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RESUMO

Introducdo: O diagnéstico da infeccdo pelo HTLV é realizado através da deteccao
de anticorpos anti-HTLV-1/HTLV-2, por meio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA)
e do Western Blot (WB) como método de confirmacdo. As amostras com padréao
positivo, mas nao tipadas ou indeterminadas sao submetidas a reacdo de PCR. No
entanto, o WB tem algumas desvantagens como teste confirmatério, além de
apresentar uma frequéncia elevada de resultados indeterminados, possui também
alto custo, maior tempo de realizacdo e estrutura para a sua utilizacdo, o que o torna
invidvel no servigo de extensdo universitaria. Objetivo: Avaliar e verificar a melhor
estratégia metodolégica entre os métodos moleculares frente ao ELISA para a
confirmacgdo da infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2. Metodologia: Triagem pelo Kit
ELISA para a deteccdo de anticorpos anti-HTLV-1/2, separagcédo de leucdcitos do
sangue periférico, extracdo de DNA, amplificacdo e deteccdo do DNA proviral pelos
métodos de PCR convencional (nested-PCR) e PCR em tempo real (qPCR e gPCR
multiplex). Resultados: A nested-PCR apresentou a maior sensibilidade e
especificidade frente aos outros métodos moleculares, 89,6% e 100%,
respectivamente. As combinacbes ELISA/nested-PCR e nested-PCR/gqPCR
apresentaram maior reprodutibilidade. Os métodos de qPCR e gPCR multiplex foram
eficientes na resolucdo de 7 (8,8%) casos falso-negativos na nested-PCR.
Conclusao: A nested-PCR apresentou-se como uma excelente op¢do de método
molecular de confirmagdo e de baixo custo, com o auxilio da qPCR nos casos
discordantes frente ao ELISA no diagnéstico laboratorial da infeccéo pelo HTLV-1 e
HTLV-2.

Palavras-chave: Diagnéstico. HTLV. PCR.



ABSTRACT

Introduction: HTLV infection is diagnosed by detection of anti-HTLV-1 / HTLV-2
antibodies by means of an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
Western Blot (WB) as a confirmatory method. Samples with positive pattern but not
typed or undetermined are subjected to PCR reaction. However, WB has some
disadvantages as a confirmatory test, besides having a high frequency of
undetermined results, it also has high cost, longer implementation time and structure
for its use, which makes it unviable in the university extension service. Objective: To
evaluate and verify the best methodological strategy between molecular methods
against ELISA for confirmation of HTLV-1 and HTLV-2 infection. Methodology:
ELISA Screening for Anti-HTLV-1/2 Antibody Detection, Peripheral Blood Leukocyte
Separation, DNA Extraction, Amplification and Detection of Proviral DNA by Nested-
PCR and Time-PCR real (QPCR and gPCR multiplex). Results: Nested-PCR
presented the highest sensitivity and specificity compared to other molecular
methods, 89.6% and 100%, respectively. The ELISA / nested-PCR and nested-PCR /
gPCR combinations showed higher reproducibility. The gPCR and qPCR multiplex
methods were efficient in solving 7 (8.8%) false-negative nested-PCR cases.
Conclusion: Nested PCR proved to be an excellent option for a low-cost,
confirmatory molecular method, with the aid of gPCR in discordant ELISA cases in
the laboratory diagnosis of HTLV-1 and HTLV-2 infection.

Keywords: Diagnosis. HTLV. PCR.



1. INTRODUCAO

O Virus linfotrépico-T humano (HTLV) pertence a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Deltaretrovirus. Existem quatro tipos virais
conhecidos: HLTV-1, HTLV-2, HTLV-3 e HTLV-4 (Coffin, 1996). O HTLV-1 e o
HTLV-2 sdo os mais estudados devido as suas maiores proporcdes de distribuicao
no mundo. Estes virus apresentam tropismo por células T, sendo que o HTLV-1

infecta preferencialmente os linfécitos T CD4" e o HTLV-2 os linfécitos T CD8
(Feuer & Green, 2005; Jones et al., 2005).

A infeccdo cronica pelo HTLV-1 estd associada principalmente a
Leucemia / Linfoma de Células T do Adulto (LLcTA) e a Paraparesia Espastica
Tropical ou Mielopatia Associada ao HTLV-1 (PET/MAH). Outras doencas também
foram associadas a essa infec¢do, como uveite, dermatite, alveolite/bronquiectasias,
artrite e nefrite (Sugimoto et al., 1987; LaGrenade et al., 1990; Mochizuki et al.,
1992; Deguchi et al., 2003; Kannagi et al., 2004; Yakova et al., 2005; Pinheiro et al.,
2006). No entanto, aproximadamente 95% dos portadores desse virus permanecem
assintomaticos durante toda a vida e 5% apresentam sintomas (Andrade et al., 2010;
Proietti et al.,, 2015). O HTLV-2 raramente foi associado a quadros de doencas

neurolégicas e leucémicas (Feuer & Green, 2005).

Estima-se uma prevaléncia aproximadamente de 5 a 10 milhdes de
individuos infectados pelo HTLV-1 no mundo (Gessain & Cassar, 2012). A Regido
Amazonica é considerada endémica para o HTLV, principalmente, o Estado do Para
gue se destaca como 0 terceiro do pais com a maior prevaléncia da infeccéo pelo
HTLV-1 (Catalan-Soares et al., 2005).

O diagnéstico laboratorial da infeccdo pelo HTLV é realizado através de
métodos soroldégicos para deteccdo de anticorpos especificos contra o virus no
plasma ou no soro, e, por métodos moleculares que detectam o genoma viral em

forma de provirus (Cassar & Gessain, 2017).

Desde 2007 o Laboratério de Biologia Molecular e Celular (LBMC) do
Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da Universidade Federal do Para (UFPA) realiza
a triagem sorolégica através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) da infeccéo

pelo HTLV-1/2 por meio de um servigo de extensdo universitaria. A partir de 2008 foi



introduzido um método molecular de confirmacdo (nested-PCR), além do
aconselhamento e atendimento ambulatorial dos individuos infectados e seus
familiares. No entanto, algumas dificuldades com o uso dessa metodologia
(ELISA/nested-PCR) no diagnostico dessa infeccdo foram observadas devido a
frequéncia de alguns resultados discordantes. Isto € preocupante para os individuos,
pois permanecem sem qualquer definicdo do seu verdadeiro estado sorolégico
(infectado ou nao infectado).

O Ministério da Saude preconiza o Western Blot (WB) como método de
confirmacdo, considerado o padrao-ouro para o diagnostico dessa infeccdo. No
entanto, os principais motivos por ndo adotar o WB como teste confirmatério no
LBMC/NMT/UFPA é o fato do mesmo apresentar uma frequéncia de resultados
indeterminados (Cassar & Gessain, 2017), além do alto custo, tempo de realizacéo e
estrutura necessaria para a sua utilizacao (Proietti et al., 2015).

Varios estudos mostraram relevancia do uso da PCR em tempo real na
deteccdo da infeccdo pelo HTLV, bem como na quantificagdo da carga proviral
(Milley et al., 2000; Dehee et al., 2002; Kamihira et al., 2003; Lee et al., 2004; Olindo
et al.,, 2005; Tamegéao-Lopes et al., 2006; Altamiriano et al., 2010; Watters et al.,
2011; Furtado et al., 2012).

Alguns estudos compararam métodos sorolégicos e métodos moleculares
para o diagnostico do HTLV e relataram diferencas na sensibilidade e especificidade
entre eles (Altamiriano et al., 2010; Andrade et al.,, 2010; Campos et al., 2015;
Campos et al., 2017; Costa et al., 2011; Ishihara et al., 2014; Watters et al., 2011).

Andrade et al. (2010) em um estudo em doadores de sangue, detectaram
99,4% de sensibilidade e 98,5% de especificidade na PCR em tempo real em
comparacdo ao WB. Dessa forma, os autores demonstraram a relevancia da PCR

em tempo real no diagnéstico e tipagem do HTLV nos hemocentros.

Costa et al. (2011) investigando o melhor algoritmo para confirmar o
diagnostico de HTLV-1 e HTLV-2 em individuos com HIV, mostraram maior
sensibilidade no WB do que nos ensaios moleculares. No entanto, dentre os
moleculares, a PCR em tempo real foi mais sensivel do que a PCR convencional.

Assim, recomendaram 2 ensaios imunoenzimaticos para triagem e para confirmagao



sugeriram, inicialmente, a PCR em tempo real, em seguida o WB para PCR-

negativas.

Ishihara et al. (2014) demonstraram que 0s ensaios sorologicos de
triagem apresentaram excelente reprodutibilidade e o WB teve o pior desempenho
como teste confirmatorio, devido ao grande numero de resultados indeterminados.
Dessa forma, os autores sugeriram uma combinacdo de nested-PCR e PCR em
tempo real como um algoritmo melhor como teste confirmatério para HTLV-1.

Por outro lado, Campos et al. (2015) compararam técnicas sorologicas e
moleculares para o diagnoéstico da infecgdo pelo HTLV-1 e HTLV-2 em individuos
infectados por HIV-1. Demonstraram maior sensibilidade nos ensaios sorologicos de
confirmacdo imunoensaio de linha (LIA) e WB do que na PCR em tempo real. No
entanto, os autores consideraram apenas 0 custo e concluiram que o melhor
algoritmo para o diagnostico de individuos co-infectados com o HIV-1 € o uso da
PCR em tempo real seguida do LIA. Outro estudo realizado pelo mesmo grupo
também demonstrou maior sensibilidade nos ensaios soroldgicos de confirmac¢do no
LIA e WB do que na PCR em tempo real e PCR convencional. No entanto, os
autores n&o avaliaram o custo e recomendaram o LIA como Unico ensaio de

confirmacédo (Campos et al., 2017).

Dessa forma, a importancia desse estudo é verificar a melhor estratégia
metodolégica para a confirmacdo da infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2, garantido

assim um melhor monitoramento e controle dessa infecc¢ao.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O VIRUS LINFOTROPICO-T HUMANO (HTLV)
2.1.1 Breve histérico do HTLV

O Virus Linfotrépico-T Humano (HTLV) foi isolado pela primeira vez em
1980, nos Estados Unidos da América (EUA), por Poiesz e colaboradores a partir de
linfocitos de um paciente com linfoma de células T (Poiesz et al., 1980). Em 1982, no
Japédo, Yoshida e colaboradores isolaram um virus de pacientes com leucemia e o
nomearam como Virus Associado a Leucemia de Células T de Adulto (ATLV)
(Yoshida et al., 1982).

Dois anos depois, Watanabe e colaboradores compararam por métodos
moleculares os dois isolados encontrados por Poiesz et al. (1980) e Yoshida et al.
(1982), e constataram que esses isolados eram retrovirus da mesma espécie,
nomeando como Virus Linfotropico de Células T Humana Tipo 1 — HTLV-1
(Watanabe et al., 1984).

Estudos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais levaram a descoberta da
associacao do HTLV-1 e a paraparesia espastica tropical e mielopatia (Gessain et
al., 1985; Osame et al., 1986). As semelhancas encontradas nos aspectos clinicos-
laboratoriais desses pacientes permitiram nomear essa doenca como Paraparesia
Espastica Tropical / Mielopatia Associada ao HTLV-1 (PET/MAH) (Roman & Osame,
1988).

Em 1982, Kalyanaraman e colaboradores identificaram um virus
semelhante aquele isolado por Poiesz et al. (1980) e Yoshida et al. (1982), em um
paciente com tricoleucemia pilosa, mas alguns marcadores imunoldgicos
encontrados nesse virus eram diferentes. Entdo, sugeriram que se tratava de um
novo tipo viral e o nomearam de HTLV-2 (Kalyanaraman et al., 1982). A origem do
HTLV-3 e HTLV-4 é desconhecida, mas sugere-se que eles possam ter surgido por
transmissdo zoonotica, assim como o HTLV-1 e HTLV-2, através do contato com
primatas infectados pelos Virus de Células T de Simios (STLV-3) (Calattini et al.,
2005; Wolfe et al., 2005).



2.1.2 Morfologia e organizagdo gendémica do HTLV

A morfologia do HTLV é semelhante a de outro retrovirus (Felber et al.,
1985). A particula viral mede entre 80 a 100 nm de diametro e apresenta morfologia
complexa que consiste de um envelope e um nucleocapsideo (Coffin,1996; Tangy,
1996;). No envelope, ha projecdes da superficie que sdo formadas pelas
glicoproteinas de superficie gp46 e as glicoproteinas transmembranas gp21, estas
sdo constituidas de pequenas espiculas que estdo densamente dispersas
uniformemente em toda a superficie viral. A matriz é constituida pelas proteinas p19
gue envolvem o capsideo icosaédrico, este por sua vez, € constituido pelas
proteinas p15 e p24. No interior do capsideo se encontram as proteinas: Integrase
(p32), Protease (pl0) e a Transcriptase Reversa (p55), ambas essenciais na
replicacao viral (Coffin,1996; Tangy, 1996) (Figura 1).

Matriz
(P19) .

Integrase
(p32)

Protease
(P10)

Capsideo

Transcriptase (p15 e p24)

Reversa
(p55)

Figura 1: Representacdo esquematica da particula madura do HTLV-1
representando sua estrutura e composicdo (Adaptado de Verdonck et
al., 2007).



O genoma do HTLV é semelhante ao de outros retrovirus, sendo
composto por duas fitas simples de RNA de polaridade positiva (SSRNA™). O genoma
do HTLV-1 e do HTLV-2 possuem 9kb e 8,9kb, respectivamente. O HTLV-2 tem uma
estrutura gendmica semelhante e compartilha aproximadamente 70% de homologia
de sequéncia de nucleotideos com HTLV-1. O genoma do HTLV possui 0os genes
gag (antigeno grupo especifico), pol (polimerase), env (envelope), pro (protease),
hbz (basic leucine ziper factor), entre outros. O genoma também tem uma regiao que
€ exclusiva desse virus, chamada regido pX, que contém os genes reguladores tax
(transativador) e rex (regulador da expressdo), ambos codificados pela regidao de
leitura aberta (open reading frames — ORF) do genoma. Ja as extremidades sao
flanqueadas por duas terminacdes longas repetidas (long terminal repeats - LTR)
(Feuer & Green, 2005; Felber et al., 1985) (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esqueméatica do genoma do HTLV-1 (Adaptado de Zhang et al.,
2017).

O gene gag codifica um polipeptideo que € clivado por uma protease para
formar as proteinas estruturais virais da matriz (p19), nucleocapsideo, (p15) e do
capsideo (p24). O gene pol (polimerase) codifica a Transcriptase Reversa (RT), a
Ribonuclease H (RNAse H) e a Integrase (IN), sendo as duas primeiras
responsaveis pela sintese do genoma viral e a Ultima responséavel pela integracéo
desse genoma na célula hospedeira. A regido pro (protease) se encontra sobreposta

aos genes gag e pol, a mesma codifica uma protease (PR) que sera responsavel por



clivar as poliproteinas dos genes gag e pol (Shimotohno et al., 1985; Le Blanc et al.,
2001).

O gene env (envelope) codifica uma poliproteina (gp62), que
posteriormente, é clivada para formar as glicoproteinas do envelope viral: a
glicoproteina de superficie (gp46) e a glicoproteina transmembrana (gp21), ambas
promovem a entrada do HTLV na célula hospedeira; sendo que a primeira interage
com os receptores celulares e a segunda promove a fusado entre membranas virais e

celulares (Maeda et al., 2015).

A regido pX contém os genes reguladores da transcricdo viral: tax e rex,
codificados pela regido de leitura aberta (ORF) IV e lll, respectivamente. O gene tax
€ um transativador que aumenta a taxa de transcricdo viral (Felber et al., 1985) e
modula a transcricdo de outros genes celulares envolvidos na proliferacdo e
diferenciacao celular (Ressler et al., 1997). Sendo assim, 0 gene tax apresenta um
importante papel oncogénico na transformagéo de células T humanas primarias
(Robek & Ratner, 1999; Ross et al., 1996). O gene rex é um regulador pos-
transcricional da expressédo viral do RNA mensageiro (RNAm), transportando-o do

nucleo para o citoplasma (Younis & Green, 2005).

O gene hbz (Basic leucine ziper factor) esta localizado na extremidade 3’
LTR na fita negativa do provirus e codifica a proteina fator ziper de leucina basico
(HBZ). Os genes hbz e tax em conjunto estao fortemente associados a proliferacéo
de linfocitos T (Satou et al., 2006; Giam & Semmes, 2016).

2.1.3 Ciclo de replicacdo do HTLV

Primeiramente, ocorre a adsor¢cao e a penetracdo do HTLV na célula alvo,
através da interacdo entre as glicoproteinas do envelope viral (gp46 e gp21) com os
receptores de superficie celular (GLUT-1, HSPG e NRP-1). Na adsorcdo, a
glicoproteina de superficie (gp46) se liga primeiro ao receptor heparan sulfate
proteoglicans (HSPG), seguido pelo receptor neuropilin-1 (NRP-1), formando um
complexo. Apoés isso, o transportador de glicose do tipo 1 (GLUT-1) se liga ao
complexo HSPG/NRP-1. Na penetracdo, a glicoproteina transmembrana (gp21)

promove a fusdo entre as membranas virais e celulares permitindo a liberacdo do



genoma viral no citoplasma da célula hospedeira (Manel et al., 2003; Jones et al.,
2005; Ghez et al., 2006).

ApOs a entrada do genoma viral no citoplasma da célula, a poliproteina de
Gag-Pol é clivada pela acdo da protease para produzir a transcriptase reversa e a
integrase (Dunn et al., 2002). A transcri¢cdo reversa do RNA viral (ssRNA") ocorre
pela acdo da transcriptase reversa, formando o DNA viral (dsDNA). Este sera
transportado para o nucleo onde é integrado ao genoma da célula hospedeira em
forma de provirus, através da acdo da integrase. Quando o provirus ja esta
integrado ao genoma da célula, ocorre a transcricdo do RNA viral em mRNAs virais,
a partir de iniciadores localizados na extremidade 3'(LTR) do genoma viral. Por fim,
ocorre traducdo das proteinas virais, montagem das novas particulas virais e sua

liberacdo por brotamento (Proietti et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do HTLV (Adaptado
de Proietti et al., 2015).




2.1.4 Transmissao do HTLV

A transmissdo do HTLV ocorre através da transfusdo de sangue e
hemocomponentes, compartiihamento de agulhas e seringas, relagcdo sexual
desprotegida e transmissao vertical - mae para filho (Okochi et al., 1984; Hino et al.,
1985; Murphy et al., 1989).

A via de transmissdo do HTLV por transfusdo de sangue tem se tornado
menos significativa desde que o Ministério da Saude tornou obrigatério o teste de
triagem para HTLV-1/2 em hemocentros a partir de 1993 (Proietti et al., 2015).

A transmissao sexual do HTLV do homem para mulher é mais eficiente do
gue o contrario (Kajiyama et al., 1986; Chen et al.,, 1991), no entanto, Ulceras
genitais podem aumentar a transmissao sexual da mulher para o homem (Murphy et
al., 1989). Um estudo realizado na populacdo de Salvador - BA mostrou que a
transmissao sexual é a principal forma de infecgéo pelo HTLV-1 (Nunes et al., 2017).

A transmissdo do HTLV de mée para filho esta intimamente associada a
carga proviral da mae, altos titulos de anticorpos e amamentacdo prolongada
(kinoshita et al., 1987; Ureta-Vidal et al., 1999). Para prevenir a transmissao vertical
recomenda-se realizar a triagem pré-natal ou neonatal para diagnosticar a infeccao

viral e aconselhar a mae evitar a amamentacao (Ribeiro et al., 2012).
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2.1.5 Patologias associadas a infec¢éo pelo HTLV-1

A Leucemia/Linfoma de células T do adulto (LLcTA) € uma neoplasia
agressiva de linfécitos T causada pela infeccdo cronica pelo HTLV-1 (Ohshima,
2015). A LLcTA é classificada em quatro variantes clinicas: aguda, linfomatosa,
cronica e smoldering (oligo-sintomético). Essa classificagdo baseia-se no
envolvimento de 6rgdos, manifestacdo leucémica, valores de lactato desidrogenase
(LDH) e célcio, sendo fundamental para a escolha do tratamento apropriado
(Tsukasaki & Tobinai, 2013). A variante aguda é a mais agressiva, apresentando
leucocitose marcada, lesdes cutaneas, linfadenopatia macica, organomegalia, e
ainda, complicacdes respiratorias. A variante linfomatosa apresenta linfadenopatia
marcada. A variante croénica apresenta uma erupc¢ao cutanea exfoliativa, leucocitose
moderada e normocalcemia, e, a variante smoldering, geralmente € assintomatica

(Rodriguez-Zuniga et al., 2017).

O diagnostico de LLCTA é baseado na combinacdo das caracteristicas
clinicas com a confirmacao da infeccéo pelo HTLV-1. A morfologia celular tipica da
LLcTA séao linfécitos atipicos com nucleos polilobulados e cromatina grosseira
identificados no esfregaco de sangue periférico da maioria dos individuos afetados.
Esses linfocitos atipicos séo tipicamente mencionados como “flower cells”, pois
lembram flores ou um trevo (Rodriguez-Zuniga et al., 2017). Os tratamentos para
LLcTA incluem terapias antivirais com interferon - alfa (IFN-) e zidovudina (AZT),
guimioterapia, transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas e outros
agentes como, analogos de purinas, Inibidores das histonas desacetilases (HDI’s),
Anticorpos monoclonais (mAbs), Lenalidomida, Bortezomibe e o pralatrexato
(Tsukasaki & Tobinai, 2013).

A Paraparesia Espastica Tropical ou Mielopatia Associada ao HTLV-1
(PET/MAH) é uma desordem neuroldgica, inflamatéria e crbnica causada por uma
desmielinizacdo progressiva do Sistema Nervoso Central - SNC (Takatani et al.,
2017). Essa doenca é caracterizada por quadros de paraparesia, principalmente em
membros inferiores, disturbios esfincterianos e sensoriais, sendo mais prevalente no

sexo feminino e em individuos na faixa etaria de 40 a 50 anos (Kaplan et al., 1990).

Os sintomas classicos da PET/MAH incluem fraqueza progressiva, dor

crbnica na lombar e nos membros inferiores, incontinéncia urinaria, hiperreflexia,
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sinal de Babinski, anormalidades de sensibilidade dos membros inferiores, além de
outros sintomas associados, como disfuncdo erétil, diminuicdo da libido e
constipagdo (Reiss et al., 2014). A progresséao clinica da PET/MAH esta associada a
um aumento da carga proviral, proliferacdo e migracao dos linfécitos infectados para
0 SNC (Saito et al., 2012).

O diagnéstico para PET/MAH baseia-se nos aspectos clinicos e na
confirmagédo da infeccdo pelo HTLV-1, e ainda, na exclus@o de outros disturbios que
podem se assemelhar a PET/MAH (BRASIL, 2013).

Os tratamentos disponiveis até o momento para PET/MAH ndo sé&o
curativos, apenas contribuem para a melhora clinica, reducdo da carga proviral do
HTLV-1 e da inflamagdo. Estes incluem antirretrovirais, corticosteroides,
medicamentos imunossupressores, anticorpos monoclonais, interferons, entre
outros. Assim, o prognéstico depende da carga proviral e da resposta imunolégica

do hospedeiro (Gongalves et al., 2010; Martin et al., 2014).

2.1.6 Epidemiologiado HTLV-1 e do HTLV-2 no mundo

O HTLV-1 esta presente em todo o mundo de forma heterogénea, sendo
as areas de maior prevaléncia o Jap&o, Africa subsaariana, América do Sul, Caribe,
Oriente Médio e a regido da Australo-Melanésia. Estima-se uma prevaléncia
aproximadamente de 5 a 10 milhdes de individuos infectados pelo HTLV-1. No
entanto, esses resultados foram baseados em apenas 1,5 bilh6es de individuos
originarios de areas endémicas conhecidas do HTLV-1 com dados epidemioldgicos
confiaveis disponiveis. Estimativas corretas em outras areas altamente populosas,
como a China, india, o Marrocos e a Africa oriental ndo foram possiveis. Portanto, o
numero de portadores desse virus € provavelmente maior (Gessain & Cassar, 2012)
(Figura 4).

O HTLV-2 esta presente em grupos populacionais distintos pelo mundo,
sendo mais prevalente em populacdes indigenas na Africa e nas Américas, e, em
usuarios de drogas injetaveis nos Estados Unidos e na Europa (Roucoux & Murphy,
2004).
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Figura 4: Distribuicdo geografica dos principais focos de infeccdo pelo HTLV-1 no mundo
(Adaptado de Gessain & Cassar, 2012).

2.1.7 Epidemiologiado HTLV-1 e do HTLV-2 no Brasil

A soroprevaléncia do HTLV-1 e do HTLV-2 varia de acordo com
comportamentos de riscos individuais, fatores socioeconémicos e demograficos.
Estudos de prevaléncia em grupos especificos confirmam a presenca do HTLV-1 e
do HTLV-2 em todo o pais (Proietti et al.,, 2015). Até o momento, os estudos que
mais se aproximam da real prevaléncia da infeccédo, sdo os realizados em doadores
de sangue. Os estados com a maior prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1 entre os
doadores de sangue estdo na Regido Norte e Nordeste do pais, destacando-se o

Estado do Maranhéo, Bahia e o Para (Catalan-Soares et al., 2005) (Figura 5).
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Figura 5: Prevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1 entre doadores de sangue no Brasil
(Adaptado de Catalan-Soares et al., 2005).

A cidade de Salvador (BA) € considerada um epicentro da infec¢do pelo
HTLV-1, tendo sido encontrada uma prevaléncia de 1,3% em doadores de sangue
(Galvao-Castro et al., 1997), 0,8% em mulheres gravidas (Bittencourt et al., 2001) e
1,7% na populacédo geral (Dourado et al., 2003). Um estudo mostrou que a cidade de
Salvador continua a ser uma area importante para a vigilancia da infeccdo pelo
HTLV-1, pois a prevaléncia entre a populacdo geral permanece acima de 1% (1,4%)
(Nunes et al., 2017). No Maranhado, a prevaléncia encontrada foi de 0,15% em
doadores de sangue (Viana et al., 2014) e de 0,1% em mulheres gravidas no Mato
Grosso do Sul (Figueiré-Filho et al., 2005).

No Estado do Pard, varios estudos confirmaram a endemicidade do
HTLV-1 e do HTLV-2 na regido amazobnica, sendo estes em indigenas, amerindios,

quilombolas, imigrantes japoneses, doadores de sangue, ribeirinhos e populacéo
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urbana do estado, sendo descritos a seguir (Ishak et al., 1995; Ishak et al., 1991;
Ishak et al., 2001; Vallinoto et al., 2002; Ishak et al., 2002; Souza et al., 2006; Santos
et al., 2009; Vallinoto et al., 2004; Vallinoto et al., 2006; Ferreira et al., 2010; Costa et
al., 2013; Magno et al., 2013; Aguiar et al., 2017).

Ishak et al. (1995) investigaram a soroprevaléncia do HTLV-1 e HTLV-2
em comunidades indigenas na Amazonia, tendo sido encontrada a prevaléncia de
7,8% de portadores do HTLV-2, revelando que a transmissao vertical do HTLV-2 é
uma importante via de infec¢cao nesta populagéo. Estudos posteriores encontraram a
presenca da infec¢do pelo HTLV-2c em indigenas (Ishak et al., 2001), amerindios e
na populacéo urbana (doadores de sangue) (Vallinoto et al., 2002).

Os primeiros casos no Para da associacdo de PET/MAH a infeccéo pelo
HTLV-1 foram encontrados por Ishak et al. (2002). Quatro anos depois, Souza et al.
(2006) encontraram associagcdo da infeccdo pelo HTLV-la, subgrupo
Transcontinental (A) em pacientes com distarbio neurodegenerativo tipico de
PET/MAH.

Santos et al. (2009) em um estudo em doadores de sangue, entre 0s que
foram soropositivos para HTLV-1/2, 71% confirmaram por biologia molecular a
infeccdo pelo HTLV-1, subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental e 29%
HTLV-2c. Vallinoto et al. (2004) encontraram uma prevaléncia de 1,8% (3/168) da
infeccdo pelo HTLV-1 em imigrantes japoneses na cidade de Tomé-Ac¢u. Todos os
portadores dessa infeccdo vieram da Regido de Kyushu no Japdo, amplamente
conhecida pela alta prevaléncia de HTLV-1 e de Paraparesia Espastica Tropical
(PET/MAH). O mesmo grupo de pesquisadores encontrou em comunidades
qguilombolas na Ilha do Maraj6 uma prevaléncia no total de 1,15% (3/197) de
portadores do HTLV-1 nos municipios de Santana do Arari e Ponta de Pedras, e
1,03% (1/97) portadores do HTLV-2 apenas em Santana do Arari (Vallinoto et al.,
2006).

Ferreira et al. (2010) encontraram em comunidades ribeirinhas do interior
do estado uma prevaléncia de 1,14% (2/175) para HTLV-1/2, sendo confirmada por
biologia molecular a infeccdo pelo HTLV-1. Costa et al. (2013) em um estudo de

transmissao intrafamiliar para HTLV na regido metropolitana de Belém, encontraram



15

uma prevaléncia de 43,5% (37/85) nas familias e 25,6% (58/227) de forma

individual.

Magno Falcéo et al. (2013) encontraram em comunidades localizadas as
margens da usina hidrelétrica de Tucurui uma prevaléncia de 4,7% (31/657) para
HTLV, porém sem confirmacdo molecular dessa infeccdo. Na ilha do Marajo, foi
observada uma prevaléncia de 0,11% (2/1899), sendo confirmada por
sequenciamento e andlise filogenética a infeccao pelo subtipo Cosmopolita 1 (HTLV-
la) e subgrupo Transcontinental (A) (Aguiar et al., 2017). Uma moderada
prevaléncia (2%) e disseminacao intrafamiliar da infeccdo pelo HTLV-1/2 foi
encontrada em individuos adultos da regido metropolitana de Belém (Silva et al.,
2018).

2.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO PELO HTLV

O Ministério da Saude recomenda o ensaio imunoenzimatico (ELISA)
para a deteccéo de anticorpos anti-HTLV-1/HTLV-2 e confirmacao pelo Western Blot
(WB), sendo este considerado o padrdo ouro para o diagnostico dessa infeccdo. As
amostras com padrao positivo, mas néo tipadas ou indeterminadas sdo submetidas
a confirmacéo por PCR. O uso do WB para o diagndéstico do HTLV estd em processo
de incorporacgéo no Sistema Unico de Saude (SUS) e a PCR pode ser realizada por
alguns laboratorios publicos de referéncia e universidades (BRASIL, 2013; Proietti et
al., 2015).

2.2.1 Diagndstico soroldgico

Os métodos sorologicos para o diagndstico da infeccdo pelo HTLV séo
classificados em testes de triagem e testes de confirmacdo. Os testes de triagem
mais conhecidos sdo o ensaio imunoenzimatico (EIA) e o teste de aglutinacdo de
particulas (PA), e os testes de confirmacdo sdo a imunofluorescéncia indireta,

radioimunoprecipitacdo e o Western Blot (WB) (Proietti et al., 2015).

O método mais utilizado na triagem sorolégica do HTLV é o ensaio

imunoenzimatico (EIA). Este € constituido por uma placa de poliestireno em que
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estdo adsorvidos os antigenos especificos que apds a adicdo do conjugado anti-Ig
humana marcado com uma enzima ao soro ou plasma do individuo, a reagédo é
revelada apds a incubacgdo. O resultado dependeré da intensidade da cor resultante
(densidade 6tica) medida por um espectrofotdbmetro, a partir de um valor de corte
definido ou “cut-off”. Caso o resultado do teste de triagem seja reagente, deve-se
realizar um teste confirmatério. A vantagem desse método € ser simples e ter boa
sensibilidade e as desvantagens é a baixa especificidade e nao diferenciar o tipo
viral (HTLV-1 ou HTLV-2), devido a alta homologia das proteinas estruturais entre 0s
dois virus e pelo fato do préprio “layout” do teste ser realizado em um Unico pogo
(Proietti et al., 2015). Por isso, 0s ensaios imunoenzimaticos comercializados
possuem o titulo “HTLV-1/2”, sendo o Enzyme Linked Imuno Assay (ELISA) o mais
utilizado devido ao seu nivel de padronizagcéo e ao grande numero de kits comerciais

disponiveis (Cassar & Gessain, 2017).

Outro método de triagem soroldgica é o teste de aglutinacdo de particulas
(PA) de gelatina ou latex sensibilizadas com antigenos virais inativados. Esse
método baseia-se na aglutinacdo das particulas sensibilizadas na presenca de
anticorpos anti-HTLV no soro/plasma ou LCR de individuos infectados. A vantagem
desse teste é a boa sensibilidade, facil e rapida execucdo e nao requer
equipamentos. A leitura pode ser qualitativa ou quantitativa. A desvantagem, assim
como no teste imunoenzimatico, € que nao discrimina o HTLV-1 do HTLV-2, além da

baixa especificidade (Proietti et al., 2015; Cassar & Gessain, 2017).

Quanto aos métodos de confirmacéo, a imunofluorescéncia indireta (IFA)
baseia-se na visualizacdo, através da fluorescéncia, da interacdo entre antigenos do
HTLV-1/2, presentes em linhagens celulares infectadas, com os anticorpos anti-
HTLV presentes no plasma/soro. As linhagens celulares utilizadas sdo a MT2 e C19,
infectadas com o HTLV-1 e HTLV-2, respectivamente. A comparacao entre essas
duas linhagens celulares € que permite geralmente diferenciar entre HTLV-1 e
HTLV-2. A titulacdo de anticorpos € permitida através da diluicdo em série do soro. A
vantagem deste teste € apresentar alta sensibilidade e especificidade para confirmar
e titular anticorpos anti-HTLV-1/2. As desvantagens desse teste é que além de ser
pouco utilizado no Brasil, requer a manutencédo de linhagens celulares continuas que
s6 €& possivel em laboratérios altamente equipados e com profissionais

especializados (Proietti et al., 2015; Cassar & Gessain, 2017).
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O teste de radioimunoprecipitacdo (RIPA) baseia-se na utilizagcdo de
antigenos do HTLV-1 e HTLV-2 radiomarcados, derivados de linhagens celulares
infectadas, para detectar anticorpos especificos contra o virus no soro ou no plasma.
O imunoprecipitado € analisado por meio da eletroforese em gel. A vantagem deste
teste é ter maior sensibilidade e maior especificidade devido a sinais mais intensos e
a falta de enzimas endbégenas como no EIA. A desvantagem € por ser um teste mais
oneroso e requer autorizacdo especifica para o uso de is6topos radioativos (Proietti
et al., 2015; Cassar & Gessain, 2017).

O Western Blot (WB) € um teste imunoenzimético que utiliza como
antigenos virais, proteinas com epitopos recombinantes, correspondentes a por¢cao
N-terminal transmembrana (gp21) do HTLV-1/2. Essas proteinas sdo submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida, permitindo a separacao de acordo com o seu
peso molecular. Apds a eletroforese, as proteinas virais especificas séo transferidas
para uma membrana de nitrocelulose e irdo interagir com 0s anticorpos presentes no
soro/plasma ou LCR. A leitura é realizada por meio da visualizacdo das bandas
identificadas na membrana de nitrocelulose, sem a necessidade de utilizacdo de

algum tipo de aparelho (Proietti et al., 2015; Cassar & Gessain, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude definiu os critérios de positividade que
inclui a reatividade para as proteinas da regido gag (p19 ou p24) e para as proteinas
do envelope viral (gp46 e gp21), para que uma amostra seja considerada positiva. O
teste € considerado negativo quando ndo apresenta reatividade para essas
proteinas e quando apresentar uma reatividade parcial € considerado indeterminado.
A vantagem do WB é apresentar alta especificidade em detectar anticorpos contra
antigenos virais especificos, além de definir HTLV-1 e HTLV-2, e as desvantagens
séo o alto custo, teste demorado e elevados numeros de resultados indeterminados
(Proietti et al., 2015).

2.2.2 Diagndstico molecular

O diagnéstico molecular é usado para confirmar a infeccado pelo HTLV-1
ou HTLV-2 devido a alta sensibilidade e especificidade, pois detecta o genoma do

virus que esta integrado ao DNA da célula hospedeira em forma de provirus, pois o
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HTLV ndo apresenta viremia plasmética. O seu uso era restrito a pesquisa
inicialmente, no entanto, esta cada vez mais sendo utilizado na rotina devido a
diminuicbes nos custos dos reagentes de biologia molecular e a introducdo de
métodos de PCR em tempo real (Cassar & Gessain, 2017).

A Reacado em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)
baseia-se na amplificacdo exponencial de uma sequéncia gendmica do DNA
proviral, sendo necesséria a utilizacdo da enzima Taq DNA polimerase, iniciadores
ou primers e bases nucleotidicas. O produto da PCR é submetido a eletroforese em
gel de agarose ou poliacrilamida para posterior visualizacdo dos fragmentos
amplificados por meio de um transiluminador de luz ultravioleta (Proietti et al., 2015).

A nested-PCR (nested Polymerase Chain Reaction - nested PCR) € uma
modificacdo da PCR destinada a aumentar a sensibilidade e a especificidade da
reacdo. A nested-PCR é baseada em uma segunda amplificacédo, utilizando como
molde o produto da amplificacdo anterior e um par de primers situado na posicéo
interna ou flanqueado na sequéncia do DNA proviral a do par de primers
consensuais utilizados na amplificacdo anterior. A distincdo entre HTLV-1 e HTLV-2
€ realizada através da restricdo enzimatica do produto da nested-PCR, utilizando as
enzimas de restricdo Sau 3 ou Taq 1. O produto da digestdo enzimatica € submetido
a eletroforese em gel de agarose e visualizado por meio de um transiluminador com

fonte de luz ultravioleta (Proietti et al., 2015).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (quantitative Polymerase
Chain Reaction — gPCR) ou reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR
em tempo real) € uma variacdo da PCR convencional que além de detectar, permite

também, quantificar a carga proviral (Proietti et al., 2015).

A plataforma de PCR em tempo real contém um termociclador com
sistema optico e um computador com software para aquisicdo dos dados e analise
final da reacdo. Os sistemas de emissdo de luz mais utilizados para a PCR em
tempo real sdo o TagMan® e o sistema SYBR Green®. O sistema TagMan® é
baseado na detecc¢éo utilizando uma sonda duplamente marcada que sera degrada
pela atividade da 5' exonuclease da Taq DNA polimerase, detectando produtos
especificos durante a reacdo de PCR em tempo real. As vantagens do uso desse

sistema é que o sinal de fluorescéncia € produzido por hibridizacdo de sondas
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especificas, reduzindo significativamente o aparecimento de sinais falso-positivos.
As desvantagens sdo que para cada sequéncia-alvo € necessario uma sonda
diferente, além do alto custo para a implementacdo em larga escala e mao de obra
altamente qualificada (Nascimento et al., 2010).

No sistema SYBR Green®, os fluoréforos ligam-se em toda a dupla fita de
DNA formada, emitindo fluorescéncia. Durante a desnaturacdo da dupla fita a
fluorescéncia é drasticamente reduzida. No processo de polimerizacdo da DNA
polimerase, os fluoroforos se ligam as duplas fitas em formacgéo, resultando na
emissdo de fluorescéncia. As vantagens do uso do sistema SYBR Green®, s&o
amplificacédo de sinal de qualquer sequéncia de dupla fita de DNA, reduzindo o custo
dos ensaios, pois hao é necessario o uso de sondas. A desvantagem € a producéo
frequente de sinais falso-positivos, pois os fluoroforos se ligam a qualquer dupla fita,
incluindo sequéncias inespecificas e dimeros de primers (Nascimento et al., 2010).
Portanto, a PCR em tempo real possui elevada sensibilidade e especificidade com
uma larga escala de deteccéo (Cassar & Gessain, 2017).

A PCR multiplex em tempo real é uma variacdo desta técnica, na qual
duas ou mais sequéncias alvo podem ser amplificadas, incluindo-se mais de um par
de primers, podendo detectar e quantificar o HTLV-1, HTLV-2 e o controle interno na

mesma reacao (Estes et al., 2003; Watters et al., 2011).

Existem trés algoritmos que podem ser utilizados na confirmacgao
diagnostica laboratorial do HTLV-1/2. No algoritmo classico as amostras reativas no
teste de triagem sdo submetidas ao Western Blot (WB) e as amostras com padréo
positivo, mas néo tipadas ou indeterminadas sdo submetidas a reacdo de PCR. No
entanto, a principal desvantagem desse algoritmo é a frequéncia elevada de

amostras indeterminadas no WB (Proietti et al., 2015).

No segundo algoritmo, as amostras reativas no teste de triagem sao

confirmadas diretamente com a técnica de PCR. A vantagem desse algoritmo é que

7

a PCR é mais conclusiva e, geralmente, € mais barata que o teste de WB. A
principal desvantagem € o fato de ndo existir teste comercial de PCR e a

sensibilidade e especificidade dos testes “in  house” podendo variar

consideravelmente (Proietti et al., 2015).



20

O terceiro algoritmo sugere a utlizacdo de um segundo teste
imunoenzimatico (EIA), antes de se indicar o teste confirmatorio. A vantagem deste
algoritmo é a diminuicdo do numero de amostras para a realizacdo do teste
confirmatorio. Neste algoritmo, pode se optar por dois testes confirmatorios, tanto
pelo WB (algoritmo 1) quanto pela PCR (algoritmo 2) (Proietti et al., 2015).

De um modo geral, o diagnéstico molecular apresenta elevada
especificidade e sensibilidade no diagndstico diferencial da infeccdo pelo HTLV,
sendo fundamental para elucidar resultados inconclusivos nos testes soroldgicos do
tipo ELISA e indeterminados no WB, e também no diagnéstico da transmisséo
vertical, uma vez que os testes soroldgicos ndo podem ser indicativos de infeccao,
devido a transferéncia passiva de anticorpos maternos, e ainda, para detectar a
infeccéo viral durante o periodo compreendido entre a exposi¢cédo e a soroconversao
(Proietti et al., 2015).

As desvantagens sdo quanto aos fatores que podem interferir na
resolucdo da técnica como, iniciadores inadequados, quantidade e qualidade
insuficiente de DNA extraido, auséncia de padronizacdo da metodologia, resultados
falso-positivos devido a contaminacao por produto de PCR e presenca de inibidores

de amplificacdo na amostra (Brasil, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o diagnoéstico laboratorial da infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2 em

um servico de extensao universitaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar qual a combinagcédo de dois métodos (triagem/confirmatoério e
confirmatdrio/confirmatdrio) apresentara a melhor reprodutibilidade no diagnostico
laboratorial da infeccéo pelo HTLV-1 e HTLV-2;

- ldentificar qual a combinagcédo de dois métodos (triagem/confirmatoério e
confirmatdrio/confirmatdrio) apresentara a menor proporcdo de discordancia no

diagnostico laboratorial da infeccao pelo HTLV-1 e HTLV-2;

- ldentificar o método molecular com a melhor sensibilidade e

especificidade no diagndstico laboratorial da infeccéo pelo HTLV-1 e HTLV-2.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO AMOSTRAL E ASPECTOS ETICOS
4.1.1 Populagéo de estudo

Trata-se de um estudo transversal, descritivo e analitico. Durante o
periodo de 2015 a 2017 foi realizado um levantamento dos individuos atendidos no
Laboratdrio de Biologia Molecular e Celular (LBMC) do Nucleo de Medicina Tropical
(NMT) da Universidade Federal do Pard (UFPA), que realizaram o diagndstico
laboratorial da infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2 através do método de triagem
(ELISA) e confirmatério (nested-PCR).

A populacdo de estudo foi determinada a partir do célculo do tamanho
amostral, considerando o numero total (n=476) de individuos atendidos durante o
periodo estudado, margem de erro de 5%, ao nivel de confianca de 95%, resultando

em um numero final de 208 individuos.

A demanda desses individuos procede de encaminhamentos da
Fundacdo HEMOPA (reagentes na triagem soroldgica), servicos especializados por
apresentarem sintomas pertinentes e doencas associadas ao virus, busca ativa em

comunicantes, demanda espontanea, estudantes, gestantes, entre outros.

Os critérios de inclusdo adotados foram individuos de ambos os sexos e
de todas as idades, atendidos no LBMC/NMT/UFPA durante o periodo citado, e os
gue concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)
(Apéndice B). Foram excluidos do estudo individuos que possuiam amostras

insuficientes para as andlises laboratoriais.

4.1.2 Aspectos éticos

O presente estudo faz parte do projeto “Pesquisando infeccdes e doencgas
infecciosas na extensao universitaria”, o qual foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Ndcleo de Medicina Tropical
da Universidade Federal do Para (UFPA), por meio da Plataforma Brasil,

obedecendo & Resolugdo n° 466 / 2012 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
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(CAAE: 38202214.60000.5172), numero do parecer: 1.218.417, de 08 de setembro
de 2015 (Anexo A). Todos os participantes foram orientados cerca dos objetivos do
trabalho, sendo que, aqueles que concordaram em participar assinaram um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que contemplou os objetivos da

pesquisa, 0s seus métodos, 0s riscos e os beneficios (Apéndice B).

4.2 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Foram realizadas etapas de sorologia (pesquisa de anticorpos anti-HTLV)
e de biologia molecular (deteccdo do DNA proviral). As etapas de sorologia (ELISA)
e deteccdo do DNA proviral por PCR convencional (nested-PCR) foram executadas
no LBMC/NMT/UFPA. A gPCR foi realizada em parceria com o Laboratorio de
Retrovirus da secédo de virologia do Instituto Evandro Chagas (IEC) e a gPCR
multiplex foi realizada em parceria com o Hemocentro de Ribeirdo Preto (SP).

4.2.1 Coletae processamento do material biolégico

O sangue foi coletado por puncéo venosa (aproximadamente 5mL) em tubos
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Posteriormente, o sangue foi
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. Apés isso, retirou-se o0 plasma
transferindo-o para microtubos (2,0 ml) para a deteccdo de anticorpos anti-HTLV-
1/2. A camada de leucdcitos (células mononucleadas do sangue periférico - PBMC)
também foi retirada e transferida para outro microtubo para a extracdo de DNA. As

aliguotas permaneceram congeladas a -20°C até a etapa de analise.

4.2.2 Sorologia (pesquisade anticorpos anti-HTLV-1/2)

As amostras de plasma foram avaliadas quanto a presenca de anticorpos
anti-HTLV por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando o Kit Gold ELISA
Anti-HTLV-1/2 (REM, Séo Paulo, Brasil), de acordo com as instrucfes do fabricante.
As amostras reativas com valores 20% abaixo ou acima do cut off (casos suspeitos)

passaram por um novo teste imunoenzimatico e pesquisa de DNA proviral.
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4.2.3 Extragc&do do DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir da camada de células leucocitarias
(300 pL) utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos), conforme as recomendacdes do fabricante.

4.2.4 Amplificagcdo do gene da B globina humana (controle interno da reagé&o)

A amplificagéo do gene da B globina humana foi realizada para avaliagédo da
integridade do DNA extraido, utlizando-se os oligonucleotideos G73 (5
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3') e G74 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3)
(GREER et al., 1991).

4.2.5 Amplificagdo daregido pXdo HTLV

Apés a primeira etapa de amplificacdo do DNA proviral, foi realizada uma
reacdo de nested-PCR, seguida de digestdo enzimatica, para confirmacdo da
infeccéo e diferenciacao dos tipos 1 e 2 de HTLV. Para isso, foi amplificada a regiédo
pX do virus. Para a reacéo da 12 etapa da PCR foi utilizada uma solugdo com 5,0 pyL
de Go Taq Green Master Mix, 2,0 yL de agua, 1 uL (10 pmol) de cada iniciador
HTLV_Externo F 5-TTCCCAGGGTTTGGACGAAG-3' (7219-7238, direto) e
HTLV_Externo R 5-GGGTAAG GACCTTGAGGGTC-3' (7483-7464, reverso) e 1,0
ML de DNA, para um volume final de 10 uL. O protocolo de amplificacdo seguiu 35
ciclos (repeticdes), com temperatura de desnaturacdo de 94°C por 30 segundos, a
temperatura de anelamento de 51,6°C por 30 segundos e a temperatura de
extensdo de 72°C por 30 segundos, seguido da temperatura de extenséo final a
72°C, por 10 minutos, e 10°C por 10 minutos (TUKE et al., 1992).

A identificacdo molecular do genoma viral foi realizada por uma Nested-
PCR, onde foram utilizadas as mesmas quantidades de Go Taq Green Master Mix,
1uL (10 pmol) de cada oligonucleotideo, HTLV interno F
5'CGGATACCCAGTCTACGTGTT3' (7248-7268, direto) e HTLV_ interno R
5'GAGCCGATAACGCGTCCATCG3' (7406-7386, reverso), 2,5 pyL de agua e 0,5 yL
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do produto da primeira PCR, gerando um fragmento de 159 pb. O protocolo de
amplificacdo seguiu 35 ciclos (repeticbes), com temperatura de desnaturacédo de
94°C por 30 segundos, a temperatura de anelamento de 51,6°C por 30 segundos e a
temperatura de extensdo de 72°C por 30 segundos, seguido da temperatura de
extenséo final a 72°C, por 10 minutos, e 10°C por 10 minutos (TUKE et al., 1992).

Foram utilizados os controles positivos (amostra sabidamente positiva) e
negativo (amostra negativa) em cada reacdo de PCR. Os produtos da amplificacado
foram visualizados apéds eletroforese (100 V/60 minutos) em gel de agarose a 2%,
corados com brometo de etidio em tampéo TAE 1x (TAE 50x estoque — Tris-Base
1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na2 40 mM/1000 mL de agua deionizada),

mediante a utilizacdo de um transiluminador com luz ultravioleta.

4.2.6 Digestao enzimatica para caracterizacao do tipo de HTLV

Apos a identificacdo dos casos com resultados de PCR positivos, através do
gel de agarose a 2%, foi realizada a restricdo enzimatica (RFLP - polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo) do produto amplificado, para identificar o

tipo de HTLV-1/2 presente nas amostras.

A reacédo de RFLP do produto do gene pX (159pb) foi realizada misturando-
se 6,0 yL do produto amplificado, 7 yL de H,0, 1,5 yL de tampéo E (Promega,
Madison WI, USA) e 0,5 uL da enzima de restricdo Taqg | (10 U/uL, Promega,
Madison WI, USA), com posterior incubacéo a 65°C por 2 horas. A presenca do sitio
de restricdo (T/CGA), gera dois fragmentos (85 pb e 53 pb), este sitio encontra-se

presente no HTLV-2, porém, ausente no HTLV-1.

Os produtos de digestdo enzimatica foram visualizados em gel de agarose
de 3% a 100 V durante 60 minutos em tampao TAE 1x (TAE 49x estoque-Tris Base
1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na2 40 Mm/1000 ml de &gua deionizada),

mediante a utilizacdo de um transiluminador com luz ultravioleta.
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4.2.7 Deteccédo do DNA proviral por PCR em tempo real (QPCR)

A PCR em Tempo Real foi realizada pelo sistema TagMan® (Applied
Biosystems Foster City, CA) de trés sequéncias alvo: o gene da [(3-globina, como
controle end6geno utilizando o ensaio (Assay ID): Hs00758889_S1, concentracéo de
20x (suficiente para 360 reacbOes) e marcacao da sonda VIC/MGB-NFQ (Part
Number 4448489) e as regides ndo homologas do gene pol do HTLV-1 e do HTLV-2.
Primers e sondas foram desenhados e sintetizados pelo servico Assay-by-Design "
(Part Number 4304437) a partir de sequéncias de interesse enviadas a Applied
Biosystems (Tamegao-Lopes et al., 2006).

As reacoes da PCR foram preparadas utilizando o conjunto de reagentes
TagMan Universal PCR Master Mix, de acordo com instru¢cbes do fabricante. O
protocolo da reacéo utilizou 10uL de Master Mix, 6,15uL de agua e 0,85uL de Assay-
by-Design (conjunto de primer e sonda), 3uL de DNA, sendo 20uL o volume final. Foi
utilizado o seguinte protocolo de ciclagem: um ciclo de 50°C durante 2 minutos; um
ciclo de 95°C durante 10 minutos; 50 ciclos de 95°C durante 15 segundos e 60°C
durante 1 minuto (Tamegéao-Lopes et al., 2006). Na tabela 1 estdo descritas a
sequéncia nucleotidica dos primers e sondas utilizadas para a deteccao de HTLV-1,
HTLV-2 e B-globina humana.

Tabela 1: Sequéncia dos primers e sondas utilizadas para a deteccdo de HTLV-1,
HTLV-2 e B-globina humana.

Primer e sonda Sequéncia (5’-3’)
HTLV-1 F GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC
HTLV-1R GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT
Sonda HTLV-1 FAM-ACAAACCCGACCTACCC-NFQ
HTLV-2 F CAACCCCACCAGCTCAGG
HTLV-2 R GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA

Sonda HTLV-2 FAM-TCGAGAGAACCAATGGTATAAT-NFQ
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4.2.8 Deteccdo do DNA proviral por PCR multiplex em tempo real (qPCR

multiplex)

Para cada reacdo de PCR multiplex em tempo real com volume final de
25 pL foram utilizados 7,5 pL de um mix de primers + sondas, 12,5 yL de GoTagq®
Probe gPCR Master Mix (2x) (Promega) adicionado de ROX dye (Thermofisher
Scientific) e 5 pL de DNA extraido das amostras a serem analisadas. O mix de
primers + sondas foi composto por 2,5 pL de agua, 0,5 pL de cada primer forward e
reverse especifico para o gene da [(B-globina humana e diferentes regides pol do
HTLV-1 e HTLV-2, bem como 0,5 puL das sondas FAM, VIC e NED para HTLV-1,
HTLV-2 e B-globina humana, respectivamente. A concentracdo dos primers e das
sondas variou de 200 a 500 nM, juntamente com a sequéncia dos primers utilizados.
Quanto as condicdes térmicas de ciclagem, foi realizado um passo inicial de
ativacdo da reacdo a 50 °C por 2 minutos e uma primeira temperatura de
desnaturacdo a 95 °C por 10 minutos. Em seguida, foram realizados 45 ciclos de 95
°C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto para etapas de desnaturacdo, anelamento,
extensdo e captura de sinal. Na tabela 2 estdo descritas a sequéncia nucleotidica
dos primers e sondas utilizadas para a deteccdo de HTLV-1, HTLV-2 e B-globina

humana.

Tabela 2: Sequéncia dos primers e sondas utilizadas para a deteccdo de HTLV-1,
HTLV-2 e B-globina humana.

Primer e sonda Sequéncia
HTLV-1 F CAGCCCCTTCACAGTCTCTACTG
HTLV-1R AGAAGGATTTAAATATATTTGGTCTCGG

Sonda HTLV-1 FAM-CCTTACAAAGGATACTGAT-MGB
HTLV-2 F CAAGGTGATGTAACCCATTATAAGTACAA
*HTLV-2 R AAC CGC ACC GGA GAA GGT
*HTLV-2 R AGAAACCAGCTGTGAGACTATCAGC

Sonda HTLV-2 VIC-AAATACAAATACTGCCTCCACGT-MGB
Globina F GGTGAGCCAGGCCATCAC
Globina R GGTGAGCCAGGCCATCAC

Sonda Globina NED-TGCTCGGTGCCTTT-MGB

*Foram usados dois primers reversos para o HTLV-2 para aumentar a sensibilidade do teste.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para determinar a sensibilidade e especificidade entre os métodos foi
utilizado o screening test. Foi definido o critério de positividade de acordo com o
estabelecido pelo Ministério da Saude. Dessa forma, considerou-se positivos para
HTLV, os casos com sorologia reagente confirmados no minimo por um método
molecular, e, 0s casos com sorologia ndo reagente confirmados no minimo por dois

métodos moleculares.

Para determinar a reprodutibilidade entre dois métodos foi utilizado o teste
Kappa. A escala de reprodutibilidade adotada foi de acordo com a classificagao de
Bernard Rosner (2006): k > 75 (excelente reprodutibilidade), 4 < k < 75 (boa
reprodutibilidade) e 0 < k < 4 (baixa reprodutibilidade).

Para identificar se houve discordancia entre dois métodos foi utilizado o
teste McNemar. A normalidade foi verificada utilizando o teste de Lilliefors para
determinar a média da idade dos individuos. Todas as analises estatisticas foram
realizadas através do programa Bioestat 5.0 (Ayres et al., 2007), adotando um p <
0,05.
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5 RESULTADOS

No total, 208 amostras testadas para o diagnostico laboratorial da
infeccdo pelo HTLV-1/2 através do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccao
de anticorpos anti-HTLV-1/2 e confirmacdo por nested-PCR foram incluidas no
estudo. Os resultados dessa metodologia foram comparados com os resultados de
dois métodos moleculares de PCR em tempo real (QPCR e gPCR multiplex).

Quanto as caracteristicas de género e idade de todos os individuos, 135
(64,9%) pertenciam ao género feminino e 73 (35,0%) ao género masculino. A idade
média foi de 43,2 anos (DP+16,2), sendo a idade minima de 1 e a maxima de 81
anos. A seguir, estdo descritos os resultados concordantes e discordantes obtidos
na combinacao de dois métodos de diagndstico.

- ELISA / nested-PCR: 56 amostras positivas (49 HTLV-1 e 7 HTLV-2),
124 negativas e 28 discordantes, sendo 24 ELISA reagente/PCR negativa e 4 ELISA

nao reagente/PCR positiva.

- ELISA / gPCR: 55 amostras positivas (50 HTLV-1, 4 HTLV-2 e 1 dupla
infeccdo HTLV-1 e HTLV-2), 120 negativas e 33 discordantes, sendo 25 ELISA
reagente/PCR negativa e 8 ELISA ndo reagente/PCR positiva.

- ELISA / qPCR multiplex: 56 amostras positivas (51 HTLV-1 e 5 HTLV-
2), 123 negativas e 29 discordantes, sendo 24 ELISA reagente/PCR negativa e 5
ELISA néo reagente/PCR positiva.

- nested-PCR / qPCR: 55 amostras positivas (49 HTLV-1, 5 HTLV-2 e 1
dupla infeccdo HTLV-1 e HTLV-2), 140 negativos e 13 discordantes, sendo 5 nested-
PCR positiva / gPCR negativa e 8 nested-PCR negativa / gPCR positiva.

- nested-PCR / gPCR multiplex: 53 amostras positivas (47 HTLV-1 e 6
HTLV-2), 140 negativas e 15 discordantes, sendo 7 nested-PCR positiva / gPCR

multiplex negativa e 8 nested-PCR negativa / gPCR multiplex positiva.

- qPCR / gPCR multiplex: 56 amostras positivas (51 HTLV-1, 4 HTLV-2 e
1 dupla infeccdo HTLV-1 e HTLV-2), 140 negativas e 12 discordantes, sendo 7
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gPCR positiva / qPCR multiplex negativa e 5 qPCR negativa / qPCR multiplex
positiva.

Em seguida, determinou-se a reprodutibilidade e a concordancia entre
dois métodos testados para HTLV-1 e HTLV-2. As combina¢des entre os métodos
moleculares apresentaram excelente reprodutibilidade. Os métodos nested-PCR /
gPCR e gPCR / qPCR multiplex foram os que apresentaram os maiores e também
iguais valores de concordéancia (0,94). Nas combinacdes entre 0 método ELISA com
outro método molecular, observou-se que apresentaram boa reprodutibilidade.
Dentre eles, destacou-se a combinacdo ELISA/nested-PCR com a maior
concordancia (0,87). A combinacdo ELISA/QPCR apresentou a menor concordancia
de todas (0,84) (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacao da reprodutibilidade dos resultados entre dois métodos testados
para HTLV-1 e HTLV-2.

Métodos Concordancia Kappa Reprodutibilidade*
ELISA / nested-PCR 0,87 0,70 Boa
ELISA/gPCR 0,84 0,65 Boa
ELISA / qPCR multiplex 0,86 0.69 Boa
nested-PCR / qPCR 0,94 0,85 Excelente
nested-PCR / gPCR multiplex 0,93 0,83 Excelente
gPCR / gPCR multiplex 0,94 0,86 Excelente

*Classificagdo segundo Bernard Rosner (2006).

Avaliou-se também o grau de discordancia entre dois métodos testados
para HTLV-1 e HTLV-2. As combinacdes entre o0 método ELISA com outro método
molecular apresentaram discordancia significativa. Observou-se que a combinacéo
ELISA/nested-PCR apresentou a menor proporcdo 13,5% (28/208) de casos
discordantes. As combinacfes entre dois métodos moleculares ndo apresentaram
discordancia significativa. Mas, dentre eles a combinacdo entre gPCR / gPCR

multiplex apresentou a menor proporcdo 5,8% (12/208) de casos discordantes.
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Dentre as combinac¢des entre a nested-PCR e um método de PCR em tempo real, a
combinagdo que apresentou a menor proporcdo foi a nested-PCR / gPCR 6,3%
(13/208) (Tabela 4).

Tabela 4: Avaliagdo do grau de discordancia entre dois métodos testados para
HTLV-1 e HTLV-2.

Métodos Discordéancia Proporcéao (%)
ELISA / nested-PCR *p=0,0003 13,5% (28/208)
ELISA/ qPCR *p= 0,005 15,9% (33/208)
ELISA / gPCR multiplex *p=0,0008 13,9% (29/208)
nested-PCR / qPCR *p=0,5811 6,3% (13/208)
nested-PCR / gPCR multiplex *p=1,0000 7,2% (15/208)
gPCR / gPCR multiplex *p=0,7744 5,8% (12/208)

*McNemar

Na tabela 5 encontram-se os resultados concordantes e discordantes nos
métodos ELISA/nested-PCR frente aos métodos de PCR em tempo real (QPCR e
gPCR multiplex) para HTLV-1 e HTLV-2.

Tabela 5: Resultados concordantes e discordantes nos métodos ELISA/nested-PCR
frente aos métodos de PCR em tempo real (QPCR e gPCR multiplex ) para HTLV-1 e
HTLV-2

ELISA (+) ELISA (-) ELISA (-) ELISA (+)
nested-PCR nested-PCR nested-PCR nested-PCR
() (+) () (+) Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
gPCR
HTLV-1 4 (7) 3 (5,3) 4 (7) 46 (80,7) 57
HTLV-2 0 1 (20) 0 4 (80) 5
HTLV-1e
HTLV-2 0 0 0 1 (100) 1
Negativo 20 (13,8) 0 120 (82,8) 5 (3,4) 145
gPCR
multiplex
HTLV-1 5(9,1) 1(1,8) 3 (5,5) 46 (83,6) 55
HTLV-2 0 1(16,7) 0 5 (83,3) 6
HTLV-1e
HTLV-2 0 0 0 0 0
Negativo 19 (12,9) 2(1,4) 121 (82,3) 5 (3,4) 147

Total 24 (11,5) 4 (1,9) 124 (59,6) 56 (27) 208
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(-) negativa; (+) positiva
Na avaliacdo da sensibilidade e especificidade (critério de positividade
descrito em material e métodos) entre os métodos testados para 208 amostras, 67

foram consideradas verdadeiramente positivas e 141 verdadeiramente negativas.

- ELISA: 62 positivos, 123 negativos, 18 falso-positivos (ELISA
positivo/PCR negativa) e 5 falso-negativos (ELISA negativo/PCR positiva em 2

métodos moleculares);

- nested-PCR: 60 positivos (52 HTLV-1 e 8 HTLV-2), 141 negativos e 7

falso-negativos;

- JPCR: 60 positivos (54 HTLV-1, 5 HTLV-2 e 1 dupla infeccdo HTLV-1 e
HTLV-2), 138 negativos e 7 falso-negativos;

- gPCR multiplex: 59 positivos (53 HTLV-1 e 6 HTLV-2), 139 negativos e
8 falso-negativos.

Os resultados da sensibilidade e especificidade entre 0 método ELISA e
métodos moleculares encontram-se na tabela 6. O método sorolégico (ELISA)
demonstrou maior sensibilidade em comparacdo aos métodos moleculares (nested-
PCR, gPCR e gPCR multiplex). A nested-PCR e a qPCR demonstraram os maiores
valores de sensibilidade entre os métodos moleculares. A nested-PCR apresentou
100% de especificidade e a gPCR multiplex demonstrou maior especificidade em

relacédo a gPCR.

Tabela 6: Avaliacdo da sensibilidade e especificidade entre os métodos.

Método Sensibilidade* Especificidade*
ELISA 92, 5% 87,2%
nested-PCR 89,6% 100,0%
gPCR 89,6% 97,9%
gPCR multiplex 88,0% 98,6%

*Resultado de acordo com o critério descrito em material e métodos.
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As médias dos valores do Ct dos métodos de gPCR e gPCR multiplex
foram determinadas para HTLV-1 e HTLV-2 e também na nested-PCR negativa e
positiva. A gPCR multiplex apresentou a menor média dos valores do Ct, tanto pra
HTLV-1 quanto pra HTLV-2. As médias dos valores do Ct para HTLV-2 foram
maiores em ambos 0s métodos. Quando a nested-PCR foi negativa, a média dos
valores do Ct foram maiores em ambos os métodos (Tabela 7).

Tabela 7: Médias dos valores do cycle threshold alvo (Ct) entre os métodos de
gPCR e gPCR multiplex na deteccdo de HTLV-1 e HTLV-2.

gPCR
gPCR multiplex
HTLV-1 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2
Média 34,01 35,14 32,72 34,16
nested- nested-
PCR (-) PCR (+)
gPCR gPCR
gPCR multiplex gPCR multiplex
Média 39,25 38,25 33,46 32,05

(-) negativa; (+) positiva
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6 DISCUSSAO

As analises de concordéancia / reprodutibilidade e discordancia mostraram
gue a combinacgao ELISA e nested-PCR apresentou mais resultados concordantes e
menos resultados discordantes dentre aqueles que combinavam o ELISA com outro
método molecular. A nested-PCR e a qPCR apresentaram a maior concordancia
dentre todos os métodos. Nao houve discordancia quando se comparou os métodos

moleculares entre si.

O método ELISA apresentou a maior sensibilidade e a mais baixa
especificidade. Resultado este esperado para testes de triagem, que geralmente,
apresentam alta sensibilidade e baixa especificidade (Ishihara et al., 2014). No
entanto, no presente estudo verificou-se um namero expressivo de resultados falso-
positivos 29% (18/62).

Moreno et al. (2013) detectaram 100% de sensibilidade e 98,04% de
especificidade no ELISA comparado com outros dois métodos sorolégicos na
triagem de HTLV em doadores de sangue. No entanto, ap0s a confirmacdo pelo
método de imunofluorescéncia indireta, verificaram 69% de falso-positivos. Estudos
demonstraram que os kits imunoenzimaticos comerciais ndo sdo 100% sensiveis
(Berini et al., 2008; Caterino-de-Araujo et al., 2009; Jacob et al., 2007; 2008; 2009).
Resultados falso-positivos foram encontrados na triagem sorologica para HTLV-1/2

em doadores de sangue (Berini et al., 2008; Martins et al., 2010).

Resultados falso-positivos no ELISA foram associados a infeccdo por
outros retrovirus, ou ainda reag¢do cruzada contra alguns agentes infecciosos e
parasitarios, por exemplo, o HIV, o coronavirus associado a Sindrome Respiratéria
Aguda Grave (SARS-CoV) e a malaria, endémica na regido amazoénica brasileira
(Brady et al., 1987; Carvalho et al., 2011; Caterino-de-Araujo et al.,1998; Mahieux &
Gessain, 2009; Poiez et al., 2000; Tsao et al., 2005; Vallinoto et al., 2012). No

entanto, neste estudo as amostras néo foram testadas para outros agentes.

Resultados falso-negativos no ELISA também foram detectados. Dentre
as amostras que apresentaram auséncia de sororeatividade no ELISA, 5 foram
positivas nos trés métodos moleculares (nested-PCR, qPCR multiplex e qPCR),
sendo 4 HTLV-1 e 1 HTLV-2.



35

A baixa sensibilidade do ELISA para detectar o HTLV-1 é mais
preocupante, visto que € um método de triagem sorolégica nos bancos de sangue.
Assim, 0 impacto é muito maior no prognéstico da infec¢édo pelo HTLV-1 do que pelo
HTLV-2 (Carvalho et al., 2011). A causa da baixa sensibilidade em detectar
anticorpos anti-HTLV-2 foi sugerida pela longa persisténcia do virus em laténcia,
associada a baixa carga proviral, resultando na diminuicdo da concentracdo de
anticorpos especificos, e também, a dificuldade dos testes imunoenziméticos
comerciais de detectar anticorpos contra uma variante do HTLV-2 (HTLV-2c)
circulante no Brasil (Ishak et al., 2007).

Campos et al. (2015) relataram diferengas na sensibilidade e
especificidade entre o Kit Murex e o Gold ELISA, ambos kits comerciais de triagem
da 3° geracao (peptideos sintéticos e/ou proteinas recombinantes). O Kit Murex foi
mais sensivel (100%) e especifico (99%) em comparacdo ao Gold ELISA, 98% e
100%, respectivamente.

A escolha do kit Gold ELISA como meétodo de triagem é devido ser
Menos oneroso no servico de extensdo universitaria, pois € um kit nacional.
Ressaltando que o uso mesmo nao causa nenhum prejuizo ao resultado do

diagnastico laboratorial do paciente.

Dentre os métodos moleculares, a nested-PCR e a qPCR foram mais
sensiveis que a gPCR multiplex. O diferencial foi que a gPCR e a gPCR multiplex
foram mais sensiveis para a deteccdo do HTLV-1 enquanto que a nested-PCR foi

mais sensivel para a deteccdo do HTLV-2.

Quanto a especificidade, a nested-PCR demonstrou 100% de
especificidade. No entanto, verificou-se 7 (8,8%) falso-negativos na nested-PCR que
positivaram nos métodos de PCR em tempo real (QPCR e gPCR multiplex). Dessa
forma, os métodos de PCR em tempo real foram eficientes na resolucdo dos casos
discordantes. Este achado corrobora ao de Arruda et al. (2008), pois também
detectaram 100% de especificidade na PCR convencional. No entanto, verificaram
mais de 10% de resultados falso-negativos e sugeriram a PCR em tempo real na

identificacdo do virus e na determinacao simultdnea da carga proviral.

O Ct indica o numero de ciclos necessarios para o inicio da amplificacao

da sequéncia alvo presente no DNA. Assim, quanto menor o Ct maior a amplificacédo
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do DNA da amostra. Na analise do Ct, as amostras que foram nested-PCR
negativas apresentaram maiores medias dos valores do Ct em ambos os métodos
de PCR em tempo real, sugerindo que elas possam ter baixa carga proviral e/ou
baixo nimero de células infectadas, sendo detectadas apenas nos métodos de PCR
em tempo real. As médias dos valores do Ct foram menores para o HTLV-1 em
comparacdo com o HTLV-2 em ambos os métodos de PCR em tempo real,
sugerindo que as amostras de HTLV-2 possam ter baixa carga proviral, e
consequentemente obtiveram maiores valores do Ct. Estudos mostraram que
resultados falso-negativos nos métodos de PCR foram associados a baixa carga
proviral em portadores assintomaticos do HTLV-1/2 e em individuos com HTLV-2
(Arruda et al.,, 2008; Canepa et al., 2015; Costa et al., 2011; Lee et al., 2004;
Montanheiro et al., 2005, 2008; Murphy et al., 2004; Watters et al., 2011).

A gPCR apresentou maior sensibilidade que a gPCR multiplex, no
entanto, as médias dos valores do Ct na gqPCR multiplex foram menores que na
gPCR, sugerindo que a qPCR multiplex tenha sido mais eficiente na deteccédo. No
entanto, vale ressaltar que os reagentes e os aparelhos utilizados em cada método
de PCR em tempo real foram diferentes, e que essas diferencas no Ct podem ser

em decorréncia de ajustes nos protocolos.

As 5 amostras que foram negativas no ELISA e na nested-PCR, mas que
positivaram em ambos os métodos de PCR em tempo real ndo podem ser
consideradas como falso-positivas, pois s6 podem ser esclarecidas talvez com o
sequenciamento. Nao se pode descartar também a hipétese de contaminacao, pelo
fato de que para a realizacdo de cada método de PCR em tempo real foram

separadas aliquotas de DNA a partir do tubo primario com o DNA extraido.

Em nosso estudo, um caso raro de dupla infeccdo (HTLV-1/HTLV-2) foi
detectado apenas pela qPCR, enquanto que nos outros dois métodos moleculares
(nested-PCR e gPCR multiplex) foi detectado apenas o HTLV-2. Por se tratar de um
caso raro, essa dupla infeccdo provavelmente é mais facil ser encontrada em um
estudo com um grande tamanho amostral (Portela, 2008), diferentemente do nosso

estudo.
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Campos et al. (2017) investigaram 2.991 individuos com HIV-1 para o
diagnéstico da infec¢do pelo HTLV-1/2. Dos 108 individuos detectados com HTLV,
um individuo apresentou a dupla infeccdo (HTLV-1/HTLV-2) em trés métodos de
confirmacdo (WB, LIA e PCR em tempo real). Portela (2008) realizou um amplo
estudo de triagem sorolégica em 155.807 gestantes para diagnosticar a infeccao
pelo HTLV-1/2. Das 206 (0,13%) gestantes confirmadas com HTLV, uma gestante
(0,4%) apresentou a dupla infeccdo (HTLV-1/HTLV-2).

Outros estudos que detectaram a dupla infecgdo (HTLV-1/HTLV-2) foram
realizados na Africa, onde algumas regides sdo endémicas tanto para o HTLV-1
guanto para o HTLV-2. Fox et al. (2016) em um estudo em Malawi, realizaram a
triagem sorologica em 418 mulheres e 534 criangas para investigar a transmissao
vertical. De 11 mulheres e 12 criancas confirmadas com HTLV, uma mulher (0,2%) e
duas criancas (0,4%) apresentaram a dupla infeccdo (HTLV-1/HTLV-2). Outros
estudos mais antigos na Nigéria confirmaram a dupla infecgdo (HTLV-1/HTLV-2) em
mulheres (2,2%), criancas (0,2%) e em profissionais do sexo (1,67%) (Olaleye et al.,
1994; 1995).

O presente estudo forneceu informacfes complementares a respeito do
desempenho dos métodos imunoenzimatico (ELISA), nested-PCR, gPCR e gqPCR
multiplex no diagndstico laboratorial da infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2. O método
de nested-PCR combinado ao ELISA apresentou a maior reprodutibilidade,
sensibilidade, especificidade e de baixo custo. No entanto, os métodos de PCR em
tempo real foram eficientes na resolucdo dos casos discordantes. Assim, a nested-
PCR apresentou excelente op¢do como método molecular de confirmacdo com o
auxilio da gPCR nos casos discordantes frente ao ELISA no diagnéstico laboratorial
da infeccao pelo HTLV-1/2

Os dados obtidos no presente estudo fomentam a necessidade de mais
estudos para um melhor esclarecimento cerca das diferencas na sensibilidade e
especificidade entre os métodos sorolégicos e moleculares no diagnostico

laboratorial dessa infeccéao.
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CONCLUSOES

A combinacgdo ELISA/nested-PCR apresentou mais resultados concordantes
e menos resultados discordantes dentre aqueles que combinavam o ELISA
com outro método molecular;

A combinacdo nested-PCR/gPCR apresentou a maior concordancia dentre
todos os métodos;

O método ELISA apresentou a maior sensibilidade;

Dentre os métodos moleculares, a nested-PCR e a qPCR foram mais
sensiveis;

A nested-PCR foi mais sensivel na deteccdo do HTLV-2, enquanto que 0s
meétodos de PCR em tempo real foram mais sensiveis para o HTLV-1;

A nested-PCR apresentou a maior especificidade;

Os métodos de PCR em tempo real foram eficientes na resolucdo dos casos
discordantes;

A nested-PCR se mostrou como excelente estratégia como meétodo de
confirmacédo da infec¢éo pelo HTLV-1 e HTLV-2, com o auxilio da qPCR nos

casos discordantes frente ao ELISA.
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APENDICE A - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

(PROJETO DE PESQUISA/EXTENSAO — HTLV)

LABMOL: DATA DA COLETA: / /
MATERIAIS COLETADOS:

INFORMAGOES CADASTRAIS

NOME: IDADE: SEXO:
ESTADO CIVIL: ( ) Solteiro(a) () Casado(a)/Vive junto

() Separado(a)/divorciado(a) () Viavo(a)
ETNIA: ( ) Branco () Negro ( )Indigena  ( )Asiatico () Pardo

PROFISSAO/ OCUPACAO:

ENDERECO: BAIRRO:
CIDADE: ESTADO: TELEFONES:
Resid. Anteriorl: Resid. Anterior 2:

DATA DE NASC.: / /

INFORMAGCOES CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS (Sim e N&o)

TRANSFUSAO DE SANGUE: () Sim ( )Néo Quando (ano):
MAE VIVA: () Sim ( ) Néo

N° IRMAOS: N° FILHOS:

FOI AMAMENTADO NO PEITO: () Sim ( )Néo Tempo:
RELACAO SEXUAL:

( )HOMOSSEXUAL ( )HETEROSSEXUAL ( )RELACAO ESTAVEL: TEMPO
TEVE MAIS DE UM PARCEIRO NA VIDA: ( ) Sim ( ) N&o

N° PARCEIROS NA VIDA: N° PARCEIROS NO ULTIMO ANO:
AMAMENTOU OS FILHOS: () Sim ( )Néo Tempo:

INFORMACOES SOCIO-EPIDEMIOLOGICAS
RENDA FAMILIAR: ( )<IMINIMO ( )1 A 1,9 MINIMOS ( )DE 2 A 4,9 MINIMOS ( )
DE 5A 10 MINIMOS () > 10 MINIMOS
ESCOLARIDADE: ( ) NAO ALFABETIZADO ( )ENSINO FUNDAMENTAL ( ) ENSINO MEDIO
( ) ENSINO SUPERIOR
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
Titulo: Pesquisando InfeccBes e doencas infecciosas na Extensao Universitéaria

O Virus Linfotrépico-T Humano 1 e 2 (HTLV 1 e 2) pode provocar doengas no
sistema nervoso que podem levar a paralisia nas pernas, impoténcia, perdas no controle
urinario, entre outros sintomas, além de estar associado a casos de Leucemia/Linfoma (tipo
raro de cancer). A transmissao familiar se da através do contato sexual (homem e mulher) ou
aleitamento materno (da mde para o filho). Esta pesquisa tem como objetivo investigar as
infecgBes e doencas infecciosas durante a extensdo universitaria minimizando os riscos das
doencas associadas ao HTLV.

Caso vocé aceite participar, sera coletado um pouco de sangue por profissionais
treinados para este tipo de trabalho, para que ndo ocorra nenhum problema durante a coleta.

Posteriormente, nessa amostra de sangue, sera investigada a presenca do virus, que
sera realizada em laboratorio especializado da Universidade Federal do Para (UFPA). Os
exames realizados pela pesquisa serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo por parte do
sujeito da pesquisa.

Os casos positivos para a infeccdo serdo orientados e convidados para o
acompanhamento clinico-ambulatorial e laboratorial no Nucleo de Medicina Tropical/lUFPA,
onde serdo esclarecidos sobre as formas de se evitar a transmissdo do HTLV e sobre as
principais doencas relacionadas.

Todas as informagdes coletadas serdo mantidas em sigilo, assegurando o anonimato
dos participantes, para evitar qualquer dano moral, uma vez que serdo utilizados apenas pelos
pesquisadores.

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou o seu responsavel legal, pode a qualquer
momento, retirar seu consentimento, que esta pesquisa ndo apresenta nenhum tipo de dnus
para o sujeito da pesquisa e que sua desisténcia em nada comprometera o atendimento deste
sujeito aos servicos oferecidos pela equipe do projeto.

Consentimento:
Declaro que li e compreendi as informacdes sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteddo da mesma, assim COmO 0S Seus riscos e

beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa
cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / /201

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel

Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular do Nucleo de Medicina Tropical
Av. generalissimo Deodoro, n2 92, Umarizal; Fone: 3201-0960
Coordenadora: Prof2 Dra. Maisa Silva de Sousa / maisasousa@ufpa.br



ANEXO A — APROVACAO NO COMITE DE ETICA E PESQUISA

NUCLEO DE MEDICINA
TROPICAL-NMT/ Boa ™
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PESQUISANDO INFECGOES E DOENCAS INFECCIOSAS NA EXTENSAO

UNIVERSITARIA
Peaquisador: MAISA SILVA DE SOUSA
Arsa Tematica:
Versdo: 3

CAAE: 35202214 5.0000.5172
Inatituigio Proponents: Nucieo de Medicing Tropica-NMT! Universidace Federal 0o Para - UFPA
Patrocinador Principal: Financiamanto Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.213.417

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se d2 um esudo Tansversa analltico que val Investigar Infeccoes e prevenir doencas sexuamente
transmissivels, 3 panir de demanda proveniente de 3coes de extensao universitana, visando nao so
conhecer s Indicadores relacionados, mas 1ambem direcionar para o ratamento, guando nNecessano, e
orlentar sodre 3s vias de transmIssao, doencas 35s0Ciadas € MOoaos de prevencao de novas infeccoes.

Objetivo da Peaquisa:

Objetivo Primano:

Identficar 3 pravalencia de INfeccoss & JOSNCas Causaas por iransmissao sexual em mulheres Fendidas
gurants 35 acoSs 02 £XIENs30 universitana.

Objetivo Secundario:

- Descrever o perfll epidemiclogico das mulheres 2ndidas,

- Estimar a diversigade  as frequencias de IST;

- Detemminar a diversidace @ as frequencias de [es026 No Coi0 d0 utero.
Avallag30 dos Rlscos & Beneficios:

Riscos:

Fol INformado que 05 rsCos para 3& paniipantes do e500 52r30 MINIMIZ3dos No momento o3

Enderege.  Av. O d Oe w©

Baitro:. Umetzd CEP: #8055.240

UF: PA Musiciplo. BELEM

Telefone: (4152010081 E-malk copba@atpaly
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NUCLEO DE MEDICINA

TROPICAL-NMT/ «Boa ™
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

coleta 0a amostra e das Informacoes, reduzindo qualquer constrang'mento ou Incomodo tanto de orgem
fisica quanto da ordem moral, para que Nao haja experiencias raumaticas para com 35 Mesmas, A coleta
03s amostras sera reallzada por equipe tr2inaca. Os dados cbtiaos 635 participantes serao totaimente
cONMIENciados 2 sUa Idantidade sera Mantica No Mais absoluto Sigio NO a3to da dvuigacao d2sta pesquisa.

Comtirumcdo 3o Pareowr | 218417

Beneficios:

Como beneficio direto a participante, esta recebera orentacoes quanto a pravencao de doencas
provenientes de Infeccoes sexualmente transmissivels, alem oe, 52 IdentiNcada com Aguma Nfeccao ou
alteracao no exame g2 PCCU, podsra ser 3tendlaa por gnecoiogisia no Smbuiatono 6o Nuckeo de Medicina
Tropical. Esta pesquisa demanda grands Importancia para 3 saude publica, pols odjetva obler Indicadores
ge Infeccoes & l2s0es no colo 40 utero de muiherss que geralments s3o carentes 02 CONGICOES &
Informacoes quanto a prevencao de doencas Causadas por Infeccoss sexuaimenie transmissivels.

Comentarios 8 Consideragdes sobrs a Peaquisa:

O estudo sera desenvaivido no periodo de setembro de 2015 3 agosto de 2016 e que tem como publico
alvo, pess0as que participarem 03s acoes 0e extansao da Universidade Fegerd 0o Para, voitadas para a
OS1ECCI0 € Prevencao oe NMeccoes @ J0encas INfacaiosas. A coleta de amostras biclogicas (sangue, unna,
SECTECAD C2NVICO-vAgINA ), NECessarias para a reallzacao dos exames, sera reallzada nos Laboratoros de
Bloioga Molecular e Celular e 0 de Analises Cllnicas, amdos do Nucieo de Madicing tropic, alem do
Laboratorio g2 Analises Clinicas do Instituio de Clencias Biologicas da UFPA.

Tamanho ga AmosTa no Srasil: 400

Criterio d2 Inclus3o:

Serao Inciukias pessoas que paniciparem das acoes de extensac da Universkiade Federal 00 Para e que
aceitarem paricipar voluntariamenie da pesquisa, 358nando o Temo de Consentimeanto Livre & Esclarecioo
(TCLE). No c3s0 0 manor de 18 anos, sera solcitana 3 Autonzacao dos responsavels, C3s0 3 pessoa nao

6|3 emancipada.

Criterio 02 Exclusad:
Serao exciuldas 0o estudo 35 PEsS03s que raallzaram 0 exame, Mas N30 acafiarem panicipar da

Endereco: A, G o Decdoe. 10
Bakio. Umaetzed CEP: 8055240

UF. Pa Musiciplo:. BELEM

Telefone: (152010081 E-mal  cocbe@tpa i

PAgre Cioe e
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pesquis3; 3guelas cuj3s amosiras nao forem viavels para anallse molecular & aguelas que nao
apresentarem qualguer uma 03s Informacoes Necessanas para se JICancar s objetivos Propostos.
Consideragdes sobre o8 Termos de apreesntagio obrigatoria:

Todos 05 documentos foram aprasentados adequadamente.

Recomendagdes:

Conciusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Na reiatoria passaca foram solcitadas as seguintes informaghes:
- Indicar ciaameante em matenas & MEtodos onde SEra0 recrutadas a muheres participaniss 0o projeto;

Contiruscho do Perecar: | 218417

- Indicar claramente em materials & metodos onde $2ra0 %eltas 35 coletas de matena biologico: calulas da
cervics utering & sangue;

- Depandendo de onde serap recrutadas & onde serao coietadas 35 amosiras diologicas, anexar cara de
anuencia da Institulcao.

05 pontos apresentados acima foram respondidos adequadaments, possinlitando 3 aprovagdo do protocoio
0e pesquisa Para execucao.

Obsarvar que 3 fase oe coleta de dados Nca IDerada 3 pany 03 |Iberagdo dests Parecsr, uma vez que a
data definida no cronograma era o de 01/09/2015. Favor enviar via piataforma brasil o relatorio final do
projeto, UMa vez t2nna sito MNJZago.

Consigeraghes Finals a critério do CEP:

Este paracer fol elaborado bassado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documento ArqUIVO Posiagem Autor Situags0|
Projeto Detalhado /| Projeto CER Extesao Universitana e 237102014 AcZ0
Erochura Int=cgfes docx 141843
Fumgm Foiha de rosto projeto IST.par 037112014 Acsn

17:42:53
INPoragies Basicas| PB_INFORMACLES _BASICAS_DO_P | Du112014 AED
|00 Projeto ROJETO 3850242 pdf 17:43:40
Enderegu:  Av. Cenerelammo Deodors, 2
Balno: Uneted CEP. 8085240
UF: PA Musiciplo.  BELEM

Telefone:  141)5201-00%1 E.malt cepte@utpa by

Mgrazion (»
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7N NUCLEO DE MEDICINA
i’ TROPICAL-NMT/ QRBoa ™
N UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Cotinacho 3 Perecer | 210417

TCLE/Temos 08 |TCLE 1032015 AoED
Assentimento / PCCU_IST_UFPA_moditcado. dock 08:43.02
Justificattva de

Ausancia

TomMagoes Basicas| FB_INFORMACES_BASICAS_DO_P | 11032015

ACS0 |
Curos Ricardo LACJpg 291052015 Ac=0
Acsn

15:22°35

Informagles Basicas | PB_INFORMAGLES_BASICAS_DO_P | 231052015
| do Projeto ROJETO 350242 pdf 15:30:13
Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciag3o da CONEP:
N&o

BELEM, 08 de Satembro de 2015

Assinado por:
ANDERSON RAIOL RODRIGUES
(Coordenador)
Enderego:.  Ax. Canarel Ow w
Baltro. Unatzed CEP: 28055240
UF. PA Musiciplo. BELEM

Telefone:  1071)5001 0081 Emalk cecteQdpae by

PAgra o 4



