foi detectado nestes pacientes, 

embora um estudo longitudinal seja necessário para confirmar esta hipótese. Ainda, 

é relevante assinalar que todos os indivíduos do estudo foram submetidos à terapia 

antirretroviral, o que poderia interferir na seleção de retrovírus. Corroborando essa 

hipótese, MONTAGNE et al., 1990, ao estudarem o efeito de mutações pontuais nos 

domínios A, B e C do TRE-3 na região LTR do HTLV-1 observaram que a 

integridade do domínio B foi absolutamente necessária para mediar a ativação da 

Tax1 do elemento promotor/potenciador (enhancer) de 21 pb, enquanto que 

mutação dos domínios A e C reduziram o efeito da Tax1, e mutação em ambos, nos 

domínios A e C, anularam o efeito da Tax1 (MONTAGNE et al.,1990). Portanto, a 

integridade do TRE é indispensável para a indução do elemento 

promotor/potenciador (enhancer) e, consequentemente para a progressão da 

doença. 

Analisando esses dados em conjunto, não se sabe se a carga proviral alta 

precede o aparecimento dessas sequências com mutações ou se isso é uma 

consequência da presença de tais sequências mutantes. Somente estudos 

longitudinais poderão ajudar a responder a esta pergunta. Finalmente, é importante 

ampliar esses dados para esclarecer o papel das mutações pontuais da LTR no 

TRE, e identificar marcadores que podem ter valor preditivo para o desenvolvimento 

das doenças associadas ao HTLV-1, principalmente em países onde a infecção pelo 

HTLV-1 é endêmica, como o Brasil. 

Dando suporte à análise molecular anterior da região LTR, foram encontradas 

diversas substituições de nucleotídeos e algumas trocas de aminoácidos no env do 
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HTLV-1, sendo a mais frequente na posição V1981I. Estes achados caracterizam os 

isolados como pertencentes ao subtipo HTLV-1a Cosmopolita, subgrupo 

Transcontinental A, agrupados em dois clusters da América Latina (MAGRI et al., 

2012a), os mesmos clusters foram detectados com a análise filogenética da região 

tax. Em relação às trocas de aminoácidos encontradas da região env do HTLV-1, 

mais especificamente na proteína gp46, estudo que comparou clones de indivíduos 

com HAM/TSP e assintomáticos não encontrou associação entre mutações e 

características clínicas (MOTA-MIRANDA et al., 2013). 

Os protocolos aqui estabelecidos para região tax permitiram quase que o 

sequenciamento completo da região tax do HTLV-1 e do HTLV-2; em ambos os 

casos faltaram sequenciar apenas os três nucleotídeos iniciais da tax. Esses três 

nucleotídeos caracterizam o start codon da tax (aminoácido Metionina) e fazem 

splicing, sendo encontrados no início do envelope viral (LAIRMORE et al., 2011). 

Devido a esse fato, das sequências serem quase que a totalidade do gene da tax, foi 

possível realizar análises filogenéticas robustas. 

Nos HTLV-1 foi encontrada assinatura molecular característica de isolados do 

Brasil (KASHIMA et al., 2006). Todas as sequências do estudo pertencem ao 

genótipo taxA e agruparam em dois clusters diferentes dentro desse genótipo. 

Esses achados reforçam a hipótese de pelo menos duas entradas desses 

vírus no Brasil (DOURADO et al., 2003; REGO et al., 2008; MAGALHÃES et al., 

2008; ALCANTARA  et al., 2006; MOTA et al., 2007; KASHIMA et al., 2006) também 

nos indivíduos coinfectados pelo HIV (MAGRI et al., 2012a, b). 

A análise de nucleotídeos das sequências de tax do HTLV-1 em relação ao 

protótipo ATK mostrou semelhança de nucleotídeos de 99,2%. Curiosamente, a 

mesma análise de isolados do Chile mostrou 99,6% de similaridade em relação ao 

ATK (RAMIREZ et al., 2002). Pelos resultados obtidos e pelo fato de que o Brasil e 

Chile estão localizados na América Latina, pode-se expecular uma introdução por 

ancestral diferente nos dois países, ou mais recente do HTLV-1 no Brasil em relação 

ao Chile. Esse dado está em parte em consonância com a descrição de Sonoda e 

colaboradores que relataram que os HTLV-1 de Ameríndios do Chile e de uma 

múmia descoberta no deserto de Atacana (norte do Chile) se assemelhavam aos 

isolados de Ainu (sul do Japão) e aos isolados de mongoloides da Ásia, enquanto os 

isolados do Brasil se assemelhavam aos isolados de negros africanos (SONODA et 

al., 2011).  
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Embora existam poucos estudos de caracterização molecular da tax do 

HTLV-1 no Brasil, um estudo com um grande número de indivíduos (portadores 

sintomáticos e assintomáticos) de São Paulo e Rio de Janeiro caracterizou o gene 

tax inteiro e demonstrou uma assinatura molecular brasileira (cinco substituições de 

nucleótidos em relação ao protótipo ATK: C7401T, T7914C, C7920T, C7982T e 

G8231A) característica do genótipo taxA (KASHIMA et al., 2006). Outro estudo de 

São Paulo apresentou o mesmo padrão de mutações e uma falta de associação 

entre o genótipo da tax e progressão da doença (CASSEB et al., 2006). 

Corroborando esses dados, o presente estudo encontrou a presença dessa 

assinatura molecular também nos indivíduos coinfectados pelo HIV de Londrina e 

região e de São Paulo (MAGRI et al., 2012b). Portanto, foi possível caracterizar os 

HTLV-1 que circulam em pacientes com HIV de São Paulo e de Londrina e região 

como sendo do subtipo cosmopolita, subgrupo transcontinental A, clusters A e B da 

América Latina. 

Quanto à caracterização da região LTR do HTLV-2, esta classificou as 

sequências em três 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 

restrição e • as árvores filogenéticas com sequências de 458 pb (MAGRI et al., 

2010). Curiosamente, uma das sequências (BRLO23-02), embora classificada como 

subgrupo a4 pela RFLP, agrupou separado desse subgrupo na árvore filogenética, 

mas perto de outras sequências do Brasil; RP329 e K96 isoladas de um doador de 

sangue de Ribeirão Preto e um índio Kayapó da Amazônia, respectivamente 

(COVAS & KASHIMA, 2003). Ainda, um grupo do HTLV-2 do subgrupo a6 foi quase 

que exclusivamente composto por sequências de Londrina e região. Além disso, 

sequências de São Paulo do ano de 1994, não depositadas no GenBank, agruparam 

nos mesmos três grupos de HTLV-2a de Londrina e região. 

Quando analisado o compartamento de risco desses pacientes, sequências 

de LTR de HTLV-2 classificadas como pertencendo ao subgrupo a4 (incluindo o 

BRLO23-02) foram encontradas em indivíduos com comportamento de risco sexual 

para adquirir retroviroses, enquanto sequências dos subgrupos a5 e a6 foram 

detectadas em UDEV.  

Em conjunto, esses resultados se assemelham aos obtidos em estudos 

anteriores que agruparam os vírus brasileiros em um único clado de HTLV-2a, 

embora com considerável 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, vários estudos realizados com 

sequências brasileiras de HTLV-2 apontaram a transmissão do vírus dos índios para 

os UDEV das áreas 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 transmissão do vírus ou uma taxa evolutiva 

diferente, provavelmente menor. De acordo com a última hipótese, maiores taxas 

evolutivas e diversidade genética de HTLV-2 foram detectadas em UDEV da Europa 

quando comparados a populações endêmicas de índios (SALEMI et al., 1999a). 

Portanto, pode-se especular que o mesmo ocorra em UDEV de Londrina e região. 

Além disso, o presente estudo confirma a RFLP como método alternativo para a 

realização de estudos epidemiológicos de HTLV-2 em países com um cenário de 

poucos recursos financeiros.  

Foram encontradas diversas substituições de nucleotídeos e algumas trocas 

de aminoácidos no env, de HTLV-2, sendo a mais frequente na posição S1909P. A 

caracterização molecular feita com a região env de HTLV-2 concordou com os 

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 indivíduo proveniente do Paraguai. 

Em consonância com esse achado, o subtipo HTLV-2b foi encontrado no estado do 

Rio Grande do Sul (RENNER et al., 2006) fronteira com países onde prevalece o 

HTLV-2b. Há de se esperar que com a abertura do Mercosul, esse vírus passe a 

disseminar pelo Brasil e isto justifica uma vigilância deste subtipo viral no país. 

Já para a região tax do HTLV-2, houve troca de nucleotídeo que resultou na 

perda do stop codon na posição 2735 e no ganho de 25 aminoácidos, característica 

da Tax longa encontrada em isolados do Brasil, chamada de variante molecular 

HTLV-2c. A ocorrência da variante HTLV-2c no Brasil é intrigante e sua origem não 

está completamente esclarecida. Acredita-se que o HTLV-2 chegou ao Novo Mundo 

cerca de 15.000 anos atrás pela onda migratória humana (índios Paleo) que cruzou 

o estreito de Bering. Duas diferentes rotas migratórias paralelas, uma pela 

Cordilheira dos Andes ao longo da costa do Pacífico e outra pela região amazônica 

poderiam independentemente resultar no surgimento da variante HTLV-2c, talvez a 



95 

 

partir do protótipo 2a, ou pela introdução do 2c exclusivamente pela região 

amazônica (ISHAK et al., 2003). 

As árvores filogenéticas do HTLV-2 (LTR, env e tax) mostraram a presença 

de um grupo composto quase exclusivamente de UDEV. Novamente, especula-se 

que estes clados poderiam representar a via de transmissão do vírus entre os UDEV 

ou uma taxa evolutiva do vírus pouco diferente, como descrito em UDEV europeus 

(MAGRI et al., 2010, 2013; SALEMI et al., 1999a). Além disso, o clado na árvore 

filogenética da região env, que contêm isolados virais de uma região geográfica 

específica (cidade de Jundiaí distante 60 quilometros da cidade de São Paulo), e os 

clados das mesmas sequências nas árvores filogenéticas da LTR e tax, junto ao 

clado dos UDEV, nos permitem supor que o comportamento de risco para a 

aquisição de retrovírus nos pacientes de Jundiaí foi o uso de drogas injetáveis. 

Ainda, um único sub-clado monofilético próximo aos UDEV sugere a disseminação 

in situ de um clado local. 

Em relação à taxa evolutiva do HTLV-2, Salemi e colaboradores calibraram 

um relógio molecular da região LTR do HTLV-2 e estimaram uma taxa de fixação 

entre 1,08 × 10−4 e 2,7 × 10−5 de substituições de nucleotídeos por sítio por ano para 

os subtipos 2a e 2b de UDEV europeus, e concluiram que esta taxa é muito baixa 

entre vírus RNA (SALEMI et al., 1998b). Por exemplo, o HIV-1 (região env) foi 

medido até 1,6 × 10−2 substituições por sítio por ano (HAHN et al., 1986). 

Prevalências elevadas do HTLV-2 têm sido descritas em grupos isolados 

geograficamente, esses grupos podem ter uma dinâmica viral e evolutiva diferentes 

(SALEMI et al., 1998; BIGGAR et al., 1996; LEMEY et al., 2005). Curiosamente, 

análise filogenética de sequências da LTR de índios Kayapó do Brasil, agrupou as 

sequências em um “filogrupo” denominado A-II, em que sequências de uma 

prostituta mexicana e de duas prostitutas de Gana e Camarões agruparam juntas 

(SWITZER et al., 1996). Este achado pode sugerir que o HTLV-2a pode ter evoluído 

de um ancestral comum na África muito antes dos ancestrais dos Kayapós 

infectados com HTLV-2a introduzirem este subtipo nas Américas. 

Corroborando essa hipótese, Mauclère e colaboradores propuseram que o 

HTLV-2 surgiu na África, e então algumas cepas deixaram este continente durante a 

migração humana e se tornaram os ancestrais do HTLV-2a/c ou HTLV-2b. Além 

disso, eles também especularam que as populações ancestrais de HTLV-2b podem 

ter migrado pela Ásia e depois separado em subgrupos: alguns foram para a 
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América, e outros voltaram para a África. Finalmente, o vírus restante tornou-se o 

subtipo HTLV-2d (MAUCLÈRE et al., 2011). Outros estudos concordaram que o 

HTLV-2 foi originalmente trazido da Ásia para as Américas durante a migração das 

populações asiáticas sobre o estreito Bering (BIGGAR et al., 1996; SUZUKI et al., 

1998; SALEMI et al., 1999b). Estes dados e os dados do Mauclère reforçam a 

hipótese da entrada do HTLV-2 nas Américas pelo estreito de Bering há muito tempo 

atrás. 

Na Europa, acredita-se que o subtipo 2a foi introduzido aos UDEV pela 

Europa Oriental e o 2b pela Europa Ocidental em pelo menos dois periodos 

separados (SALEMI et al., 1999b). Na Espanha, por exemplo, o HTLV-2b continua a 

ser o subtipo prevalente apesar de hoje em dia novos casos dessa infecção estarem 

diminuindo (ABAD et al., 2011). Já no Brasil, todos os dados apontam para a 

presença da variante molecular HTLV-2c nos índios de tribos nativas, com 

disseminação posterior à população urbana durante a sua formação. Isso ocorreu 

pelo contato inter-étnico durante o evento intenso da miscigenação, através de 

relações sexuais, e é mantido nos índios principalmente pela amamentação 

(BIGGAR et al., 1996; EIRAKU et al., 1996; SWITZER et al., 1996; ALCANTARA et 

al., 2003; ISHAK et al., 2003). 

Uma vez demonstrada a ausência dos subtipos HTLV-2b e HTLV-2a do 

protótipo norte-americano na população do presente estudo, sugere-se que estes 

indivíduos infectados pelo HIV tiveram pouca interação com pessoas ou derivados 

de sangue de outras áreas geográficas, e também com pessoas coinfectadas com 

HIV/HTLV-2 de fora do Brasil. Além disso, pode-se especular sobre diferentes rotas 

e origens do HIV e do HTLV-2 no Brasil, provavelmente infecção anterior pelo HTLV-

2 entre os UDEV e depois pelo HIV (MAGRI et al., 2013).  

Quanto às rotas de migração dos HTLV-1/2, segundo Gremillion, o HTLV-1 

pode ter sido transmitido e disseminado juntamente com o povoamento da América 

do Norte e do Sul que começou muito antes das migrações transiberianas 

(GREMILLION, 2008). Curiosamente, Kanzaki e Casseb hipotetizaram sobre a 

presença de outros Deltaretrovírus (HTLV-3 e HTLV-4) entre isolados de ameríndios 

considerados como população de etnia mista e macacos do Novo Mundo no Brasil, 

provavelmente devido a vestígios de migrações da Austrália-Melanésia e da África 

para o continente Americano (KANZAKI & CASSEB, 2008). Esses autores sugeriram 
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a presença destes retrovírus em virtude do alto número de soros com padrão 

indeterminado na análise pelo Western Blot. 

Análises de DNA mitocondrial humano, que é passado da mãe para os filhos 

sem ser combinado com o código genético do pai, permitem traçar rotas de 

migração humana (NATIONAL GEOGRAPHIC SOCIETY). Curiosamente, estas 

rotas se assemelham com as possíveis rotas de migração dos HTLV-1/2. Os 

humanos seguiam para regiões onde os recursos alimentares eram abundantes. A 

teoria predominante e sustentada por evidencias científicas é a de que os humanos 

deixaram a África e seguiram pela costa, sendo que a primeira onda de migração 

cruzou o Oriente Médio, foi para o sul da Ásia e, seguiu para a Austrália. Outras 

ondas saíram do norte em direção à 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 migração humana se espalhou pela América do Sul e seguiu para o que 

hoje é o leste dos Estados Unidos e Canadá (GRABIANOWSKI, 2007). No Anexo O 

encontra-se um mapa ilustrativo da teoria da migração humana desenvolvido pelo 

MITOMAP (banco de dados de genoma mitocrondrial humano) e o mapa de 

disseminação do HTLV-1 descrito por Sonoda e colaboradores (SONODA et al., 

2011). Digno de nota, os mapas se completam e corroboram a existência e 

disseminação de HTLV-1/2 em momentos históricos diferentes e em populações 

diversas. Apesar do presente estudo não ter tido o objetivo de estudar rotas de 

migração de HTLV, a vigilância de subtipos virais que circulam no Brasil usando 

sequências de segmentos longos do genoma viral, poderá auxiliar no traçado 

dessas rotas no futuro. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 As diversas análises realizadas no presente estudo corroboraram dados da 

literatura do Brasil, nos quais as análises filogenéticas confirmam como 

subtipos prevalentes o HTLV-1a, subgrupo Transcontinental A, e o HTLV-2a 

(variante -2c) circulando no país também nos indivíduos coinfectados pelo 

HIV. 

 O uso das ferramentas disponíveis na área da Bioinformática possibilitou a 

aplicação robusta de métodos estatísticos na caracterização e monitoramento 

dos HTLV-1/2 do presente estudo. 

 Os resultados obtidos permitiram especular sobre duas entradas do HTLV-1 

no Brasil e sobre a disseminação do HTLV-2c em grupos distintos quanto ao 

comportamento de risco e região geográfica. 

 Foram detectadas assinaturas moleculares características dos HTLV-1 e 

HTLV-2 isolados no Brasil, com destaque para a região tax. Para o HTLV-1 

houve a detecção do genótipo brasileiro taxA e para o HTLV-2 a Tax longa 

caracterítica da variante HTLV-2c. Houve também a confirmação da troca do 

aminoácido S→P na posição 1909 no env dos HTLV-2c. 

 A ausência de subtipos de HTLV-2 prevalentes em outros países nos 

indivíduos coinfectados pelo HIV do presente estudo sugere que a introdução 

desses retrovirus no Brasil não ocorreu ao mesmo tempo. 

 Finalmente, o estabelecimento e a otimização de métodos laboratoriais 

realizado neste estudo possibilitaram uma melhor compreensão da 

diversidade genômica, filogenia molecular, taxas de mutação, e idéias sobre a 

origem e disseminação dos HTLV-1/2 em populações vulneráveis, 

coinfectadas pelo HIV. 
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ANEXOS 

Anexo A - Carta de concordância em participar da pesquisa e utilizar o material 
biológico.
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Anexo B - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo. 
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Anexo C - Aprovação das modificações no projeto pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São 

Paulo.
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Anexo D - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz. 
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Anexo E - Aprovação do Conselho Técnico Científico do Instituto Adolfo 

Lutz.
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Anexo F - Bases degeneradas e seus respectivos símbolos, utilizados para 

otimização de alguns dos primers do presente estudo. 

 

 

Bases 

degeneradas Símbolos 

A+C+G+T N 

A+C+G V 

A+T+G D 

T+C+G B 

A+T+C H 

A+T W 

C+G S 

T+G K 

A+C M 

C+T Y 

A+G R 
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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) 
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Anexo H - Artigo publicado: MAGRI et al., AIDS Research and Human 

Retroviruses, v.28, p.110-114, 2012a. (DOI: 10.1089/aid.2011.0117)  
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Anexo I - Artigo publicado: MAGRI et al., Virology Journal, v.9, p.184, 2012c. (DOI: 

10.1186/1743-422X-9-184) 
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Anexo J - Artigo publicado: MAGRI et al., AIDS Research and Human 

Retroviruses, v.28, n.12, p.1775-1778, 2012b. (DOI: 10.1089/aid.2011.0389) 
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Anexo K - Número dos isolados de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e 

região (sul) e de São Paulo (sudeste) no Brasil, e seus respectivos números de 

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

 

HTLV-1 Nº 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: Nº - número; pb - pares de bases 
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Anexo L - Artigo publicado: MAGRI et al., AIDS Research and Human 

Retroviruses, v.26, p.1327-1331, 2010. (DOI:10.1089/aid.2010.0121)  
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Anexo M - Artigo publicado: MAGRI et al., Aids Research and Human 

Retroviruses, v.29, p.1010-1018, 2013. (DOI: 10.1089/aid.2013.0014) 
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Anexo N - Número dos isolados de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e 

região (sul) e de São Paulo (sudeste) no Brasil, e seus respectivos números de 

acesso no GenBank para as regiões LTR, env e tax do genoma proviral do HTLV-2. 

 

HTLV-2 Nº de Acesso no GenBank 

Isolado  LTR (458pb) env (1065pb) tax (1068pb) 

BRLO02-02   HM770414 JN887712 

BRLO03-02    HM770390 JN887713 

BRLO05-02  HM770391  

BRLO07-02 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 

BRLO23-02 GU573737 HM770401  

BRLO24-02 GU573738 HM770402  

BRLO25-02  HM770415  

BRLO26-02   GU573739 HM770403 JN887719 

BRLO27-02   GU573740 HM770404 JN887720 

BRLO28-02   GU573741 HM770405 JN887721 

BRLO29-02 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  
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BRSP111-08  HM770417  

BRSP160-08 JQ435904 HM770418  

BRSP171-08  JQ435905 HM770423 JN887731 

BRSP172-08   HM770424 JN887732 

BRSP239-08  JQ435906 HM770419 JN887733 

BRSP319-08  JQ435907 HM770420 JN887734 

BRSP348-08  JQ435908 HM770425 JN887735 

BRSP84-09  JQ435909 HM770421  

BRSP130-09  JQ435910 HM770422 JN887736 

 Legenda: Nº - número; pb - pares de bases. 
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Anexo O - Mapa das migrações humanas baseado em análises de DNA 

mitocondrial humano (a) e Mapa da disperão de HTLV-1 pelo mundo (b). 

 

(a) 

 
 

Fonte: Adaptado de 

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

 
(b) 

 

 

Fonte: Sonoda et al., 2011. 
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Anexo P - Informações para os Membros de Bancas Julgadoras de 

Mestrado/Doutorado. 
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Anexo Q - Ficha do aluno (histórico escolar de pós-graduação). 
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Anexo R – Currículo Lattes 

Mariana Cavalheiro Magri 

   Endereço para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/5119775719591799  

Resumo informado pelo autor 

Possui graduação em Licenciatura e Bacharelado em Ciências Biológicas pela Pontifícia 
Universidade Católica de Campinas (2003); Aperfeiçoamento em Imunologia no Instituto Adolfo Lutz 
(IAL) de São Paulo (2004-2006), com bolsa FUNDAP; Mestrado na área de Análises Clínicas pela 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo - USP, SP (2006-2008), com 
bolsa CNPq. É aluno de Pós-Graduação, nível doutorado, na Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
da Universidade de São Paulo - USP, SP, recebeu bolsa Capes. Atualmente é Pesquisadora 
Científica I no LIM 47 – Laboratório de Hepatologia por Vírus do Hospital das Clínicas da Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo. Desenvolve suas pesquisas no Centro de Imunologia do 
IAL, no Laboratório de Retrovírus do IAL e no Laboratório de Hepatologia por Vírus do HC-FMUSP. 
Tem experiência na área de Imunologia, com ênfase em Imunologia Aplicada, atuando principalmente 
nos seguintes temas: HHV-8 e HTLV-1/2; atualmente na área de Retroviroses Humanas (HIV e 
HTLV-1/2) e Hepatites Virais voltadas para Biologia Molecular. Recebeu Prêmio de Incentivo em 
Ciência e Tecnologia para o SUS (1º lugar) - 2006, Menção Honrosa - Prêmio Adolfo Lutz (2º lugar) – 
2007, 1º Lugar – Categoria Pôster no II Simpósio do Programa de Aprimoramento Profissional do IAL 
-2008 e no VII Encontro do Programa de Pós-Graduação em Ciências da CCD-SES/SP - 2010. 
Participou de dois Projetos de Cooperação Internacional Pró-África (Brasil-Moçambique). 
(Texto informado pelo autor)  

 
Dados pessoais  

Nome  Mariana Cavalheiro Magri  

Nome em citações 
bibliográficas  

MAGRI, M. C.;Magri, Mariana Cavalheiro;Magri, Mariana C.;Magri, 
Mariana C  

Endereço profissional  

Faculdade de Medicina - Universidade de Sâo Paulo 
Av. Dr. Arnaldo 455, Insitituto de Medicina Tropical II, 1º andar, LIM47 
Laboratório de Hepatologia por Vírus, Sala 12 
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01246-903, SP - Brasil 
Telefone: 11 30851601 
URL da home page: www.lims.fm.usp.br  

Endereço eletrônico 
 
E-mail para contato : marimagri@ig.com.br 
e-mail alternativo : marimagri@usp.br  

 
Formação acadêmica/titulação  

2012  

Doutorado em Farmácia (Análises Clínicas).  
Universidade de São Paulo, USP, São Paulo, Brasil 
Título: Vírus linfotrópico de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 2 HTLV-
2). Estudos de segmentos do genoma proviral obtidos de pacientes com 
HIV/Aids de São Paulo e de Londrina e região. 
Orientador: Adele Caterino de Araujo 
Bolsista do(a): Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 
Palavras-chave: HTLV-1, HTLV-2, Sequenciamento, Coinfecção HIV-1 
 

2006 - 2008  

Mestrado em Farmácia (Análises Clínicas).  
Universidade de São Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil 
Título: Prevalência de anticorpos anti-herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8) em 
soros de pacientes com insuficiência renal crônica, Ano de obtenção: 2008 
Orientador: Adele Caterino de Araujo   
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Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 
Palavras-chave: Herpesvírus Humano Tipo 8, Insuficiência Renal Crônica, 
Soroprevalência, Título de Anticorpos, Sarcoma de Kaposi 
 

2004 - 2006  

Especialização em Aprimoramento Profissional em Imunologia.  
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil 
Título: Pesquisa sa Prevalência de Anticorpos Anti-HHV-8 em Pacientes em 
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Bolsista do(a): Fundap  
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Pontifícia Universidade Católica de Campinas, PUC Campinas, Campinas, Brasil 
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Orientador: Irandaia Ubirajara Garcia  

 
Formação complementar  
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bibliográficas.  
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Faculdade de Saúde Pública - USP, FSP-USP, Brasil  

2012 - 2012  
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Evolução Viral e Epidemiologia Molecular dos Vírus.  
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Qualidade.  
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2010 - 2010  

Vínculo: Prestação de Serviço: Docência , Enquadramento funcional: Docente , 
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HIV) do Serviço de Virologia, IAL. 

2006 - 2008  

Vínculo: Aluno , Enquadramento funcional: Aluno de Mestrado , Carga horária: 
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"Prevalência de anticorpos anti-herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8) em soros de 
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2007 - 2010 
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Tecnológico-CNPq, Centro de Referência e Treinamento em DST/AIDS do 
Estado de São Paulo-CRT-DST/AIDS, Hospital Central de Maputo-HCM, 
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2006 - 2007 
Estudo de infecção por herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8 )em 
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Descrição: Participação em projeto aprovado pelo CNPq Edital Pró-África nº 
15/2006. Número do processo CNPq 490179/2006-1. Cooperação 
internacional Brasil/Moçambique. 
Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Especialização (1); Mestrado acadêmico (2);  
Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Elizabeth de los SantosFortuna; 
Adele Caterino de Araujo (Responsável); Joyce Matie Kinoshita da Silva; 
Rosana Del Bianco; Fabricio Jacob; Rolanda Carmem Rafael Manuel 
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 
Tecnológico-CNPq 
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Número de produções C,T & A: 4/  

Projetos de 
desenvolvimento 
tecnológico 

 

2007 - Atual 
Avaliação de Novo Algoritmo de Testes Laboratoriais a Ser Usado no 
Diagnóstico de Infecção por HTLV-1 e HTLV-2 no Instituto Adolfo Lutz de 
São Paulo  

 

Descrição: Introdução da técnica de PCR para pesquisa de segmentos do 
genoma dos HTLVs (regiões tax e pol) como teste confirmatório de infecção 
por HTLV-1 e HTLV-2 e comparação com a técnica de WB. 
Situação: Em andamento Natureza: Projetos de desenvolvimento 
tecnológico 
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico (1); Doutorado (1);  
Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri (Responsável); Adele Caterino de 
Araujo; Costa, Emanuela Avelar Silva 
Financiador(es): Instituto Adolfo Lutz-IAL 
Número de produções C,T & A: 10/  

Projeto de extensão  

2008 - Atual 
Tese de Doutorado: Vírus linfotrópico 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 São Paulo e de Londrina e região.  

 

Descrição: Realizar estudo de epidemiologia molecular de HTLV-1 e HTLV-
2 em pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e região e de São 
Paulo. Sequenciamento das regiões 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. 
Situação: Em andamento Natureza: Projeto de extensão 
Alunos envolvidos: Doutorado (1);  
Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Adele Caterino de Araujo 
(Responsável); Luis Fernando de Macedo Brígido; Rosangela Rodrigues; 
Helena Kaminami Morimoto 
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 
Tecnológico-CNPq, Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 
Superior-CAPES 
 

2006 - 2008 
Tese de Mestrado: Prevalência de anticorpos anti-herpesvírus humano tipo 
8 (HHV-8) em pacientes com insuficiência renal crônica  

 

Descrição: A infecção pelo herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8) tem sido 
associada ao sarcoma de Kaposi (SK) iatrogênico, que acomete pacientes 
imunossuprimidos e/ou transplantados renais. Em populações consideradas 
saudáveis, a soroprevalência para o HHV-8 varia de 1% a 8%. O presente 
trabalho buscou: determinar a prevalência e os títulos de anticorpos anti-
HHV-8 em pacientes com insuficiência renal crônica (IRC), submetidos ou 
não à terapia renal substitutiva (TRS) do Hospital do Rim e Hipertensão e 
Casa da Diálise da UNIFESP e da Santa Casa de Misericórdia de São 
Paulo e, comparar os resultados obtidos com outras populações da mesma 
região geográfica, porém de outras categorias de risco para adquirir 
doenças infecciosas. Soros de 805 pacientes: 295 em hemodiálise, 54 em 
diálise peritoneal e 456 em acompanhamento ambulatorial, sem TRS, foram 
testados quanto à presença de anticorpos anti-HHV-8, de fase latente e 
lítica da replicação viral, por meio de técnicas de imunofluorescência 
indireta (IFI) LANA e Lítico, padronizadas na Seção de Imunologia do 
Instituto Adolfo Lutz. Os resultados obtidos foram analisados em relação a 
dados clínicos, epidemiológicos e laboratoriais usando o teste do qui-
quadrado ou exato de Fisher para as variáveis categóricas e os testes de 
Mann Whitney ou Kruskal Wallis para as variáveis contínuas. 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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não havendo diferença significante entre os grupos. As variáveis que 
estiveram relacionadas à sorologia positiva ao HHV-8 foram: transplante 
prévio (p<0,001) e doenças sexualmente transmissíveis (p=0,003), com 
destaque para a sífilis (p=0,021). As demais variáveis não mostraram 
associação estatística embora tenha havido maior número de amostras 
HHV-8 soropositivas com o avançar da idade. Em relação ao tipo e ao título 
de anticorpos detectados, houve mais amostras com sorologia positiva para 
anticorpos Lítico e maiores títu 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Alunos envolvidos: Graduação (0); Especialização (0); Mestrado acadêmico 
(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 Eugênia 
Fernandes Canziani; Adele Caterino de Araujo (Responsável) 
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 
Tecnológico-CNPq, Instituto Adolfo Lutz-IAL 
Número de produções C,T & A: 8/  
 

2004 - 2006 
Monografia: Pesquisa da Prevalência de Anticorpos Anti-HHV-8 em 
Pacientes em Diálise e em Fila de Transplante Renal  

 

Descrição: Introdução: Desde a descoberta do herpesvírus humano 8 
(HHV-8) como agente etiológico de todas as formas de Sarcoma de Kaposi 
(SK), vários estudos vêm sendo conduzidos para determinar populações de 
risco para adquirir e/ou transmitir esta infecção viral. Até a presente data 
não foi demonstrada transmissão do HHV-8 pela hemodiálise, embora 
alguns estudos tenham apontado o sangue como provável veículo de 
transmissão viral. O SK iatrogênico é uma variante clínico-epidemiológica 
do SK que acomete indivíduos sob terapia corticosteróide ou 
imunossupressora, principalmente pós-transplante renal. Objetivo: 
Determinar a presença de infecção pelo HHV-8 em Unidade de Diálise de 
São Paulo. Casuística e Método: Setenta pacientes em hemodiálise na 
Santa Casa de Misericórdia de São Paulo tiveram seus soros testados 
quanto à presença de anticorpos dirigidos a antígenos de fase lítica e 
latente da infecção por HHV-8, usando a técnica de imunofluorescência 
indireta (IFI) padronizada no Instituto Adolfo Lutz de São Paulo. Foram 
avaliados dados demográficos, número de transfusões sangüíneas e de 
transplantes renais. A pesquisa foi aprovada pelos Comitês de Ética das 
Instituições envolvidas e obtidos os consentimentos informados dos 
pacientes. Resultados: A população 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 antígenos de fase latente viral, 8 para anticorpos contra 
antígenos de fase lítica viral e 3 para anticorpos de ambas as fases de 
replicação viral. Comparando-se os resultados obtidos nos 16 casos HHV-8 
soropositivos e a população total, foi observado maior número de casos de 
infecção pelo HHV-8 na raça parda/negra (68,8%), em poli-transfundidos 
(75%) e transplantados renais (56,3%). Conclusões: Os resultados obtidos 
mostram percentual elevado de infecção por HHV-8 em pacientes em 
hemodiálise de São Paulo. Ressaltam que transfusões..  
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Alunos envolvidos: Especialização (1);  
Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Elizabeth de los SantosFortuna; 
Pedro Jabur; J F Souza; Y A S Sens; Adele Caterino de Araujo 
(Responsável) 
Número de produções C,T & A: 6/  

 
Idiomas  

Inglês Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Bem , Lê Bem  
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Prêmios e títulos  

2010 
1º Lugar na Categoria Poster: VII Encontro da Pós-Graduação em Ciências da 
CCD-SES/SP, Coordenadoria de Controle de Doenças - SES/SP  

2008 
Prêmio: 1º Lugar pela Apresentação em Pôster no II Simpósio do Programa de 
Aprimoramento Profissional do Instituto Adolfo Lutz, Instituto Adolfo Lutz  

2007 Menção Honrrosa - Prêmio Adolfo Lutz (2º lugar), Instituto Adolfo Lutz  

2006 
Prêmio de Incentivo em Ciência e Tecnologia para o SUS (1º lugar) - 2006, 
Ministério da Saúde - Brasil  
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Graduação em Ciências; Coordenadoria de Controle de Doenças - Secretaria de Estado da 
Saúde 

17. 

 MAGRI, M. C. 
Epidemiologia molecular de HTLV-1 na coinfecção HIV. Estudo da região tax., 2001. 
(Simpósio,Apresentação de Trabalho) 
Local: Instituto de Infectologia Emílio Ribas; Cidade: São Paulo; Evento: XIII Reunião do Serviço 
de HTLV;  

 
Demais produções bibliográficas 

1. 

 COSTA, L. D. T., BUENO, V. S., MAGRI, M. C., CATERINO-DE-ARAUJO, Adele 
Otimização da reação em cadeia da polimerase para detecção de segmento tax do genoma 
proviral de HTLV-1 e HTLV-2. Boletim Técnico - Bol Inst Adolfo Lutz, 2011; 21(2):12-13. São 
Paulo:RS Press, 2011. (Outra produção bibliográfica) 
 

2. 
 Costa, E.A.S., CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, MAGRI, M. C. 
Prêmio melhor Pôster apresentado no VII Encontro da Pós-Graduação em Ciências da CCD-
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SES/SP- 2010. Otimização da PCR convencional e em tempo real para o diagnóstico 
laboratorial de infecção por HTLV-1 e HTLV-2.. Boletim Técnico - Bol Inst Adolfo Lutz, 2010; 
20(2):9-10. São Paulo, 2010. (Outra produção bibliográfica) 
 

3. 

 MAGRI, M. C. 
Prevalência de anticorpos anti-herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8) em soros de pacientes 
com insuficiência renal crônica. Dissertação de Mestrado. , 2008. (Outra produção bibliográfica) 
 

4. 

 MAGRI, M. C. 
Pesquisa da Prevalência de Anticorpos Anti-HHV-8 em Pacientes em Diálise e em Fila de 
Transplante Renal. Monografia. , 2006. (Outra produção bibliográfica) 
 

5. 

 MAGRI, M. C. 
Imunobiologia dos Aromas: O MHC. Monografia. , 2003. (Outra produção bibliográfica) 
Trabalho de Conclusão de Curso para graduação em Licenciatura e Bacharelado em Ciências 
Biológicas da Pontifícia Universidade Católica de Campinas apresentado na I Semana Científica e 
Tecnológica da PUC-Campinas em 2003. 

 

 
 

Produção técnica  

Produtos tecnológicos sem registro ou patente 

1. 

 CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C., SILVA, J. 
M. K. 
Preparo de lâminas de Imunofluorescência indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 
(antígenos LANA e Lítico), 2007 

2. 

 MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., Ferreira, J.L.P., RODRIGUES, R., BRIGIDO, L. F. M., 
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele 
Depósito de 18 sequências da região LTR de HTLV-1 para GenBank, 7 de Londrina, 10 de 
São Paulo e uma de Moçambique. Números de Acesso JF271836 a JF271853, 2011 

3. 

 MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., RODRIGUES, R., BRIGIDO, L. F. M., CATERINO-DE-
ARAUJO, Adele 
Depósito de 14 sequências de DNA/HTLV-2 região LTR de isolados de Londrina em 
GenBank. Número de Acesso GU573730 a GU573743, 2010  

4. 

 MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., Batista, J.P.G., RODRIGUES, R., BRIGIDO, L. F. M., 
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele 
Depósito de 52 sequências de envelope de HTLV-1 e HTLV-2 para GenBank. Números de 
Acesso HM770390 a HM770441, 2010 
Home page: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 

5. 
 CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C. 
Preparo de lâminas de Imunofluorescência indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 
(antígenos LANA e Lítico), 2006 

6. 
 CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C. 
Preparo de lâminas de Imunofluorescência indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 
(antígenos LANA e Lítico), 2005  

7. 
 CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C. 
Preparo de lâminas de Imunofluorescência indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8 
(antígenos LANA e Lítico)., 2004 

8. 

 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 produções técnicas 

1. 
 MAGRI, M. C. 
Aula: HTLV, 2012. (Extensão, Curso de curta duração ministrado) 
Referências adicionais : Brasil/Português. 2 horas.  
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2. 

 MAGRI, M. C. 
Aula: Ferramentas de Bioinformática aplicadas ao estudo de HTLV-1 e HTLV-2 - Disciplina 
PLSP-321 Procedimentos imunológicos e de molecular aplicados ao estudo de infecção por 
HTLV-1 e HTLV-2, 2011. (Extensão, Curso de curta duração ministrado) 
Referências adicionais : Brasil/Português. 2 horas.  

3. 

 MAGRI, M. C. 
Docente da Disciplina: Agentes Biológicos. Curso: Pós-Graduação em Higiene Ocupacional, 
2010. (Extensão, Curso de curta duração ministrado) 
Referências adicionais : Brasil/Português. 30 horas.  

4. 

 MAGRI, M. C. 
Introdução a Bioinformática, 2009. (Extensão, Curso de curta duração ministrado) 
Referências adicionais : Brasil/Português. 1 hora.  
Aula ministrada na Disciplina de Seminários Avançados do Programa de Pós-Graduação em 
Ciências da Coordenadoria de Controle de Doenças – CCD/SES-SP. São Paulo, SP, 21/09/2009. 

 

 
 

Produção artística/cultural  

Artes Visuais 

1. 

 CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C., 
SHUELTER-TREVISOL, F, SILVA, Marcos Vinícius da 
Evento: BCBL-1 Cell Line Latently Infected by HHV-8. Specific Antibody Reaction on 
Immunofluorescence Assay (IFA-LANA), 2007. País: Brasil. Instituição promotora: The Brazilian 
Journal of Infectious Diseases. Tipo de evento: Outro.  
Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Impresso 

 

 Eventos  

Participação em eventos 

1. 

 Conferencista no(a) XIV Reunião do Serviço de HTLV; II Simpósio Paulista de HTLV; III 
Workshop Brasileiro da Sociedade Panamericana de Neurovirologia (PASNV), 2012. 
(Simpósio) 
Coinfecção HIV/HTLV-1 e HIV/HTLV-2: Epidemiologia Molecular.  

2. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) IX Encontro do Instituto Adolfo Lutz; I Simpósio 
Internacional de Vigilância Epidemiológica, 2012. (Encontro) 
Phylogenetic and similarity analysis of HTLV-1 isolates from HIV-coinfected patients from the 
South and Southeast regions of Brazil.  

3.  Conferência Internacional em Epidemiologia - EPI CVE 2012, 2012. (Congresso) 

4.  II International Theoretical Course on Viral Hepatitis and Human Host, 2012. (Seminário) 

5. 

 Apresentação Oral no(a) III Simpósio de Pós Graduação em Análises Clínicas - FCF-USP, 
2011. (Simpósio) 
Caracterização molecular do HTLV-1 e do HTLV-2 em pacientes com HIV/Aids de São Paulo e 
Londrina.  

6. 
 Apresentação Oral no(a) XIII Reunião do Serviço de HTLV, 2011. (Encontro) 
Epidemiologia molecular de HTLV-1 na coinfecção HIV. Estudo da região tax.  

7. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) XI Simpósio International Sobre HTLV no Brasil, 2011. 
(Simpósio) 
Molecular and epidemiological characterization of HTLV-2 isolates from HIV coinfected patients 
from Paraná and São Paulo.  

8. 

 Apresentação 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.  

9. 

 Apresentação 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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10. 
 I Simpósio sa Área Médica do Instituto Adolfo Lutz: Pesquisa, Inovação e Vigilância, 2011. 
(Simpósio) 

11.  Workshop DNA Sequencing: Tips from the Bench, 2011. (Oficina) 

12. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) I Simpósio Paulista de HTLV e II Workshop Brasileiro 
da Sociedade Panamericana de Neurovirologia, 2010. (Simpósio) 
Análise Filogenética de HTLV-1 e HTLV-2 em indivíduos com HIV/AIDS de Regiões de São Paulo 
e Londrina, Brasil.  

13. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) VII Encontro da Pós-Graduação em Ciências da CCD-
SES/SP, 2010. (Encontro) 
Otimização da PCR convencional e em tempo real para o diagnóstico laboratorial de infecção por 
HTLV-1 e HTLV-2.  

14. 
 Apresentação 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.  

15. 
 II Simpósio do Programa de Pós-Graduação em Análises Clínicas - FCF/USP, 2010. 
(Simpósio) 

16. 
 15ª Semana Farmacêutica de Ciência e Tecnologia e 45ª Semana Universitária Paulista de 
Farmácia e Bioquímica (SUPFAB), 2010. (Encontro) 

17. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) VIII Simpósio de Pesquisa em AIDS - SIMPAIDS, 2009. 
(Simpósio) 
HIV-1 Pol Gene Molecular Evolution From Patients Failling Antiretroviral Therapy At São Paulo – 
SP.  

18. 

 Apresentação 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..  

19. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) VIII Encontro do Instituto Adolfo Lutz, São 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.  

20. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) XIV Semana Farmacêutica de Ciência e Tecnologia - 
USP, 2009. (Encontro) 
Nucleotide Sequence and RFLP Analysis of the LTR of HTLV-2 Isolates From the South and 
Southeast Regions of Brazil.  

21. 
 Apresentação Oral no(a) I Simpósio do Programa de Pós-Graduação em Farmácia - Área de 
Análises Clínicas, 2009. (Simpósio) 
Prevalência de infecção por herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8) em populações de risco.  

22. 
 II Simpósio de HTLV do Programa de Pós-Graduação em Ciências - CCD/SES-SP, 2009. 
(Simpósio) 

23. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) VI Encontro do Programa de Pós-Graduação em 
Ciências, 2008. (Encontro) 
Avaliação do Valor da Densidade Óptica/Cut-off nos Ensaios Imunoenzimáticos para Infecção 
pelo HTLV-1/2.  

24. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) VII Congresso da SBDST e III Congresso Brasileiro de 
AIDS, 2008. (Congresso) 
Diversidade Genética do HIV em Amostras Encaminhadas para Teste de Resistência no Instituto 
Adolfo Lutz de São Paulo.  

25. 
 Apresentação Oral no(a) X Simpósio Internacional sobre HTLV no Brasil, 2008. (Simpósio) 
Does the high optical density/cutt-off value in enzime immunoassays means HTLV-1/2 truly 
infection?.  

26. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) II Simpósio do Programa de Aprimoramento 
Profissional do Instituto Adolfo Lutz, 2008. (Simpósio) 
Ensaio de imunofluorescência indireta para pesquisa de anticorpos anti-herpesvírus humano 8 
(HHV-8) usando eluato de sangue colhido em papel de filtro.  

27. 
 Apresentação de Poster / Painel no(a) 2º Congresso da CPLP sobre DST-AIDS, 2008. 
(Congresso) 
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International cooperation between Brasil and Mozambique first survey on human herpesvirus 8 
(HHV-8) infection.  

28. 
 Apresentação 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.  

29. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) XXXIII 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.  

30. 
 Apresentação 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.  

31.  I Simpósio de HTLV do Programa de Pós-Graduação em Ciências, 2008. (Simpósio) 

32.  GE Day, 2008. (Encontro) 

33. 
 Apresentação 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 São Paulo.  

34. 
 Apresentação de Poster / Painel no(a) VII Encontro do Instituto Adolfo Lutz, 2007. (Encontro) 
Seria a triagem sorológica para o HHV-8 mais um teste a ser introduzido no pré-transplante 
renal?.  

35. 
 Apresentação 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 São Paulo, Brazil.  

36. 
 Seminário Internacional - Inovações na Gestão do Setor Saúde / I Amostra SES, 2007. 
(Seminário) 

37. 

 Apresentação de Poster / Painel no(a) Decit +2: Atuação do Ministério da Saúde em Ciência, 
Tecnologia e Inovação, 2006. (Encontro) 
Pesquisa da Prevalência de Anticorpos Anti-HHV-8 em Pacientes em Diálise e em Fila de 
Transplante Renal.  

38. 
 Apresentação de Poster / Painel no(a) VI Encontro do Instituto Adolfo Lutz, 2005. (Encontro) 
Pesquisa de Anticorpos Anti-Herpesvírus Humano Tipo 8...; Pesquisa de Infecção por HTLV-I/II 
em Mulheres...; Pesquisa de Anticorpos Anti-Herpesvírus Humano 8 em Pacientes em Diálise....  

39.  Conferência: Prêmio Jovem Cientista - Sangue: Fluido da Vida, 2005. (Outra) 

40.  IV Encontro do Programa de Pós-Graduação em Ciências - CCD, 2005. (Encontro) 

41.  Curso de Integração e Implementação da Norma ISO/IEC 17025, 2004. (Outra) 

42.  Curso de Capacitação em Biossegurança Laboratorial, 2004. (Outra) 

43.  Simpósio: Ética em Pesquisa, 2004. (Simpósio) 

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

45.  III Encontro do Programa de Pós-Graduação em Ciências - CCD, 2004. (Encontro) 

46. 
 Apresentação de Poster / Painel no(a) I Semana Científica e Tecnológica - PUCC, 2003. 
(Encontro) 
Imunologia dos Aromas: O MHC.  

47.  32ª Semana de Estudos Biológicos, 2003. (Encontro) 

48.  XIII Encontro Paulista de Micologia, 2002. (Encontro) 

49.  31ª Semana de Estudos Biológicos, 2002. (Encontro) 

50.  13º Encontro de Biólogos do CRBio-1, 2002. (Encontro) 

51.  Seminário de Bioinformática e Biotecnologia, 2001. (Seminário) 

52.  V CAEB, 2001. (Congresso) 

53.  CIENTEC, 2001. (Congresso) 

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

55.  30ª Semana de Estudos Biológicos, 2000. (Encontro) 

 


