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Campos, KR. Desafios no diagnéstico da infeccdo pelos Virus
Linfotropicos de Células T Humanas do tipo 1 e tipo 2 (HTLV-1 e HTLV-

2) em pacientes infectados com o HIV-1.

Resumo

Desde a década de 90 o Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo (IAL) tem
realizado o diagndstico da infecgdo por Virus Linfotrépicos de Células T
Humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) e, desde entdo, tém sido
reportadas as dificuldades principalmente no diagnéstico de HTLV-2, em
especial em pacientes infectados pelo HIV-1. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar varias técnicas de diagnostico disponiveis no momento atual
(kits comerciais e testes in house) e estabelecer o melhor algoritmo para ser
empregado no diagndstico de pacientes infectados pelo HIV-1. A populagao
analisada foi composta por dois grupos provenientes de Servigos de
Assisténcia Especializados em HIV/AIDS de Sao Paulo: um pioneiro [Grupo
1 (G1), n=1.608] e outro com histérico mais recente [Grupo 2 (G2), n=1.383].
Ambos os grupos foram formados, na maioria, por individuos do sexo
masculino [G1 (76,9%) e G2 (67,2%)] com média de idade de 44,3 (G1) e
35,6 (G2) anos. Os testes empregados na triagem sorologica das 2.991
amostras de sangue foram os ensaios imunoenzimaticos de 32 geracao
(Murex e Gold ELISA); e aquelas com resultados reagentes foram
subsequentemente avaliadas pelos testes sorologicos confirmatérios de
Western Blot (WB) e INNO-Lia (LIA), e pelos ensaios moleculares de reagao
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR - pol) e nested-PCR-RFLP

(tax). Foram consideradas HTLV-1/-2 positivas as amostras que



apresentaram reagentes em qualquer um dos quatro testes confirmatérios, e
foram detectadas prevaléncias de 3,1% e 4,2% de infec¢cado por HTLV-1/2,
respectivamente, nos G1 e G2. Houve diferenga em relagado ao sexo (G2) e
a idade entre as populagbes mono e coinfectadas por HIV-1/HTLV-1/-2.
Entre os coinfectados, 47,0% (G1) e 51,7% (G2) eram do sexo feminino e a
média de idade foi maior no G1 (49,5 versus 43,5 anos). Na triagem
sorologica 127 amostras foram reagentes, sendo que a infecgcao por HTLV
foi comprovada em 108 amostras: 56 HTLV-1 [G1 (27) + G2 (29)], 45 HTLV-
2 [G1 (21) + G2 (24)], uma dupla infeccado HTLV-1 + HTLV-2 (G2) e seis
HTLV [G1 (2) + G2 (4)]. As demais 19 amostras reagentes na triagem, nove
permaneceram indeterminadas (G2) e 10 resultaram negativas [G1 (1), G2
(9)]. O ensaio confirmatdrio que apresentou maior sensibilidade, ao analisar
esta populagéo de individuos, foi o LIA (97,2%). Uma vez que nenhum teste
confirmatdrio foi capaz de detectar 100% das amostras positivas para HTLV-
1/2 em individuos infectados por HIV-1, faz-se necessario o uso de
combinagdo de testes. O algoritmo de melhor custo-beneficio para esta
populacdo seria a combinacdo da qPCR como teste de primeira escolha,

seguido do LIA na avaliagcdo de amostras negativas.

Palavras Chave: Virus 1 linfotrépico T humano (HTLV-1); Virus 2
linfotrépico T humano (HTLV-2); Virus 1 da Imunodeficiéncia Humana (HIV-

1); Coinfecgao; Algoritmo; Técnicas de Laboratério Clinico.



Campos, KR. Challenges in diagnosing the Human T-Cell Lymphotropic
Virus type 1 and type 2 (HTLV-1 and HTLV-2) in patients infected with

HIV-1.

Abstract

Since the 90 decade, the Instituto Adolfo Lutz (IAL) has performed the
diagnosis of Human T-cell Lymphotropic Virus type 1 and type 2 (HTLV-1
and HTLV-2), and thenceforth the difficulties in diagnosing HTLV-2 have
been reported, mostly in HIV-infected patients. The present study aimed at
evaluating the several diagnostic techniques currently available (commercial
kits and in-house assays), and to establish the best algorithm to be employed
for diagnosing HTLV-1/-2 in patients infected with HIV-1. The study
population was composed by two patient groups attended at HIV/AIDS
specialized services care in Sao Paulo: the pioneer one [Group 1 (G1),
n=1,608], and the other with the most recent historical health setting [Group 2
(G2), n=1,383. The majority of the both groups were composed by male
patients [G1 (76.9%) and G2 (67.2%)], with average ages of 44.3 (G1) and
35.6 (G2) years old. The assays employed for HTLV-1/-2 screening in 2,991
blood samples were the 3rd generation enzyme immunoassays (Murex and
Gold ELISA); and those reagent samples were subsequently confirmed by
Western Blot (WB) and INNO-Lia (LIA), and by means of two molecular
methodologies, real-time PCR (gPCR - pol) and nested-PCR-RFLP (tax).
Samples were considered HTLV-1/-2 positive when they showed specific
reactivity, at least in one of the four confirmatory assays used in this study.

HTLV-1/-2 prevalence of 3.1% (G1) and 4.2% (G2) were detected.



Differences in sex (G2) and average age among the HIV-mono-infected
individuals and the HIV/HTLV-co-infected patients were found. Among the
co-infected patients, 47.0% (G1) and 51.7% (G2) were female, and the
average age was higher in G1 (49.5 vs. 43.5 years old). By serological
screening, 127 sera samples were reagent, and the truly HTLV infection was
confirmed in 108 samples, being 56 HTLV-1 [G1 (27) + G2 (29)], 45 HTLV-2
[G1 (21) + G2 (24)], one HTLV-1 + HTLV-2 double infection (G2) and six
HTLV [G1 (2) + G2 (4)]. Of 19 reactive blood samples at screening assay,
nine remained indeterminate (G2), and ten were considered negative [G1 (1)
+ G2 (9)]. The confirmatory assays employed for analyzing the blood
samples from the patients included in the present study with better sensitivity
values was LIA (97.2%). The obtained results confirmed that none of the
confirmatory tests showed 100% sensitivity in detecting HTLV-1/-2 in
samples from HIV-infected patients; thus, the use of combined tests should
be crucial. Accordingly, the best cost-effective algorithm to be applied for
testing these patients should be by employing gPCR as the first choice, and

followed by LIA to analyze the negative samples.

Key-words: Human T-Lymphotropic Virus 1 (HTLV-1); Human T-
Lymphotropic Virus 2 (HTLV-2); Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1),

Coinfection; Algorithm; and Clinical Laboratory Techniques.
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1. Introducéo

1.1. Histérico

Os virus linfotrépicos de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1, isolado
de linfécitos T de sangue periférico de paciente com linfoma cuténeo) e do
tipo 2 (HTLV-2, isolado de bago de paciente com tricoleucemia de células T),
foram descritos pela primeira vez no inicio da década de 80 (Poiesz et al.,
1980 e Kalyanaraman et al.,, 1982, respectivamente). Estes virus foram
incluidos a familia Retroviridae e subfamilia Oncovirinae por apresentarem a
enzima transcriptase reversa (produzida pelo gene pol) que transforma seu
material genético RNA em DNA, quando dentro da célula hospedeira, e por
serem 0s unicos virus dipldides e de polaridade positiva (Tamegé&o-Lopes et
al., 2006). Estes virus tém tropismo por linfécitos T (HTLV-1 por linfocitos T
CD4+e HTLV-2 por linfocitos T CD8+) (Banghamet al., 2014; Melamed et al.,

2014).

1.1.2. Morfologia e Estrutura

A particula viral é esférica com 100 nm de didmetro, e sua porcao
central (core) € composta pelo nucleocapsideo que contém duas copias de
RNA simples de polaridade positiva (cada uma com aproximadamente 9 Kb)
associada a uma molécula de RNAt (iniciador da sintese de DNA). O virus
possui a enzima transcriptase reversa e proteinas da matriz. Seu envelope é

formado parcialmente pela membrana da célula hospedeira e por

20



glicoproteinas transmembrana e de superficie viral (Schipbach e

Kalyanaraman, 1989 e Catalan-Soares et al., 2005).

Tr anscriptase reversa

Integrase
Protease

| RNA viral

| Capsideo (p24)

| Matriz (p19)

Figura 1. Particula viral de HTLV. Fonte: Adaptado de Bezerra (1998).

Os genomas dos HTLV-1 e HTLV-2 apresentam similaridade de
65,0%, o que gera proteinas semelhantes e reagbes cruzadas nos testes
soroldgicos. Eles sado diferenciados principalmente pela anéalise da regidao pX

que compreende os genes tax e rex (Costa, 2004; Santos e Lima, 2005).

{ Il
5 TR I S m— :ﬁm 3
g Bel
pol 0 —  —]

1 p12

1

1 p13

B HBZ

Figura 2. Representagdo esquematica do genoma do HTLV. Fonte:
Adaptado de Verdonck et al.(2007).
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1.1.3. Integragéo e Replicagéao

Inicialmente, observa-se que a particula viral se liga a superficie da
célula hospedeira. Esta interagao ocorre entre as glicoproteinas do envelope
viral e receptores especificos (receptor de transporte de glicose-1,
neuropilina-1 e o proteoglicanas de heparan-sulfato utilizados apenas pelo
HTLV-1) na superficie celular. Assim, o virus consegue penetrar na célula e
liberar seu material genético no citoplasma (Santos et al., 2005 e Jones et
al., 2006). No citoplasma, a fita simples de RNA viral & transcrita para DNA
e, nesta forma de DNA linear, migra para o nucleo da célula e se integra ao
seu genoma; e pela agdo da enzima integrase viral passa a ser denominado

DNA proviral (Seiki et al., 1983).

Uma vez integrado, o provirus HTLV utiliza os mecanismos da célula
hospedeira para realizar a transcrigdo primaria do DNA proviral; depois,
parte do RNA sintetizado gera RNA mensageiro que se traduz em proteinas
virais no citoplasma. Na etapa final da replicacao viral, ocorre a montagem
do core viral, e a particula viral é liberada da célula por um processo de
brotamento, com incorporagdo de parte da membrana do hospedeiro ao

envelope viral (Cann e Chen, 1996).

Sabe-se que os HTLV sao pouco replicativos, e que a replicacao viral
in vivo ocorre mais pela expansao clonal das células infectadas, por meio da
mitose do que pela da transcrigao reversa (Brites et al., 2001; 2009). Pode,
também, acontecer por sinapse celular, ndo se restringindo apenas a

interagdes entre linfocitos, pois as células dendriticas podem carregar os
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provirus (Pique e Jones., 2014). No entanto, recentemente atribuiu-se ao
local de insercdo do material genético viral no DNA da célula hospedeira

como fator determinante para a replicagdo viral (Bangham, 2011).
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Figura 3. Ciclo de replicagdo do HTLV in vivo. Fonte: Qiagen
1.2. Epidemiologia

No Japdo, Caribe, Africa, América do Sul e ilhas da Melanésia o
HTLV-1 é considerado endémico. Em 2012 Geissan e Cassar estimaram

prevaléncia de 5 a 10 milhdes de portadores de HTLV com base apenas em
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dados publicados. Ha fortes indicios que estas informagbes estejam
subestimadas, uma vez que esta infecgao nao faz parte da lista de doengas
de notificagdo compulséria. Além disso, em 2002 a estimativa era de 15 a 20
milhdes de pessoas infectadas, sendo 2,5 milhdes no Brasil que aparece
como o pais com o maior numero absoluto de infectados por HTLV,
concentrados principalmente nas regides Norte e Nordeste (Carneiro-Proietti

et al., 2002; Marano et al.,2016).

O primeiro estudo de infecgao por HTLV-1 no Brasil foi realizado em
1986 em imigrantes japoneses naturais de Okinawa, residentes na regido de

Campo Grande no Mato Grosso do Sul (Kitagawa et al., 1986).

Desde 1993, o Ministério da Saude do Brasil tornou obrigatério a
testagem soroldgica de infecgdo por HTLV em bancos de sangue (Brasil,
Ministério da Saude. Portaria 1.376, de nov. 1993). Nao houve
recomendagao de uso de teste confirmatério e discriminatério. Assim, as
taxas de prevaléncia em bancos de sangue algumas vezes se referem a

infeccdo por HTLV-1/2.

A prevaléncia de doadores soropositivos em bancos de sangue na
América do Sul varia de 0,08% a 1,8%. No Brasil os maiores indices se
encontram nos estados do Para, Amapa, Maranhao, Pernambuco e Bahia, e
o estado com menor numero de casos é Santa Catarina (Galvao-Castro et
al.,, 1997; Catalan-Soares et al., 2005). No periodo de 2007 a 2009 a
incidéncia de infecgdo por HTLV-1/2 em um Banco de Sangue de Minas

Gerais foi de 3,59/100.000 (Carneiro-Proietti et al., 2012).
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Para o HTLV-2, a maior prevaléncia é em populagdes indigenas da
Amazobnia, principalmente das tribos dos Kayapos, Munduruku, Tyrio, Arara
do Laranjal e Kraho, seguida de usuarios de drogas injetaveis (UDIs) e
pacientes coinfectados pelo HIV-1 (Shindo et al., 2002; Morimoto, 2003;

Santos e Lima, 2005).

A variabilidade geografica da infecgao por HTLV-1 e HTLV-2 no Brasil

pode estar relacionada a diferentes fatores:
Regi&io Norte: ancestrais indigenas vindos da Asia ha 13.000 anos;

Regido Nordeste e parte da Sudeste: descendentes de escravos africanos

frutos do trafico negreiro nos séculos XVI a XVII;

Reqgido Sudeste (principalmente S&o Paulo): imigragcado japonesa no século

XX (Vallinoto et al., 2006).

1.2.1. Subtipos

Analises de polimorfismos de fragmentos de restricdo enzimatica
permitiram, ja ha alguns anos, conhecer a variabilidade genética entre
alguns subtipos virais de HTLV. Mesmo com poucas variagdes, foi possivel
identificar diferentes tipos e classifica-los de acordo com o local de origem
dos infectados. Essa baixa variabilidade genética, diferentemente do HIV-1,
mostra adaptacdo dos HTLV a célula hospedeira. Entre os isolados de
HTLV-1, os do Japao, leste da india, Américas e da Africa apresentam

homologia de 97,0%, e o isolado mais distante proveniente da Melanésia
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apresenta homologia de 92,0% quando comparado ao protétipo do Japao

[(ATK) Seike et al., 1983].

Atualmente, para a caracterizagdo molecular de HTLV-1 e HTLV-2 e
de seus subtipos virais, recorre-se ao sequenciamento e analise filogenética
das regides LTR e env dos genomas provirais, pois sao as de maior

variabilidade e preferidas para a genotipagem (Santos e Lima, 2005).

Estudos com as regides LTR e env de HTLV-1 mostraram a existéncia
de seis subtipos virais: HTLV-1a [Cosmopolita (C)], HTLV-1b [Africa Central
(WA)], HTLV-1c [Melanésia/Australia (M)], HTLV-1d [Pigmeu de Camardes
na Africa Central], HTLV-1e [Pigmeu Efe residente no Zaire] e HTLV-1f

[Gabon] (Lewis et al., 2000).

Quando analisadas as divergéncias entre as sequéncias nucleotidicas
das regides gag, env e LTR de HTLV-2 foram identificados quatro subtipos
virais (Magri et al., 2013): HTLV-2a [predominante em UDIs (EUA/Europa)],
HTLV-2b [predominante em indigenas do Panama], HTLV-2c [predominante

no Brasil] e HTLV-2d [presente em pigmeus na Africa].

As vias de transmissdo mais comuns de HTLV-1 e HTLV-2 sao:
vertical (principalmente durante o aleitamento materno) e horizontal (sexual,
sendo mais efetiva a transmissdo de homem para mulher) (Figueiro-Filho,
2005; Caterino-de-Araujo et al., 2006). Pode também ocorrer contaminagéo
parenteral, por meio de tratamento com hemoderivados, compartilhamento
de agulhas/seringas por UDI (frequente entre portadores de HTLV-2); pelo

canal do parto; acidentes com instrumentos perfuro-cortantes; contato com
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sangue contaminado (Alcantara et al.,, 2003; Roucoux e Murphy., 2004;

Proietti., 2006, Caterino-de-Araujo et al., 2010).

Os Bancos de Sangue de paises onde o HTLV ndo é endémico
realizam a triagem sorolégica para infecgdo pelos virus linfotrépicos de
células T em amostra de sangue de individuos de primeira doacao (Tynell et
al., 1998). Desde 2002, o Reino Unido realiza a sorologia em minipools de
48 amostras das bolsas de sangue que entram para doagao (Davidson et al.,
2006), enquanto outros paises como Finlandia e Noruega interromperam a
realizacdo de triagem apds anos de auséncia de amostras positivas
(Lamperche et al., 2009). Estas praticas tém se tornado frequente em paises
nao endémicos, em funcédo de estudos de vigilancia de hemoderivados que
tem aliado a transmissao parenteral ndo s6 pelo contato entre células
brancas contendo provirus, mas também em func&o de carga proviral (CPV)
e de numero de células infectadas presentes nos componentes de
hemoderivados (Marano et al., 2016). Recentemente, estimou-se que a
carga leucocitaria necessaria para propiciar a transmissao seria de 9 x 10*
células infectadas. Desta forma, a reducdo de leucécitos, seguida de
irradiagao, parece ser uma boa estratégia para minimizar este risco (Valerius
et al., 1981; Césaire et al., 2004; Picker., 2006, Sobata et al.,2015; Marano
et al., 2016). Hewitt e colaboradores (2013) mostraram redugao de 93,0% de

transmissao por componentes hemoderivados com redugao de leucocitos.

1.3. Aspectos Clinicos
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Os mecanismos pelos quais ocorre a passagem do estado de
portador assintomatico para doente de HTLV nao estdo bem estabelecidos
até o momento. Porém, sao descritas doengas graves associadas ao HTLV-
1 embora com baixa frequéncia, sendo cerca de 5,0% de mielopatia
associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) e 2,0 a
3,0% de leucemial/linfoma de células T do adulto (ATL) (Caterino-de-Araujo,

2009b).

Embora as patologias usualmente associadas ao HTLV-1 sejam de
origem neurologica (HAM/TSP) e hematologica (ATL), a medida que os
estudos sé&o realizados, pode-se chegar ao conceito de sindrome. De fato,
recentemente foram atribuidos a infecgado por HTLV-1 os quadros graves de
dermatite infecciosa, bexiga neurogénica, infecgdes parasitarias, doencgas

reumaticas, entre outras (Oliveira, 2010; Carneiro-Proietti, 2010).

Em relagdo as pacientes com sintomas neuroldgicos ja se sabe que
seus niveis de carga proviral (CPV) sdo maiores do que em portadores
assintomaticos e em pacientes com sintomas hematoldgicos. Por
conseguinte, sugere-se que a CPV e a pesquisa de antigeno leucocitario
humano (HLA) sejam consideradas como indicadores de evolug¢ao de quadro

assintomatico para sintomatico (Carneiro-Proietti et al; 2002).

1.3.1. Coinfecgdo com HIV-1

Em virtude de compartihamento das mesmas vias de
aquisigcao/transmissao viral, ndo é rara a coinfeccao pelos retrovirus HIV-1

(virus da imunodeficiéncia humana) e HTLV-1/2. A principio, o HIV-1 foi
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considerado HTLV do tipo 3 (HTLV-IIl) por apresentar semelhanga estrutural;
mais tarde descobriram que se tratava de um virus da mesma familia,
entretanto de subfamilia distinta Lentiviridae. (Caterino-de-Araujo, 1985;

Morimoto, 2003; Brites et al., 2009).

Estudos revelam que a coinfeccao HIV-1/HTLV pode interferir no
desenvolvimento e instalagdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

(AIDS), variando-se de acordo com o tipo viral.

Considerando-se que ambos HIV-1 e HTLV-1 apresentam tropismo
por linfécitos T CD4+, a infecgdo conjunta destes virus pode causar
progressao rapida para AIDS pelo fato do HTLV-1 imortalizar a célula e
aumentar o numero de T CD4+; e consequentemente, induzir o aumento de
replicagao viral. Ao mesmo tempo, os valores de CD4+ elevados interferem
no inicio do tratamento antirretroviral (TARV), pois pode levar a falsa ideia de

controle da replicagdo viral e da doenga AIDS (Brites et al., 2009).

Em pacientes com coinfecgao HIV-1/HTLV-2 pode ocorrer reducéo da
replicagcdo do HIV-1 e progressao lenta para a sindrome, tornando-se um
fator protetor. Esta protecdo tem sido associada a produgao de quimiocinas
que se ligam ao CCRS5 (co-receptor para o HIV), que impede sua penetragéo
na célula hospedeira (Pilotti et al., 2007). Este tipo de coinfeccdo costuma

ser frequente entre os UDI (Roucoux e Murphy, 2004; Bagheri et al., 2008).

As areas endémicas para ambos os virus linfotropicos apresentam
frequéncias variaveis em todo o mundo, com a maior prevaléncia nas

grandes areas metropolitanas nas Américas, Europa e Africa, onde os
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eventos de transmissao de HIV-1 e HTLV-1/2 ocorrem por meio de partilha
de agulhas e seringas contaminadas e pelas atividades sexuais (Dezzutti e
Lal, 1999 e Araujo et al., 2002; Beilke, 2012; Promier et al., 2013). Estas
prevaléncias tém variado de acordo com: a populagédo estudada, a categoria
de exposicdo aos retrovirus humanos, a localizagdo geografica dos
individuos testados e o periodo em que foi realizado o estudo (de-Araujo et
al., 1994; Caterino-de-Araujo et al. 1998, 2006, 2010; Caterino-de-Araujo e
Santos-Fortuna, 1999; Casseb et al. 1997, Morimoto et al. 2005, 2007; Jacob

et al., 2007, 2008; Dhasmana e Taylor, 2014).

Os anos de experiéncia do IAL na realizagdo do diagndstico em
individuos coinfectados por HIV-1/HTLV-1/2, mostraram diferentes
percentuais de positividade para as coinfeccbes HIV-1/HTLV-1 e HIV-
1/HTLV-2. Em 1998, a prevaléncia era de 10,1% (4,0% para HTLV-1 e 6,1%
para HTLV-2) em pacientes com HIV/AIDS do Instituto de Infectologia Emilio
Ribas. No ano de 2007 foi detectada a prevaléncia de 5,8%, sendo 3,3%
para o HTLV-1 e 2,5% para o HTLV-2 em pacientes atendidos em Servicos
de Assisténcia Especializada (SAE) de Sao Paulo. Algumas prevaléncias de
coinfec¢ao HIV-1/HTLV-1 e ou HIV-1/HTLV-2 estdo apresentadas na Tabela

1.

30



Tabela 1. Prevaléncias de infecgado por HTLV-1 e ou HTLV-2 em individuos

com a infecgédo HIV-1 em diferentes regides do Brasil e do mundo.

Moreira; 1993

De-Araujo; 1994

Brites; 1997

Caterino-de-
Araujo; 1998

Vallinoto; 1998

Etzel; 2001

Zehender; 2002

Beilke; 2004

Morimoto; 2005

Barcellos; 2006

Jacob; 2007

Rego; 2009

Travassos; 2012

Oliveira; 2012

Galleto; 2014

Nasir; 2015

Caterino-de-
Araujo; 2015

BA, Brasil

Sdo Paulo - SP, Brasil

BA, Brasil

Sdo Paulo - SP, Brasil

Belém- PA, Brasil

Santos - SP, Brasil

Mil3o, Italia

Nova Orleans, Estados
Unidos da América

Londrina - PR, Brasil

Porto Alegre - RG, Brasil

S&o Paulo - SP, Brasil

BA, Brasil

BA, Brasil

Pl, Brasil

Canoas - RGS, Brasil

Gwagwalada, Nigéria

Sdo Paulo - SP, Brasil

Corte Transversal

Corte Transversal

Corte Transversal

Corte Transversal

Corte Transversal

Corte Transversal

Prospectivo

Prospectivo

Corte Transversal

Corte Transversal

Corte Transversal

Prospectivo

Corte Transversal

Prospectivo

Corte Transversal

Corte Transversal

Corte Transversal

88 HIV-1

471 HIV-1

895 HIV-1

358 HIV-1

149 HIV-1

499 HIV-1

1.154 HIV-1

3.600 HIV-1

758 HIV-1

2.985 HIV-1

1.393 HIV-1

144 gestantes
HIV-1

63 gestantes
HIV-1

805 HIV-1

508 HIV

184 HIV-1

1.608
HIV-1

22,7% HTLV-1/2
13,2% HTLV-1/2
7,8% HTLV-1
5,4% HTLV-2
16,3% HTLV-1/2
10,1% HTLV-1/2
4,0% HTLV-1
6,1% HTLV-2
8,1% HTLV-1/2
2,7% HTLV-1
4,7% HTLV-2
0,7% HTLV
13,4% HTLV-1/2
6,0% HTLV-1
7,4% HTLV-2
8.2% HTLV-2
5,9% HTLV-1/2
1,7% HTLV-1
4,0% HTLV-2
0,2% HTLV-1+2
5,7% HTLV-1/2
0,8% HTLV-1
4,9% HTLV-2
2,4% HTLV-1/2
1,4% HTLV-1
0,5% HTLV-2
5,8% HTLV-1/2
3,3% HTLV-1
2,5% HTLV-2
3,5% HTLV-1/2
2,7% HTLV-1
0,7% HTLV-2

3,4% HTLV-1/2 (EIA)

2,24% HTLV-1/2(EIA)
1,12% HTLV-1(PCR)
0,5% HTLV-2(PCR)
50% HTLV-1/2(EIA)
1,89% HTLV-1(PCR)
1,03% HTLV-2(PCR)
4,9% HTLV-1/2 (EIA)
6,5% HTLV-1 (PCR)
3,1% HTLV-1/2
1,7% HTLV-1

1,3% HTLV-2

0,6% HTLV
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1.3.2. Mecanismos de resposta a infec¢ao

Na infeccdo pelo HTLV-1, primeiramente formam-se os anticorpos
dirigidos a antigenos de superficie viral (gp46 e gp21) e, posteriormente, ao
core (p15, p19 e p24). A resposta celular tem como principal alvo a proteina
Tax que age como cofator de transcricdo; e é uma das principais
responsaveis pela proliferacdo de clones infectados, pois interfere na

apoptose (Satou e Matsuoka, 2010).

Os individuos imunocompetentes podem se tornar portadores
assintomaticos, e dependendo da CPV e de seu background genético,
podem desenvolver a doenga. Ha evolugao para doenga com o decorrer dos
anos, principalmente em mulheres com mais de 40 anos, o que pode estar
relacionado a soroconversao tardia, aos horménios femininos ou até mesmo
ao déficit imunoldgico (Carneiro-Proietti et al., 2002; Catalan-Soares et al.,

2001).

A infeccdo por HTLV-2 apresenta baixa correlagdo com o
desenvolvimento de doencas. No entanto, alguns estudos relatam
manifestagdes neurolégicas e doengas linfoproliferativas em pacientes com
coinfecgao HIV/HTLV-2, principalmente entre UDI (Posada-Vergara et al.,

20086).

3.3. Doencas relacionadas

Apesar de pouco conhecimento sobre a patogénese do HTLV-1, os
estudos demonstraram associacdo com HAM/TSP (Gessain et al., 1985),

ATL (Yoshida et al., 1982), além de outras doencas como artrites, uveites,
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alveolites, otites e dermatites (Carvalho, et al., 2006; Carneiro-Proietti et al.,

2002).

O desenvolvimento da HAM/TSP esta relacionado a proteina Tax, que
quando esta expressa ativa a resposta celular, principalmente por parte de
linfécitos T CD8+ (citotoxicos), gerando-se processo inflamatoério com
producdo de citocinas. Antigamente, acreditava-se que 0 processo
inflamatorio atingia apenas o0 neuroeixo; posteriormente, descobriu-se que
este evento afetava as funcbes corticais superiores. Esta doenca é
caracterizada pelo acometimento e pela fraqueza crénica e progressiva dos
membros inferiores e pelos disturbios esfincterianos (Carneiro-Proietti et al.,

2002).

Apesar de a proteina Tax promover transativacdo viral e
transformacao celular, sua ligacdo com o desenvolvimento da ATL nao pode
ser confirmada pela auséncia de sua detecgdo em 60,0% dos pacientes com
ATL. Por outro lado, a proteina HBZ originaria do gene HTLV-1 basic leucin
zipper factor é detectada em todas as células leucémicas na ATL, portanto
esta é considerada responsavel pela ATL (Matsuoka e Green, 2009). O
envolvimento da HBZ na patogénese da ATL vai desde a imortalizagao de

linfocitos T a indugao de cancer.

O enigma da inativacdo do gene tax tem sido explicado por trés
mecanismos: mutagdes no gene (nonsense, delegao, insergao), delegao da
regidao 5' LTR que contém o promotor para a tradugdo desta proteina; ou

metilagdo do DNA na regido 5' LTR, tornando-se o promotor inativo. Como a
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proteina Tax se refere a uma sequéncia gendmica grande, as células que
nao expressam ou expressam esta proteina em baixa concentragao,
conseguem evadir da resposta do sistema imunologico, e induzem a
imortalizagcdo e circulagdo de linfécitos T infectados (Matsuoka e Green,

2009).

Sabe-se que ha maior incidéncia de ATL sobretudo apds a terceira
década de vida, principalmente entre os 40 e 60 anos. Pelo fato de
apresentar sintomas comuns a outras doencas linfoproliferativas, este
quadro s6 pode ser confirmado com a deteccédo de anticorpos anti-HTLV-1,
presenga de células malignas linféides da linhagem T e comprovagédo da

integracdo monoclonal do HTLV-1 proviral (Carneiro-Proietti et al., 2002).

As demais patologias associadas a infeccdo por HTLV-1 sdo pouco
conhecidas. Sabe-se que uveites podem acontecer em consequéncia de
producao de citocinas por parte de linfocitos T CD4+ infectados, que
desencadeiam resposta inflamatéria e de acordo com a proporgéo destas
linfocinas, podem ocorrer lesbes na retina e na cornea. Quanto as
dermatites, estas podem decorrer da imunossupressao causada pelo virus.
Isto sugere oportunismo por patégenos da prépria microbiota, como no caso
de eczema de couro cabeludo ocasionado por Staphylococcus aureus e de
outros sinais dermatolégicos comuns como eritrodermia, psoriase e

dermatite seborréica. (Carneiro-Proietti et al., 2002).

As artrites tém sido relacionadas ao HTLV-1 em estudos que

comprovam seu tropismo por linfécitos CD68 de linhagem macrofagica do
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liquido sinovial. A infiltracdo destes macréfagos ou de linfocitos infectados
pelo virus induz a produgdo de TNFa e aumenta a proliferagéo sinovial e,
consequentemente, leva ao quadro de artrite (Carvalho et al., 2006).
Recentemente foi demonstrada associagao entre artrite e alta CPV de HTLV-

1 em paciente de Mogambique (Caterino-de-Araujo et al., 2011).

Apesar da histéria natural da infeccado por HTLV-1 ndo estar ainda
totalmente esclarecida, Satou e Matsuoka (2010) associam a HAM/TSP e a
ATL a determinados perfis genéticos do hospedeiro, e isto pode ocorrer nas

outras doencgas associadas ao HTLV-1.

1.4. Diagnéstico

O diagnodstico da infeccdo pelos HTLV-1/2 no Brasil tornou-se
obrigatério em bancos de sangue no ano de 1993. O diagnéstico € realizado
por triagem sorolégica de amostras de plasma ou de soro, para pesquisa de
anticorpos especificos anti-HTLV-1/2, podendo ser teste imunoenzimatico
(EIA) ou de quimioluminescencia (CIA). As amostras reagentes séo testadas
novamente no mesmo ensaio em duplicata. Se as amostras persistirem
reagentes ou forem inconclusivas, as respectivas bolsas de sangue devem
ser excluidas da doagado. Os doadores de sangue cujas amostras resultarem
sororreagentes ou indeterminadas na triagem devem ser encaminhadas para
os Ambulatérios de Especialidade do SUS para confirmagéo do diagndstico

(Ministério da Saude, 1998; Costa et al., 2009).

Outro algoritmo foi sugerido aos Laboratérios de Saude Publica, em
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que é feito o mesmo esquema de triagem, e 0s soros positivos sao
submetidos aos testes confirmatorios de Western Blot (WB) seguido de

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Brasil, Ministério da Saude; 2003).

Os testes de triagem soroldgica sofreram diversas adaptagbes ao
longo dos anos. O primeiro kit EIA para pesquisa de anticorpos dirigidos ao
HTLV-1/2 foi aprovado em 1988 pelo FDA (Food and Drug Administration)
nos Estados Unidos da América. Os EIA de 12 geragao utilizavam lisado viral
total de HTLV-1 como antigeno, e eram usados para a detec¢do de HTLV-1
e HTLV-2 em razdo de semelhangas entre os dois tipos virais.
Posteriormente, nesta mesma geracao de testes, foi acrescido o antigeno de
lisado viral de HTLV-2 para aumentar a sensibilidade (Roucoux e Murphy,
2004; Morimoto, 2003). Aos testes de 22 geragdo foram adicionadas
proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos de HTLV-1 e HTLV-2,
proporcionando-se maior sensibilidade ao método (Wiktor et al., 1991; Kline
et al., 1994; Morimoto, 2003). Recentemente foram desenvolvidos os EIA de
32 geracdo no formato sanduiche. Nesta técnica, tanto a fase sélida
(adsorvida na placa) como o conjugado sado compostos por proteinas
recombinantes ou peptideos sintéticos, tornando-a mais sensivel e
especifica. No entanto, mesmo com estas adaptagcées ha ainda falhas no
diagndstico principalmente de infecgdo por HTLV-2, e em pacientes com
HIV/AIDS (Berini et al., 2008; Caterino-de-Araujo 2009b; Verdonck et al.,
2009, Costa et al., 2011, Caterino-de-Araujo et al., 2015, Campos et al.,
2015). A sensibilidade e especificidade dos testes estdo associadas a

configuracéo, antigeno empregado, classe de anticorpos detectada (IgA, IgM
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e IgG) e populagao de estudo (baixa ou alta prevaléncia).

Dentre os métodos sorolégicos padronizados como confirmatérios, a
imunofluorescéncia indireta (IFl) foi pouco utilizada por falta de kits
disponiveis no mercado, a radio-imunoprecipitacao (RIP) caiu em desuso por
conta da utilizacdo de compostos radiativos, e o WB tem sido usualmente
empregado na rotina diagndstica. Neste ensaio, os antigenos (lisado viral de
HTLV-1 mais proteinas recombinantes do envelope de HTLV-1 e HTLV-2),
previamente inseridos nas tiras de nitrocelulose, reagem com os anticorpos
presentes no soro/plasma. Caso ocorra formagdo do complexo antigeno-
anticorpo, este é revelado pelo acréscimo de solugdo contendo anti-lgG
humana marcada com uma enzima e, posteriormente, se adiciona um
cromogeno que reage com a enzima. Ha formagao de precipitado colorido
em forma de bandas, de acordo com a presenca de anticorpos especificos
produzidos contra os respectivos antigenos de diferentes pesos moleculares

(Jacob, 2007).

Da mesma forma como aconteceu com os EIA, os kits de WB também
sofreram modificagdes no decorrer dos anos, principalmente os fabricados
pela DBL (Diagnostics Biotechnology Laboratory, posteriormente Genelabs®
Diagnosis, Abbott e mais recentemente MP Biomedicals). Neles foram
incorporadas glicoproteinas recombinantes do envelope do HTLV-1 e HTLV-
2 (MTA-1/rgp46-1 e K-55/rgp46-Il), bem como a proteina recombinante
transmembrana GD21 comum para HTLV-1/2, para aumentar a sensibilidade
e a especificidade, e para efetuar a diferenciagcao entre os dois tipos virais

(Wiktor et al., 1991; Lipka et al., 1992; Varma et al., 1995; Poiesz et al.,
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2000; Costa et al., 2013). Todavia, alguns estudos demonstraram que
mesmo a ultima versdo de WB 2.4, tem apresentado numero relevante de
soros com padrdo indeterminado, variando-se de 0,5% em doadores de
sangue (Césaire et al., 1999) a 7,0% em populacao de risco (Jacob et al.,
2007). Estes resultados justificam a necessidade de verificar qual o melhor
teste confirmatdrio a ser empregado para o diagndstico discriminatério da
infeccdo por HTLV, pois é de extrema importancia para o direcionamento

terapéutico (Mahieux et al., 2000).

Mais recentemente as PCR convencional, nested (n-PCR) e em
tempo real (QPCR), que detectam segmentos do genoma proviral dos HTLV-
1 e HTLV-2, passaram a ser usadas como testes confirmatérios para estas
infecgbes (Vrielink et al., 1997; Estes e Sevall, 2003; Proietti, 2006;
Tamegéo-Lopes et al.,, 2006; Jacob et al., 2007b; Morimoto et al., 2007;
Costa e Segurado, 2009, Andrade et al., 2010; Costa et al., 2011; Caterino-

de-Araujo et al., 2015 e Campos et al., 2015).

As PCR sao comumente realizadas com utilizacdo do DNA extraido
de células mononucleares/leucécitos do sangue periférico (peripheral blood
leukocytes — PBLs), ja que a replicagéo viral ndo produz viremia plasmatica
significativa. Desta forma, as amostras devem ser de sangue total coletadas
em tubos contendo anticoagulante (Costa, 2010). Importante enfatizar que a
PCR ainda n&o foi totalmente estabelecida como teste confirmatério.
Portanto, esta reacao é realizada preferencialmente na area de pesquisa em
alguns laboratérios de referéncia, e necessita de padronizagao (protocolo

unico) para efetuar a comparagédo de sua eficiéncia em diferentes
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laboratorios. Nao existem kits para detecgao de DNA proviral de HTLV-1 e
HTLV-2 disponiveis no comércio e com registro na ANVISA. Neste contexto,
os estudos deverao ser desenvolvidos para padronizar as PCR realizadas “in

house” no Brasil.

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo, desde dezembro de 1998
realiza a sorologia para HTLV-1/2 em amostras de sangue de individuos
provenientes de Ambulatérios de Especialidades Médicas do Sistema Unico
de Saude (AE-SUS), de SAE, do Centro de Referéncia e Treinamento em
DST/AIDS (CRT-A) e de Unidades Hemoterapicas do Estado, e desde entédo
tém sido relatadas as dificuldades no diagndstico, principalmente de infec¢ao
por HTLV-2 (De-Araujo et al., 1994; Caterino-de-Araujo et al., 1998; Jacob et
al., 2007; 2008a; 2008b; 2009; Caterino-de-Araujo, 2009a; 2009b; Costa et

al., 2009).

O algoritmo adotado pelo IAL diferia do recomendado pelo Ministério
da Saude (MS) [triagem soroldgica realizada por um unico EIA seguido pelo
teste confirmatério de IFI e do WB] (Brasil, Ministério da Saude; 1998). No
IAL a triagem era realizada por dois EIA de geragbes e composigcao
antigénicas diferentes e pelo teste confirmatério de WB (Figura 4). Esta
medida foi tomada porque nenhum dos kits EIA disponiveis no mercado
(seja de 13 22 ou 32 geragdo) conseguia detectar todas as amostras

verdadeiramente positivas para HTLV-1/2. (Campos et al., 2011)

Mesmo com as adaptacdes dos kits e a melhora na especificidade,

35,0% demonstraram perfis indeterminados no WB, em amostras
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encaminhadas ao IAL até 2007 (Jacob et al., 2008a). Quanto a especificidade
e sensibilidade dos EIA, analises detalhadas destas amostras revelaram que
os kits de 2% geragdo foram mais especificos, e os de 32 foram mais
sensiveis (Jacob et al., 2007; Jacob et al., 2008a), porém a especificidade
dos conjuntos de 32 geracdo pdde ser melhorada alterando-se o valor do

cut-off da reagao de 1.0 para 2.1 (Jacob et al., 2009).

Amostra de Soro

[ EIA12 ou22 + EIA 32 ]
() () (+) (-) ou (-) (+) (+) (+)
Concordante (-) Discordante Concordante (+)
Resultado [ ]
Western Blot
Negativo

Resultado Resultado Resultado
Indeterminado Negativo Positivo
Figura 4. Algoritmo de testes laboratoriais empregado pelo Instituto Adolfo

Lutz (1998-2007) para deteccao de anticorpos dirigidos ao HTLV-1/2. Fonte:

Adaptado de Jacob F. (2007).

Diante das dificuldades para concluir o diagnéstico de infecgao por
HTLV-1/2 apontadas por Jacob F, um novo algoritmo foi implantado em
2007. A nova sequéncia diagndstica tomou por base o algoritmo
recomendado pelo MS para deteccdo de infecgao por HIV, em que se

solicita uma segunda amostra de sangue, quando a primeira resulta positiva
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na triagem (Brasil, Ministério da Saude; 2004). Desta forma, a primeira
amostra de sangue coletado em tubo seco (soro) para a triagem (dois EIA),
e em soros reagentes em pelo menos um deles, solicitava-se uma segunda
amostra de sangue coletada em tubo com anticoagulante, para separagao
de células para realizar os testes moleculares, bem como o plasma para
efetuar a repetigcdo dos EIA e a confirmagao por WB (Figura 5). A estratégia
de coleta sequencial descartava resultados falsos positivos e negativos
decorrentes de erros pré-analiticos, como também para comparar os
resultados do WB com os da PCR, o que auxiliava nos casos de

soroconversédo (Costa, 2010).

As avaliagdes posteriores do algoritmo proposto em 2007 mostraram
problemas. Os pacientes cujas amostras resultaram reagentes na triagem,
nao retornavam (quando seria coletada a segunda amostra de sangue total)
para realizar os ensaios confirmatorios (Costa et al., 2009). Desta forma, o
algoritmo foi abandonado, e foi implantado um de fase unica em que se
coletava sangue total com anticoagulante para ser usado na triagem e no

confirmatdrio (Figura 6) (Costa; 2010).

Mesmo com alteragdo do algoritmo para coleta de sangue em etapa
unica, algumas amostras foram coletadas incorretamente. Todas estas
limitagdes foram apresentadas no estudo realizado por Costa em 2010, que
comparou a eficiéncia do WB e de PCR-RFLP e PCR em tempo real em 73
amostras de sangue. Houve amostras com perfis indeterminados ou HTLV
nao tipado no WB que foram resolvidas pelas PCR. No entanto, o WB

resultou positivo em amostras de pacientes com baixa CPV e coinfec¢ao por
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HIV-1 quando as PCR foram negativas, o que mostrou que os testes eram
complementares. Uma importante andlise foi quanto aos custos com os
testes confirmatdrios. Quando realizado primeiramente a gq°PCR e o WB nas
amostras negativas (Figura 7), houve economia de 44,0% nos custos,
considerando-se que a Instituicado ja tinha estrutura necessaria para realizar

os testes moleculares (Costa, 2010; Costa et al., 2010).
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Amostra de Soro

[ EIA12 0u22 + EIA 32 ]

() @)

Concordante (-)

Resultado
Negativo

(+) () ou (-) (+)
Discordante

[

(+) (+)
Concordante (+)

Repete em duplicata
(+) () ou(-) (+)

Discordante

22 Coleta )
Amostra de Sangue )

Leucécitos do

Plasma
Sangue Periférico
[ EIA 22 +  EIA32 ]
“ 6 [ (1)) ou () (+) “
Concordante (-) L Discordante Concordante (+)

Resultado
Negativo

Repete emduplicata

(+)(-)ou(-) (+)

Discordante

Western Blot

Resultado Resultado
Indeterminado Negativo

Resultado
Positivo

Figura 5. Algoritmo de testes laboratoriais para o diagndstico de infeccao

PCR

Resultado
Negativo

Resultado

Positivo

[ Tipagem por PCR-RFLP ]

por HTLV-1 e HTLV-2 proposto pelo Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo em

2007. Fonte: Adaptado de Jacob. (2007).

Legenda: (+): soro reagente; (-): soro ndo reagente; EIA: ensaio imunoenzimatico;
EIA 22: EIA de segunda geracéo; EIA 3?2: EIA de terceira geracédo; (Jacob F; 2007).
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[ Amostra de Sangue ]

Plasma

[ EIA 22 + EIA 32 ]

Leucécitos do
Sangue Periférico

+) ()

() ) (+) () ou () (+)
Concordante (-) Discordante Concordante (+)

| Repete emduplicata
(+)(-)ou(-)(+)

Discordante

Resultado

Negativo

[ Western Blot

Resultado Resultado
Indeterminado Negativo

Resultado
Positivo

Figura 6. Algoritmo de testes laboratoriais para o diagnostico de infeccéo

Resultado

Negativo

Resultado
Positivo

[ Tipagem por PCR-RFLP ]

por HTLV-1 e HTLV-2 proposto pelo Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo em

2009, modificado para etapa unica. Fonte: Adaptado de Costa. (2010).

Diante do histérico de dificuldades apresentado, este estudo propde

avaliar a ocorréncia dos problemas no diagnéstico de infecgdo por HTLV-1 e

HTLV-2 em populagao infectada pelo HIV-1, determinar o melhor algoritmo

de testes laboratoriais a ser adotado e, consequentemente conhecer a

prevaléncia atual de coinfec¢ao HIV-1/HTLV-1/2 em SAE de Sao Paulo.
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[ Amostra de Sangue ]

Leucdcitos do
Sangue Periférico

[ EIA 22 + EIA 32 ]

() ) (+) () ou () (+) +) )

Concordante (-) Discordante Concordante (+)

Extragcao
Repete em duplicata deDNA

Resultado (+) (-)ou(-) (+)
: Discordante
Negativo ——

Resultado

Resultado
Positivo

Negativo

[ Western Blot ]
Resultado Resultado Resultado
Indeterminado Negativo Positivo

Solicitar 22 amostra

de sangue 90 dias
aposa 12 coleta

Figura 7. Algoritmo de testes laboratoriais para o diagndstico de infecgao
por HTLV-1 e HTLV-2 proposto pelo Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo em

2010. Fonte: Adaptado de Costa. (2010).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Determinar o melhor algoritmo de testes laboratoriais para o
diagnodstico da infecgdo por HTLV-1 e HTLV-2 a ser adotado na coinfecgao

por HIV-1.
2.2. Objetivos especificos

Comparar dois kits imunoenzimaticos para analisar o desempenho na
triagem da infeccdo por HTLV-1/2, em relacdo a sensibilidade e

especificidade dos testes quando aplicados na populagao infectada por HIV.

Analisar o desempenho de dois testes de deteccdo de anticorpos
especificos (Western Blot e INNO-Lia) e dois de detecgdo de DNA proviral
(QPCR e PCR-RFLP), e verificar o ensaio de melhor eficacia como
confirmatdrio e discriminatério da infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2, na

populacado estudada.

Comparar diferentes combinagdes de testes confirmatdrios quanto ao
custo, facilidade de execucédo e beneficio, com vistas a propor o melhor

algoritmo para ser empregado em populacéao infectada por HIV-1.

Determinar a prevaléncia atual da coinfeccdo HIV-1/HTLV em dois
modelos de Servigos de Assisténcia Especializada a pacientes que vivem

com HIV/AIDS de Sao Paulo.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. Casuistica

A populagao estudada foi composta por dois grupos de individuos
infectados por HIV-1. Um com individuos atendidos em um servico de
referéncia em HIV/AIDS pioneiro em Sao Paulo [Grupo 1 (G1)] e, o outro em
centros com histérico de assisténcia mais recente [Grupo 2 (G2)]. Juntos
totalizaram 2.991 amostras, cujo sangue foi coletado em tubo contendo
EDTA para a separacao de plasma e células, e de alguns pacientes em tubo
seco (cinco amostras), que foram encaminhados ao IAL para realizar a

pesquisa de infecgao por HTLV-1/2 no periodo de 2012 a 2015.

Foram incluidas neste estudo as amostras de pacientes com infecgao
por HIV-1 confirmada segundo critérios do Ministério da Saude, maiores de
18 anos, e que realizavam acompanhamento regular em um dos SAE de

Sao Paulo que encaminhavam amostras para o |IAL de Sao Paulo.

Grupo 1

Composto por 1.608 amostras de sangue obtidas de pacientes
atendidos no Centro de Referéncia e Treinamento em Doengas Sexualmente
Transmissiveis e AIDS (CRT-A) de Sao Paulo, que aceitaram participar do
estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) e

preencheram questionario, sendo 1.237 homens e 371 mulheres, faixa etaria
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de 19 a 83 anos (média de 44,3 anos). No questionario houve coleta de
dados sdcio-demograficos, epidemioldgicos, clinicos, laboratoriais e, quando
necessario, foram obtidos dados complementares contidos no prontuario do
paciente. As amostras foram coletadas no periodo de agosto de 2013 a maio

de 2014 e armazenadas em freezer a — 20° C.

Grupo 2

Formado por 1.383 amostras de sangue provenientes de pacientes de
SAE espalhados pela Grande Séo Paulo e ABC Paulista, sendo 930 homens
e 453 mulheres, faixa etaria de 18 a 84 anos (média de 35,6 anos) que
foram encaminhados ao IAL Central para a rotina diagndstica de infecgéo
por HTLV-1/2 no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2015, que
estavam estocadas em freezer -20° C sob a guarda de Prof? Dr? Adele

Caterino de Araujo.

Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité Cientifico e Diretoria Geral do IAL (CTC #
106D/2013) e pelos Comités de Etica das Instituicdes envolvidas, CEPIAL

parecer 187.709, e CEP CRT, parecer 201.697 (Anexos 8.1 e 8.2).
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparo das amostras

As amostras de sangue total coletadas em tubo contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), apds sedimentagdo esponténea, foram
separadas em plasma e em leucécitos do sangue periférico (PBL —
Peripheral Blood Leukocytes) depois de choque hipotbnico; e as amostras
foram armazenadas em freezer a -20°C. As amostras de sangue coletadas
em tubo seco (n=5) tiveram o soro aliquotado e também foram armazenadas

em freezer a -20°C.

Extracdo de DNA

As amostras reagentes em pelo menos um dos testes de triagem
soroldgica, tiveram o DNA extraido a partir do PBL, usando-se o sistema
robotizado da Roche (Extrator MagNA Pure LC 2.0) e o kit MagNA Pure LC
DNA isolation kit I, Roche Diagnostics GmbH — Roche Applied Science-

Mannheim, Germany, conforme orientagao do fabricante.

3.2.2. Testes Sorolbdgicos

Ensaios Imunoenzimaticos (Enzyme Immunoassay - EIA)
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A triagem diagndstica da infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 foi feita por
meio de deteccao de anticorpos especificos anti-HTLV-1/2 utilizando-se dois
kits comerciais: Gold ELISA HTLV I+lI[(REM-SP, BR) e o Murex HTLV [+lI
(Diasorin, UK), ambos de 3% geracao, que empregam peptideos sintéticos

el/ou proteinas recombinantes como antigenos e conjugado.

Todos o0s ensaios seguiram as instrugcbes recomendadas pelos
fabricantes. Para o critério de reatividade positiva ou negativa foi seguido o
procedimento adotado pelas respectivas firmas produtoras de ambos os
reagentes. Para tanto o calculo foi feito pelo valor do coeficiente da
densidade optica (DO) de cada amostra em relagdo ao valor do ponto de
corte ou “cut off” (CO) da reagao. O valor de CO foi estabelecido pela média
de DO dos trés controles negativos e somado ao valor constante (fator de
correcao) determinado pelo fabricante de cada kit (Quadro 1). Foi
considerada reagente a amostra com relagao cujo valor foi igual ou superior
a um. As amostras com valores dentro da margem de até 20% abaixo do CO
foram consideradas na zona cinza (borderline). Estas amostras foram

analisadas pelos testes confirmatérios, seguindo-se o fluxograma.
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Quadro 1. Composigao e caracteristicas dos dois kits EIA utilizados (REM e

Murex), segundo as informagdes contidas nas respectivas bulas.

IgG, IgM e IgA

IgG, IgM e IgA

peptideos sintéticos e
recombinantes de HTLV-1 +
HTLV-2

peptideos sintéticos e
recombinantes de env gp46-l e
gp46-Il + rgp21 de HTLV-2

peptideos sintéticos e
recombinantes de HTLV-1 +
HTLV-2 - marcado com
peroxidase

peptideos sintéticos e
recombinantes de env gp46-l e
gp46-1l + rgp21 de HTLV-2 -
marcado com peroxidase

TBM - tetrametilbenzina

TBM - tetrametilbenzina

Fosfato - Salina + 2% de 2-
cloroacetamida

Glicina - Borato + 0,2% de 5-
bromo-5-nitro-1,3-dioxane

HCl - 1M

H,S50,4-0,5a 2M

75

90

Média de CN + 0,250

Média de CN + 0,250

450nm com filtro de corregdo
(620/630 nm)

450nm com filtro de corregdo
(620/690 nm)

Soro ou plasma

Soro ou plasma

Placas de microtitulagdo em

Placas de microtitulagdo em

tiras tiras
ELISA - Sanduiche (32 Geragdo) | ELISA - Sanduiche (32 Geragdo)
Indireto Indireto
100% 100%
99,97% 99,94%

Legenda: CN — Controle Negativo.

Western Blot (WB)

O kit comercial HTLV Blot 2.4 (MP Biomedicals, Asia Pacific Pte. Ltd)
consiste na detecg¢ao de anticorpos especificos para HTLV-1 e para HTLV-2,

por meio de proteinas transferidas e peptideos sintéticos inseridos em tiras
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de nitrocelulose. Algumas bandas séo caracteristicas de infecgao por um
tipo viral, enquanto outras sdo de antigenos compartilhados. Seguindo-se os
critérios de reatividade de bandas recomendados pelo fabricante, confirma-

se a soropositividade para:

HTLV-1: reatividade para bandas correspondentes aos genes gag (p19 com

ou sem p24) e env (GD21 e rgp46-l);

HTLV-2: reatividade para bandas dos genes gag (p24 com ou sem p19) e

env (GD21 e rgp46-Il);

HTLV n&o tipado: reatividade para bandas dos genes gag (p19 e p24) e env

(GD21);

Indeterminado: reatividade para bandas especificas do HTLV, mas que nao

preenchem os critérios de positividade para o HTLV-1 ou HTLV-2, ou HTLV.

1gp46-
GD21 p19 p24 p26 p28p32 p36  gp46 p53 1gp46-l | serum control

Y0 e mrs o w

bR B % I RF OIF AN P | v

CTTHEEEE EEF 2Tl TE TR PO Il

ey P e S ———— s S || W ¢}

Figura 8. Perfil de bandas apresentado no ensaio de Western blot 2.4.

Fonte: Adaptado da Bula HTLV BLOT 2.4 MP Biomedicals.

Legenda: a (perfil representativo de infecgdo por HTLV-1 e HTLV-2), b (perfil
representativo de infecgdo por HTLV-1), ¢ (perfil representativo de infecgao por
HTLV-2).
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Imunoensaio de linha (Line Immunoassay — LIA)

Este ensaio €& baseado em peptideos sintéticos e proteinas
recombinantes inseridos em tira de nylon, e o INNO-LIA HTLV I/ll Score
(Fujirebio, Europe N.V, Belgium) contém antigenos para validar, confirmar a

infeccdo por HTLV e discriminar os dois tipos virais.

A validagao do ensaio ocorre pela analise das trés bandas na parte
superior da tira; uma direcionada aos anticorpos humanos de todas as
classes (+3) e controle de adigao da amostra, e as outras duas bandas aos
anticorpos da classe IgG (+1 e +/-). A intensidade de cor desta ultima banda
e utilizada como ponto de corte para considerar a presencga ou auséncia das

bandas confirmatdrias e discriminatoérias.

Segundo os critérios do fabricante é confirmada a infecgdo por HTLV
quando ha reatividade para duas ou mais bandas correspondentes ao gene
gag (p19 I/ll e p24 I/ll) e env (gp46 I/l e gp21 I/1l), sendo obrigatoriamente
uma delas env gp21 I/ll. Nos casos em que reage apenas com a gp21 /Il ou

duas das outras trés bandas, é considerado como perfil indeterminado.

Apos confirmar a infecgao por HTLV, analisa-se o perfil de bandas na
parte inferior da tira. Comprova-se a infeccdo por HTLV-1 quando ha
presenca de banda gag p19-l e env gp46-Il, enquanto a infeccao por HTLV-2
consiste na reatividade de env gp46-Il ou nos casos em que aparecem as
trés bandas; e a somatéria de intensidade de cor de gag p19-1 e env gp46-1 €

menor do que a de env gp46-I.

53



Banda Cut-off

anda Cut-o Apenas bandas com intensidade
2 -off sa iti

Cut-off l abanda cut-off sdo positivas

[ 48316120020 | 1 1 |

Amostra
[ 58316120020 | I |
(> cut-off) (= cut-off) (< cut-off)
positivo positivo negativo

Estreptavidina T
= Nivel 3+ Linhas controles
s Nivel 1+
Nivel +/- 4
= gag p19 I/II T .
= gag p24 I/11 Linhas para
env gp4b I/1I confirmagéo
env gp21 I/II 4
— 19-1 T
— ﬂf.f‘, :pAE-I | Ralilat Linhas para
== env gp46-11 T- HTLv-2 | discriminagado

Figura 9. Representacao da leitura de bandas apresentadas no ensaio LIA e
disposigcao dos peptideos inseridos nas tiras de nylon. Fonte: Adaptado de

Bergnan Diagnéstika e Gold Standard Diagnostics.
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3.2.3. Testes Moleculares

Nested Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length

Polymorphism (n-PCR-RFLP)

O ensaio de n-PCR amplifica um segmento de 128pb da regi&o tax de
HTLV-1/2 utilizando-se os primers descritos por Heneine et al., (1992) que
amplifica o fragmento gendmico de ambos os tipos virais (Quadro 2). Para
realizar a discriminacao de HTLV-1 e HTLV-2, foi pesquisado o sitio de

restricdo enzimatica de Taq | (Tuke et al., 1992).

A interpretacao da reacgao é feita observando-se o resultado obtido na
eletroforese dos fragmentos originados da digestdo de produto especifico
em gel de agarose a 4%. O amplicon de tax de HTLV-2 possui dois sitios de
restricdo, porém sio observadas duas bandas (59 e 63pb), pois o fragmento
de 6pb nao é possivel visualizar. Enquanto a tax de HTLV-1 possui apenas
um sitio para acado da Taq |, um dos fragmentos digeridos corresponde ao

tamanho de 6bp, e somente uma unica banda de 122pb torna-se visivel.
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HTLV-1F

(qPCR) e nested-PCR convencional (n-PCR).

GAA CGC TCT AAT GGC ATT CTT AAA ACC

Quadro 2. Primers e sondas utilizados nas reacdes de PCR em tempo real

4788-4814

HTLV-1R

GTG GTT GAT TGT CCA TAG GGC TAT

4895-4872

HTLV-1*

FAM-ACA AAC CCG ACCTAC CC-NFQ

4837-4852

HTLV-2 F

CAA CCC CAC CAG CTC AGG

4740-4757

HTLV-2 R

GGG AAG GTT AGG ACA GTC TAG TAG ATA

4830-4803

HTLV-2*

FAM-TCG AGA GAA CCA ATG GTATAAT-NFQ

4763-4784

Albumina F

GCT CAA CTC CCT ATT GCT ATC ACA

16222-16245

Albumina R

GGG CAT GACAGG TTT TGC AAT ATT A

16351-16327

Albumina*

FAM-TTG TGG GCT GTA ATC AT-NFQ

16294-16310

SK 43

CGG ATA CCC AGT CTA CGT GT

7359 - 7378

SK 44

GAG CCG ATA ACG CGT CCATCG

7517-7497

TAX 1

GTG TTT GGC GAT TGT GTA CA

7375-7394

TAX 2

CCATCG ATG GGG TCC CA

7502-7486

Legenda: nt: nucleotideos (bases nitrogenadas); FAM: fluorescent reporter dye, 6-
carboxy-fluorescein; NFQ: non-fluorescent quencher; n-PCR: nested PCR; °?

posicdo dos nucleotideos nos genomas do HTLV-1 (linhagem ATK, numero de
acesso em GenBank J02029), HTLV-2 (linhagem MoT, numero de acesso em

GenBank M10060) e albumina humana (niumero de acesso em GenBank M12523).

n-PCR-RFLP (tax)
1A 2A 3A 4A 5A 6A 1B 2B 3B 4B 5B 6B

HTLV-1 HTLV-2

produto do n-PCR produto da restricio

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de n-PCR (tax)
antes e depois da restricdo enzimatica (RFLP). Fonte: Adaptado de

Caterino-de-Araujo.
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Quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR)

Para efetuar a pesquisa de trés sequéncias alvo para confirmar a
infecgdo por HTLV-1/2 por meio da qPCR, utilizou-se o sistema Taq Man®
(Applied Biosystems, USA) para detectar o gene da albumina humana como
controle endoégeno e os genes pol de HTLV-1 e HTLV-2. Os primers, as
sondas e os protocolos de reagdao foram aqueles descritos por Costa et
al.(2011) [Quadros 2 e 3] e adaptados por Gongalves (2015) [dados né&o
publicados], com base nas descricbes de Dehée et al. (2002); Lee et
al.(2004); Tamegao-Lopes et al.(2006) e Vitone et al.(2006). O input de DNA
(5 pL) nao foi baseado na dosagem de concentracdo de material genético,
porém, a amplificagdo do gene da albumina foi utilizada como controle de
reacao (amplificagdo), e também como verificador de qualidade (presencga)
de DNA. Foram consideradas positivas as amostras de DNA que tiveram o
ciclo de quantificacédo (Cq) de até 39 para HTLV-1 e 40 para HTLV-2. O

limite de detecgéo da qPCR (pol) foi de 10 copias de HTLV-1 e de HTLV-2.
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Quadro 3. Protocolos utilizados para as reagbes de PCR em tempo real
(gPCR), nested-PCR convencional (n-PCR) e RFLP.

Reagentes
Master mix real time 15 uL
Master mix Taq Colorless 12,5 ul
Master mix Taq Green 25 ul
Primer sense (12,5 pmol/uL) 0,5 uL
Primer sense (12,5 pmol/uL) 0,5 ul 1l
Primer anti-sense (12,5 pmol/uL) 0,5 puL
Primer anti-sense (12,5 pmol/uL) 0,5 ul 1l
Sonda (12,5 pmol/uL) 0,5 L
H,0 8,5 uL 9 ul 18 pl 12,3 ul
Tampao (10X) 2L
BSA (10 pg/pL) 0,2 uL
Taq 1 (10 u/plL) 0,5 pl
DNA input* 5uL 2,5uL 5uL 5uL
Volume final 30 uL 25 L 50 uL 20 pL
Termociclagem
94°C-1'
50°C-2' 94° C - 30"
95°C- 10" 55°C-30" 45X 65° C-5h
50X 90° C- 50" 72° C-30" 85° C- 30"
60°C-1' 72°C-7' 20°C- oo
8°C-oo
Amplicon
HTLV-1 108 pb 159 pb 128 pb 122 +6 pb
HTLV-2 91 pb 69+53+6pb
Albumina 130 pb

Legenda: Master Mix (Tag Man® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems,
USA); Master Mix Taq Colorless (Mix GoTag® Colorless Master, Promega), Master
Mix Taq Green (Mix GoTaq® Green Master, Promega), Taq | + Tampé&o [Tris-HCI
(10mM - pH 7.4), KCI (300 mM), EDTA (0.1mM), DTT (1mM), BSA (0.5mg/ml)
glycerol (50%)] + BSA (Promega), pb: pares de bases nitrogenadas, *(DNA nao

dosado).
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@ HTLV-1 Positivo
@ HTLV-1 Negativo

Threshold

@ HTLV-2 Positivo
@ HTLV-2 Negativo

y/ /i /
a4
// 4
Threshold ct =30 ct=34/ ct=37/ ctFd0

T T T T T T
20 25 30 3 0 45

@ Albumina Positivo
@ Albumina Negativo

Threshold Ctz24 CrslF  CrFal o F3s aF o7

Figura 11. Curvas de amplificagdo obtidas nas reag¢des de qPCR (pol) de
HTLV-1 e HTLV-2 e para o gene de referéncia (albumina). Fonte: Adaptado

de Campos. (2010) e Costa. (2010).
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3.2.4. Anélise dos dados

Apos a coleta das informagdes, foi constituido um banco de dados
utilizando-se o programa Epi Info versdo 3.5.4 para Windows. O teste de
Qui-Quadrado (multiplos grupos) ou exato de Fisher (dois grupos) e o
Statcalc (Odds ratio) foram empregados na analise das variaveis

categodricas.

As variaveis continuas (densidade d6tica nos  ensaios
imunoenzimaticos) foram avaliadas pelos testes nao paramétricos de
Kruskal-Wallis (multiplos grupos) ou Mann-Whitney (dois grupos), e o
programa estatistico GraphPad Prism 3.0 foi aplicado. Associagdes
estatisticamente significantes foram consideradas quando p<0,05. Os
graficos de variaveis categoricas foram construidos a partir dos dados da
planilha Excel e os de dispersédo foram elaborados com auxilio do Programa

GraphPad Prism®, versao 3.0.

A sensibilidade relativa e a especificidade relativa dos testes foram
calculadas segundo Kawamura 2002, considerando-se o resultado final
como verdadeiro positivo aquele obtido em pelo menos um dos testes

confirmatdrios, e ndo pela presenca ou auséncia de doenca.

Para a avaliagao de custo/efetividade dos testes confirmatérios foram
considerados os valores de R$ 210,00 para cada teste WB, R$ 230,00 para

cada teste LIA, R$ 82,95 para a qPCR e R$ 13,50 para a PCR-RFLP,
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tomando-se como base a cotagao de precos de julho de 2014 e a avaliagao

de diferentes algoritmos.
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4. Resultados

4.1. Desempenho dos testes de triagem

Quando as 1.608 amostras do G1 foram analisadas no kit Gold ELISA
REM (R), 49 resultaram reagentes, e pelo kit Murex (M) 51 apresentaram
resultados positivos. No G2, das 1.383 amostras analisadas, 70 resultaram
reagentes pelo kit R e 70 pelo kit M. Quatro amostras apresentaram DO na

zona cinza, sendo uma no R (G1) e trés no M (G2).

Uma andlise mais detalhada dos valores de DO/CO obtidos nos EIA
mostrou que as médias de absorbancias apresentadas pelo R eram em geral
mais baixas do que as do M, exceto no G1 para o HTLV-1. O kit R aparentou
ser de menor sensibilidade, uma vez que uma amostra apresentou a relagao
DO/CO inconclusiva [ID42 (HTLV-2)] (Barreto-Dami&o et al. 2014; Campos
et al.,, 2015). Em outras duas amostras os valores de DO/CO foram bem
abaixo da zona cinza [ID67 (HTLV-1) e ID79 (HTLV)], e estas trés amostras
foram provenientes de pacientes que tiveram a infecgdo por HTLV

confirmada (Tabela 2).

Quanto ao kit M, foi detectada uma amostra inconclusiva [ID79
(HTLV)] em que o respectivo paciente teve confirmacgdo da infecgdo por
HTLV pelo LIA. Cinco amostras com resultados na zona cinza ou abaixo
dela [Tabela 2 ID113, 114, 115, 117 e 127], tiveram perfil indeterminado ou

foram negativas nos testes confirmatorios.
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Tabela 2. Valores da relagao entre densidades 6pticas e cut off (DO/CO) das

amostras reagentes ou borderline em um dos ensaios imunoenzimaticos

empregados na triagem de HTLV-1/2 e o resultado final.

1 105 71 HTLV-2 4 101 71 HTLV-2 87 99 98 HTLV-1
2 102 7 HTLV 45 86 4 HTLV-2 88 100 81 HTLV-1

3 98 101 HTLV-1 46 10,7 88 HTLV-1 89 80 20 HTLV-2

4 88 66 HTLV-1 47 76 35 HTLV-2 90 13,1 94 HTLV-2

5 72 9 HTLV-2 48 105 85 HTLV-2 91 132 88 HTLV-1

6 71 93 HTLV-1 49 10,7 86 HTLV-1 92 12,7 103 HTLV-1

7 28 31 HTLV-1 50 132 8 HTLV-2 93 121 49 HTLV-2

8 57 28 HTLV-2 51 12,8 85 HTLV-1 94 126 30 HTLV-2

9 85 85 HTLV-1 52 13,1 95 HTLV-1 95 94 15 HTLV-2

10 86 93 HTLV-1 53 13,3 88 HTLV-1eHTLV-2 96 11,9 10,1 HTLV-1

11 76 73 HTLV-1 54 13,4 96 HTLV-1 97 125 101 HTLV-1

12 52 63 HTLV-2 55 13,0 6,9 HTLV-2 98 120 89 HTLV-1

13 99 88 HTLV-1 56 13,1 7,8 HTLV-1 99 11,7 71 HTLV

14 10 83 HTLV-2 57 12,8 6,1 HTLV-2 100 11,5 6,1 HTLV-1

15 98 85 HTLV-1 58 12,8 7,2 HTLV-1 101 125 9,6 HTLV-2

16 75 10 HTLV-1 59 13,1 8,1 HTLV-1 102 91 24 HTLV-2

17 75 83 HTLV-2 60 129 9,0 HTLV-1 103 11,3 21 HTLV-2

18 7 7,3 HTLV-2 61 13,1 94 HTLV-1 104 11,5 87 HTLV-2

19 64 63 HTLV-2 62 13,1 8.2 HTLV-2 105 11,4 85 HTLV-1

20 74 96 HTLV-1 63 13,4 9,0 HTLV-1 106 12,0 73 HTLV-2

21 43 35 HTLV-1 64 24 1,1 HTLV-2 107 11,4 3,5 HTLV-2

2 64 71 HTLV-1 65 133 9,5 HTLV-1 108 11,8 54 HTLV

23 7,9 6,1 HTLV 66 13,6 9,7 HTLV-1 109 12,5 6,7 Indeterminado
24 59 68 HTLV-1 67 11 0.2 HTLV-2 110 12,6 59 Indeterminado
25 5,8 9,6 HTLV-2 68 13,6 9,6 HTLV-1 111 6,4 1,6 Indeterminado
26 5 7,7 HTLV-1 69 8,5 2,0 HTLV-2 112 12,5 6,8 Indeterminado
27 56 98 HTLV-1 70 12,6 41 HTLV 113 53 2,4 Indeterminado
28 55 22 HTLV-2 71 129 86 HTLV-2 114 50 2,0 Indeterminado
29 9,7 9,4 HTLV-1 72 12,0 6,9 HTLV-1 ‘ 115 0,9 0,1 Indeterminado \
30 98 95 HTLV-1 73 129 9,0 HTLV-2 116 03 1,4 Indeterminado |
31 93 74 HTLV-1 74 129 95 HTLV-1 117 0,9 01 Indeterminado |
32 7 9,5 HTLV-1 75 126 7,9 HTLV-2 118 13 04 Negativo
33 69 872 HTLV-1 76 11,7 58 HTLV-2 119 05 1.2 Negativo
34 56 4 HTLV-1 77 116 94 HTLV-1 120 66 46 Negativo
35 69 96 HTLV-1 78 11,8 9,7 HTLV-1 121 76 28 Negativo
36 67 84 HTLV-1 79 09 01 HTLV 122 16 04 Negativo
37 54 7 HTLV-2 80 12,7 6,0 HTLV-1 123 23 0.2 Negativo
38 104 86 HTLV-2 81 12,7 8.2 HTLV-2 124 11,9 5.2 Negativo
39 104 97 HTLV-1 82 12,7 85 HTLV-2 125 37 54 Negativo
40 65 66 HTLV-2 83 120 44 HTLV-2 126 1,5 23 Negativo
41 57 65 HTLV-2 84 132 7.1 HTLV-1 127 03 13 Negativo
142 24 09 HTLV-2 |85 133 5.2 HTLV-1

43 11 65 HTLV-2 86 99 90 HTLV-1

Legenda: ID — Identificagdo da amostra, M — DO/CO obtida no Murex, R — DO/CO obtida no
REM, Resultado (segundo critérios descritos em Casuistica e Métodos). Destaque: moldura
em verde (amostras com perfil inconclusivo por R), moldura em azul (amostras com perfil

inconclusivo em R e M), e moldura em laranja (amostras com perfil inconclusivo por M).
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No G1 as médias de DO/CO obtidas pelos dois kits considerando-se
como resultado final a combinagcao do perfil apresentado no WB + gPCR,
LIA + gPCR e LIA + PCR-RFLP, em analise multiparamétrica mostraram
diferenca significativa para os pacientes com HTLV-1, HTLV-2 e HTLV.
Quando analisados pareando-se os resultados obtidos nos testes Murex e
REM, nao houve diferenga significativa (Anexo 8.3). No G2 os resultados
dos WB + gPCR, WB + PCR-RFLP, LIA + gPCR e LIA + PCR-RFLP
mostraram diferencas significantes em pacientes com HTLV-1, HTLV-2 e
HTLV (Anexo 8.4). E quando analisados pareando-se Murex e REM,
apresentaram diferengas estatisticas no WB + gPCR, WB + PCR-RFLP, LIA
+ qPCR e LIA + PCR-RFLP em pacientes HTLV-1 e HTLV-2 positivos
(Anexo 8.4). Para HTLV houve diferenca apenas quando foram analisados

pareados LIA + gPCR (Anexo 8.4 H).

A avaliacdo de desempenho dos kits EIA apresentada na Tabela 3,
mostra entre outros parametros que a sensibilidade e especificidade do kit

Murex foram de 99,0% e 99,5% e do REM 97,2% e 99,5%, respectivamente.

Tabela 3. Valores de sensibilidade e especificidade relativas dos EIA

aplicados a cada grupo e a populacao de coinfectados HTLV-1/2 / HIV-1.

Sensibilidade Murex 100,0% 98,3% 99,1%

Relativa REM 98,0% 96,6% 97,2%
Especificidade Murex 99,9% 99,0% 99,5%
Relativa REM 100,0% 98,9% 99,5%

Legenda: EIA — Enzyme Immunoassay.
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4.2. Desempenho dos testes confirmatorios

Considerando-se o resultado positivo detectado em pelo menos um
dos quatro testes confirmatdrios, a infecgdo por HTLV foi comprovada em
108 amostras: 56 HTLV-1, um HTLV-1 e HTLV-2 [ID53], 45 HTLV-2 e seis
HTLV. As demais amostras reagentes na triagem apresentaram perfil

indeterminado (nove) ou foram negativas (10), Tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de resultado final apresentado pelas amostras
reagentes na triagem para deteccéo de anticorpos especificos para infecgao

por HTLV-1/2 em populagao de coinfectados por HIV-1.

HTLV-1 27 21,2 29 22,8 56 44,1
HTLV-1 + HTLV-2 - - 1 0,8 1 0,8
HTLV-2 21 16,5 24 18,9 45 35,4
HTLV 2 1,6 4 3,2 6 4,7
Indeterminado - - 9 7,1 9 7,1
Negativo 1 0,8 9 7,1 10 7,9

A Tabela 5 mostra os resultados individuais obtidos nos ensaios
confirmatdrios sorolégicos € moleculares, em que houve concordancia total
entre eles em 50,9 % das amostras. Resultados positivos foram detectados
em trés ensaios confirmatérios em 25,0% das amostras analisadas, 17,6%
em dois ensaios e 6,5 % em apenas um ensaio. E importante ressaltar que
em cinco amostras nao foi possivel realizar a PCR-RFLP pelo esgotamento
da aliquota de DNA, e mais cinco amostras de soro foram submetidas ao LIA

e WB.



Quanto as amostras que resultaram negativas nos ensaios
moleculares e indeterminadas nos sorolégicos, os perfis de indeterminagao e

os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 5. Resultados individuais e finais nos ensaios confirmatérios
sorologicos (WB e LIA) e moleculares (QPCR e PCR-RFLP) das amostras

positivas para infecgdo por HTLV-1/2 em pacientes coinfectados por HIV-1.

1 HTLV-2 HTLV-2 0 0 32 Negativo HTLV-2 HTLV-2
2 HTLV HTLV 0 0 33 Negativo Negativo HTLV

3 HTLV-1 HTLV-1 30 0 26 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
4 HTLV HTLV 0 0 26  Negativo HTLV-1 HTLV-1
5 HTLV-2 HTLV-2 0 0 30 Negativo Negativo HTLV-2
6 HTLV-1 HTLV-1 0 0 30 Negativo Negativo HTLV-1
7 Indeterminado HTLV-1 0 0 26  Negativo HTLV-1 HTLV-1
8 HTLV-2 HTLV-2 0 0 31  Negativo Negativo HTLV-2
9 HTLV-1 HTLV-1 35 0 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
10 HTLV-1 HTLV-1 29 0 24 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
11 HTLV-1 HTLV-1 0 0 30 Negativo Negativo HTLV-1
12 Indeterminado HTLV-2 0 39 27 HTLV-2 Negativo HTLV-2
13 HTLV-1 HTLV-1 35 0 28 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
14 HTLV-2 HTLV-2 0 0 29 Negativo Negativo HTLV-2
15 HTLV-1 HTLV-1 39 0 25 HTLV-1 Negativo HTLV-1
16 HTLV HTLV 37 0 28 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
17 HTLV-2 HTLV-2 0 35 26 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
18 HTLV HTLV-2 0 0 28 Negativo Negativo HTLV-2
19 Indeterminado HTLV-2 0 0 29 Negativo Negativo HTLV-2
20 HTLV-1 HTLV-1 0 0 29  Negativo HTLV-1 HTLV-1
21 Indeterminado HTLV 0 0 32 Negativo HTLV-1 HTLV-1
22 HTLV-1 HTLV-1 31 0 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
23 HTLV HTLV 0 0 34  Negativo Negativo HTLV

24 HTLV-1 HTLV-1 37 0 26 HTLV-1 Negativo HTLV-1
25 HTLV HTLV-2 0 38 27 HTLV-2 Negativo HTLV-2
26 HTLV-1 HTLV-1 0 0 31 Negativo Negativo HTLV-1
27 HTLV-1 HTLV-1 32 0 29 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
28 Indeterminado HTLV-2 0 0 27 Negativo Negativo HTLV-2
29 HTLV-1 HTLV-1 35 0 31 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
30 HTLV-1 HTLV-1 30 0 26 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
31 HTLV-1 HTLV-1 35 0 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
32 HTLV-1 HTLV-1 37 0 28 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
33 HTLV-1 HTLV-1 34 0 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
34 HTLV-1 HTLV-1 0 0 25  Negativo HTLV-1 HTLV-1
35 HTLV-1 HTLV-1 30 0 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
36 HTLV-1 HTLV-1 38 0 28 HTLV-1 Negativo HTLV-1
37 Indeterminado HTLV-2 0 0 31  Negativo Negativo HTLV-2
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Continuacao Tabela 5.

38 HTLV-2 HTLV-2 0 33 27 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
39 HTLV-1 HTLV-1 35 0 30 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
40 Indeterminado HTLV-2 0 33 26 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
41 HTLV-2 HTLV-2 0 33 29 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
42 Indeterminado HTLV-2 0 37 28 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
43 HTLV-2 HTLV-2 0 29 27 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
‘ 44 HTLV-2 HTLV-2 0 40 29 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2
45 Indeterminado HTLV 0 40 35 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
46 HTLV-1 HTLV-1 0 0 36 Negativo HTLV-1 HTLV-1
47 HTLV-2 HTLV-2 0 0 32 Negativo HTLV-2 HTLV-2
‘ 48 HTLV-2 HTLV-2 0 0 39 Negativo HTLV-1 HTLV-2
49 HTLV-1 HTLV-1 36 0 30 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
50 HTLV-2 HTLV-2 0 32 31 HTLV-2 Negativo HTLV-2
51 HTLV-1 HTLV-1 39 0 28 HTLV-1 Negativo HTLV-1
52 HTLV-1 HTLV-1 29 0 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
53 HTLV-1eHTLV-2 HTLV-1eHTLV-2 36 37 30 HTLV-1eHTLV-2 NR HTLV-1 e HTLV-2
54 HTLV-1 HTLV-1 35 0 29 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
55 HTLV-2 HTLV 0 0 25 Negativo HTLV-2 HTLV-2
56 HTLV-1 HTLV-1 33 0 26 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
57 HTLV-2 HTLV-2 0 38 26 HTLV-2 NR HTLV-2
58 HTLV-1 HTLV-1 39 0 33 HTLV-1 NR HTLV-1
59 HTLV-1 HTLV-1 NR NR NR NR NR HTLV-1
60 Indeterminado HTLV 36 0 27 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
61 HTLV-1 HTLV-1 30 0 27 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
62 HTLV-2 HTLV-2 0 40 27 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
63 HTLV-1 HTLV-1 0 0 24 Negativo Negativo HTLV-1
64 HTLV-2 HTLV-2 0 32 24 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
65 HTLV-1e HTLV-2 Indeterminado 29 0 24 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
66 HTLV-1 HTLV-1 35 0 29 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
67 HTLV-2 Indeterminado 0 0 25 Negativo Negativo HTLV-2
68 HTLV-1 HTLV-1 28 0 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
69 Negativo HTLV 0 0 29 Negativo Negativo HTLV
70 HTLV HTLV-2 NR NR NR NR NR HTLV-2
71 Indeterminado HTLV-2 0 28 24 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
72 HTLV-1 HTLV-1 32 0 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
73 Indeterminado HTLV-2 0 39 24 HTLV-2 Negativo HTLV-2
74 HTLV-1 HTLV-1 0 0 30 Negativo Negativo HTLV-1
75 HTLV-2 HTLV-2 0 40 37 HTLV-2 Negativo HTLV-2
76 HTLV-2 HTLV-2 0 39 26 HTLV-2 Negativo HTLV-2
77 HTLV-1 HTLV-1 0 0 23 Negativo NR HTLV-1
78 HTLV-1 HTLV-1 24 0 21 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
79 Indeterminado HTLV 0 0 26 Negativo Negativo HTLV
80 HTLV-1 HTLV-1 0 0 24 Negativo Negativo HTLV-1
81 HTLV-2 HTLV-2 0 36 22 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
82 Indeterminado HTLV-2 0 29 23 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
83 Indeterminado HTLV-2 0 0 22 Negativo HTLV-2 HTLV-2
84 Indeterminado HTLV-1 31 0 26 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
85 HTLV-1 HTLV NR NR NR NR NR HTLV-1
86 HTLV-1 HTLV-1 27 0 21 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
87 HTLV-1 HTLV-1 28 0 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
88 HTLV-1 HTLV-1 27 0 22 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
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Continuacao Tabela 5.

89 Indeterminado HTLV-2 0 35 22 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
90 HTLV-2 HTLV-2 0 29 24 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
91 HTLV-1 HTLV-1 29 0 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
92 HTLV-1 HTLV-1 26 0 22 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
93 HTLV-2 HTLV-2 0 39 27 HTLV-2 Negativo HTLV-2
94 HTLV-2 HTLV-2 0 38 24 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2
95 HTLV-2 HTLV-2 0 35 23 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
96 HTLV-1 HTLV-1 28 0 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
97 HTLV-1 HTLV-1 30 0 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
98 HTLV-1 HTLV-1 27 0 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
99 HTLV HTLV NR NR NR NR NR HTLV

100 HTLV-1 HTLV-1 36 0 21 HTLV-1 NR HTLV-1
101 HTLV-2 HTLV-2 0 27 23 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
102 Negativo Indeterminado 0 0 22 Negativo HTLV-2 HTLV-2
103 HTLV-2 HTLV-2 0 26 20 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
104 HTLV-2 HTLV-2 0 0 22 Negativo Negativo HTLV-2
105 HTLV-1 HTLV-1 26 0 22 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
106 HTLV-2 HTLV-2 0 32 22 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
107 HTLV-2 HTLV-2 0 33 24 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
108 HTLV HTLV NR NR NR NR NR HTLV

Legenda: ID — Identificagdo da amostra, Cq - Ciclo de quantificagdo, Cq1- pol HTLV-1,
Cq 2- pol HTLV-2, Cq 3- albumina (controle endogeno utilizado), NR — Nao Realizado
(amostras de soro ou com DNA esgotado). Destaque: moldura em azul (amostra com
resultado discordante na PCR-RFLP).

Tabela 6. Perfis de resultados indeterminados nos ensaios confirmatérios
sorolégicos (WB e LIA) e moleculares (QPCR e PCR-RFLP) negativos
apresentados pelas amostras reagentes na triagem de infecgdo por HTLV-

1/2 em pacientes coinfectados por HIV-1.

109 GD21 gp21l/1 0 0 27 Negativo  Negativo Indeterminado
110 rgp 46-11, GD21 gp21l/1 0 0 34 Negativo Negativo Indeterminado
111 rgp46-1, p24 (tracos leves) e GD21 gp21l/1 0 0 32  Negativo NR Indeterminado
112 rgp46-2, GD21 gp21l/1 0 0 27 Negativo Negativo Indeterminado
113 rgp46-1, p24 (tracos leves) e GD21 gp21l/1 0 0 25 Negativo Negativo Indeterminado
114 rgp46-1 e GD21 gp21 1/l 0 0 26 Negativo Negativo Indeterminado
115 p24 e p19 (tragos leves) gp21 1/l 0 0 26 Negativo Negativo Indeterminado
116 p24 p19l/1l, p241/1l 0 0 33 Negativo Negativo Indeterminado
117 p24, GD21 (tragos leves) gp21 1/l 0 0 28 Negativo Negativo Indeterminado

Legenda: ID — Identificagdo, Cq - Ciclo de quantificagdo, Cq1- pol HTLV-1, Cq 2- pol
HTLV-2, Cq 3- albumina (controle enddgeno utilizado), NR — Ndo Realizado
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Em relagdo a sensibilidade apresentada pelos testes confirmatérios, a
Tabela 7 mostra a porcentagem de cada um dos quatro ensaios quando
aplicados ao G1, G2 e quando avaliados juntos. Destaca-se que ao aplica-
los nas amostras de pacientes coinfectados por HIV-1, o melhor
desempenho como teste confirmatério e discriminatério da infecgédo por
HTLV foi apresentado pelo LIA (97,2%) seguido pelo WB (82,4%), qPCR
(68,9%), PCR-RFLP (68,4%). A PCR-RFLP mostrou especificidade abaixo
do esperado como teste molecular, pois trés das amostras HTLV-2 positivas
comprovadas por outros ensaios, foram identificadas como HTLV-1 nessa
técnica molecular (Tabela 5 ID44, 48 e 94); e estes resultados foram

mantidos quando a reagao foi repetida.

Analisando-se a sensibilidade relativa dos ensaios soroldégicos
confirmatdérios em relacao aos tipos virais separadamente, para HTLV-1 o
LIA mostrou sensibilidade relativa de 88,9% no G1 e 86,7% no G2, e o WB
85,2% no G1 e 90,0% no G2; e em ambos os testes a sensibilidade relativa
foi de 89,5%. Estes ensaios tiveram melhor desempenho do que os ensaios
moleculares, em que a PCR-RFLP mostrou sensibilidade relativa de 77,8%
no G1 e 83,3% no G2, e a qPCR 66,7% no G1 e 80,0% no G2. O teste que
apresentou melhor discriminagdo para HTLV-2 foi o LIA [(95,2%) G1 e
(84,0%) G2] seguido pela qPCR [(52,4%) G1 e (76,0%) G2], WB [(57,0%)
G1 e (72,0%) G2] e por ultimo a PCR-RFLP [(43,0%) G1 e (68,0%) G2]

(Tabela 8).
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Tabela 7. Valores de sensibilidade e especificidade relativas apresentados
pelos testes confirmatérios sorolégicos (WB e LIA) e moleculares (QPCR e
PCR-RFLP) aplicados em cada grupo e nos individuos coinfectados por

HTLV-1/2 ] HIV-1.

WB 82,0% 82,8% 82,4%

Sensibilidade LIA 100,0% 94,8% 97,2%
Relativa g PCR 58,0% 79,2% 68,9%
PCR-RFLP 62,5% 74,5% 68,4%

WB 100,0% 55,6% 60,0%

Especificidade LIA 100,0% 77,8% 80,0%
Relativa g PCR 100,0% 100,0% 100,0%

PCR-RFLP 50,0% 81,8% 76,9%

Tabela 8. Valores de sensibilidade relativa para cada tipo viral (HTLV-1 e
HTLV-2) apresentado pelos testes confirmatorios sorologicos (WB e LIA) e

moleculares (QPCR e PCR-RFLP) aplicados em cada grupo e nos individuos

coinfectados por HTLV-1/2 / HIV-1.

WB 85,2%
LIA 88,9% 86,7% 89,5% 95,2% 84,0% 91,3%

gPCR 66,7% 80,0% 76,4% 52,4% 76,0% 66,7%
PCR-RFLP 77,8% 83,3% 80,4% 42,9% 68,2% 55,8%

4.3. Andlise de Custo-Beneficio dos Algoritmos

Considerando-se a indisponibilidade de um ensaio padrdao ouro que

seja 100,0% sensivel ou préoximo a este desempenho, para se chegar a
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melhor combinagao de testes confirmatdrios para o diagndstico da infecgao
por HTLV-1/2, é preciso avaliar ndo so6 a eficiéncia do ensaio, mas também o
custo do teste e a viabilidade de sua execugdo em busca de minimos
possiveis pontos desfavoraveis para maximizar os beneficios (Caterino-de-

Araujo et al., 2014).

Desta forma, os arranjos de possiveis algoritmos de testes
confirmatdrios estdo representados na Tabela 9, em que o algoritmo de
menor custo para confirmar infeccdo por HTLV-1/2 foi o G (que usa a PCR-
RFLP como primeiro teste confirmatorio e o WB como complementar). Neste
esquema sete amostras permaneceriam inconclusivas ou negativas [ID12,
19, 28, 37, 69, 73 e 79]. Portanto, o algoritmo de melhor custo-beneficio
poderia ser o C. Porém, levando-se em consideragao a sensibilidade dos

testes, o algoritmo de escolha deveria incluir o LIA (D).

Em resumo, o algoritmo de testes confirmatérios com melhor custo-
beneficio seria composto pela gPCR como teste de primeira escolha e o LIA
como ensaio complementar [Figura 16 — Algoritmo D (Tabela 9)]. Na
impossibilidade de combinar ensaios, a confirmacao da infec¢cao por HTLV-

1/2 poderia ser feita pelo LIA (Figura 17).
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Tabela 9. Arranjo de quatro possiveis testes confirmatérios para compor o melhor algoritmo com relagdo ao custo-beneficio

para o diagnostico da infecgao por HTLV-1/2 em populagéo coinfectada por HIV-1.

WB? LIA® q PCR® q PCR®

n= 127 26.670,00 n= 127 29.210,00 n= 121 10.036,95 n= 121 10.036,95
q PCR® q PCR® ws® LIA®

n= 43 3.566,85 n= 30 2.488,50 n= 55 11.550,00 n= 55 12.650,00

WB? LIA® PCR-RFLP? PCR-RFLP?

n= 127 26.670,00 n= 127 29.210,00 n= 121 1.633,50 n= 121 1.633,50
PCR-RFLP® PCR-RFLP® wBa" LIA®

n= 43 580,50 n= 30 405,00 n= 55 11.550,00 n= 55 12.650,00

Legenda: ® — teste de 12 escolha; ° - teste complementar ao de 12 escolha, [A, B, C, D, E, F, G e H] — possiveis algoritmos de testes
confirmatérios da infecgao por HTLV-1/2 em populagédo HIV-1 positiva.
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Figura 12. Algoritmo de testes laboratoriais sorolégicos € moleculares para o
diagndstico de infecgdo por HTLV-1 e HTLV-2 em individuos HIV-1 positivos,

proposto pelo Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo em 2016.
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Figura 13. Algoritmo de testes laboratoriais sorolégicos para o diagnostico
de infecgado por HTLV-1 e HTLV-2 em individuos HIV-1 positivos, proposto

pelo Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo em 2016.
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4.4. Caracteristicas demograficas dos Grupos de individuos analisados

em relagéo aos resultados obtidos

A Figura 14 mostra a distribuicdo dos individuos, segundo o sexo,

pertencentes aos dois distintos grupos G1 e G2, cujas amostras foram

analisadas quanto ao status da infecgao por HTLV-1/2. Apesar de a maioria

dos individuos analisados serem do sexo masculino, houve maior frequéncia

de pacientes do sexo feminino entre os coinfectados HIV/HTLV [G1 (6,45%)

e G2 (7,28%)] em relacdo aos do sexo masculino [G1 (2,18%) e G2

(3,33%)]. Estes achados sao ratificados pelos dados da Tabela 10, que

ressalta a associacéo de coinfec¢cao HIV/HTLV com o sexo feminino.

B Masculino

B Feminino

100% 7

90% 1

80% v

70%

60%

50%

40% 1

30% Vv
yd

20% +

10% Vv

T

HIV/HTLV
(n=50)

0%

HIV
(n=1608)

Gl

T

HIV/HTLV
(n=58)

HIV
(n=1383)

G2

Figura 14. Distribuicdo de individuos, segundo o sexo, pertencentes aos

dois grupos infectados por HIV-1 (G1 e G2), e de acordo com os resultados

positivos e negativos para infecgdo por HTLV-1/2.
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Tabela 10. Dados demograficos dos dois grupos que compreendem os

individuos coinfectados com HIV-1.

Idade

Grupo 1 49,3 (28-66) 50,6 (45-68) 50,5 (48-53)

Grupo 2 42,7 (18-62) 47,2 (32-64) 37,2 (24-51)

Sexo

Feminino

Grupo 1 11 (40,7%) 12 (57,2%) 1 (50,0%) 3.22 (1.76-5.88)
Grupo 2 17 (56,7%) 10 (40,0%) 3 (75,0%) 2.28 (1.31-4.00)
Masculino

Grupo 1 16 (59,3%) 9 (42,8%) 1(50,0%) 0.31(0.17-0.57)

Grupo 2 13 (43,3%) 15 (60,0%) 1(25,0%) 0.44 (0.25-0.77)

Legenda:OD — Odds ratio, (IC95%) — Intervalo de confianga de 95%, * - Uma
amostra do G2 teve a infecgdo confirmada por ambos os tipos virais (HTLV-1 e
HTLV-2).

Em relacdo a idade, os pacientes negativos para a infecgdo por
HTLV-1/2 de G1 se concentraram na faixa etaria de 41 a 50 anos (34,7%),
enquanto em G2 a distribuicdo foi mais heterogénea, com maior frequéncia
dos 21 aos 30 anos (33,0%) (Figura 15). Nos pacientes coinfectados por
HIV-1/HTLV, embora pertengam a faixa etaria de 41 a 50 anos [G1 (46,0%)
e G2 (41,4%)] (Figura 15), houve diferenga significante entre eles, conforme

mostra a Figura 16.



== (G1- Negativos ==t==G1- Positivos G2 - Negativos ==—t==G2 - Positivos
50% 45%

- A o
o ”A\\\ <7 // \\
o '/ /4 \\\ 21:: + /’ \\
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0% - 0%

=20 21-30 31-4041-50 51-60 61-70 =71 =20 21-3031-4041-5051-6061-70 =71
A anos | B anos

Figura 15. Frequéncia de idades distribuidas em intervalos de 10 anos e
classificadas quanto a positividade para infecgao por HTLV-1/2 entre os dois

grupos de pacientes HIV-1 positivos.

Legenda: A— Grupo 1 e B — Grupo 2.

A Figura 16 mostra as diferengas estatisticas encontradas na analise
do parametro idade pelo programa estatistico Mann-Whitney U-test. A
populacado coinfectada apresentou maior idade em relacdo aquela infectada
apenas pelo HIV-1, tanto no G1 (p=0.0002) como no G2 (p<0.0001). Houve
também diferenca entre G1 e G2, quando foram comparados os pacientes
que resultaram negativos (p<0.0001), assim como os positivos (p=0.0188)

para HTLV-1/2.
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Figura 16. Resultados obtidos a partir da frequéncia de idade dos dois
grupos de pacientes HIV-1 positivos e coinfectados com HTLV-1/2. Analise

por meio de GraphPad Prism e programa estatistico Mann-Whitney U.

Por fim, analisando-se todos os resultados obtidos nos testes de
triagem e confirmatérios, determinou-se a prevaléncia de 3,6% de infecgéo
por HTLV em pacientes infectados por HIV-1 em Sao Paulo (Tabela 11). As
prevaléncias individuais (G1 vs. G2) ndao apresentaram diferenca estatistica
(p=0.113). Os resultados de G1 foram ja publicados (Caterino-de-Araujo et

al., 2015).

Tabela 11. Prevaléncia da infecgdo por HTLV-1/2 nos dois grupos que

compreendem os individuos coinfectados por HIV-1.

Grupo 1 50 3,1 1558 96,9 1608
Grupo 2 58 4,2 1325 95,8 1383
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5. Discussao

Varios estudos tém obtido resultados insatisfatorios na triagem
sorologica que indicam a necessidade de efetuar a combinagédo de testes
para melhorar a precisdo no diagndstico, independentemente de ser de
regides com alta ou baixa prevaléncia e de serem populagdes de baixo ou
alto risco para a infecgao por HTLV. Mesmo o Japao, que apresenta regides
endémicas apenas para o HTLV-1, tem problemas com o seu diagnadstico.
Kobayashi e colaboradores (1998) encontraram 44,7% de inconsisténcia
entre os resultados obtidos nos testes de triagem e confirmatorios
[aglutinagédo de particulas (PA), EIA, IFI e RIP] em amostras de banco de
sangue. O teste PA teve o melhor desempenho, pelo fato de efetuar também
a captura de IgM e por ter apresentado menor numero de resultados falso-
negativos. Em populagédo de alto risco, Verdonck (2008) confirmou 86 LIA
positivos, um com perfil indeterminado e dois negativos, dentre eles 6,7%
(n=6) apresentaram resultado discordante na triagem por trés EIA, em que
50,0% (n=3) tiveram a infeccdo confirmada; por conseguinte, utilizando-se

apenas um kit poderia induzir resultados falso-negativos.

Na Argentina o grande problema observado na triagem em bancos de
sangue se refere aos resultados falso-positivos, pela auséncia de um teste
que apresente sensibilidade e especificidade de 100,0%, o que causa o
indevido descarte de bolsas que sao apropriadas para doagao de

hemoderivados (Berini et al., 2008 e Moreno et al., 2013).
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Na triagem de amostras dos pacientes do presente estudo (populagao
HIV-1 positiva), foram detectadas 11 amostras com resultados discordantes
entre os dois EIA utilizados (Murex e REM). Destas amostras, em duas a
infeccdo por HTLV-2 foi confirmada, em uma nao foi possivel discriminar o
tipo viral (HTLV), trés permaneceram inconclusivas, e cinco foram
consideradas negativas apds a analise nos testes confirmatdrios. Isto reforca
a necessidade de submeter amostras com DO/CO na zona cinza (< 20% do
cut off) a analise pelos testes confirmatérios antes de concluir seus
resultados, principalmente quando a triagem sorologica utilizar apenas um
ensaio. Estes resultados também confirmam dados anteriormente obtidos

(Jacob et al., 2007; 2008 e 2009).

O critério para definir zona cinza pode variar de acordo com a
populacdo analisada, quando apresenta alto ou baixo risco para infecgao por
HTLV. Em bancos de sangue normalmente adota-se como zona cinza as
amostras com relagdo DO/CO < 10% do ponto de corte (Carneiro-Proietti et

al. 2012), enquanto no Instituto Adolfo Lutz é utilizado < 20% do cut off.

Apesar da inconsisténcia de 8,7% apresentada pelos ensaios
utilizados na triagem, notou-se a diminuicdo no numero de discordancias.
Este achado reflete a melhoria quanto a sensibilidade e especificidade dos
testes, com a evolugdo das geragcbes dos kits EIA ao passar dos anos

(Jacob et al., 2007; 2008 e 2009 e Caterino-de-Araujo, 2009).

No entanto, a sensibilidade dos testes de triagem para detectar a

infecgao por HTLV-2 neste estudo, ainda € um pouco inferior a do HTLV-1
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(95,0% vs. 100,0%), corroborando os achados de Andersson et al. (1999) ao
aplicarem dois painéis de soros [um da Suécia e outro da Africa Ocidental
(Guiné-Bissau), regides de baixa e alta prevaléncia, respectivamente]. Esses
autores empregaram 14 ensaios de diferentes formatos, fabricantes e/ou
composicao antigénica (PA, EIA e CIA), e a sensibilidade dos testes para
HTLV-2 variou de 86,0 a 100,0%, sendo mais alta nos kits de 32 geracdo. Os
estudos desenvolvidos por Andersson et al (1999) e no trabalho de Campos
et al. (2015), mostram que as absorbancias obtidas nas amostras HTLV-2
sdo em geral mais baixas em relacdo as de HTLV-1, mesmo nos EIA de 32
geragcao que mostram maiores valores das razées DO/CO. Este fato sugere
que os antigenos (peptideos sintéticos e proteinas recombinantes de env e
core) utilizados nos kits EIA de 32 geragédo ndo estdo adsorvidos na mesma
proporgao para ambos os tipos virais, ou ndo apresentam alta sensibilidade

para HTLV-2 em particular.

E importante reforcar que os resultados falso-positivos e falso-
negativos descritos na literatura, em sua maioria, sdo referentes as amostras
de banco de sangue. Em populagdo coinfectada por HIV-1, ha poucos
relatos que detalham obstaculos para concluir o diagnéstico. Porém, além de
problemas intrinsecos dos testes que falham na detecgdo de alguns
pacientes infectados, adiciona-se a possibilidade de alteracdo da resposta
imune em decorréncia de infeccdo por outros retrovirus. Schipbach e
colaboradores (1988) associaram os resultados HTLV falso-positivos ao alto
estimulo do sistema imunoldgico tanto em doadores de sangue, como na

populagdo HIV positiva, em que o0s anticorpos inespecificos
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(predominantemente IgM polirreativos) presentes no plasma se ligam,
embora fracamente, com uma variedade de diferentes antigenos e

estruturalmente nao relacionados.

Para entender os resultados falso-positivos nos testes para a
detecgédo de infecgbes virais (HIV, HTLV, HBV e HCV) em amostras de
doadores de sangue, Vo et al. (2016) analisaram varios parédmetros e
notaram que para HTLV, as amostras falso-positivas eram na maioria de
mulheres com idade entre 25 a 44 anos, e a ocorréncia de numero relevante
de DST quando comparado aos demais grupos (18,0% vs. 9,0%). Estes
dados se contrapdem aos encontrados no presente estudo, pois das 12
amostras reagentes de SAE de Sdo Paulo, porém sem confirmagéo, oito
eram de individuos do sexo masculino com média de idade de 37,7 anos
(minima de 20 e maxima de 52 anos). Estes resultados confirmam aqueles
obtidos em anos anteriores no mesmo laboratério na analise de pacientes de

CRT-A (Jacob et al., 2008).

A etapa de confirmacgao diagndstica persiste em ser um desafio, uma
vez que nao ha padrao ouro, pela auséncia de consenso em relagcdo a
eficiéncia do ensaio confirmatério a ser utilizado, pois & variavel de acordo
com as populagdes de risco estudadas. No entanto, o WB ainda é o teste
mais utilizado por ser de facil execugcdo e nao requerer infraestrutura

complexa em comparagao aos ensaios moleculares.

Contudo, resultados WB indeterminados na infeccédo por HTLV-1/2

ainda sédo problema mundialmente recorrente, especialmente em areas
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endémicas. Embora a importancia clinica e epidemioldgica destes resultados
ainda nao esteja completamente esclarecida, diversos estudos em diferentes
regides do mundo fornecem evidéncias para a necessidade de investigar
mais a fundo os padrbes indeterminados, sobretudo em regides endémicas

para HTLV.

Na populacéo coinfectada por HIV-1 estudada, o WB apresentou
23,6% (30/127) de amostras com perfis indeterminados. Quando submetidas
a analise por LIA ou PCR: em quatro a infecgcdo foi excluida, nove
permaneceram inconclusivas e 17 foram positivas (12 para HTLV-2, quatro
para HTLV-1 e uma para HTLV). O percentual de indeterminados
esclarecido pelo ensaio molecular foi semelhante aos achados pelos grupos
como de Zanjani (2010) que analisou 40 amostras WB indeterminado de
doadores de sangue no Iran, e obteve cinco (12,5%) amostras positivas para
HTLV-1 por PCR. Costa e Segurado (2009) constataram que de 0,98% de
WB indeterminados em doadores de sangue no Brasil, 9,2% resultaram em
PCR positivo, Mangano et al. (2004) estudaram 89 amostras de soro
indeterminadas em banco de sangue argentino, e relataram que 13,8% eram
HTLV-1/2 positivo no PCR. Ainda em populagdo argentina, Berini et al.
(2007) avaliaram 83 amostras com WB indeterminados, e quando testadas
por PCR, 13,2% foram positivas. Santos et al. (2003) testaram 41 amostras
com resultados WB indeterminados, coletadas de individuos de Fortaleza, e
encontraram 22,0% de positividade no PCR. Por outro lado, em regiées néo
endémicas, os estudos revelaram resultados contrarios; Lal et al. (1992) ao

estudarem o sangue de doadores nos EUA, encontraram 0,14% de
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resultados indeterminados e todos PCR negativos. Da mesma forma, Rouet
et al. (2001) detectaram 0,4% de WB indeterminado em doadores de sangue

caribenhos com resultados de PCR negativos.

Em relagdo aos padrées de WB indeterminado, Berini et al. (2007)
notaram que a reatividade para o padrao HGIP [padrao HTLV-1 gag
indeterminado (p19, p26, p28, p23 e p53)] ou reatividade apenas para a p24
em individuos com baixo risco, mesmo originarios de regides endémicas,
nao estava associado de fato a infeccdo por HTLV (Rouet et al., 2001;
Filippone et al., 2012, Canépa et al., 2015). Apenas um individuo com
HAM/TSP, cuja amostra apresentou padrdo HGIP no WB teve a infecgao
confirmada por HTLV-1 por PCR (Waziri et al., 2000). Os perfis
indeterminados com reatividade para env ou gag (exceto padrao HGIP) séao
indicativos de periodo de soroconversao, principalmente quando apresentam

GD21 (Berini et al., 2007; Jacob et al., 2008).

Diferentemente da maioria dos estudos que costumam apresentar
perfis WB indeterminado com env ou gag, o padrdo mais encontrado neste
estudo e que tiveram a infecgao confirmada foi a combinagdo de uma banda
de env e uma de gag (70,6%). Enquanto as amostras que permaneceram
inconclusivas apresentaram maior reatividade para envelope em relagao a
gag (43,0% vs. 28,5%). A maior reatividade para env (rgp46 ou GD21) foi
encontrado por Zanjani et al. (2010) no Iran, Lu e Chen (2003) em Taiwan e
Mangano et al. (2004) na Argentina, enquanto os resultados de WB de
Rouet et al. (2001) no Caribe, Costa et al. (2009) no Brasil, Lal et al. (1992)

nos EUA, Cesaire et al. (1999) na Martinica e Berini et al. (2007) na
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Argentina foram em sua maioria os padrbes gag indeterminado. Martins et
al. (2010) detectaram maior frequéncia de banda unica de p24 nas amostras
negativas no PCR. Ha que se ressaltar que de acordo com a populagéo em
estudo (de alto ou baixo risco) e do tipo viral com o qual o paciente teve
contato, pode haver predominio de um ou outro padrao, como demonstrado

anteriormente por Jacob et al. (2008).

Presumem-se inumeras justificativas para os diferentes padrées de
perfis indeterminados. Alguns estudos associam a reatividade cruzada com
os anticorpos produzidos contra outros agentes, por exemplo, peptideos de
Plasmodium falciparum [antiga proteina p21e, substituida pela proteina
recombinante GD21], retrovirus enddgenos [proteina de 28kDa de HERV-1
com reatividade cruzada com os anticorpos anti-p19 de HTLV-1], virus
linfotropico de células T simia do tipo 1 [STLV-1] e varicela-zoster [p22 de
VZV com reatividade com os anticorpos anti-p19 de HTLV-1] (Soldan et al.,
1999; Mahieux et al., 2000; Abrams 2011; Bank et al., 1992; Sato et al., 1992

e Vandamme et al., 1997).

Outro motivo que poderia induzir perfil indeterminado no WB poderia
ser a soroconversao tardia, associado a baixa CPV e/ou infecgao por
provirus defectivo. Portanto, o fraco estimulo do sistema imunoldgico,
interfere especialmente na resposta imune humoral com déficit de producao
de anticorpos especificos (Canepa et al., 2015). Soldan e colaboradores
(1999) analisaram amostras de oito pacientes com doengas neurolégicas,
que apresentavam reatividade para HTLV-1/2 na triagem e WB

indeterminado, e apenas 50,0% (n=4) deles tiveram PCR positiva. Os
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autores levantaram a hipotese de se tratar de provirus defectivo. Um relato
de soroconversao tardia foi observado na Alemanha, apés transplante de
orgaos solidos (figado, rim e coragao), em que dois dos trés receptores de
um doador com HTLV-1, desenvolveram linfoma cutédneo dois e trés anos
apos o transplante. A soroconversao no WB s6 ocorreu depois de seis anos,
provavelmente em decorréncia da terapia imunossupressora a que foram
submetidos (Glowacka et al., 2013). Um grupo em Minas Gerais
acompanhou uma coorte de 60 individuos de banco de sangue com WB
indeterminado por oito anos; 12 destes apresentaram PCR positiva e a
soroconversdao demorou em média quatro anos (Martins et al., 2010). Assim
sendo, recomenda-se realizar a analise molecular associada com os estudos
de acompanhamento para determinar definitivamente o estado de infecgéo
de individuos HTLV-1/2 indeterminado, de maneira especial as amostras
com valores elevados de densidade 6ptica no EIA e/ou com reatividade para
proteinas de env (rgp46 ou GD21) no WB. Neste contexto, as amostras com
perfil indeterminado detectadas no presente estudo, poderiam indicar fase
de soroconversao, uma vez que 77,8% das amostras com padrdes
indeterminados no WB apresentam reatividade para pelo menos uma banda

correspondente a regiao de envelope (GD21, rgp46-I ou rgp46-Il).

Outro teste immunobloting, disponivel para a confirmagdo e
discriminagao dos tipos virais de infecgao por HTLV-1/2, é o LIA. Este ensaio
ainda nao é frequentemente utilizado, provavelmente pelo custo elevado do
teste e/ou pela complexidade de interpretacdo das bandas presentes nas

tiras durante a analise dos resultados.
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Alguns estudos que utilizaram o LIA para esclarecer as amostras com
padrao indeterminado no WB, observaram maior eficacia na confirmagéao ou
exclusao da infeccdo por HTLV-1/2, e poucas amostras permaneceram
inconclusivas. No presente estudo, o desempenho do LIA foi superior ndo
apenas ao do WB, mas também em relagcdo as PCR (qgPCR e PCR-RFLP),
quando aplicado como teste confirmatério. Das 14 (11,0%) amostras com
perfil indeterminado: trés foram confirmadas por WB ou PCR (2 HTLV-2 e 1
HTLV-1), e nove permaneceram inconclusivas (oito com reatividade apenas
para gp21 I/ll e uma positiva para combinagao p19 I/ll + p24 1/1l). Sabino e
colaboradores (1998) analisaram 292 amostras reagentes na triagem de
bolsas de sangue em Sao Paulo, e o LIA solucionou 19 amostras com
padrao indeterminado ou HTLV nao tipado no WB. Na Suécia, o grupo de
Thorstensson (2002) também observou maior sensibilidade do LIA na
resolucdo de amostras com resultados WB indeterminados, e 91,0% foram

consideradas como falso-positivas para infecgao por HTLV.

Parece que os antigenos inseridos nas tiras de nylon sdo mais
especificos para detectar anticorpos anti-HTLV, em especial HTLV-2
(Caterino-de-Araujo et al. 2015, e Campos et al., 2015), em fungéo de baixos
indices de perfis indeterminados decorrentes da avaliagao feita por LIA, e
nestes poucos casos, provavelmente por reagirem com as proteinas gag
(p19 e p24) por meio de reagcdo cruzada com os auto-anticorpos ou

anticorpos de origem desconhecida (Zrein et al., 1998).

As reagdes qPCR (pol) e PCR-RFLP (tax) ndo apresentaram a

sensibilidade esperada para um teste molecular, na populacao estudada. Os
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resultados obtidos corroboram os de Costa (2010) e Costa et al. (2011), que
encontraram dificuldades em amplificar os segmentos pol e tax em amostras
de pacientes com HIV-1. No entanto, foi resolvido o diagndstico de dois
pacientes com perfii HTLV nado tipado pelos ensaios confirmatérios
sorologicos. Mesmo com alta sensibilidade de deteccdo, a qPCR no
presente estudo resultou em 32 (31,0%) amostras “falso-negativas”, com

divergéncia entre G1 e G2 [42,0% vs. 19,0%].

Os resultados obtidos com a PCR-RFLP de forma geral foram
similares aos da gPCR, e especialmente quanto a sensibilidade ndo houve
diferenca significativa, o que mostra equivaléncia de detecc¢do aplicada aos
individuos HIV-1 positivos. Foram também solucionadas as amostras com
perfil inconclusivo no WB e LIA [1 HTLV-1 e 2 HTLV-2], e o percentual de
“falso negativo” foi de 30,6% [G1 (18,4%) e G2 (12,2%)]. Houve divergéncias
em relagéo a especificidade, uma vez que a PCR-RFLP fez erroneamente a
tipagem de trés amostras como HTLV-1; e estas foram confirmadas como
HTLV-2 em pelo menos outros dois ensaios confirmatdrios. Este fato pode
ser justificado pela ocorréncia de mutagdes na sequéncia gendmica de tax
que alteraram o sitio ativo da enzima Taq |, impossibilitando-se a digestao
enzimatica e a formagao de fragmentos caracteristicos de HTLV-2, fato que
podera ser confirmado no futuro pelo sequenciamento deste segmento
genbémico. Tuke et al.(1992), que padronizaram o protocolo de PCR-RFLP,
tampouco outros autores relataram problema semelhante, simplesmente por
nao ser comum a realizagao de tantos ensaios concomitantes para confirmar

ou descartar a infecgao por HTLV.
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Andrade e colaboradores (2010) ao utilizarem a qPCR (pol) para
detectar provirus HTLV-1 e HTLV-2 em populagdo HTLV monoinfectada,
obtiveram sensibilidade e especificidade de 994% e 98,5%,
respectivamente. O menor desempenho obtido nos ensaios moleculares
aplicados a populagdo coinfectada por HIV-1 pode estar relacionado a
flutuagdes de CPV decorrente da TARV, caracterizada por aumento de CPV
nos trés primeiros meses de uso de antivirais, e diminuicdo com um ano de
terapia continua (Machuca e Soriano 2000), ou a presenga de provirus
defectivo (Berini et al., 2008, Abran et al., 2011; Ueno et al., 2012 e Canepa
et al., 2015). De fato, no presente estudo, mais de 94,0% dos pacientes de
G1 estavam em TARV e com CV de HIV-1 abaixo do limite de detecgao por
longo periodo (Caterino-de-Araujo et al., 2014, 2015; Campos et al., 2015).
Entretanto, os pacientes de G2 tinham diagnéstico recente de infecgao por
HIV, porém nao faziam o uso de TARV (dados ndo apresentados, porém
obtidos do Sistema Nacional de Atendimento Médico (SINAM) e do Sistema
de Controle de Exames Laboratoriais (SISCEL) da Rede Nacional de
Contagem de Linfocitos CD4+/CD8+ e Carga Viral. Isto justifica a diferencga
de resultados “falso-negativos” observada entre os grupos. Portanto, a falha
na deteccdo de provirus de HTLV pode estar associada a TARV e/ou a

presenca de particulas provirais defectivas.

Nao foi detectada qualquer correlagdo entre os resultados negativos
das PCR com baixa contagem de células CD4+ e CD8+ (dados néao
apresentados). Curiosamente e em concordancia com os dados de literatura,

foram observados em G1, entre as poucas amostras com CV detectadas, os
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maiores valores de CV HIV-1 nos espécimes sanguineos de individuos com
infeccdo por HTLV-1 e n&o por HTLV-2 ou por HTLV nao tipado. E isto pode
estar associado a evolugao clinica do paciente, e sustenta a hipotese de que
a coinfeccdo HIV-1/HTLV-2 desempenha um papel protetor no
desenvolvimento da AIDS (Turci et al., 2006; Pilotti et al., 2007; Brites et al.,

2009; Beilke., 2012).

Apesar da qPCR (pol) apresentar menor sensibilidade para detectar
HTLV-2, no presente estudo n&o houve associagdo com sexo feminino
(dados nao apresentados), contrastando com os achados de Montanheiro et
al. (2008) que encontraram associagao entre menor CPV de HTLV-2 no sexo
feminino em uma coorte de pacientes coinfectados HIV-1/HTLV-2 de Sao
Paulo, e de Murphy et al. (2004) que encontraram além da menor CPV de
HTLV-2 no sexo feminino também observaram maior CPV (tax) e a infecgao
por HTLV-2 subtipo A. Quanto as diferencas de CPV entre o tipo 1 e 2, e
entre HTLV-2 subtipo A e subtipo B podem estar associadas as alteragdes
na estrutura do gene e a expressao da proteina Tax que faz a distin¢gao entre
os tipos e subtipos de HTLV. Uma hipétese sobre a questao de as mulheres
apresentarem CPV de HTLV-2 menor do que os homens pode ser o fato de
elas adquirirem o HTLV-2 principalmente por via sexual, enquanto na
maioria dos homens pode ter ocorrido pela via parenteral [UDI ou transfusao
de sangue] (Murphy et al, 2004). De fato, no presente estudo em G1 a
totalidade dos pacientes com a coinfecgao HIV / HTLV relatou UDI ou sexo

com UDI, enquanto em G2 a transmissao foi pela via sexual.
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Parece também que a CPV de HTLV-1 estd mais elevada nos
individuos infectados por transfusdo sanguinea. Este achado reforgca as
sugestbes de que a via de infecgdo e/ou tempo de infecgdo sao fatores
determinantes para CPV. Ueno e colaboradores (2012) advertiram que os
portadores de HTLV-1 que evoluiram para ATL, apresentavam CPV alta
mesmo antes de eles desenvolveram a doenca. Os portadores infectados
pela via materna tendem a ter alta CPV; e isto explica a infecgao perinatal
como um dos fatores de risco para ATL. Outro fator comumente encontrado
entre os portadores assintomaticos de HTLV-1 foi a presenca de provirus
defectivo ou com polimorfismo da regido gag. As células infectadas por
provirus defectivo podem nao expressar certas proteinas de HTLV-1, que
evitam o ataque de linfocitos T citotoxicos, e favorecem a imortalizagcédo das

células infectadas.

Diante do desempenho dos testes de triagem e dos confirmatorios
observados individualmente e combinados, fica evidente que principalmente
na coinfecgdo, o melhor seria aliar a técnica de deteccdo de anticorpos
especificos com a pesquisa de segmentos do genoma viral, na tentativa de
suprir as falhas dos ensaios ja descritas em literatura (Caterino-de-Araujo et
al.,1998; 2014; 2015; Jacob et al., 2007; 2008a; 2008b; Costa et al., 2011 e
Campos et al., 2015). Desta forma, o algoritmo de testes laboratoriais para o
diagnostico da infecgdo por HTLV-1/2 a ser aplicado na anadlise das
amostras de individuos HIV-1 positivos, pode variar de acordo com a

infraestrutura fisica e as condigdes financeiras do laboratério.
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Priorizando-se o custo-efetividade, o algoritmo poderia contar com um
ElA na triagem; desde que sejam consideradas as amostras com valores na
zona cinza. Enquanto a etapa de confirmacéao é feita pelo ensaio de qPCR
(pol) como primeira escolha, as amostras negativas sdo analisadas pelo LIA
(Figura 12 e Tabela 9). Este algoritmo de testes laboratoriais (Algoritmo D)
(Tabela 9) reduziria os custos dos testes confirmatérios para infecgdo por
HTLV-1/2 em 25,0% quando comparado com o atualmente utilizado (WB
ensaio de primeira escolha, seguido da gPCR) e, ainda, solucionaria 98,1%

(106/108) de todas as amostras consideradas positivas.

A implantacdo do Algoritmo H (LIA + PCR-RFLP) (Tabela 9)
apresentaria redugédo de 52,7% dos gastos com os testes confirmatorios e
haveria apenas uma amostra inconclusiva (1/108). Todavia, o ensaio de
PCR-RFLP apresenta varios problemas, pois além das trés amostras tipadas
erroneamente, a técnica requer infraestrutura com areas separadas para
efetuar a manipulagdo de produtos pré- e pds-amplificagdo (sala limpa, de
aplicacao e de amplificagado). Exige, também, recurso humano especializado
para executar o ensaio de maneira adequada para evitar contaminacao
cruzada, pois a manipulagdo é excessiva e inevitavel. Outra desvantagem
desta metodologia € n&o ser passivel de automacgdo, diferentemente da
técnica de qPCR, que também demanda infraestrutura semelhante, porém
possibilita efetuar automacdo e realizagdo em grande escala, com baixo

risco de contaminagao, por utilizar sistema fechado para quantificagao.

Na impossibilidade de combinar os ensaios confirmatérios,

recomenda-se utilizar o LIA (Figura 13), uma vez que ele mostrou melhor
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desempenho isoladamente na confirmagao e discriminagédo da infeccdo por
HTLV-1 e HTLV-2 em individuos HIV-1 positivos, além de dispensar
equipamentos caros, e necessita apenas de plataforma orbital e compressor
a vacuo. A unica dificuldade reside na leitura das tiras e na andlise dos
resultados, pela subjetividade na interpretagdo de bandas reativas, de
acordo com a intensidade de cor produzida. No entanto, sua eficacia justifica
o acréscimo de 8,7% dos custos em relacdo ao WB, uma vez que apenas

trés amostras continuaram inconclusivas.

A prevaléncia da infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2 em individuos HIV-1
positivos corrobora os dados obtidos em anos anteriores em amostras
encaminhadas ao IAL de Sao Paulo, e confirma a diminuicdo de ocorréncia
desta coinfecgdo com o passar dos anos (Araujo et al, 1994; Caterino-de-
Araujo et al., 1998, 2006, 2010; Caterino-de-Araujo e Santos-Fortuna 1999;
Casseb et al., 1997; Morimoto et al., 2005, 2007; Jacob et al., 2007, 2008a).
Das 2.991 amostras analisadas, 108 confirmaram a infeccdo HTLV-1 e/ou
HTLV-2, amostras estas provenientes dos dois modelos de SAE. Portanto,
foram detectados 3,6% de coinfeccao HIV-1/HTLV, e no servico pioneiro
prevaléncia foi de 3,1% (Caterino-de-Araujo et al., 2014, 2015 e Campos et
al., 2015). No SAE com histérico mais recente, prevaléncia de coinfec¢ao

HIV-1/HTLV foi de 4,2%, sem diferenca estatistica.

A baixa prevaléncia de coinfecgdo HIV/HTLV encontrada pode estar
associada a introdugao da politica de reducao de danos no estado de Séao
Paulo iniciada em Santos em 1989 (Lei Estadual 9758, de 17/3/1997 e

Decreto Estadual 42927, de 13/3/1998), bem como as mudangas nas
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caracteristicas epidemioldgicas da populagao exposta ao HIV e ao tipo de

drogas ilicitas utilizadas na atualidade (troca da cocaina injetavel pelo crack).

Quanto a categoria de exposi¢cado aos retrovirus, G1 foi associado a
UDI direta e indiretamente, seja pelo compartihamento de seringas e
agulhas ou por ser parceiro sexual de UDI, uma vez que a maioria deste
grupo relatou envolvimento com UDI, e de adquirir a infecgdo pelo HIV na
década de 90, anterior a politica de reducédo de danos (Caterino-de-Araujo et
al., 2015). Enquanto G2 aparenta ter tido exposicdo ao risco sexual,
decorrente de promiscuidade, e com historico de aquisicdo recente da

infeccao por HIV-1 (dados nao apresentados).

Apesar de a populagdo estudada ser composta na maioria por
individuos do sexo masculino, quando foram analisados ambos o0s grupos
coinfectados apresentaram diferenca estatistica e associacéo positiva entre
a infeccdo HTLV-1/2 e os pacientes do sexo feminino. Estes achados
concordam com os descritos por Jacob et al. (2008) em populagao de risco
(HIV e com sintomas associados a infeccao por HTLV-1) de Sao Paulo e por
Ishak e colaboradores (1995, 2003) na Regiao Amazbnica. Contudo,
Schechter et al. (1994) relataram a associacdo dos pacientes do sexo
masculino com a infecgao por HTLV-1/2 em pacientes HIV positivos do Rio
de Janeiro, assim como nos estudos realizados por Etzel et al. (2001) em
Santos, Morimoto et al. (2005) no Parana, Barcelos et al. (2006) no Sul do
Brasil e de-Oliveira (2012) no Piaui. H4 que se levar em conta que esses
estudos foram conduzidos em momentos distintos e com populagdes de

diferentes regides e numeros de pacientes analisados.
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Relatam-se algumas hipéteses para justificar o risco apresentado pelo
sexo feminino em adquirir a infecgdo por HTLV-1/2. Um deles é referente ao
fato da transmissdo do homem para a mulher ser mais efetiva, e ainda ser
acrescida pelo historico de outras doengas sexualmente transmissiveis
recorrentes que provocam lesées na mucosa, principalmente vaginal e/ou
recrutamento de infiltrado inflamatdrio. Esta condicdo aumenta o numero de
linfécitos in situ, que elevam as chances de transmissao por meio de contato
célula a célula (Paiva e Casseb, 2014). Foi também comprovado que a CPV
encontrada em individuos que adquiriram a infecgao por via sexual era mais
baixa em relacdo aos portadores que se infectaram pela via vertical e
parenteral (Roucoux et al., 2005, Paiva e Casseb, 2014). Em vista da via
sexual proporcionar exposicdo com menor numero de células infectadas, é
possivel que sejam necessarias repetidas exposicbes para efetivar a
infeccdo, o que justificaria o aumento de risco com o avangar da idade

(Proietti e Carneiro-Proietti 2010 e de-Oliveira et al. 2012).

No presente trabalho, houve diferenca na faixa etaria dos individuos
infectados pelo HIV-1 analisados, os quais eram atendidos em dois modelos
de SAE de Sao Paulo (G1 44 anos vs. G2 36 anos), provavelmente em
decorréncia de G1 ter sido o primeiro Centro de Referéncia em HIV da
capital e, portanto, por atender pacientes mais antigos, enquanto os outros
servigcos de Sdo Paulo sdo mais novos e atendem populagdo mais jovem,
com historico de infecgado recente por HIV-1. Todavia, a média de idade

apresentada pelos coinfectados de ambos os grupos foi maior que 40 anos,
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porém com diferenca estatisticamente significante (G1 49,5 anos vs. G2 43,5

anos).

Em G1, foi também possivel fazer associagdes de infeccdo pelos
HTLV com a cor negra/parda e com a infecgdo pelo HCV e HBV,
confirmando-se os dados no Brasil descritos na literatura (Caterino-de-
Araujo et al., 2015; Brites et al., 2001, 2009; Dourado et al., 1999; Etzel et

al., 2001).

Em conclusao, os resultados obtidos tornam evidente a necessidade
de realizar a vigilancia de HTLV-1/2 em populacéao infectada pelo HIV-1 de
Sao Paulo, com o intuito de compreender a dindmica de sua disseminacao,
buscar testes laboratoriais mais adequados ao diagndstico e o melhor
algoritmo de custo-efetividade. Na qualidade de Laboratério de Referéncia
em HTLV, o Instituto Adolfo Lutz tem um novo desafio: pesquisar mutagdes
pontuais e particulas provirais defectivas em individuos coinfectados HIV-
1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-2, com vistas a justificar os resultados discordantes

e falso-negativos obtidos nos testes moleculares.
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6. Conclusdes

Observou-se que o algoritmo de testes laboratoriais para o
diagnostico da infecgdo por HTLV-1/2 em individuos infectados por HIV-1,
pode contar com apenas um EIA na triagem, desde que considere a zona

cinza como critério para seguir para a etapa de confirmacao.

Quanto a etapa confirmatéria, nenhum teste conseguiu sozinho
detectar todas as amostras positivas, assim é necessario realizar um ensaio
complementar. A combinagao de testes de melhor custo-beneficio consiste
em realizar um teste molecular [QPCR (pol)] seguido de um soroldgico [LIA].
Porém, para seguir este algoritmo € imprescindivel que o laboratério
disponha de estrutura fisica especifica para desenvolver biologia molecular.
Em situagcbes que inviabilize a combinagado de ensaios, o LIA € a melhor
escolha, pela sua eficacia e por dispensar infraestrutura complexa para sua

implantacéo e execucéo.

Analisando-se os resultados obtidos de amostras de pacientes
atendidos nos dois modelos de SAE de S&o Paulo, confirmou-se a
diminuicdo na prevaléncia da infecgado por HTLV (3,6%) ao longo dos anos.
Houve equivaléncia entre ambas coinfec¢des HIV-1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-
2, que apresentaram associacdo com o sexo feminino e idade a partir da

quarta década de vida.
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Numero do Parecer: 201.697
Data da Relatoria: 18/02/2013

Apresentagdo do Projeto:

O projeto avaliara pacientes com HIV/Aids atendidos no CRT-DST/Aids de Sdo0 Paulo. Determinara a taxa
de co-infecgdo HIV/HTLV-1/2 e o desempenho dos testes confirmatérios imunocromatografico e PCR em
tempo real no diagnostico do HTLV, assim como serdo realizadas a caracterizagdo molecular dos virus ¢ a
avaliagdo do papel das células T reguladoras na co-infecgao.

Objetivo da Pesquisa:

Conhecer a prevaléncia da infeccédo pelo HTLV-1 e HTLV-2 em pacientes soropositivos para o HIV em
servigo especializado do Estado de Sao Paulo. Pesquisar marcadores imunologicos e virologicos de valor
diagnostico e prognodstico na co-infecgdo HIV/HTLV-1 e HIV/HTLV-2.

Contribuir para o desenvolvimento da vigilancia desse agravo na populagéo. Identificar o melhor teste
confirmatdrio de infecgdo por HTLV-1/2 na co-infecgdo com o HIV. Detectar possiveis flutuagdes de carga
proviral de HTLV na co-infecgdo. Caracterizar cepas de HIV e HTLV-1/2 nos co-infectados. Avaliar o numero
e entender a fung¢éo das células T reguladoras na co-infecgédo. Correlacionar os resuttados obtidos com
variaveis socio-econdémicas, clinicas e laboratoriais usando ferramentas de estatistica e de Bioinformatica.
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O estudo ndo implica em risco adicional aos pacientes, uma vez que as coletas das amostras de sangue
para a pesquisa serao feitas durante a mesma pungao venosa utilizada para a coleta de células CD4 e
afericdo da carga viral. O projeto trara beneficios para a satde publica por gerar conhecimento sobre a
epidemiologia e a biologia da infecgao pelo HTLV em portadores de HIV/AIDS, assim como por definir o
melhor teste confirmatério do HTLV a ser usado nesta populag&o.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O presente estudo apresenta relevancia do ponto de vista da salde publica, pois fornecera informagoes
sobre a prevaléncia, epidemiologia e comportamento bioldgico da infecgdo por HTLV-1 e 2 em pacientes
portadores de HIV/AIDS. Esses virus causam infecgdo cronica no hospedeiro e podem interferir com o inicio
do tratamento antiretroviral e com a evolugao para AIDS, além de poderem causar doengas hematologicas e
neurolégicas graves, justificando a importancia de se melhorar seu diagnostico e conhecer suas interagdes
com o organismo afetado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
Termo de parceria/ colaboragéo apresentado

Recomendacdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nao ha impedimento ético para a realizagéo do projeto.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Vigilancia e diagnéstico de infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2 em individuos infectados
pelo HIV

Pesquisador: Adele Caterino de Araujo
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 11302512.0.0000.0059

Instituigao Proponente: Instituto Adolfo Lutz

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 187.709
Data da Relatoria: 17/01/2013

Apresentagao do Projeto:

O presente projeto ira avaliar individuos infectados pelo HIV/Aids atendidos no Centro de Referéncia e
Treinamento DST/ Aids (CRT-DST/Aids) de Sdo Paulo. Serdo determinados a taxa de co-infec¢éo
HIV/HTLV-1/2 e o desempenho dos testes confirmatérios imunocromatografico e de reagéo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real no diagnéstico do HTLV e serdo realizadas a caracterizagdo molecular do
HTLV-1, HTLV-2 e do HIV e a avaliagdo do papel das células T reguladoras na co-infecgao.

Objetivo da Pesquisa:

Conhecer a prevaléncia da infecgdo pelo HTLV-1 e HTLV-2 em pacientes soropositivos para o HIV em
servico especializado do Estado de Sao Paulo. Pesquisar marcadores imunoldgicos e viroldgicos de valor
diagnostico e prognéstico na co-infecgdo HIV/HTLV-1 e HIV/IHTLV-2.

Contribuir para o desenvolvimento da vigilancia desse agravo na populacéo. Identificar o melhor teste
confirmatério de infecgdo por HTLV-1/2 na co-infecgdo com o HIV. Detectar possiveis flutua¢des de carga
proviral de HTLV na co-infec¢éo. Caracterizar cepas de HIV e HTLV-1/2 nos co-infectados. Avaliar o nimero
e entender a fung¢éo das células T reguladoras na co-infec¢gdo. Correlacionar os resultados obtidos com
variaveis socio-econdmicas, clinicas e laboratoriais usando ferramentas de estatistica e de Bioinformatica.
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O estudo néo implica em risco adicional aos pacientes, uma vez que as coletas das amostras de sangue
para a pesquisa serdo feitas durante a mesma pungdo venosa utilizada para a coleta de células CD4 e
afericdo da carga viral. O projeto trara beneficios para a salde publica por gerar conhecimento sobre a
epidemiologia e a biologia da infecgéo pelo HTLV em portadores de HIV/AIDS, assim como por definir o
melhor teste confirmatério do HTLV a ser usado nesta populagao.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

O presente estudo apresenta relevancia do ponto de vista da saude publica, pois fornecera informagbes
sobre a prevaléncia, epidemiologia e comportamento bioldgico da infecgéo por HTLV-1 e 2 em pacientes
portadores de HIV/AIDS. Esses virus causam infecgéo cronica no hospedeiro € podem interferir com o inicio
do tratamento antiretroviral e com a evolug&o para AIDS, além de poderem causar doengas hematologicas e
neurologicas graves, justificando a importancia de se melhorar seu diagnostico e conhecer suas interagdes
com o organismo afetado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagado obrigatodria:

Folha de rosto: encontra-se adequadamente preenchida e contém os dados da entidade financiadora
principal (FAPESP). Descrigdo da pesquisa: a exposi¢ao dos objetivos, metodologia e critérios de inclusao e
exclusdo dos sujeitos esta clara e adequada. Informagdes relativas aos sujeitos da pesquisa: foi informado
no item outras informacées que poderao ser contratados terceiros para atuar como entrevistadores. E
necessario haver garantia do sigilo por parte dos mesmos. TCLE: esta redigido de maneira compreensivel e
contém os itens necessarios conforme a resolugio 196/96, além de esclarecer ao paciente que o material
colhido sera utilizado apenas no presente estudo e que no caso de utilizagdo para outros fins, novo termo de
consentimento devera ser obtido. Termo de compromisso dos pesquisadores em cumprir as exigéncias da
resolugdo 196/96: ndo consta o do participante Luis Fernando Brigido.

Recomendac¢des:

Incluir termo de compromisso que garanta o sigilo dos dados relativos aos pacientes por parte da equipe
terceirizada que podera ser contratada para entrevistar os mesmos. Acrescentar o termo de compromisso
do participante Luis Fernando Brigido com as exigéncias da resolugédo 196/96.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: L

O presente estudo apresenta relevancia para a saude pUblica na medida em que fornecera informagoes
sobre a epidemiologia da infecgao pelo virus HTLV nos portadores de HIV/AIDS e as interagbes entre esses
virus no hospedeiro, além de auxiliar na definicdo do melhor teste diagnéstico confirmatério da infecgéo pelo
HTLV nos portadores de HIV/AIDS. Observadas as recomendagdes supracitadas, ndo foram detectadas
inadequagdes que acarretem pendéncias,

Enderego: Av. Dr. Arnaldo 355 - 2° andar - Sala 73

Bairro: Cerqueira César CEP: 01.246-902
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepial@ial.sp.gov.br



INSTITUTO ADOLFO LUTZISES ‘G RBrand -

estando o projeto aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolugao CNS n° 196/1996 - cabe ao pesquisador: a)desenvolver o
projeto conforme delineado; b)elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; c)apresentar dados
solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d)manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da
pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP;
e)encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao
pessoal técnico participante do projeto; f)justificar, perante o CEP, interrupgdo do projeto ou a nao
publicagdo dos resultados.

Os relatérios parciais deverdo ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da
pesquisa.

SAO PAULO, 22 de Janeiro de 2013
Yees/ "™ T LA
r [}

Assinador por: |

Luz Marina Trujillo
(Coordenador)
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Valores de DO/CO obtidos com os kits Murex e REM nas amostras de
pacientes com coinfeccdo HIV/HTLV do Grupo lem relacdo aos resultados
de: WB e gPCR [A e B], WB e PCR-RFLP [C e D],LIA e qPCR [E e F] e LIA
e PCR-RFLP [G e H] usando-se GraphPad Prism e programas estatisticos
de Kruskal-Wallis ANOVA [A (p=0.0458), C (p=0.1555), E (p=0.0289) e F

(p=0.0942)] e Mann-Whitney U-test [B,D, F e H].
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Valores de DO/CO obtidos com os kits Murex e REM nas amostras de
pacientes com coinfeccdo HIV/HTLV do Grupo 2 em relacdo aos resultados
de: WB e gPCR [A e B], WB e PCR-RFLP [C e D],LIA e qPCR [E e F] e LIA
e PCR-RFLP [G e H] usando-se GraphPad Prism e programas estatisticos

de Kruskal-Wallis ANOVA [A (p=0.0458), C (p=0.1555), E (p=0.0289) e F
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(p=0.0942)] e Mann-Whitney U-test [B,D, F e H].



