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Resumo

O HTLV (Human T-lymphotropic virus) é o primeiro retrovirus descoberto associado a
doencas em humanos. Existem mais de 10 milhGes de pessoas infectadas em todo o mundo,
sendo o Brasil, globalmente, o pais com o maior nimero absoluto de casos da infeccao.
Aproximadamente 95 a 98% dos individuos infectados pelo HTLV permanecem
assintomaticos, no entanto, 2 a 5% dos infectados podem desenvolver manifestagdes clinicas
graves. Enquanto a infeccdo pelo HTLV-1 pode se manifestar com doengas de alta gravidade,
como a Mielopatia Associada ao HTLV ou Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP), o
HTLV-2 ¢é associado predominantemente com quadros benignos e doenca assintomatica.
Apesar da importancia clinica de se distinguir a infeccado pelo HTLV-1 e HTLV-2, existe uma
atual escassez de métodos de tipagem capazes de distinguir anticorpos gerados para estes dois
tipos virais. Desta forma, este trabalho teve como foco o desenvolvimento de um novo
método soroldgico, denominado FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2), baseado em um protocolo de
marcacdo fluorescente diferencial, utilizando Alexa Fldor-647, de linhagens celulares
infectadas pelo HTLV-1 (MT-2) e HTLV-2 (MoT) para andlise seletiva simultanea
empregando plataforma Unica por citometria de fluxo. Por meio do FC-Duplex 1IgG1 (HTLV-
1/2) foi possivel avaliar a reatividade de anticorpos IgG1 anti-HTLV-1/2 em amostras de soro
de individuos infectados pelo HTLV-1/2 e doadores saudaveis com alta sensibilidade e
especificidade no diagndstico universal e diferencial da infeccdo. A metodologia desenvolvida
apresentou alta estabilidade da marcacdo fluorescente diferencial e da antigenicidade das
linhagens celulares MT-2 e MoT em diferentes condicGes (TA, 4°C e -20°C) e tempos (2, 6 e
12 meses) de armazenamento. Utilizando um algoritmo de decisdo assincrénico, foi possivel
realizar o diagnostico diferencial da infeccdo pelo HTLV-1/2 empregando a metodologia FC-
Duplex 1gG1 (HTLV-1/2). Por fim, a avaliacdo do desempenho de FC-Duplex 1gG1 (HTLV-
1/2) indicou potencial para o prognostico da infeccdo pelo HTLV-1. A metodologia permitiu
0 deposito de patente, o que define o potencial inovador de FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) no
diagndstico universal e diferencial da infeccdo pelo HTLV-1/2. De nosso conhecimento, esta
€ a primeira estratégia soroldgica, além do Western Blot, capaz de segregar individuos
infectados pelo HTLV-1 e HTLV-2, empregando plataforma Unica para pesquisa de

anticorpos IgG1 por citometria de fluxo.

Palavras chaves: HTLV-1/2, Diagndstico diferencial, Citometria de Fluxo



Abstract

HTLV (Human T-lymphotropic virus) is the first retrovirus discovered associated with
disease in humans. There are more than 10 million people infected worldwide, with Brazil
being the country with the highest absolute number of cases of infection globally.
Approximately 95 to 98% of individuals infected with HTLV remain asymptomatic, however,
2 to 5% of those infected may develop severe clinical manifestations. While HTLV-1
infection can manifest itself with highly serious diseases, such as HTLV-associated
myelopathy or tropical spastic paraparesis (HAM/TSP), HTLV-2 is predominantly associated
with benign conditions and asymptomatic clinical course. Despite the clinical importance of
distinguishing HTLV-1 and HTLV-2 infection, there is a current shortage of typing methods
capable of distinguishing antibodies generated for these two viral types. Thus, this work
focused on the development of a new serological method, called FC-Duplex 1gG1 (HTLV-
1/2), based on a differential fluorescent labeling protocol, using Alexa Fluor 647, of cell lines
infected by HTLV- 1 (MT-2) and HTLV-2 (MoT) for simultaneous selective analysis using a
single flow cytometry platform. Through FC-Duplex IgG1l (HTLV-1/2), it was possible to
evaluate the reactivity of 1IgG1 anti-HTLV-1/2 antibodies in serum samples from individuals
infected with HTLV-1/2 and healthy donors with high sensitivity and specificity in the
universal and differential diagnosis of the infection. The developed methodology showed high
stability of the differential fluorescent labeling and antigenicity of the MT-2 and MoT cell
lines under different conditions (TA, 4°C and -20°C) and storage times (2, 6 and 12 months).
Using an asynchronous decision algorithm, it was possible to perform the differential
diagnosis of HTLV-1/2 infection using the FC-Duplex 1gGl1 (HTLV-1/2) methodology.
Finally, the performance evaluation of FC-Duplex IgG1 (HTLV-1/2) indicated potential for
the prognosis of HTLV-1 infection. The methodology allowed the patente request deposit,
which defines the innovative potential of FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) in the universal and
differential diagnosis of HTLV-1/2 infection. To our knowledge, this is the first serological
strategy, in addition to western blotting, capable of segregating individuals infected by

HTLV-1 and HTLV-2, using a single platform for IgG1 antibody testing by flow cytometry.

Keywords: HTLV-1/2, Differential diagnosis, Flow Cytometry
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1- Introducao

O virus linfotrépico de célula T humana — HTLV é um retrovirus que possui diferentes
sorotipos, sendo que os tipos 1 e 2 séo estruturalmente semelhantes, mas estdo associados a
quadros clinicos diferentes, fazendo-se necessario o diagndstico diferencial da infeccdo viral.
Para tanto, sdo utilizadas técnicas laboratoriais baseadas em sorologia - Western Blot (WB), e
em biologia molecular - Reagdo em Cadeia de Polimerase — PCR. Atualmente as técnicas
diagndsticas de tipagem viral, capazes de diferenciar os subtipos virais, apresentam diversos
problemas como custos elevados e resultados indeterminados, ndo atendendo as necessidades

dos hemocentros e dos laboratdrios clinicos.

O presente trabalho traz uma abordagem relevante que permite realizar o diagnostico da
infeccdo de forma menos onerosa, com alta sensibilidade e especificidade, sendo possivel ser
realizado em uma Unica etapa, ndo necessitando de algoritmos de execugdo. A técnica
utilizada na metodologia proposta é a Citometria de Fluxo, que tem sido considerada uma
alternativa no diagndstico de doencas por meio da detec¢do de imunoglobulinas especificas

para diferentes agentes infecciosos.

Neste contexto, o ponto central deste trabalho consiste na avaliacdo da reatividade de
anticorpos IgG1 anti-HTLV-1 e HTLV-2, por meio de ensaio por citometria de fluxo, com o
objetivo de se conseguir diferenciar a infeccdo humana pelos subtipos virais HTLV-1 e
HTLV-2, para que se possa preencher a grande lacuna existente no diagnostico e

acompanhamento de individuos infectados pelo HTLV.

1.1 OHTLV

O virus linfotropico da célula T humana — HTLV (Human T cell lymphotropic - HTLV) é um
retrovirus que possui trés sorotipos distintos, denominados HTLV-1, HTLV-2 e HTLV-3, e €
classificado pelo ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) como pertencente
ao Reino Riboviria, ordem Ortervirales, familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae,
género Deltaretrovirus, espécie Primate T-lymphotropic virus 1, 2 e 3 (ICTV, 2011). Embora

possua tropismo preferencial para linfocitos TCD4", ja foi relatado que também pode infectar
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outros tipos celulares em outras populagdes linfocitarias como TCD8" (MELAMED et al.,
2015) ou em células da linhagem monocitica/macrofagica (AMARANTE et al., 2015;
ZEHENDER et al., 1998).

A importancia clinica do HTLV estd relacionada & sua capacidade de levar ao
desenvolvimento de doencas de natureza neoplasica ou inflamatéria-degenerativa (COELHO-
DOS-REIS et al., 2015), além de outras comorbidades secundarias e/ou infec¢des oportunistas
(MARTINS et al., 2015).

Durante o inicio da década de 70 comegou-se a pensar em uma possivel relacdo do cancer
com os retrovirus humanos (BEILKE, 2012), e a partir disso, em 1980 um virus foi isolado de
um paciente com Linfoma Cutaneo de Células T (POIESZ et al., 1980; GALLO, 2005) e isso
levou a confirmacdo de que o HTLV era realmente o agente causador da Leucemia / Linfoma
de células T do adulto (ATLL) (MIYOSHI, 1981).

Em 1984, Yoshida e cols. realizaram uma co-cultura de células ATLL com linfocitos do
cordao umbilical que deu origem a linhagem celular produtora de HTLV-1, conhecida como
MT-2 (YOSHIDA et al., 1984).

O HTLV também estéa relacionado ao desenvolvimento de uma condicdo clinica denominada
Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espastica Tropical - HAM/TSP, que foi descrita
inicialmente em 1985, na Martinica, Jamaica e Coldmbia, ap0s a constatacdo da presenca de
anticorpos anti-HTLV-1 no soro de mais de 60% dos pacientes com Paraparesia Espastica
Tropical — TSP (GESSAIN et al., 1985). Em 1986 foi descrita no Japdo com a denominacao
de Mielopatia Associada ao HTLV-1 — HAM (OSAME et al., 1986). Somente em 1988, por
concluirem que se tratava de uma mesma doenca, foi reconhecida pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) e denominada HAM/TSP (BEILKE, 2012).

Também foi constatada a relacdo entre a infec¢do pelo virus HTLV-1 com outras doencas
como dermatite infecciosa, estrongiloidiase, escabiose, micoses, polimiosite, tireoidite,
alveolite, uveite, artrite reumatodide, sindrome de Sjogren, linfadenite, dentre outras
(MARTINS et al., 2015; UCHIYAMA, 1997).

O HTLV-1 é classificado em quatro subtipos (A-D). O subtipo A (cosmopolita) é o mais
disseminado, sendo encontrado em muitas populacfes e areas geogréficas e compreendem

quatro grupos moleculares, o japonés, o transcontinental e da Africa do Norte e do Leste
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(Figura 1). N&o existe uma relacdo entre o subtipo e a doenca causada pela amostra de virus,
sendo a variabilidade genémica do HTLV-1 muito mais dependente da sua origem geogréafica
(WOLFE et al., 2005).

O HTLV-2 foi identificado em um paciente com tricoleucemia (leucemia de células pilosas)
(KALYANARAMAN et al., 1982), no entanto raramente foi associado a algum tipo de
doenca, o que fez com que se pensasse em propriedades diferenciais entre o HTLV-1 e
HTLV-2 (MARTINEZ et al., 2019). O HTLV-2 apresenta diferengas antigénicas em relacéo
ao HTLV-1 (KALYANARAMAN et al., 1982). Alguns estudos sugerem uma variagao
genética do HTLV-2 distribuida em tipos a/b/c/d (ISHAK et al., 1995; HALL et al., 1992).

Ainda ha um terceiro tipo, 0 HTLV-3, descrito em 2005 em populacdes da Republica de
Camardes que tém contato com primatas ndo humanos, cacadores e pessoas que manuseiam
carne de animais (WOLFE et al., 2005; CALATTINI et al., 2005). Ainda ndo se sabe se 0
HTLV-3 pode ser transmitido entre seres humanos e se sdo capazes de desencadear doencas
em seus portadores, como ocorre com 0s outros HTLVs (WOLFE et al., 2005; GESSAIN et
al., 2013), entretanto, ja existem alguns relatos iniciais sobre a associacdo deste virus com
doencas em populagdes humanas e a distribuicdo geogréafica deles, o que ainda precisa ser
melhor elucidado (MAHIEUX et al., 2009; VALLINOTO & ISHAK, 2017).

Algumas publicagdes se referem a um quarto subtipo, 0 HTLV-4, porém ele ndo foi aprovado
como espécie pelo ICTV, uma vez que ele consiste, até agora, de uma Unica cepa humana
(1863LE) cujo provirus foi encontrado em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) obtidas de um cacador que vive no Camarfes (WOLFE et al., 2005). O perfil dos
ensaios de Western Blot também foi classificado como indeterminado para HTLV. Estudos
filogenéticos indicaram que o suposto HTLV-4 constitui claramente um grupo viral
monofilogenético e é considerado pertencendo a uma linhagem mais antiga conhecida do
PTLV - Primate T-Lymphotropic Virus (SWITZER et al., 2009), sua sequéncia é equidistante
do HTLV-1 e HTLV-2, compartilnando apenas 62 e 71% de identidade nucleotidica com eles,
respectivamente. Dados epidemioldgicos anteriores sobre PTLV-1 e PTLV-3 indicam que é
provavel que uma espécie de macaco esteja infectada ou tenha sido infectada com a
contrapartida simia do HTLV-4. No entanto, apesar da triagem de um grande nimero de
espécies de macacos do Camarfes, Gabao e Republica Democratica do Congo, a busca por
esse virus ndo teve éxito até agora (AHUKA-MUNDEKE et al., 2012; LIEGEOIS et al., 2008
e 2012; SINTASATH et al., 2009).
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Figura 1. Representacdo da classificacdo dos HTLVs. Fonte: Do préprio autor.

1.1.1 Transmissao

O HTLV pode ser transmitido por via vertical (mae para crianca), principalmente pela
amamentacdo, ou durante o parto; por via sexual e via parenteral (usuarios de drogas
injetaveis e transfusdo de sangue e hemocomponentes) (Figura 2). Nas areas endémicas, as
transmissdes vertical e sexual tém sido as principais vias da disseminacdo da infeccdo por
HTLV-1, porém, a hemotransfusdo parece ter importante participacdo na introducdo do
HTLV em populacdes ndo endémicas (DAMASIO et al., 2015; LOPES et al., 2008).
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B

Figura 2. Representacéo das formas de transmisséo do HTLV. Fonte: Do proprio autor.

No Brasil, com o objetivo de prevenir a infeccdo por meio de transfusdo de sangue, foi
implementada, em 1993, a triagem universal obrigatdria de doadores de sangue para HTLV-
1/2, atraves da Portaria n° 1.376 do Ministério da Saude (BRASIL, 1993). Alem disso, a
doacdo de oOrgdos e tecidos segue as recomendacdes previstas na Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC N° 220, de 27 de Dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

Como outras doencgas (ou infecgdes) sexualmente transmissiveis, a soropositividade para
HTLV esta associada a sexo desprotegido, multiplos parceiros sexuais, sexo pago e presenca
de ulceracdo genital (BARTHOLOMEW et al., 1987; SOARES et al., 2004). Estudos
transversais tém postulado maiores taxas de transmissdo sexual de homens para mulheres
(DAMASIO et al., 2015; MURPHY et al., 1996).

A maioria dos individuos infectados com HTLV-1 permanece assintomatica ao longo de toda
a vida e, por este motivo, a infeccdo pode permanecer ndo diagnosticada (GONCALVES et
al., 2010), e sem esse conhecimento, os portadores do virus poderdo perpetuar a disseminagao
silenciosa em seus ndcleos familiares e sociais (DAMASIO et al., 2015; SOARES et al.,
2004).

A transmissdo vertical de HTLV-1/2 poderia, teoricamente, ocorrer durante o periodo
intrauterino ou durante o parto, mas demonstrou-se que é por meio da amamentacdo que a
maior parte da transmissdo ocorre, a medida que células infectadas com HTLV entram no

corpo da crianga por via oral. Um periodo de exposicao superior a seis meses (longo prazo de
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amamentacéo) e alta carga proviral no leite materno séo geralmente considerados fatores de
risco para transmissdo do HTLV (DAMASIO et al., 2015; HINO et al., 1985).

E importante reconhecer a via de transmissio da infeccdo, pois esta parece estar relacionada
ao desenvolvimento de doencas associadas com o HTLV-1. Assim, o desenvolvimento de
ATLL se associa com a via vertical, principalmente pela amamentacdo (OSAME et al., 1990),
ja a HAM/TSP foi relacionada com a transfusdo de sangue (DAMASIO et al., 2015;
GESSAIN et al., 1985; ROMANELLI et al., 2010).

1.1.2 Estrutura da Particula Viral

O HTLV possui uma estrutura similar a de outros retrovirus, conforme pode ser visto na
figura 3, com morfologia esférica a pleomdrfica medindo de 80 a 100nm de didmetro,
formada por um envelope, um nucleocapsideo e um nucleoide, além de algumas projecdes na
superficie que sdo constituidas de pequenas espiculas que estdo densamente dispersas
cobrindo uniformemente a superficie viral (SCHUPBACH, 1989; FRANCHINI, 1995). O
cerne € esférico e o nucledide concéntrico. O envelope é composto de uma proteina de
superficie (SU) extracelular e uma proteina transmembrana (TM) que atravessa esta estrutura
e ancora a SU. Junto a membrana do envelope se encontra a proteina da matriz (MA), a
proteina Gag que esta adicionada de um &cido graxo e na regido amino-terminal apresenta
uma modificacdo caracteristica de muitas proteinas que se situam na face interna da
membrana celular. O capsidio (CA) de simetria icosaédrica, € composto principalmente pelas
proteinas codificadas pelo gene gag que constitui o cerne da particula viral. Outras proteinas
também estdo presentes no interior do CA, como a transcriptase reversa (TR) e a integrase
(IN), essenciais no processo de integracdo do DNA no genoma da célula hospedeira (GOFF,
2001).
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Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura do HTLV, demonstrando as proteinas Protease-PR, Capsidea-
CA, Transmembrana-TM, de Matriz-MA, de Superficie-SU, Integrase-IN, Nucleocapsidea-NC e Transcriptase

Reversa-TR, além do RNA Gendmico. Fonte: MARTINS, 2020, adaptado de COELHO-DOS-REIS, 2008.

O HTLV tem um genoma de RNA de fita simples, com polaridade positiva, possuindo 0s
genes gag, pro, pol e env, além de uma sequéncia proxima a extremidade 3" conhecida como
regido X, na qual se encontram os genes reguladores tax e rex (Figura 4). As extremidades do
genoma sdo flanqueadas por duas regides repetidas, chamadas LTR (long terminal repeats),
cujas sequéncias sdo essenciais na integracdo do DNA proviral no DNA cromossdmico do
hospedeiro e também para a regulagéo transcricional do genoma do HTLV (GOFF, 2001). Os
DNAs provirais do HTLV-1 e do HTLV- 2 possuem 9032 pb (SEIKI et al., 1983) e 8952 pb
(SHIMOTOHNO et al., 1985), respectivamente.



22

802- 2019 2497 - 5187
2058- 2755

5180- 6647

TR [EY

—> p12!
> p27!
—> p13!
—> p30"
—> HBZ

RNA
Gendmico

Figura 4. Representacdo esquematica do genoma do HTLV-1 com as respectivas proteinas. Fonte: Do proprio
autor.

Trés espécies de mRNAs sdo transcritos do DNA proviral do HTLV. Uma fita de RNA de
sequéncia completa é utilizada para a sintese dos produtos dos genes gag e pol e também para
0 RNA gendmico que é empacotado nos virus. Um mRNA subgendmico ¢é sintetizado a partir
de uma Unica etapa de processamento e codifica o produto do gene env, enguanto outro
MRNA subgenémico é produzido pela remocdo de dois introns e codifica as proteinas
regulatorias da regido X. O mRNA viral na regido X contém pelo menos 4 fases de leitura
aberta (ORFS I, 11 Ill e 1V) e as proteinas Tax e Rex sdo ambas codificadas pelo mesmo
MRNA policistrénico, por meio das ORFS Il e 1V, respectivamente (GOFF, 2001).

1.1.3 Biossintese e Multiplicacéo Viral

O HTLYV apresenta um ciclo de multiplicacéo tipico dos retrovirus. Apés infeccdo, o HTLV

integra-se ao DNA da célula, sendo denominado como provirus. A adsor¢do do virus ocorre
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no dominio de ligacdo ao receptor (RBD) amino terminal da SU ao receptor da membrana
celular GLUT1 (Figura 5), um transportador de glicose, e as proteoglicanas heparan-sulfato e
a neurofilina-1, para facilitar a penetragdo do virus. A subunidade TM parece ser importante
para a proxima etapa que é a de fusdo de membrana, em que o cerne serd introduzido no
citoplasma da célula infectada (MANEL et al., 2004).

Figura 5. Representacdo esquematica do ciclo de replicagdo do HTLV-1. A entrada do virus se d& pelo receptor
celular GLUT-1 que se liga a proteina de superficie viral - SU. Apds a perda do capsideo, o genoma viral é
convertido a DNA pela enzima transcriptase reversa TR e inserido no genoma celular na forma de provirus.
Fonte: SOLTANI et al., 2019.

A transcricdo do genoma viral de RNA para DNA, pela enzima TR, usando como primer o
tRNAPro ocorrerd dentro do cerne viral. Um passo importante para que a integracdo do
genoma possa ocorrer € a entrada do DNA no nucleo da célula hospedeira. A proteina IN é
responsavel pela inser¢do do DNA linear no cromossomo do hospedeiro formando o provirus.
O processo de integracdo do provirus marca o final da fase precoce do ciclo de multiplicacdo
do virus e inicia a fase tardia, que é mediada por enzimas do hospedeiro. Ocorre a sintese de

RNA viral tendo como DNA molde o provirus integrado. A sintese do RNA viral leva a
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formacdo de um longo transcrito primario, que é processado para formar os mMRNAs e RNA
genémico (LAVORGNA & HARHAJ, 2014).

As proteinas sdo sintetizadas nos ribossomos a partir dos mMRNAs e algumas sdo processadas
pos-traducionalmente. O genoma RNA é empacotado devido a sequéncias especificas
proéximo a terminagdo 5’ denominadas sequéncias de empacotamento ou regides Psi. A
particula madura contém um RNA dimérico que € altamente condensado em uma estrutura
estavel, compactamente enovelada. Um aspecto importante na etapa de empacotamento é a
incorporacdo do tRNA junto com o genoma para servir como iniciador para a sintese da fita
negativa de DNA. O processamento dos precursores Gag e Gag-Pro-Pol esta ligado a
montagem e brotamento e é controlado de forma que os precursores ndo sdo clivados até a
montagem (KROON & CARNEIRO PROIETT]I, 2015).

A maturacdo é um processo complexo que é necessario para a formacdo da particula
infecciosa. Ocorre o processamento proteolitico das proteinas do CA, obtendo-se finalmente a
particula viral madura que esta pronta para infectar novas células (GOFF, 2001; MANEL et
al., 2005).

O individuo infectado ndo apresenta viremia plasmatica (presenca de RNA viral circulante em
grandes quantidades no plasma ou soro) (EHRLICH et al., 1990; LIU et al., 1999), pois o
HTLV pode induzir eventos que levam a polarizacdo celular e formacdo de uma estrutura
protéica que permitira a sua interacdo e disseminacdo do DNA proviral via célula-célula
(Figura 6), infectando células sadias pelo processo chamado de sinapse viral, essa
disseminacdo também pode ocorrer por meio da proliferacdo da célula infectada (LIMA,
2014).
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célula T infectada pelo HTLV-1 célula ndo infectada

Figura 6. Representacdo esquematica da transmissdo viral via contato célula-célula para criar a sinapse
virologica. Fonte: Adaptado de Matsuoka & Jeang, 2007.

Recentemente foi relatada a existéncia de um mecanismo de disseminacgdo viral através de
vesiculas extracelulares (Figura 7) que promoveriam o contato célula-célula e auxiliaria na

by

transmissdo do virus de uma célula infectada a outra ndo infectada. Essas vesiculas
extracelulares, aparentemente, nao sdo infecciosas, mas estariam diretamente ligadas a
progressdao de doencas causadas pelo HTLV. Os autores ainda sugerem um modelo de
infeccdo em duas etapas, que compreendem a liberacdo das vesiculas pelas células doadoras e

o0 recrutamento de células receptoras (PINTO et al., 2019).
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Figura 7. Representacdo esquematica da transmissao viral através de vesiculas extracelulares. Fonte: Adaptado
de PINTO et al., 2019.
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1.1.4 Epidemiologia

Estima-se que pelo menos 20 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1 no mundo
(WILLEMS et al., 2017) sendo a maioria portadores assintomaticos (VIANA et al., 2014). O
que se sabe é que o HTLV é endémico em &reas como Japéo, llhas Caribenhas, Africa,
América do Sul, algumas regides da Roménia e Oriente Médio, conforme representado na
figura 8 (YAMAGUCHI et al.,, 1994, MUELLER et al.,, 1996; CASTRO et al., 1997,
MURPHY et al., 1991; LAPERCHE et al., 2009; RIBAS & MELO, 2002).

As regides que apresentam mais de 5% de soropositividade para 0 HTLV-1 sdo consideradas
de alta prevaléncia; entre 5 e 1%, de média prevaléncia; e menos de 1%, de baixa prevaléncia
(BRASIL, 2013; SANTOS et al., 2015). A figura 8 mostra a distribuicdo das regides de
acordo com a taxa de soropositividade. Em regides ndo endémicas, como Europa (prevaléncia
de 0,4% ou menos em doadores de sangue) e América do Norte (prevaléncia de 0,02%), a
infeccdo pelo HTLV-1 é encontrada, principalmente, entre imigrantes provenientes de areas
endémicas, seus filnos e contatos sexuais, entre profissionais do sexo e usuarios de drogas
injetaveis - UDIs (GESSAIN & CASSAR, 2012).

Areas endémicas BeaAl 2 J"
para o HTLV-1 N
o b gy
W< | o
l 125% \‘lj
% > 5% =

Figura 8. Distribui¢io do HTLV-1 no mundo. Fonte: ARAUJO, 2012, adaptado de PROIETTI et al., 2005.
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HTLV-1 e HTLV-2 tém uma distribuicdo mundial (figura 9), com taxas de prevaléncia que
variam de 5% a 27%, com as maiores taxas ocorrendo em certas populacdes, onde o HTLV-1
é altamente endémico (BEILKE, 2012; ARAUJO et al., 2002).

B HTLWV-1
O HTLV-2

Figura 9. Distribuigdo geografica do HTLV-1/2 no mundo. Fonte: Adaptado de WHO, 2010.

Desde que os primeiros retrovirus humanos foram identificados, diversos autores tém
procurado variagdes nos genomas virais, buscando estabelecer relagdes com as doencas
associadas a estes virus, porém estudos iniciais que analisaram o genoma do HTLV-1
identificaram um grande potencial deste para determinar rotas migratorias, além de sua
distribuicdo genotipica (MIURA et al., 1994; VAN DOOREN et al., 1998). A partir desta
identificacdo, estudos vém sendo conduzidos em diversos paises para se estabelecer a
localizacdo dos gendtipos circulantes do HTLV-1, e com isso tentar entender como esse virus
se espalhou pelo mundo, com o intuito de tomar medidas preventivas (ALCANTARA et al.,
2003).

O HTLV-2 é considerado um virus evolutivamente relacionado com o Novo Mundo e,

portanto, é endémico em popula¢des indigenas das Américas. Este virus foi detectado em
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comunidades indigenas em paises como México, Brasil, Panama, Coldémbia, Venezuela,
Argentina e nos Estados Unidos (estados da Fldorida e do Novo México) (SWITZER et al.,
1995). No entanto, ele também foi descrito, ocasionalmente, em tribos isoladas de pigmeus da
Republica Democratica do Congo, Camardes e alguns paises da Africa Ocidental assim como
em aborigenes da Australia (BOLTON et al., 1995). Em paralelo, 0 HTLV-2 est4 tambem
presente, principalmente, em populagdes de alto risco, como usuérios de drogas intravenosas
(UDIs), profissionais do sexo e individuos infectados com HIV-1 em paises da Europa, nos
Estados Unidos e no Brasil (GABBAI et al., 1993).

No Brasil, o HTLV-1 foi primeiramente descrito em 1986, por Kitagawa e cols., em uma
comunidade japonesa residente em Campo Grande (MS), com soroprevaléncia de 13%, sendo
a maioria dos individuos oriundos de Okinawa, sul do Japdo. O HTLV-2 € endémico em
diversas populacdes indigenas do Brasil, com prevaléncias de 33,3% a 57,9% na tribo Kaiapo;
12,2% na tribo Kraho; 0,42% a 15,4% na tribo Tiriyo; 8,1% na tribo Mundukuru e 11,4% na
tribo Arara do Laranjal (SANTOS & LIMA, 2005; FUJIYOSHI et al., 1999; ISHAK et al.,
1995; MALONEY et al., 1992).

Por falta de notificagdo compulsoria, a infeccdo por HTLV acomete a populagéo brasileira de
forma invisivel, uma vez que a disseminacdo do virus pode ocorrer sem que os individuos
tenham sequer conhecimento da infeccdo. Trata-se, portanto de um problema de sadde publica
(ALVES, 2018).

O Brasil é considerado o pais com maior nimero absoluto de individuos infectados pelo
HTLV (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). Dados publicados em 2012 serviram como base
para considerar que cerca de 800.000 pessoas estariam infectadas pelo HTLV-1 no Brasil
(GESSAIN & CASSAR, 2012), entretanto, Soares e cols. (2005) sugeriram o nimero de 2 a
2,5 milhGes de pessoas infectadas em todo o pais. Levando em consideracdo a falta de
publicac6es, principalmente sobre a epidemiologia da infec¢do por HTLV-2 (ALVES, 2018) e
ainda, conforme afirmado por Santos e cols. (2015), que os dados publicados ndo sdo
representativos da populacdo geral, este nUmero pode ser ainda maior, uma vez que a maioria
das amostras é de candidatos a doacdo de sangue ou grupos selecionados, como gestantes,
pacientes com doencas neurologicas ou hematoldgicas, familiares de pessoas infectadas,
nativos, usuarios de drogas injetaveis (UDIs) e profissionais do sexo (MUELLER, 1991;
FERREIRA JUNIOR et al., 1997; MANNS et al., 1999). E o que ocorre, por exemplo, com

dados da Argentina, Brasil, Coldmbia e Peru que apresentam em torno de 1-2% de
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soropositividade para HTLV-1 e HTLV-2 (GESSAIN & CASSAR, 2012; KAZANJI et al.,
2003; LEON et al., 2003; PALACIOS et al., 2003; GASTALDELLO et al., 2004; ISHAK et
al., 2003).

N&o existe, no Brasil, um estudo epidemioldgico completo de base populacional sobre a
infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2, 0 que, como citado anteriormente, ndo permite estimar a
prevaléncia real desses virus no pais (SANTOS & LIMA, 2005).

Estudos realizados com o intuito de avaliar a prevaléncia do HTLV em doadores de sangue
das 27 capitais brasileiras, concluiu que a heterogeneidade entre as regiGes € consideravel, o
que pode ser observado na figura 10 (GOMES & JUNIOR, 2011; GESSAIN & CASSAR,
2012; BARMPAS et al., 2014).

Figura 10. Soroprevaléncia representativa de HTLV-1/2 no Brasil, por estado. Dados coletados de estudos
realizados no periodo de 2002 a 2019. Fonte: Do préprio autor.
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No Acre, foram realizados dois estudos para se avaliar a soroprevaléncia de HTLV na
populacdo de Rio Branco. No estudo de Carvalho e cols. (2002) ndo foi encontrado nenhum
individuo soropositivo nas 390 amostras testadas, ja em 2003, 12 individuos das 11.121
amostras testadas foram soropositivos, correspondendo a uma taxa de soroprevaléncia de
0,11% (COLIN et al., 2003).

Trés populacbes distintas do Amapé foram avaliadas em 2006, um total de 356 amostras de
sangue foram testadas para HTLV, sendo 186 de comunidade afro-descendente do municipio
de Mazagdo, 140 amostras de individuos infectados pelo HIV-1 e 30 amostras de pacientes
atendidos especificamente para diagndstico de HTLV pelo LACEN-AP. Cinco amostras
tiveram resultado positivo, pertencentes ao grupo de pacientes do LACEN-AP,

correspondendo a uma soroprevaléncia de 1,4% (SILVA, 2006).

Na cidade de Salvador, Bahia, foram testadas 765 amostras de individuos assistidos pelo
Programa Salde da Familia (PSF), destes 529 (69,2%) do sexo feminino e 236 (30,8%) do
masculino. A soroprevaléncia geral para HTLV-1/2 foi de 1,96%, aumentando de acordo com
a idade. Observou-se soroprevaléncia de 2,16% e 1,89% para 0s sexos masculino e feminino,
respectivamente (SODRE et al., 2010). Ja Pereira e cols. (2019) constataram uma
soroprevaléncia de 0,85% para HTLV-1/2 em amostras de individuos de diferentes

municipios do estado da Babhia.

No periodo de 2001 a 2008, 679.610 amostras de sangue de doares voluntarios pertencentes a
Hemorrede do Ceara foram testadas, destas, 164 deram resultados positivos (prevaléncia de
0,024%) sendo 33 tipadas para HTLV-2 (GOMES & JUNIOR, 2011). Ja durante os anos de
2012 e 2013, de 111.931 amostras de doadores do HEMOCE, 15 foram efetivamente
positivas para os testes de triagem e confirmacdo, mostrando uma prevaléncia de 0,013%
(SOUZA et al., 2016).

Num municipio de Vitoria-ES, no ano de 2009, foram testadas 1.502 amostras, distribuidas
em seis regides de saude. A soroprevaléncia geral para HTLV-1/2 foi de 0,53%, sendo sete

amostras positivas para HTLV-1 e uma amostra positiva para HTLV-2 (ORLETTI, 2012).

No periodo de abril de 2008 a agosto de 2012, um total de 1.252 individuos foi estudado em
Goiania-GO, sendo 402 pacientes com tuberculose (Grupo I), 505 individuos HIV-positivo

(Grupo 1) e 345 pacientes com doengas onco-hematoldgicas (Grupo I11). 12 amostras tiveram
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resultado positivo para HTLV-1/2, resultando em taxas de prevaléncia de 1,24%, 0,79% e
0,87%, respectivamente, e soroprevaléncia total de 0,96% (KOZLOWSKI, 2013). Almeida e
cols. (2014) encontraram prevaléncia de 1,52% na cidade de Cataldo — Goias em um estudo
no periodo de janeiro a dezembro de 2010, onde foram analisadas 3.108 amostras de doadores

de sangue do Hemocentro Regional de Cataldo.

Cruz (2011) realizou um levantamento de 398.363 cadastros de doadores de sangue do
Hemocentro do Maranhdo — HEMOMAR, referentes ao periodo de janeiro de 2002 a
dezembro de 2009, destes, 924 doadores apresentaram resultados positivos para HTLV,
representando uma soroprevaléncia de 0,02%. De abril a setembro de 2006, 2.965 puérperas
de Cuiaba, Estado do Mato Grosso, com idade média de 23,9 anos, foram submetidas a testes
sorolégicos para o HTLV-1/2. A prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1/2 foi de 0,2%,
semelhante a observada na populacéo geral de varios centros desenvolvidos do pais (YDY et
al., 2009).

O Programa Estadual de Protecdo a Gestante do Mato Grosso do Sul (PEPG-MS) realizou a
triagem para a infeccdo pelo HTLV-1/2 em 155.807 gestantes entre 2002 e 2006, sendo
encontrados 206 casos positivos, resultando em uma soroprevaléncia de 0,13% (PORTELA,
2008). A mesma taxa de soroprevaléncia (0,13%) foi encontrada em um estudo realizado no
ano de 2008, em gestantes submetidas a exames sorologicos durante o pré-natal, onde 153 de
116.689 gestantes tiveram resultados positivos para HTLV-1/2, sendo que 133 eram do tipo 1
e 20 do tipo 2 (DAL FABBRO et al., 2008).

Ribeiro (2009) avaliou a distribuicdo do HTLV-1/2 entre mulheres puérperas de Minas
Gerais. Foram 55.293 amostras incluidas na analise, destas duas eram portadoras de HTLV-2
e todas as demais portadoras do HTLV-1, totalizando 42 amostras, com uma prevaléncia de
0,08%. Em 2010, uma analise retrospectiva dos testes soroldgicos para HTLV-1/2, realizados
no periodo de 1° de janeiro de 1995 a 31 de dezembro de 2008, no Hemocentro Regional de
Uberaba, encontrou uma prevaléncia de sorologia positiva para o0 HTLV de 0,03% em um
total de 147.489 amostras, onde 461 deram resultados positivos. Destes, 216 foram
submetidos a teste confirmatorio, com 36 reac6es positivas, representando uma prevaléncia de
0,02% (LIMA et al., 2010).

O Estado do Pard € o terceiro do Brasil com maior frequéncia de infeccdo por HTLV entre

doadores de sangue. Um estudo objetivou investigar a infeccdo causada pelo HTLV em
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comunidades ribeirinhas do nordeste paraense, atendidas pelo Programa Luz na Amazonia,
entre fevereiro de 2009 e junho de 2010, em 175 ribeirinhos, resultando em uma prevaléncia
total do HTLV-1 de 1,14% (2/175). Este estudo demonstrou a ocorréncia de HTLV-1 nas
comunidades ribeirinhas estudadas, com frequéncias semelhantes as de popula¢des urbanas. O
HTLV-2 ndo foi encontrado na amostra estudada (FERREIRA et al., 2010). Outra pesquisa
realizada entre novembro de 2014 e novembro de 2015 por Silva e cols. (2018), com 1.059
individuos transeuntes de logradouros publicos de Belém-PA, constataram a prevaléncia 1,4%
(15/1.059) para HTLV-1 e 0,5% (5/1.059) para HTLV-2.

Na Paraiba, um estudo realizado entre janeiro de 2002 e janeiro de 2011, entre os doadores de
sangue da cidade de Patos, teve como objetivo analisar a soroprevaléncia da infeccdo pelo
HTLV-1/2. Dos 39.127 doadores registrados no Hemonucleo de Patos-PB, 10 apresentaram
sorologia positiva para o HTLV-1, representando 0,025% e nenhum doador apresentou
sorologia positiva para o HTLV-2 (BRAGA et al., 2012).

No Parana, um estudo avaliou a prevaléncia da infeccdo pelo HTLV em 643 gestantes de alto
risco atendidas no ambulatdrio de pré-natal do Servico de Tocoginecologia do Complexo do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand (CHC-UFPR), no periodo de agosto
de 2015 a agosto de 2016, das quais duas (0,31%) foram confirmadas como portadoras de
HTLV, sendo uma HTLV-1 e outra HTLV-2 (MEDEIROS, 2017).

Os aspectos soroepidemioldgicos da infeccdo pelo HTLV-1/2 foram investigados em
primodoadores de sangue e seus familiares no Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Estado do Piaui (HEMOPI) no periodo de agosto/2011 a julho/2012, das 37.306 amostras de
sangue, 47 (0,13%) foram reagentes, destas, 22 (0,06%) eram HTLV-1 e 14 (0,04%) HTLV-2
(RIBEIRO, 2014). A soroprevaléncia de HTLV-1 e 2 também foi analisada no HEMOPI, por
Xavier e Oliveira (2019), no periodo de 1° de janeiro de 2006 a 31 de dezembro de 2016, em
que 727 bolsas de sangue, de um total de 531.152 doacdes, foram descartadas por ter um

resultado soroldgico positivo para HTLV-1/2, indicando uma prevaléncia de 0,14%.

Em 2015, foi descrita a prevaléncia de HTLV em Boa Vista, Roraima, no periodo de 2007 a
2010 em doadores de sangue de um Hemocentro do municipio. De 50.855 amostras, 32 foram
reagentes para HTLV, representando a prevaléncia de 0,06% (SEMEAO et al., 2015).
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Um trabalho realizado em 2018 identificou a soroprevaléncia do virus HTLV-1/2 em
doadores de sangue no Hemocentro Regional de Blumenau, Santa Catarina, no periodo de
fevereiro de 2010 a dezembro de 2016. Foram 136.689 amostras avaliadas, das quais 18

foram positivas, representando uma soropositividade de 0,01% (REUTER, 2018).

1.1.5 Resposta Imune e Patogénese

A infeccdo pelo Virus Linfotrépico de Células T Humanas (HTLV) pode apresentar diferentes
manifestacdes clinicas durante a fase cronica. Embora a maioria dos individuos infectados
permaneca assintomatica durante toda a vida, cerca de 5 a 10% dos pacientes desenvolvem
algum tipo de sintoma que pode ou ndo evoluir para doencas mais graves. Proietti e cols.
(2006) sugerem que a janela imunologica do HTLV-1 adquirido por via transfusional seria de
51 dias (36 a 72 dias, intervalo de confianca de 95%), porém a do HTLV-2 € desconhecida.
Entretanto, ainda ndo se conhece bem o periodo de janela imunoldgica e a cinética dos titulos
de anticorpos anti-HTLV ao longo da infeccdo. O periodo para soroconversdo parece variar
de acordo com a via de transmissdo da infeccdo e com a carga viral recebida no evento de
transmissdo. A transfusdo sanguinea é considerada a mais eficiente e o receptor geralmente se
soroconverte em dois meses, enquanto que para as outras vias, pode demorar seis ou mais
(ERICHSEN et al., 2009).

Alguns estudos sugerem que a via de infeccdo também pode ser determinante no
direcionamento da natureza neoplasica/inflamatoria-degenerativa da infeccdo cronica (Figura
11) (GRANT et al., 2002).
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Figura 11. Populacéo alvo na infeccdo primaria pelo HTLV-1 e consequéncia para a patogénese. O desfecho da
infeccdo pelo HTLV-1 com desencadeamento ou ndo de doenca dependeria da porta de entrada do virus e a
efetividade da resposta imune em controlar o nivel das células infectadas. Fonte: Adaptado de Grant et al., 2002.

Embora ndo sejam conhecidos todos os eventos que levam o individuo portador do HTLV-1
permanecer no estado assintomatico ou desenvolver doenca hematoldgica ou de carater
inflamatério, o nivel de expressdo viral, a invasdo de ceélulas infectadas a outros
compartimentos corporais e a efetividade da resposta imune durante toda a infec¢do séo
considerados fatores importantes para determinar o nivel da carga proviral e o risco de
desenvolvimento de doenca associada ao HTLV-1 (COELHO-DOS-REIS et al., 2015).

A principal caracteristica da infeccdo por HTLV é a sua perenidade. Na maioria dos casos o
virus desenvolve-se de forma a ndo prejudicar o infectado e, por isso, perdura de forma
assintomatica e indetectavel pelo sistema imune por anos, décadas e, em alguns casos, por
toda a vida do hospedeiro (DREZETT et al., 2013).

As doencas associadas ao HTLV com maior importancia clinica sdo de natureza neoplasica
(Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto — ATLL) ou inflamatéria-degenerativa
(Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espastica Tropical — HAM/TSP) (COELHO-
DOS-REIS et al., 2015), mas os portadores do virus também podem apresentar outros tipos de
comorbidades secundarias e/ou infeccBes oportunistas como dermatite infecciosa,

estrongiloidiase, escabiose, micoses, polimiosite, tireoidite, alveolite, uveite, artrite
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reumatoéide, sindrome de Sjogren, linfadenite, dentre outras (MARTINS et al., 2015;
UCHIYAMA, 1997).

A principio, acreditava-se que células TCD4" (Linfocitos T-auxiliares) do sangue periférico
representavam o alvo primério para a infeccdo pelo HTLV, hoje ja foi demonstrado que outras
populacdes celulares tais como mondcitos, células epiteliais e outras populagdes de linfocitos
também sdo susceptiveis a infec¢cdo pelo virus (AMARANTE et al., 2015; ZEHENDER et al.,
1998).

Como as sequéncias de nucleotideos de HTLV-1 e 2 apresentam uma similaridade de 65%, a
variabilidade genética observada entre as amostras, tanto do HTLV-1 quanto do HTLV-2, tem
levado a descricdo de subtipos e andlises filogenéticas, mostrando as relagfes evolutivas entre
eles (BERTAZZONI et al., 2011), com isso, acredita-se que as caracteristicas funcionais e
estruturais diferenciais das proteinas Tax1 e Tax2 podem explicar as diferengas no potencial
da doenca associadas aos dois subtipos (BEILKE, 2012; HIGUCHI et al., 2009).

Em cenarios clinicos em que ocorre a superexpressdo de Taxl e Tax2, o aumento da
transativacdo de genes celulares pode resultar em desregulacdo imunoldgica nos individuos
afetados (YAMANO et al., 2002). Um estudo realizado em 2011 relatou a capacidade das
proteinas recombinantes Taxl e Tax2 de regular negativamente a expressdo do receptor
CCR5 nos linfocitos, juntamente com a inducdo de quimiocinas CC (BEILKE, 2012;
BARRIOS et al., 2011).

Outro trabalho também relacionou a regulacdo da expressdo dos genes taxl e tax2 por
proteinas expressas por um transcrito antisense (ou seja, o fator HTLV-1 bZIP e a proteina
antisense do HTLV-2 conhecida como APH-2) mostrando, ainda mais, diferencas importantes
na maneira como Taxl e Tax2 sdo expressas (BEILKE, 2012; MATSUOKA et al., 2009;
HALIN et al., 2009).

Enguanto a associacdo do HTLV-1 com doencas como ATLL e a HAM/TSP ja é definida, o
HTLV-2 ndo estd claramente associado a nenhuma comorbidade ou desequilibrio na
homeostase corporal e ainda precisa ser melhor estudado (PEREIRA & MESQUITA, 2015).
Embora a Tax2 compartilne muitas propriedades caracteristicas da Tax1, seu potencial para
induzir transformacdo celular e sua capacidade de induzir a expressdo génica de citocinas séo
inferiores a Tax1l (BEILKE, 2012; YAMANO et al., 2002; HIGUCHI et al., 2009).
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1.1.6 Manifestaces Clinicas

Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espéstica Tropical — HAM/TSP

A Paraparesia Espastica Tropical (TSP) foi descrita inicialmente em 1985, na Martinica,
Jamaica e Coldmbia, ap6s a constatacdo da presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro de
mais de 60% dos pacientes com essa doenca (GESSAIN et al., 1985). Em 1986 foi descrita no
Japdo com a denominagdo de Mielopatia Associada a0 HTLV-1 — HAM (OSAME et al.,
1986). Somente em 1988, por concluirem que se tratava de uma mesma doenca, foi
reconhecida pela Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) e denominada de HAM/TSP.

O periodo de incubagdo do HTLV-1 é longo, e por esta razdo, a sintomatica €, na maioria dos
casos, inexistente. Estima-se que 2 a 3% dos individuos infectados pelo HTLV-1 irdo
desenvolver HAM/TSP (NETO et al.,, 2012). A proteina Tax age como facilitadora da
passagem das células TCD4* infectadas para o sistema nervoso central - SNC, levando a
desmielinizacdo dos neurdnios (Figura 12), com isso observa-se o desenvolvimento de
paraparesia espastica progressiva, disturbio esfincteriano (com perda sensorial ou nao),
disturbio intestinal, disfuncdo motora (fraqueza dos membros inferiores) e disfuncdo erétil
(MARTINS et al., 2011).
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Figura 12. Representacdo esquemética da desmielinizacdo causada pelo HTLV-1 na HAM/TSP. Fonte:
HowStuffWorks, 2007.
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Os individuos com HAM/TSP apresentam alteracdes em diversos parametros imunologicos
quando comparados aos individuos infectados assintométicos. Dentre os mais relevantes
destacam-se os elevados titulos de anticorpos especificos para antigenos do HTLV-1, tanto no
soro quanto no liquido cefalorraquidiano, o aumento na producdo de citocinas
proinflamatdrias nas regides afetadas da medula espinal, o aumento da capacidade migratéria
dos leucdcitos circulantes e o aumento percentual de linfocitos TCD8™ ativados, especificos
para 0 HTLV-1 (COELHO-DOS-REIS et al., 2015).

A expressdo da proteina viral Tax no compartimento celular de linfocitos TCD4" levaria a
ativacdo do fator nuclear k-B (NF-«xB), fatores séricos de resposta (SRF) e fatores ativadores
de transcricdo/proteinas ligantes de elementos de resposta ao AMP-ciclico (ATF/CREB).
Neste contexto, estas células proliferam espontaneamente e expressam moléculas de adeséo,
quimiocinas e citocinas proinflamatérias (IFN-y, TNF) que poderiam favorecer a migracéo
direcionada dos linfécitos TCD4* infectados da circulacdo para o sistema nervoso central -
SNC (GRANT et al., 2002; GOON et al., 2003).

No SNC, os astrocitos e as células TCD4" representam as células que possuem produtos
proteicos virais em seu citoplasma bem como o DNA proviral integrado ao genoma celular. A
expressdo génica viral dentro do SNC ndo s6 promove a ativacdo de linfocitos T e migracédo
de mondocitos, como resulta na criagdo de um microambiente favoravel a acdo citotdxica de
células TCD8* especificas para antigenos do HTLV-1 associados as moléculas do MHC-I.
Neste contexto, tem sido mostrado que a expressao de Tax causa uma producao exacerbada de
TNF-o por astrocitos resultando em aumento na expressdo de MHC-I, reducdo no influxo de
glutamato, destruicdo de oligodendrocitos, desmielinizacdo e, consequentemente,
neurotoxicidade (COELHO-DOS-REIS et al., 2015).

Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto — ATLL

A Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL) foi inicialmente descrita no Japdo em
1977 (GALLO, 2005). E uma doenca agressiva, linfoproliferativa, causada por linfocitos T
maduros (UCHIYAMA et al., 1977). O quadro sintomatoldgico classico inclui: mal-estar,
febre, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, perda de peso, lesbes cuténeas, ictericia, sede,
fatiga e imunossupressdo. Alteracbes na morfologia nuclear das células T que se mostram
com nucleo multilobulado também sdo observadas (Figura 13) (MATSUOKA, 2005).
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Figura 13. "Flower cell" - células leucémicas observadas ao microscépio. Podem ser vistos nucleos
multilobulados, tipicas no sangue periférico de um paciente com quadro agudo de ATLL. Fonte: Matsuoka,
2005.

A proteina do HTLV-1 (Taxl) estd envolvida centralmente nas etapas complexas da
leucemogénese apos anos de infeccdo subclinica. Tax1 afeta uma ampla variedade de vias de
sinalizacdo celular e consequente expressdo de proteinas de células hospedeiras incluindo
fatores de transcricdo e citocinas, como interleucina-2 (IL-2), fator de necrose tumoral (TNF)
e outros, levando a ativacdo transcricional, proliferacéo e, finalmente, transformacao celular
(BEILKE, 2012; BOXUS et al., 2008; BANERJEE et al., 2007) e ainda atua na intermediacao
dos processos que envolvem a transcricao viral que leva a imortalizacdo dos linfocitos T e
posterior surgimento da ATLL (PEREIRA & MESQUITA, 2015).

Dermatite infecciosa

A dermatite infecciosa associada ao HTLV-1 (DIH) é um tipo de eczema infectado e
recidivante que incide em criancas que adquirem verticalmente a infeccdo pelo HTLV-1.
Normalmente inicia-se apds os 18 meses de idade, podendo também ocorrer no inicio da vida
adulta. As lesbes sdo eritemato-descamativas, infectadas e frequentemente crostosas.
Localizam-se, com maior frequéncia, no couro cabeludo, regides retro-auriculares, pescoco e

regido inguinal, mas podem ser generalizadas. Veem-se também fissuras retro auriculares,
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papulas eritemato-descamativas e foliculares. Prurido discreto a moderado, secrecdo nasal
cronica e blefaroconjutivite podem ser observados. A DIH sempre se associa a infeccdo por
Staphylococcus aureus e/ou Streptococcus beta hemoliticus. O diagnéstico diferencial clinico
deve ser feito com as dermatites atdpica e seborreica e, do ponto de vista anatomopatoldgico,
com a psoriase e o linfoma cuténeo de células T (BITTENCOURT & OLIVEIRA, 2005).

Estrongiloidiase

A estrongiloidiase ¢ uma das mais importantes helmintiases em paises tropicais, e estudos
epidemioldgicos tém demonstrado associagdo desta parasitose com o virus HTLV-1. Em
regides onde estes dois agentes sdo endémicos a coinfec¢do pode resultar no desenvolvimento
de formas disseminadas da estrongiloidiase assim como em estrongiloidiase recorrente.
Enguanto que o virus HTLV-1 esta relacionado com uma alta producéo de IFN-y e desvio da
resposta imune para o tipo Thl, a protecdo contra helmintos esta associada a uma resposta
Th2. Devido a este viés da resposta imune, individuos infectados pelo HTLV-1 apresentam
reducdo na producdo de IL-4, IL-5, IL-13 e IgE, componentes participantes dos mecanismos
de defesa contra S. stercoralis. Estas anormalidades constituem a base para a ocorréncia de
maior frequéncia e de formas mais graves da estrongiloidiase em pacientes infectados pelo
HTLV-1 (PORTO et al., 2002).

Escabiose

Acredita-se que a escabiose, ectoparasitose causada pelo acaro Sarcoptes scabiei, ocorra nos
pacientes infectados pelo HTLV-1 predominantemente devido a imunodepressdo determinada
pelo virus. A escabiose em geral cursa com manifestacdes discretas, mas pode se agravar em
pacientes infectados pelo HTLV-1. A forma grave dessa doenca € chamada de escabiose
crostosa ou norueguesa. Tem-se demonstrado, inclusive, que a infeccdo pelo HTLV-1
determina o desenvolvimento dessas apresentacdes independentemente da presenca de ATLL
(NOBRE et al., 2005).

Micoses

A semelhanca da escabiose, as micoses cutaneas, notadamente as dermatofitoses, ocorrem
com maior frequéncia nos pacientes infectados pelo HTLV-1. Casos de dermatofitose extensa
associada a escabiose norueguesa foram descritos, o mecanismo sugerido é o da

imunossupressao celular determinada pelo virus (NOBRE et al., 2005).
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Polimiosite

O HTLV-1 est4 associado a manifestacBes clinicas de envolvimento de diversos 6rgaos e
sistemas, inclusive os musculos, levando ao aparecimento de polimiosite (PM). Geralmente as
manifestacdes musculares estdo envolvidas com alteragdes no sistema nervoso central ou
periférico. A associacdo entre poliomiosite e HTLV-1 foi identificada, por exemplo, na
Jamaica, onde foi descrito que 85% dos pacientes portadores de PM sdo HTLV-1 positivos e
no Japdo, onde 16% da populacdo é positiva para HTLV-1, e a incidéncia de PM em soro-
positivos é superior a 30% (OLIVEIRA et al., 2000).

Tireoidite

As doencas autoimunes da tireoide sdo o resultado da quebra da autotolerancia causada
principalmente por fatores genéticos e ambientais. O retrovirus HTLV-1 tem sido implicado
como um importante fator ambiental desencadeador destas doencgas. VVarios mecanismos séo
propostos para explicar a inducdo da autoimunidade pela infeccdo, entretanto, parece que
somente trés possibilidades seriam importantes entre os individuos susceptiveis a
desenvolverem doenca autoimune da tireoide: (1) infeccédo direta das células tireoideanas com
estimulo de células T e liberacdo de citocinas, levando a indugdo do antigeno de classe Il do
complexo maior de histocompatibilidade (MHC); (2) mimetismo molecular com auto-
antigenos e inducdo de auto-anticorpos e ativacdo de células T auto-reativas e (3) ativacédo
policlonal de ceélulas T, incluindo subpopulacBes de células T auto-reativas, por um
superantigeno enddgeno, ou mesmo um organismo infeccioso. A presenca das proteinas p19 e
gp21 foi detectadas no tecido tireoideano e em tecidos normais de pacientes com doenca
autoimune da tireoide. Isso pode indicar a expressao genética de sequéncias do HTLV-1
integradas ao genoma desses individuos, ou reacdo cruzada, causada pela presenca de
antigenos comuns entre as proteinas p19 e gp21 do HTLV-1 e as células epiteliais foliculares

da tireoide, ou talvez mimetismo molecular (FILHO et al., 2000).

Alveolite e complicacoes pulmonares

Complicacgdes pulmonares como alveolite e bronquiectasias foram encontradas em individuos
que desenvolvem HAM/TSP devido a inflamacdo cronica. O virus HTLV-1 parece ter um
tropismo peculiar em relagdo aos pulmdes, expresso pelas lesées pulmonares encontradas em

individuos com HAM/TSP. O HTLV-1 causa inflamacdo persistente em todos 0s 6rgdos nos
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quais se manifesta. Nos pulmdes, a fibrose caracteristica dessas lesdes estd relacionada a
inflamacdo croénica, levando a ativacéo de fibroblastos pulmonares. As alteracGes pulmonares
causadas pelo HTLV-1 parecem estar relacionadas & liberacdo de citocinas (IL-1a, IL-1p, IL-
6, IL-8 e TNF-a) e quimiocinas (MIP-1a e IP-10), que danificam os tecidos pulmonares
através da infiltracdo de linfocitos TCD8" ativados (Figura 14) com um padrdo de resposta
imune alterado devido a expressao de Tax e HBZ (DIAS et al., 2018). Outra caracteristica dos
distrbios pulmonares em pacientes com HTLV-1 é a presenca de alveolite (alveolite de
fibrose criptogénica) e linfocitose (CD4* e CD25%) (MATSUYAMA et al., 2003). Além
disso, individuos infectados tém maior suscetibilidade a tuberculose pulmonar, devido a
alteracOes na resposta imune inata, em portadores assintomaticos ou a uma doenca oportunista
ligada a imunodepresséo em individuos que desenvolvem ATLL. Diversos estudos reforgcam a
hipotese de que individuos com HTLV-1 estdo em maior risco de infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis (MARINHO et al., 2005; GRASSI et al., 2016).
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Figura 14. Representacdo da inflamagdo pulmonar induzida pelas células infectadas pelo HTLV-1 (células
TCD4*, TCD25" e epiteliais pulmonares). Recrutas de quimiocinas MIP-1a ativa células inflamatérias nos
pulmdes (células TCD8" especificas do HTLV-1) que expressam citocinas inflamatorias (IL-1a, IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8 e TNF). H& um aumento de IP-10, uma quimiocina que desempenha um papel fundamental na patogénese
da fibrose pulmonar. Associado a isso, 0 ICAM-1 atua facilitando a adesdo de neutréfilos as células epiteliais
pulmonares e potencializando a inflamagéo cronica local. O resultado é o desenvolvimento de alveolite e fibrose.
Fonte: Dias et al., 2018.
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Uveite

Clinicamente, a uveite associada ao HTLV-1 (HAU) é caracterizada por moderada a grave
infiltracdo celular ocular e moderada vasculite retiniana. O achado ocular tipico da HAU é
uma infiltracdo dos tecidos oculares, particularmente no corpo vitreo e uma vasculite retiniana
moderada (57,4% dos casos), mas pode se apresentar também como uma uveite anterior
(17,6%), uveite posterior (17%) e panuveite com lesdes retinocoroidianas (exsudatos e
hemorragias) (5,1%). A HAU esta relacionada com a presenca de linfocitos TCD4" infectados
com 0 HTLV-1 que produzem uma variedade de citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, TNFa e
IFNy) desencadeando a resposta inflamatoria. Em particular, a IL-6 é uma citocina
multifuncional tipica com diversas atividades biologicas, incluindo hemopoiese e resposta de
fase aguda (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). Também foi demonstrado que quantidades
significativas de varias citocinas, incluindo TNFa, sdo produzidas no humor aquoso de
pacientes portadores de HAU. Paralelamente, estudos demonstraram que individuos que
apresentem polimorfismos nas posicdes -238, -308, -863 e -1031 do gene produtor de TNFa
produzem maiores niveis dessa citocina na resposta imune frente a diferentes estimulos
(CORDEIRO et al., 2008).

Artrite reumatoide

Doenca inflamatdria sistémica, de carater crénico e progressivo, de natureza autoimune, que
lesa a membrana sinovial, em alguns casos ocasionando destruicdo dos 0ssos e cartilagens.
Estudos demonstram que o HTLV-1 é um agente capaz de desencadear e perpetuar doencas
inflamatdrias crénicas, pois os linfocitos parasitados pelo virus produzem uma maior
quantidade de citocinas pro-inflamatorias, que agem estimulando a proliferacdo das células
sinoviais (OZAWA et al., 2012).

Sindrome de Sjégren

A Sindrome de Sjogren é uma doenca autoimune caracterizada pela infiltracdo por linfécitos
T das glandulas salivares e lacrimais, causando a destruicdo de sua estrutura ductal e secura
de mucosas oral e conjuntival. Eventualmente podem ocorrer outros sintomas inflamatorios
sistémicos como pneumonite, vasculite e comprometimento do sistema nervoso central.
Véarios mecanismos patogénicos foram propostos, incluindo determinantes genéticos, fatores

hormonais e infecc¢bes virais como hepatite C e outros retrovirus, mas ndo existem evidéncias
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de uma etiologia definitiva. A associagdo entre HTLV-1 e Sindrome de Sjogren foi descrita
por Vernant e cols. (1988) a partir de cinco pacientes das indias Ocidentais com HAM/TSP e
alveolite linfocitica, que preenchiam critérios diagndsticos para a exocrinopatia. Também foi
demonstrada uma alta prevaléncia de anticorpos contra HTLV-1 em pacientes com Sindrome
de Sjogren (COULDERC et al., 1995). Autores japoneses (EGUCHI et al., 1992) verificaram
0 mesmo em éareas endémicas de seu pais, sendo que foram encontrados anticorpos anti-
HTLV-1 da classe IgA preferencialmente na saliva de individuos com Sindrome de Sjogren,
em comparagao aos pacientes com outras doencas relacionadas ao HTLV-1 como HAM/TSP
(CRUZ et al., 2005).

1.1.7 Diagnostico do HTLV

O Japédo, em 1986, foi o primeiro pais a iniciar a triagem sorolégica para 0 HTLV em servicos
de hemoterapia. J& nos EUA, em novembro de 1988, o FDA (Food and Drug Administration)
recomendou que se fizesse a triagem sorologica para o HTLV em todos os doadores
voluntarios. No Canada e nas Ilhas Francesas Caribenhas (Guadalupe, Martinica e Guiana), a
triagem soroldgica se iniciou em 1989. Na Franca Continental, o teste tornou-se obrigatério
na triagem sorologica em 1991, e na Dinamarca, em 1994, seguidos pela Grécia e Portugal,
Inglaterra e o Pais de Gales, em agosto de 2002. A Suécia, em 1994, iniciou a triagem
soroldgica universal para doadores de sangue, reviu a conduta em 1995, realizando triagem
sorolégica unicamente para doadores de primeira vez. A EscOcia, em novembro de 2002,
implantou a triagem rotineira para HTLV em mini-pools (mistura de plasmas de doadores de
sangue). Outros paises com baixa prevaléncia para HTLV tém discutido ao longo das décadas
a relacdo custo/beneficio da implantacdo de triagem sorologica para HTLV (LOPES et al.,
2008).

No Brasil, a triagem soroldgica tornou-se obrigatéria em bancos de sangue no ano de 1993,
por meio da portaria n° 1.376 do Ministério da Saude, e desde entdo o algoritmo para o
diagnodstico sofreu diversas adaptacdes ao longo dos anos, com o objetivo de melhorar o
processo. Ja em 2008 foi promulgada, pelo Governo de Minas Gerais, a Lei 17.344, que torna
obrigatoria a realizacdo de testes soroldgicos para o diagnostico da infeccao pelo virus HTLV

e o0 tratamento dos casos identificados.
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Atualmente é preconizado pelo Ministério da Saude que o diagnostico da infeccdo pelo HTLV
seja feito por meio de duas etapas, sendo uma de triagem, onde s&o utilizados testes
soroldgicos que detectam anticorpos contra os diferentes subtipos (HTLV-1 e HTLV-2), ndo
sendo possivel a diferenciacéo entre eles. Se o teste inicial de triagem for reativo, ele deve ser
repetido e as amostras com resultados repetidamente reativos devem ser submetidas a testes
confirmatérios que possuam maior especificidade e que também possam discriminar entre 0s
subtipos virais (Figura 15). Para essa etapa confirmatdria, além de testes sorolégicos, também
séo utilizados testes moleculares, para isso, nos hemocentros brasileiros, segundo instrucao da
ANVISA, por meio da Resolu¢do da Diretoria Colegiada — RDC 153, de 14 de julho de 2004,
emprega-se como teste de triagem soroldgica para HTLV-1 e 2 o teste de ELISA e como teste
confirmatorio o Western Blot (ERICHSEN et al., 2009).
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Figura 15. Algoritmo para o diagndstico laboratorial da infec¢do pelo HTLV preconizado pelo Ministério da
Saude. Fonte: Adaptado de BRASIL, 2004.
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O diagnostico sorolégico da infeccdo pelo HTLV baseia-se na deteccdo de anticorpos
especificos para as proteinas virais tanto da matriz, capsideo e nucleocapsideo (p19, p24, p15)
quanto do envelope (gp46 e p21). O principal método utilizado para a triagem soroldgica do
HTLV é o ensaio imunoenzimatico — EIA e/ou ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay), onde os antigenos especificos sdo adsorvidos a uma placa de poliestireno e a reagdo é
revelada apos a incubacdo do soro do individuo e de um conjugado anti-lg humana marcado
com uma enzima (COSTA, 2010).

O EIA/ELISA constitui métodos simples com boa sensibilidade. Os testes de primeira
geracdo usavam na fase sélida apenas o lisado de células infectadas com HTLV-1 purificado.
Nos testes de segunda geracédo, proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos do envelope
viral foram adicionados como antigenos, aumentando a sensibilidade, principalmente para o
HTLV-2 (POIESZ et al., 2000).

Anteriormente também eram utilizadas reacdes de aglutinacdo, que séo caracterizadas pela
utilizacdo de particulas de gelatina e/ou de latex sensibilizadas com antigenos virais
inativados. Estas sdo baseadas no principio de que as particulas sensibilizadas aglutinam-se na
presenca de anticorpos anti-HTLV que se encontram no soro ou plasma de individuos
infectados, porém ndo sdo mais tdo comumente utilizadas uma vez que podem gerar
resultados falso-positivos e ndo sdo capazes de discriminar o HTLV-1 do HTLV-2, sendo
utilizados preferencialmente, neste caso, os testes EIA/ELISA (FUJINO et al., 1991).

Atualmente tem sido utilizado o método de quimioluminescéncia (CLIA) para a deteccéo da
infeccdo pelo HTLV, que se trata de um método totalmente automatizado, simples, sensivel,
especifico, rapido e dtil para triagem de anticorpos anti-HTLV-1. Esse método foi
desenvolvido por Kamihira e cols. (1992), utilizando antigenos virais parcialmente
purificados, revestidos em pequenas esferas de poliestireno, juntamente com anticorpos anti-
IgG-humano, marcados com éster de acridinio. Trata-se de um imunoensaio realizado em dois
passos para a deteccdo qualitativa de anticorpos contra o HTLV-1/2 que consiste em uma
combinacdo da amostra e do diluente de ensaio. Uma aliquota da amostra pré-tratada e as
microparticulas paramagnéticas revestidas de HTLV-1/2 sdo combinadas em uma nova célula
de reacdo. Os anticorpos anti-HTLV presentes na amostra ligam-se as microparticulas
revestidas de peptideo sintético de HTLV-1/2 e antigeno recombinante do HTLV-1. Apés a
lavagem, os conjugados marcados com acridinio ligam-se aos anticorpos anti-HTLV-1/2.

Apos o ciclo de lavagem, a solucdo pré-ativadora é adicionada a mistura de reagdo. A reacao
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quimioluminescente resultante € medida em unidades de luz relativa (ULR) (MEDEIROS,
2017).

A quimioluminescéncia (CLIA) tem boa concordancia de resultados com os ensaios de
imunofluorescéncia indireta, testes de aglutinacdo de particulas e imunoensaios enzimaticos,
porém oferece vantagens em relacdo a eles. A CLIA apresenta praticidade de execucgdo e
menor variacdo durante a pipetagem, pois o0 operador s6 precisa colocar 0s tubos nas racks de
operacao, podendo utilizar tubos primérios, oriundos da coleta do material, sem precisar de
aliquotas. Além disso, os demais reagentes podem ser colocados em packs, sem a necessidade
de preparo, uma vez que serdo adicionados pelo préprio equipamento, além da ndo utilizacdo
de material radioativo e maiores prazos de validade dos produtos, possibilitando um maior
aproveitamento. Existe igualmente a possibilidade de execucdo de mais de um teste para uma
mesma amostra, sem a necessidade de permanéncia por muito tempo dentro do equipamento.
Ao contrario do ELISA ou os testes de imunofluorescéncia, a quimioluminescéncia é um
sistema fechado de analise, ou seja, sistema automatizado, que ndo permite ao operador
interferir nas diferentes etapas do processo (LIMA, 2012). Porém a CLIA ndo possibilita a
tipagem, ou seja, diferenciacdo da infeccdo pelo HTLV-1 ou HTLV-2, fazendo-se necessario

a aplicacdo de outros métodos de confirmacdo e diferenciacdo de sorotipos.

Para a etapa de confirmagdo, o teste recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) é o Western Blot (WB), em que 0s antigenos virais, obtidos a partir de culturas de
células infectadas, sdo submetidos a uma eletroforese em gel de poliacrilamida, que permite a
separacdo das proteinas virais de acordo com o seu peso molecular. Este material é transferido
para um papel de nitrocelulose que, posteriormente, é cortado em tiras. Esta reacdo é
semelhante a um teste de ELISA, pois 0 soro do individuo é incubado juntamente com as tiras
que contém as fracdes protéicas e, em seguida, € adicionado um conjugado anti-lg humana,
ligado a uma enzima que agira sobre o seu substrato, precipitando-o0 ap6s uma reacdo de oxi-
reducdo. No final da reacdo, bandas sdo visualizadas sobre a fita de nitrocelulose (SABINO et
al., 2015).

As bandas normalmente visualizadas nos testes Western Blot (WB) sdo conforme ilustrado na
figura 16: gp46 (gene env): proteina recombinante da gp46; gp46 (gene env): proteina de
superficie; Gd21 (gene pol): proteina recombinante que corresponde a uma parte da gp21;
gp21 (gene env): proteina de transmembrana; gp24 (gene gag): proteina do capsideo viral;

p19 (gene gag): proteina da matriz viral. Conforme pode ser visto na figura, 0 WB também
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possui a caracteristica de tipagem para HTLV-1 e/ou HTLV-2, as proteinas utilizadas para a
tipagem do HTLV séo a rgp-46-I(para HTLV-1) e a rgp-46-11 (para HTLV-2) (MARTINS et
al., 2015).
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Figura 16. Padrbes de interpretacdo do Western Blot: Na tira 1, controle negativo; na tira 2, o controle positivo
para HTLV-1; na tira 3, o controle positivo para HTLV-2; na tira 4, infeccdo pelo HTLV-1/2. Fonde: Adaptado
de HTLV-1/11, 1998.

N&o existe um consenso internacional para a interpretacdo dos testes de WB. A Organizacédo
Mundial de Salide adotou o critério que inclui a reatividade para uma proteina da regido gag
(p19 e p24) e para uma proteina do envelope viral (gp46 e gp21), para que uma amostra seja
considerada positiva. Algumas amostras podem ter resultado positivo no WB, sem
diferenciacdo entre o tipo 1 e 2 (positivo ndo tipado). Quando uma amostra reage com uma
das proteinas, porém ndo completa o critério de positividade, seu resultado é considerado
“indeterminado” (CAMPQOS, 2016).

Diante de resultados indeterminados, deve-se realizar testes moleculares para a confirmacéo

da infeccdo pelo HTLV. Conforme descrito anteriormente, o virus HTLV ndo apresenta
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viremia plasmaética, por essa razdo o método mais adequado para o diagnostico molecular é a
deteccdo do provirus por meio da Reagdo em Cadeia de Polimerase - PCR que esta baseada na
amplificacdo exponencial de uma sequéncia gendomica do DNA proviral, denominada de
DNA alvo. Essa reacdo € dependente da presenca da enzima Tag DNA polimerase, dos
iniciadores ou primers e das bases nucleotidicas (A, T,C e G), que sdo essenciais para a
construcdo das novas copias do DNA alvo. O produto da reagdo pode ser observado por
eletroforese dos fragmentos amplificados em suporte sélido, como gel de agarose ou
poliacrilamida (COSTA, 2010).

A PCR é valiosa na deteccdo da infeccdo durante o periodo compreendido entre a exposicao e
a soroconversao, na caracterizagdo de amostras nao tipadas por sorologia e na resolucdo dos
casos indeterminados nos testes de Western Blot, além de ser util no diagndstico precoce da
transmissdo mae-filho, em criangas até dois anos, uma vez que os testes soroldgicos nédo
podem ser indicativos de infeccdo, por causa da transferéncia passiva de anticorpos maternos
(SABINO et al., 2015).

Com a finalidade de aumentar tanto a sensibilidade como a especificidade, pode-se optar pela
Nested PCR, em que € realizada uma segunda amplificacéo, utilizando como molde o produto
da amplificacdo anterior e um par de primers que se situe em posicdo interna ou flanqueada
na sequéncia do DNA proviral a do par de primers consensuais empregados na primeira
amplificacdo. A distincdo entre os dois retrovirus pode ser feita tratando-se o produto da
Nested PCR com enzimas de restricdo, como por exemplo, a Sau 3A e a Tagl e apds digestao
pelas enzimas, sdo obtidos fragmentos que sdo detectados apos eletroforese em gel de
agarose, corados com brometo de etidio e analisadas sob luz ultravioleta (GALLEGO et al.,
2004).

Ainda pode ser utilizada a PCR em tempo real. Por meio de sondas luminescentes ou
utilizando corantes que se ligam a fita dupla de DNA, é possivel detectar o produto da PCR
durante a sua sintese no préprio aparelho onde a reacdo de amplificacdo esta acontecendo.
Esta tecnologia, além de detectar, pode também quantificar o numero de copias presentes na
amostra (LEE et al., 2004; MILEY et al., 2000).

Uma variagdo desta técnica é a PCR multiplex em tempo real quantitativa, na qual duas ou
mais sequéncias alvo podem ser amplificadas, incluindo-se mais de um par de primers no

mesmo tubo. Desenvolvida para detectar e quantificar os dois tipos virais, HTLV-1 e HTLV-
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2, ha mesma reacdo, tem como vantagem o uso de uma tecnologia que reduz a possibilidade
de contaminacdo cruzada e permite a amplificacdo de varias amostras na mesma corrida, sem
a etapa de pds-amplificacdo, diminuindo, assim, o tempo gasto e fornecendo bons resultados
(ESTES et al., 2003).
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2- Justificativa

Os virus linfotropicos de célula T humana (HTLV-1/2) sdo retrovirus estruturalmente
semelhantes, mas estdo associados a quadros clinicos diferentes. A infeccdo pelo HTLV néo
tem cura, e os individuos infectados sdo, predominantemente, assintomaticos, dificultando o
diagnostico, que apenas é feito apds aparecimento dos sintomas de doencas associadas aos
virus. Essas doencas, normalmente, levam a quadros muito graves, com incapacitacdo fisica
do individuo, depressdo e até morte. O Brasil possui 0 maior nimero de infectados, mas ndo
dispde de programas efetivos de contengdo da transmissdo do virus, e poucos estudos
profundos envolvendo o tema séo realizados (PEREIRA & MESQUITA, 2015).

Quando os primeiros sintomas da infeccdo comegam a se manifestar, normalmente o paciente
ja tem idade avancada e, nos poucos casos em que este consegue um diagnostico da infecgéo,
a profilaxia de transmissdo a familiares ja ¢ ineficiente e os métodos de tratamento sdo apenas
paliativos e tem apenas o papel de melhorar a qualidade de vida (NASCIMENTO et al.,
2012).

O governo brasileiro, por meio da Portaria 1.376, de 1993, do Ministério da Saude, tornou
obrigatério o teste de triagem para HTLV-1/2 em bancos de sangue. Porém, a triagem do
HTLV no atendimento primario as DST’s ainda € negligenciada, com ineficiéncia dos
servicos de diagndstico, atendimento e, principalmente, acompanhamento dos pacientes. Em
cartilha disponibilizada pelo Governo Federal, por meio do Ministério da Saude (BRASIL,
2006), o 6rgdo admitiu a problematica, ao afirmar categoricamente que: “ndo ha proposta de
triagem de HTLV devido as restricbes de acesso ao diagnostico e tratamento”, e ainda assim,
até o momento, no pais, apenas doadores de sangue fazem testes de triagem compulsorios, o
que dificulta sua identificacdo, tratamento e contencdo da sua transmissdao (PEREIRA &
MESQUITA, 2015). Apesar disso, ainda ndo existe um teste padrdo ouro para HTLV, todos
0s testes confirmatorios tém limitacdes, o que dificulta a orientacdo do individuo reativo
(SABINO et al., 2015). Diagnosticar precocemente a infeccdo pode auxiliar substancialmente

na prevencgdo e tratamento de doengas que tém como agente etiolégico o virus HTLV.

As técnicas preconizadas pelo Ministério da Salude para o diagndstico confirmatério da

infeccdo pelo HTLV foram incluidas no relatério da CONITEC (Comissdo Nacional de
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Incorporacdo de Tecnologias no SUS) no ano de 2016. Neste relatorio, os membros da
comissdo deliberaram por recomendar a inclusdo das técnicas de Western Blot e PCR em
tempo real na Tabela do SUS de procedimentos laboratoriais para o diagnostico de
Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto associada ao HTLV-1, uma vez que, por conta da
baixa acuracia do teste ELISA, sdo necessarias outras provas confirmatdrias que permitam um
diagndstico preciso da infeccdo para os pacientes com possibilidade de tratamento, como é o
caso dos individuos com Leucemia/Linfoma acometidos pelo HTLV-1, permitindo que
recebam melhor acompanhamento. Vale ressaltar que os exames de Western Blot e PCR em

tempo real ja eram disponibilizados no SUS para diagnéstico do HIV (CONITEC, 2016).

Porém, além de se realizar a triagem de individuos infectados pelo virus, é necessario que se
faca um diagndstico diferencial entre os tipos 1 e 2, a fim de que os pacientes identificados
como portadores do virus sejam devidamente acompanhados pois, conforme foi dito, as
diferentes linhagens do virus causam complicacbes distintas. Atualmente as técnicas
diagnosticas de tipagem viral capazes de diferenciar essas infec¢bes apresentam alto custo e
resultados indeterminados. Portanto, estudos nessa area merecem maior atencdo com a

finalidade de se desenvolver novas técnicas diagndsticas, menos onerosas e mais eficazes.

Desta forma, torna-se fundamental buscar alternativas para o diagndstico diferencial da
infeccdo pelo HTLV-1 e 2 em amostras de soro de individuos doadores de sangue e para
pacientes com resultado prévio de sorologia positiva para HTLV que necessitem de
acompanhamento e esclarecimento. Estudos anteriores do nosso grupo tem revelado que a
citometria de fluxo pode ser uma metodologia alternativa importante para deteccdo de
imunoglobulinas especificas para 0 HTLV (COELHO-DOS-REIS et al., 2009 e 2017) e ainda
para outras doencas infecciosas de importancia para satde publica (ZACCHE-TONINI et al.,
2017; JESUS et al., 2016; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015; ALESSIO et al., 2014;
WENDLING et al., 2011; PISSINATE et al., 2008; VITELLI-AVELAR et al., 2007). Assim,
considerando o potencial da deteccdo da reatividade de imunoglobulinas séricas por
imunofluorescéncia indireta por citometria de fluxo, aplicada ao diagndstico de doencas
infecciosas, esta técnica foi empregada no presente trabalho, que teve como foco principal o
desenvolivmento de uma metodologia baseada em citometria de fluxo, em plataforma unica,
com um sistema competitivo, para o diagnostico universal e diferencial da infeccdo cronica
pelo HTLV-1, assim como o progndstico da infeccdo com HTLV-1 quanto ao desenvolimento

de doengas associadas ao virus.
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3- Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um novo método sorolégico [FC-Duplex IgG1 (HTLV-1/2)] para o diagndstico

diferencial da infeccdo humana pelo HTLV-1/2 empregando plataforma Gnica para pesquisa

de anticorpos 1gG1 por citometria de fluxo.

3.2 Objetivos Especificos

1.

Estabelecer um protocolo de marcacao fluorescente diferencial de linhagens celulares
infectadas pelo HTLV-1 (MT-2) e HTLV-2 (MoT) para anélise seletiva simultanea
empregando plataforma unica por citometria de fluxo;

Estabelecer um protocolo para a avaliacdo da reatividade de anticorpos IgG1l anti-
HTLV-1/2 em amostras de soro de individuos infectados pelo HTLV-1/2 e doadores
saudaveis, empregando a metodologia FC-Duplex IgG1 (HTLV-1/2);

Determinar a estabilidade da marcacao fluorescente diferencial e da antigenicidade das
linhagens celulares MT-2 e MoT em diferentes condicdes (TA, 4°C e -20°C) e tempos
(2, 6 e 12 meses) de armazenamento;

Avaliar o desempenho da metodologia FC-Duplex 1gGl (HTLV-1/2) para o
diagnostico universal e diferencial da infeccdo humana pelo HTLV-1/2;

Estabelecer um algoritmo de decisdo para o diagnostico diferencial da infecgédo
humana pelo HTLV-1/2 empregando a metodologia FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2);
Avaliar o desempenho da metodologia FC-Duplex IgGl (HTLV-1/2) para o
prognostico da infeccdo humana pelo HTLV-1/2.
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4- Material e Métodos

4.1 Populagéo de estudo

De acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo mencionados abaixo, um total de 63
voluntarios foi selecionado para o desenvolvimento do estudo, categorizado em trés grupos
distintos, incluindo: 1) individuos ndo infectados (NI, n=15) = doadores de sangue da
Fundacdo Hemominas com sorologia negativa para doengas infecciosas avaliadas na triagem
soroldgica pré-doacéo e considerados sadios; 2) individuos infectados pelo HTLV-1 (n=27) e
3) individuos infectados pelo HTLV-2 (n=21). Adicionalmente o grupo HTLV-1 foi
subdividido em trés subgrupos de acordo com a manifestagéo clinica da infeccéo, incluindo: i)
casos de infeccdo assintomatica (HAC, n=9); ii) pacientes com quadro clinico sugestivo de
HAM, mas que ndo preenchem todos os requisitos das escalas internacionais (pHAM, n=9) e
iii) pacientes com quadro clinico de HAM/TSP (HAM, n=9). A avaliacdo clinica dos
pacientes do grupo HTLV-1 foi realizada pela equipe médica vinculada ao Grupo
Interdisciplinar de Pesquisas em HTLV (GIPH) da fundagdo Hemominas, segundo anamnese,

exame fisico e avaliacfes neuroldgicas complementares.

Critérios de Inclusao: Individuos adultos entre 18 e 75 anos, ndo infectados, monoinfectados
pelo HTLV-1, monoinfectados pelo HTLV-2.

Critérios de Exclusdo: Pacientes com deficiéncia mental, pacientes em uso de

corticosterdides ou farmacos imunossupressores.

Ap0s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice 1),
uma aliquota de 5mL de sangue periférico foi coletada de cada voluntario em tubo sem
anticoagulante para a obtencdo de amostras de soro por centrifugacdo a 3000rpm por 15min, a

4°C. Aliquotas de 500uL de soro foram armazenadas a -80°C até 0 momento do uso.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Intituto
René Rachou — Fiocruz/MG (IRR), sob o parecer de n°® 1.047.847 (Apéndice 2), conforme a
resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde, que trata das diretrizes e normas de

pesquisas envolvendo seres humanos.
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4.2 Protocolo Operacional da metodologia FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2)

4.2.1 Suportes Antigénicos - Linhagens celulares de cultivo continuo

Como suportes antigénicos para a metodologia FC-Duplex I1gGl (HTLV-1/2) foram
empregadas linhagens celulares de cultivo continuo incluindo: MT-2, permanentemente
infectada pelo HTLV-1 e MoT, permanentemente infectada pelo HTLV-2. A linhagem
celular MT-2 se originou da co-cultura de células de um paciente com Leucemia/Linfoma de
células T do adulto (ATLL) com linfocitos do corddo umbilical (YOSHIDA et al., 1984).
Essa linhagem contém o HTLV-1 na forma de prdvirus integrado ao genoma celular. A
linhagem celular MoT originou-se do cultivo continuo de células T obtidas de um paciente
com tricoleucemia (leucemia de células pilosas) e é permanentemente infectada com o virus
HTLV-2 (KALYANARAMAN et al., 1982). A linhagem MT-2 foi cedida pelo Laboratorio
de Reativos para Diagnoésticos de Bio-manguinhos — Fiocruz/RJ, e a linhagem MoT cedida
pelo National Institute of Health (NIH, USA).

4.2.2 Cultivo in vitro das linhagens celulares MT-2 e MoT

Aliquotas das linhagens MT-2 e MoT criopreservadas, mantidas em biorrepositério no
Laboratorio de Virologia Basica e Aplicada do Departamento de Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, foram
descongeladas e semeadas em garrafas de cultura de tecido de 75cm? contendo meio RPMI
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino - SFB numa proporgio aproximada de 1x10°
céls/mL. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C, 5% de CO2, 95% de umidade por
passagens semanais a cada 72h. A cada passagem foi realizada a avalicdo da viabilidade
celular pelo ensaio de Trypan Blue, utilizando contador automatico de células (Countess®,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). As culturas em fase log de crescimento
foram expandidas para a obtencdo de lotes com elevado quantitativo necessario para a
realizacdo de baterias de ensaios. Para tal, as culturas foram homogeneizadas com auxilio de
pipetador automatico para obtencdo de uma suspensao de células individualizadas e posterior
centrifugacdo a 200rpm, por 10min para a eliminagdo dos grumos celulares. As células
individualizadas foram recuperadas no sobrenadante e lavadas duas vezes com PBS-0,5% de
SFB por centrifugacdo a 1.300rpm por 10min. As suspensdes celulares finais foram ajustadas

para 1,0x10° células/mL em PBS.
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4.2.3 Protocolo de Fixacéo e Fixacdo/Permeabilizacéo

As suspensdes de células MT-2 e MoT, individualizadas, foram submetidas ao protocolo de
fixacdo (FIX) segundo proposto por Coelho-dos-Reis e cols. (2017), com pequenas
alteracbes, conforme descrito a seguir: Aliquotas das suspensfes celulares individualizadas
(1,0x10° células/mL em PBS) foram misturadas a igual volume de solugdo fixadora para
citometria de fluxo (MFF, 10g/L de paraformaldeido; 10,2g/L de cacodilato de sodio; 6,63g/L
de cloreto de sdédio, pH 7.2) e incubadas overnight a 4°C. As suspensfes de células
individualizadas fixadas foram lavadas com PBS por centrifugacdo a 1.300rpm por 10min e

mantidas a 4°C até o momento do uso no protocolo FIX.

Paralelamente, aliquotas das suspensdes de células individualizadas fixadas foram
adicionalmente submetidas ao protocolo de permeabilizagdo (FIX&Perm), segundo proposto
por Coelho-dos-Reis e cols. (2017). Para tal, aliquotas das suspensfes celulares pré-fixadas
(1,0x10° células/mL em PBS) foram submetidas & centrifugacio a 1.300rpm por 10min e
ressuspendidas em igual volume de PBS-0,5% de soroalbumina bovina, 0,1% de azida,
suplementado com 0,5% de saponina (PBS-P). As suspensdes celulares foram incubadas por
10min a temperatura ambiente. Em seguida as células fixadas e permeabilizadas foram
lavadas com PBS-0,5% de soroalbumina bovina, 0,1% de azida, por centrifugacdo a 1.300rpm
por 10min e mantidas a 4°C até o0 momento do uso no protocolo FIX&Perm. Ao final de cada
etapa de fixacdo ou fixacdo/permeabilizacdo os perfis morfométricos das linhagens celulares
foram avaliados no citdmetro de fluxo, como controle de qualidade, utilizando os parametros
de tamanho (FSC - Forward Scatter) e granulosidade (SSC - Side Scatter).

4.2.4 Protocolo de marcacéo fluorescente diferencial de linhagens celulares MT-2 e MoT

As linhagens celulares de MT-2 e MoT empregadas nos protocolos FIX e FIX&Perm foram
previamente submetidas a um protocolo de marcacdo diferencial empregando concentracGes
distintas de isotiocinato de fluoresceina (FITC) ou Alexa Flior-647. Para tal, aliquotas de
células fixadas ou fixadas/permeabilizadas (1,0x10° células/mL em PBS) foram incubadas por
30min, a 37°C com FITC, nas concentracOes finais de 0,001pg/mL para MT-2 e 0,01pg/mL
para MoT ou Alexa Flior-647 nas concentragdes finais de 0,002 pg/mL para MT-2 e
0,04pg/mL para MoT. Ao final da incubagéo as suspensdes celulares foram lavadas com PBS,

por centrifugacdo a 1.300rpm por 10min e mantidas a 4°C até o momento do uso nos
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protocolos FIX ou FIX&Perm. Ao final de cada etapa de marcacdo os perfis fluorométricos
das linhagens celulares foram avaliados no citdmetro de fluxo, como controle de qualidade,
utilizando os parametros de FL1 (FITC) e FL4 (Alexa FlGor-647). No momento do uso,
misturas 1:1 das linhagens celulares MT-2 e MoT, marcadas com FITC ou Alexa FlGor-647,
foram preparadas e a proporcéo avaliada no citdmetro de fluxo, como controle de qualidade,
utilizando os parametros de FL1 (FITC) e FL4 (Alexa Fluor-647).

4.2.5 Protocolo padrédo para avaliacdo da reatividade de anticorpos 1gG1 anti-HTLV-1/2
empregando a metodologia FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2)

Numa etapa pré-analitica, aliquotas de soro, mantidas no biorrepositorio do Grupo Integrado
de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) da Fiocruz-Minas, foram descongeladas, inativadas a
56°C por 30min e centrifugadas a 14.000rpm, a 4°C por 5min para remocao de particulas. Em
placas de 96 pogos com fundo em “U” (Nunc, Roskilde, Denmark), aliquotas de 50uL de soro
foram submetidas a diluicdo seriada (1:32 a 1:4.096) em PBS-3% SFB. Em seguida, a cada
poco, foram adicionados 50uL da mistura de células MT-2 e MoT (5x10* células/pogo),
previamente fixadas e/ou permeabilizas e marcadas com concentragdes distintas de
fluorocromo. A placa foi homogeneizada com movimentos circulares e incubada a 37°C por
30min. Apos a incubacdo as células foram lavadas 2 vezes, inicialmente com 100uL e
subsequentemente com 150ulL de PBS-3% SFB, por centrifugacdo a 1.300rpm, 4°C, por
10min. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado, o sedimento homogeneizado e a
cada pogo foram adicionados 50uL. do anticorpo secundario anti-lgG1l humano biotinilado,
previamente diluido 1:6.400 ¢ 10uL de SAPE diluido 1:400, empregando PBS-3% SFB para o
protocolo FIX e PBS-P para o protocolo FIX&Perm. As placas foram incubadas a 37°C por
30min e em seguida as células foram lavadas duas vezes como descrito acima. Apos a
centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado, o sedimento homogeneizado e a cada pogo
foram adicionados 200uL de MFF. As placas foram mantidas a 4°C, ao abrigo de luz, até o
momento da leitura no citdmetro de fluxo, por um tempo maximo de 24h. Para cada ensaio foi
realizado um controle interno de ligacdo inespecifica dos reagentes secundarios, no qual as
células foram incubadas na auséncia de soro humano, porém na presenca do anticorpo
secundario anti-lgG1 humano biotinilado e SAPE. O protocolo operacional padréo,
empregando suporte antigénico MT-2 e MoT ap6s marcacao diferencial com Alexa Flior-647

encontra-se ilustrado em representacdo esquematica na figura 17.
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Figura 17. Representacdo esquemadtica do protocolo operacional padrdo para execugdo da metodologia FC-
Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) — protocolos FIX e FIX&Perm.
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4.2.6 Leitura das amostras no Citdmetro de Fluxo

A leitura das amostras foi realizada em citémetro de fluxo FACSCalibur equipado com laser
de argonio (488nm) e laser de HeNe (633nm), empregando ajustes previamente definidos para
0s paréametros de tamanho, granulosidade e fluorescéncias, conforme descrito a seguir: 0s
ganhos de tamanho - Forward Scatter (FSC) e granulosidade - Side Scatter (SSC) foram
empregados em escala linear (FSC= EO00; SSC= 300), mantendo o eliminador de “debris”
(threshold) posicionado no pardmetro tamanho com ganho de 200, para minimizar a
interferéncia de ruido durante a leitura. Os ganhos de fluorescéncia (FL1, FL2 e FL4) foram
mantidos em escala log, empregando os ajustes obtidos durante a calibracdo do citdmetro
empregando o kit CaliBrite® (BD Biosciences). Os sistemas de compensacdo das
fluorescéncias foram acionados para eliminar a sobreposicdo da emissao de luz por diferentes
fluorocromos no mesmo comprimento de onda, principalmente no que se refere a
fluorescéncia FL1 versus FL2 excitadas pelo laser de argonio. Um total de 10.000 eventos foi
lido para cada amostra empregando o software CellQuest® para a aquisicédo e armazenamento
de dados.

4.2.7 Analise da reatividade de anticorpos 1gG1 anti-HTLV-1/2

A andlise da reatividade de anticorpos IgG1 anti-HTLV-1/2 foi feita a partir da selecdo das
populacdes celulares de interesse, utilizando graficos bidimensionais de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC), seguida por estratégias de selecdo das linhagens MT-2 e MoT.
As fluorescéncias FL1 e FL4 foram empregadas como parametros de segregacdo das
linhagens celulares previamente marcadas com concentragdes distintas de fluorocromos FITC
e Alexa Fldor-647. Na Estratégia #1, foram empregados graficos bidimensionais de
intensidade de fluorescéncia FL3 (Canal Vazio-VOID) versus FL1 (FITC) ou FL4 (Alexa
Fluor-647).  Na Estratégia #2, foram empregados histogramas unidimensionais de
fluorescéncia FL1 ou FL4 em funcdo do numero de células. Uma vez selecionadas as
linhagens celulares de interesse, foram construidos histogramas unidimensionais de
fluorescéncia FL2, empregada como repOrter, para avaliar a magnitude de sinal do reagente
secundario (SAPE), proporcional a reatividade de anticorpos 1gGl anti-HTLV-1/2. Os
resultados de reatividade foram estimados como percentual de células fluorescentes positivas

(PCFP), posicionando um marcador de limiar de positividade para o controle interno da
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reacdo, estabelecido para obter o maximo 2% de PCFP (ligacdo inespecifica dos reagentes
secundérios anti-lgG1 humano biotinilado e SAPE). Em seguida, empregando-se 0 mesmo
marcador, foram obtidos os valores de PCFP para todas as diluicdes das amostras teste. Todas
as andlises foram realizadas empregando o software FlowJo 10.0.1 (TreeStar, San Diego, CA,
USA).

4.3 Avaliacgéo da estabilidade da marcacéo fluorescente diferencial e da antigenicidade das

linhagens celulares MT-2 e MoT em diferentes condic¢des e tempos de armazenamento

A estabilidade da marcagdo fluorescente diferencial e da antigenicidade das linhagens
celulares MT-2 e MoT foram empregadas como critério de controle de qualidade da
metodologia proposta. Para tal, aliquotas de células MT-2 e MoT, previamente submetidas
aos protocolos de fixacdo ou fixacdo/permeabilizacdo e marcadas com diferentes
concentracdes de Alexa Fluor-647, foram mantidas em diferentes temperaturas (temperatura
ambiente - TA, 4°C e -20°C) e tempos (2, 6 e 12 meses) de armazenamento. Ao término de
cada periodo de armazenamento as aliquotas foram descongeladas, a mistura MT-2/MoT na
proporcao 1:1 preparada, e foram avaliados, no ensaio de imunofluorescéncia por citometria
de fluxo, conforme descrito no item 4.2.7, tanto o perfil fluorométrico de marcacéo diferencial

quanto a antigenicidade.

4.4 Avaliacdo do desempenho da metodologia FC-Duplex 1gGl (HTLV-1/2) para os

diagndsticos universal e diferencial da infeccdo humana pelo HTLV-1/2

Para avaliar a aplicabilidade da metodologia do FC-Duplex lgGl (HTLV-1/2) para o
diagndstico universal e diferencial da infeccdo humana pelo HTLV-1 e HTLV-2, empregando
os protocolos FIX e FIX&Perm, foram construidas curvas de reatividade ao longo de
diluicBes seriadas (1:32 a 1:4.096) das amostras de soros dos grupos NI versus HTLV-1/2
bem como HTLV-1 versus HTLV-2, respectivamente. Para a avaliacdo do desempenho da
metodologia em ambos os protocolos, foram utilizadas como ferramentas estatisticas as
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic Curve) no intuito de avaliar a acuracia global
do método aplicado e o ponto de corte associado a0 menor nimero de resultados incorretos, e

TG-ROC (Two-Graph-ROC) que possibilita a visualizacdo de uma ampla faixa de valores de
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ponto de corte para sensibilidade e especificidade (GREINER et al., 1995; MARTINEZ et al.,
2003 e 2008). O desempenho da metodologia FC-Duplex IgG1 (HTLV-1/2), empregando os
protocolos FIX e FIX&Perm, foi avaliado segundo os indices expressos em porcentagem e
em chance. Os indices expressos em porcentagem incluirdo a Sensibilidade ou Co-
positividade = [verdadeiros positivos/ verdadeiros positivos + falsos negativos] x 100;
Especificidade ou Co-negatividade = [verdadeiros negativos/ verdadeiros negativos + falsos
positivos] x 100; Valor preditivo positivo — VPP = [verdadeiros positivos/ total de positivos] x
100; Valor preditivo negativo — VPN = [verdadeiros negativos/ total de negativos] x 100;
Probabilidade de infeccdo/doenca pos-teste negativo = [1 — (verdadeiros negativos/ total de
negativos)] x 100; Eficiéncia = (prevaléncia da amostra x Sensibilidade) + (1 — prevaléncia da
amostra) (VIEIRA, 2015; GREINER et al., 1995). O software MedCalc, versdo 7.3.0.0
(MedCalc Software Ltd, Ostend, Flandres Ocidental, BE) foi empregado para a analise de
desempenho. O programa Prisma GraphPad, versdo 5.0 (GraphPad Prism Software, San
Diego, CA, EUA) foi empregado para a construcdo dos graficos de dispersdo, das curvas
ROC e TG-ROC.
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5- Resultados

5.1 Analise de marcacao fluorescente diferencial de linhagens celulares infectadas pelo
HTLV-1 (MT-2) e HTLV-2 (MoT) por citometria de fluxo

O cultivo das linhagens celulares MT-2 e MoT foi realizado com éxito, conforme
demonstrado na figura 18. Foi possivel observar o continuo crescimento da cultura em cada
passagem semanal. Para que fosse possivel realizar os ensaios de reatividade soroldgica foram
necessarias 50.000 células (5x10%) de cada linhagem celular para cada amostra de soro

analisada, totalizando 100.000 células (Mix de MT-2 e MoT) em cada ensaio.

MT-2 D MoT n

Figura 18. Cultura das linhagens celulares (A) MT-2 e B (MoT).

As linhagens celulares lidas no citdmetro de fluxo sem nenhum protocolo de marcacao
apresentaram sobreposi¢do nos gréficos de tamanho versus granulosidade, como pode ser
visto na figura 19A, isso se deve aos seus perfis morfométricos similares resultantes da
homologia existente entre elas. Como ndo foi possivel diferenciar as linhagens MT-2 e MoT
por esses parametros, utilizou-se a estratégia metodologica de marcacdo diferencial com os
fluorocromos FITC e Alexa FlGor-647.
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A| Citometria de Fluxo: Caracteristicas Morfométricas
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Figura 19. (A) Linhagens celulares MT-2 e MoT lidas no citdmetro de fluxo sem nenhum protocolo de
marcacdo. Pode-se observar uma sobreposicdo nos gréficos de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). (B)
Linhagens celulares MT-2 e MoT submetidas & marcacéo fluorescente diferencial, utilizando fluorocromos FITC
e Alexa Fllor-647 em diferentes concentragoes.

Em todas as configuracdes das marcacdes realizadas, tanto no protocolo FIX, quanto no
FIX&Perm, utilizando marcacdo fluorescente diferencial, foi verificado que é possivel
diferenciar as linhagens MT-2 e MoT, como pode ser observado na figura 19B, porém com
base nos resultados obtidos, o fluorocromo FITC ndo seria ideal para os ensaios, uma vez que

foi observada uma autofluorescéncia da linhagem MT-2 que pode ser identificada no mesmo



63

espectro de emissdo de luz do fluorocromo FITC, o que superestimaria os dados de
intensidade média de fluorescéncia (IMF) desta linhagem celular. Além disso, para 0 ensaio
sorologico, a estratégia para a revelacdo da reatividade de 1gG1l anti-HTLV-1/2 propde o
emprego do conjugado de anticorpos anti-lgG1 + biontina com estreptoavidina-ficoeritrina
(SAPE), tendo o fluorocromo PE, em citometria, um espectro de emissdo de luz na cor laranja
que é lido no mesmo espectro de emissdo de luz do fluorocromo FITC. Portanto, o
fluorocromo Alexa Fluor-647 demonstrou melhor desempenho para diferenciar as linhagens
celulares, apresentando maior segregacdo por intensidade média de fluorescéncia - IMF, e
nenhuma interferéncia na fluorescéncia repdrter, sendo o fluorocromo de escolha para as

etapas posteriores do ensaio.

5.2 Avaliacédo da reatividade de anticorpos 1gG1 anti-HTLV-1/2 em amostras de soro de
individuos infectados pelo HTLV-1/2 por FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2)

A andlise da reatividade de anticorpos IgG1 anti-HTLV-1/2 foi feita a partir da selecdo das
populacdes celulares de interesse. Com os ganhos de FSC (Forward Scatter) e SSC (Side
Scatter) empregados na escala linear, foi possivel selecionar as duas populacdes celulares em
R1=Mix MT-2/MoT, conforme pode ser observado na figura 20A. Utilizando a marcacéo
diferencial de Alexa Fluor-647, foi possivel fazer a selecdo das populacBes celulares de
acordo com a intensidade média de fluorescéncia — IMF, selecionando R2=MT-2 e R3=MoT,

utilizando duas estratégias distintas, como pode ser observado na figura 20B.
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A Sele¢éo Morfométrica Baseada nas propriedades
tamanho (FSC) & granulosidade (SSC)
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Figura 20. Estratégias de selecdo de MoT e MT-2. (A) Selecdo morfométrica baseada nas propriedades de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). (B) Estratégias de selecdo de MoT e MT-2, baseada na marcacdo
diferencial com Alexa Flior-647, sele¢do de R1=MT-2/MoT, R2=MT-2 e R3=MoT.

O percentual de células fluorescentes positivas (PCFP) para cada amostra foi avaliado para se
identificar o limiar de negatividade em fungdo da curva de fluorescéncia obtida para o

controle da ligagdo do conjugado.
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Quando avaliada a reatividade obtida nas amostras utilizadas como controle interno, pode-se
identificar que o limiar de negatividade para MT-2 foi de 1,9% e para MoT foi de 2,0%
(Figura 21A).

Definido este limiar de negatividade, seguiu-se com a avaliagdo nas amostras de individuos
ndo infectados (NI), o que permitiu constatar que ha uma reatividade de 15,5% para MT-2 e
12,9% para MoT (Figura 21B).

Quando avaliadas as amostras de individuos sabidamente infectados por HTLV-1 foi
identificada uma reatividade de 99% para MT-2 e 86% para MoT, demonstrando que 0s
anticorpos lIgG1 anti-HTLV-1 possuem uma reatividade de 86% com o0 suporte antigénico
para HTLV-2 (MoT) (Figura 21C).

E finalmente, para as amostras de individuos sabidamente infectados por HTLV-2 houve uma
reatividade de 25% para MT-2 e 89% para MoT, demonstrando que amostras de individuos
HTLV-2 tem uma reatividade com MT-2, pequena quando comparada com a reatividade com
MoT (Figura 21D).

Isso reafirma que anticorpos anti-HTLV-1 tem uma reatividade alta com amostras
sabidamente infectadas com HTLV-2, o que explica os casos de resultados indeterminados
encontrados nas metodologias soroldgicas disponiveis para o diagndstico diferencial da
infeccdo humana pelo HTLV-1/2, fazendo-se necessario o desenvolvimento de uma
metodologia que seja capaz de eliminar, ou ao menos reduzir, a interferéncia dessa

reatividade.
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Reatividade de IgG1 Anti-MT-2/MoT
expressa como Percentual de Células Fluorescentes Positivas (PCFP)
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Figura 21. Reatividade de 1gG1 anti-MT-2/MoT expressa como Percentual de Células Fluorescentes Positivas
(PCFP) em histogramas de fluorescéncia em FL2. (A) Limiar de negatividade: MT-2=1,9% e MoT=2,0% (B) NI
versus MT-2=15,5% e NI versus MoT=12,9% (C) HTLV-1 versus MT-2=99,0% e HTLV-1 versus MoT=86,0%
(D) HTLV-2 versus MT-2=25,0% e HTLV-2 versus MoT=89,0%.

5.3 Determinacdo da estabilidade e antigenicidade da metodologia FC-Duplex 1gG1l
(HTLV-1/2)

Na analise da estabilidade da marcacdo das linhagens celulares MT-2 e MoT com Alexa
Fluor-647, pdde-se observar que em todas as condi¢des de temperatura (TA, 4°C e -20°C) a
marcacdo se manteve estavel pelos periodos de 2, 6 e 12 meses, com excecdo da temperatura
de 4°C, que s6 manteve a estabilidade de marcacdo até o periodo de dois meses de

armazenamento, como pode ser observado na figura 22.
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Estabilidade da Marcacdo com Fluorocromo
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Figura 22. Estabilidade da marcacdo fluorescente. Os histogramas de fluorescéncia FL4 apresentam a
estabilidade da marcagdo de MT-2 e MoT, com o fluorocromo Alexa Flior-647, antes do armazenamento, apds
dois meses, seis meses e um ano, nas temperaturas de TA, 4°C e -20°C.

A estabilidade da reatividade ao suporte antigénico celular foi igualmente mantida por até 12
meses apos a preparacdo das suspensdes celulares, quando acondicionadas sob temperatura de
-20°C (Figura 23). Isso mostra que a metodologia é totalmente empregavel nas rotinas

laboratoriais por permitir acondicionamento de até um ano a temperatura de -20°C.
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Figura 23. Reconhecimento da estabilidade antigénica antes do armazenamento versus um ano de
armazenamento a -20°C, representados em histogramas de fluorescéncia em FL2 e percentuais de células
fluorescentes positivas (PCFP) das amostras NI, HTLV-1 e HTLV-2.

5.4 Avaliacdo do desempenho da metodologia FC-Duplex 1gGl (HTLV-1/2) para o

diagndstico universal da infeccdo humana pelo HTLV-1/2

Avaliando a média do percentual de células fluorescentes positivas (PCFP) no soro de

individuos infectados com HTLV-1/2, nas oito diferentes dilui¢bes realizadas (1:32 a 1:4.096)

para o protocolo FIX, tanto para MT-2 quanto para MoT, foi possivel verificar que a
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reatividade tem uma tendéncia a diminuicdo a medida que se aumenta a diluicdo do soro
(Figura 24), o que ndo ocorre no protocolo FIX&Perm, onde a reatividade cresce

proporcionalmente ao aumento da diluicdo do soro, tanto para MT-2 quanto para MoT.

Nas diluigdes de 1:32 a 1:2.048 a reatividade manteve um perfil de PCFP capaz de diferenciar
individuos ndo-infectados (NI) de individuos infectados com HTLV-1/2, mostrando que o

teste seria eficaz para diferenciar individuos infectados de ndo-infectados.

As diluigdes que apresentaram o maior delta-A (média de PCFP de NI — média de PCFP de
infectados HTLV-1/2) foram consideradas as melhores dilui¢cbes para o diagnostico da
infeccdo. Sendo assim, as diluicdes 1:32, 1:64 e 1:128 foram as escolhidas para os dois

protocolos (FIX e FIX&Perm), tanto nas células MT-2 quanto nas células MoT.

De acordo com as diluigdes escolhidas (1:32, 1:64 e 1:128), no protocolo FIX, MT-2
apresentou A de 37%, 36% e 31%, respectivamente, ¢ MoT apresentou A de 49%, 46% e
40%, respectivamente. Ja para o protocolo FIX&Perm, MT-2 apresentou A de 27%, 27% ¢

28%, respectivamente, e MoT apresentou A de 31%, 32% e 30%, respectivamente.

Utilizando as ferramentas de analise estatistica ROC (Receiver Operating Characteristic
Curve) e TG-ROC (Two-Graph-ROC), foi possivel identificar que o teste apresentou bom
desempenho para o diagnostico universal, demonstrando que a diluicdo de 1:32, utilizando o
protocolo FIX, foi a que apresentou maior reatividade média diferencial (49%) entre soros NI
e HTLV-1/2. Nesta diluicdo e com ponto de corte de 20%, a técnica mostrou que 94% dos
individuos ndo-infectados foram realmente identificados no grupo NI (especificidade) e 92%
dos individuos sabidamente infectados com HTLV-1/2 foram identificados no grupo de
positivos (sensibilidade), demonstrando excelente performance, com uma acuracia (AUC) de
0.96.
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Anti-MT-2/MOT IgG1 Duplex para Diagndstico Universal da Infec¢do por HTLV-1/2 por Citometria de Fluxo
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Figura 24. Aplicabilidade do FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) no diagndstico universal da infec¢do pelo HTLV-
1/2. Curvas de titulacdo com reatividade meédia expressa em PCFP das dilui¢Bes do soro de 1:32 a 1:4.096
demonstram a reatividade de anticorpos anti-HTLV-1/2 utilizando plataforma duplex com MT-2 e MoT em pool
de soros NI e HTLV-1/2. As preparacOes antigénicas foram realizadas com células fixadas (FIX — em cinza) e
com as células fixadas e permeabilizadas (FIX&Perm — em preto). A reatividade média diferencial entre NI e
HTLV-1/2 est4 ilustrada na figura por meio do delta (A). A dilui¢gdo do soro com maior delta (retingulo cinza
pontilhado) foi selecionada para posterior analise em graficos de dispersédo, analise de TG-ROC e curva ROC. O
ponto de corte selecionado pela curva ROC permitiu o calculo de indices de desempenho e respectivos intervalos
de confianga, como &rea sob a curva (AUC), sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) que estdo ilustrados no
gréfico.

5.5 Avaliacdo do desempenho de FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) no diagnostico diferencial
da infeccdo humana pelo HTLV-1 e HTLV-2

A mesma avaliagdo foi feita para diferenciar os soros de individuos infectados pelo HTLV-1 e
pelo HTLV-2, com avaliagdo da média do percentual de células fluorescentes positivas
(PCFP) nos soros de individuos infectados com HTLV-1 e HTLV-2, nas oito diferentes
diluicGes realizadas (1:32 a 1:4.096) para os protocolos FIX e FIX&Perm, tanto para MT-2
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quanto para MoT. Foi possivel verificar que a reatividade tem uma tendéncia a diminuigédo a
medida que se aumenta a diluigdo do soro (Figura 25), tanto para MT-2 quanto para MoT, o
que nem sempre ocorreu no protocolo FIX&Perm, onde a reatividade apresenta um leve
aumento com posterior diminuicdo a medida que se aumenta a diluicdo do soro, tanto para

céluas MT-2 quanto para MoT.

Somente nas células MT-2 pbde-se identificar uma média de PCFP capaz de diferenciar
individuos infectados com HTLV-1 de individuos infectados com HTLV-2, o que ndo ocorreu
em MoT.

As diluices que apresentaram o maior delta-A (média de PCFP de infectados com HTLV-1 —
média de PCFP de infectados com HTLV-2) foram consideradas as melhores dilui¢des para o
diagnostico diferencial da infecgdo. Sendo assim, as diluigdes 1:32, 1:64 e 1:128 novamente

foram as escolhidas para os dois protocolos (FIX e FIX&Perm) nas células MT-2.

De acordo com as diluigdes escolhidas (1:32, 1:64 e 1:128), no protocolo FIX, MT-2
apresentou A de 62%, 61% e 57%, respectivamente, e MoT apresentou A de 1%, 0% e 1%,
respectivamente. Ja para o protocolo FIX&Perm, MT-2 apresentou A de 46%, 48% e 47%,

respectivamente, e MoT apresentou A de 2%, 7% e 4%, respectivamente.

Utilizando as mesmas ferramentas de analise estatistica utilizadas para o diagndstico universal
(ROC e TG-ROC), verificou-se que o teste apresentou bom desempenho para o diagndstico
diferencial entre HTLV-1 e HTLV-2. Os resultados demonstraram que a diluicdo de 1:32,
utilizando o protocolo FIX, foi a que apresentou maior reatividade meédia diferencial (62%)
entre soros de individuos infectados com HTLV-1 e HTLV-2. Nesta diluicdo e com ponto de
corte de 40%, a técnica mostrou que 96% dos individuos infectados com HTLV-1 foram
realmente identificados no grupo HTLV-1 (co-positividade) e 100% dos individuos infectados
com HTLV-2 foram identificados como negativos para HTLV-1 (co-negatividade),

demonstrando excelente performance, com uma acuracia (AUC) de 0.96.
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Anti-MT-2/MOT IgG1 Duplex para Diagndstico Diferencial da Infec¢do por HTLV-1/2 por Citometria de Fluxo
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Figura 25. Aplicabilidade do FC-Duplex 1IgG1 (HTLV-1/2) no diagndstico diferencial da infeccdo pelo HTLV-
1 e HTLV-2. Curvas de titulacdo com reatividade média expressa em PCFP das diluicbes do soro de 1:32 a
1:4.096 demonstram a reatividade de anticorpos anti-HTLV-1 e anti-HTLV-2, utilizando plataforma duplex com
MT-2 e MoT em pool de soros HTLV-1 e HTLV-2. As preparagBes antigénicas foram realizadas com células
fixadas (FIX - em cinza) e com as células fixadas e permeabilizadas (FIX&Perm - em preto). A reatividade
média diferencial entre HTLV-1 e HTLV-2 est4 ilustrada na figura por meio do delta (A). A diluigdo do soro
com maior delta (retangulo cinza pontilhado) foi selecionada para posterior analise em graficos de disperséo,
analise de TG-ROC e curva ROC. O ponto de corte selecionado pela curva ROC permitiu o calculo de indices de
desempenho e respectivos intervalos de confianca, como area sob a curva (AUC), Co-Negatividade (Co-Neg) e
Co-Positividade (Co-Pos) que estdo ilustrados no gréafico.

Apesar do excelente desempenho do método FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) no diagnostico
universal e diferencial da infeccdo humana pelo HTLV-1/2, alguns individuos HTLV-1,
assintomaticos, ndo foram identificados como infectados. Desta forma, com o objetivo de
melhorar o desempenho do teste, foi proposta a realizagdo de um algoritmo assincrénico,

baseado na subtracéo da reatividade de MT-2 — MoT.
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Apos a realizacdo de varios célculos, a subtracdo foi escolhida como mais adequada, com
base no fato de que a reatividade de uma das células poderia ser a reatividade de
“background”, ou seja, a reatividade de interferéncia que deveria ser subtraida na reatividade

obtida para linhagem alvo (MT-2 para HTLV-1 e MoT para HTLV-2).

O termo sincronico/assincronico foi utilizado para indicar que as diluicbes do soro
selecionadas para a subtracdo seriam as mesmas (sincrénico) para MT-2 e MoT ou com

diluicbes dos soros ndo pareadas (assincrénico), conforme ilustra a figura 26.

Os resultados do algoritmo sincrénico indicaram que a diluicdo de 1:32 demonstrou o maior

delta (A) de segregacdo entre a reatividade obtida para MT-2 e MoT nesta diluicéo.

Em relagdo ao algoritmo assincrénico, a subtragdo da reatividade de MT-2, na diluicdo de
1:32, de todas reatividades obtidas para as dilui¢des de MoT apresentaram deltas (A) com

valores superiores a 60%.

A andlise da curva ROC, utilizando os pontos de corte indicados por esta analise, apontou que
o algoritmo sincrénico apresentou resultados com elevado desempenho com AUC, Co-neg e
Co-pos de 1,00, indicando que ndo houve resultados incorretos, ou seja, falso-positivos e

falso-negativos, quando se aplicou o algoritmo.

O mesmo foi observado para o algoritmo assincronico, baseado na subtracdo da reatividade de
MT-2, na diluicdo de 1:32, das reatividades obtidas para as diluicdes de MoT 1:1.024 e
1:2.048.
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Optimizagdo do Anti-MT-2/MoT IgG1 Duplex para Diagnéstico Diferencial da Infecgdo por HTLV-1/2
por Citometria de Fluxo
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Figura 26. Otimizacdo do FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) no diagnostico diferencial da infecgdo humana pelo
HTLV-1 e HTLV-2. Curvas de titulagdo sincronica e assincronica, com reatividade média expressa em PCFP das
diluicBes do soro de 1:32 a 1:4.096 demonstram a reatividade de anticorpos anti-HTLV-1 e HTLV-2, utilizando
plataforma duplex com MT-2 e MoT em pool de soros HTLV-1 e HTLV-2. As prepara¢Bes antigénicas foram
realizadas com células fixadas (FIX - em cinza) e com as células fixadas e permeabilizadas (FIX&Perm - em
preto). A reatividade média diferencial entre HTLV-1 e HTLV-2 estd ilustrada na figura por meio do delta (A). A
diluicdo do soro com maior delta (retAngulo cinza pontilhado) foi selecionada para posterior anélise em gréficos
de dispersdo, andlise de TG-ROC e curva ROC. O ponto de corte selecionado pela curva ROC permitiu o calculo
de indices de desempenho e respectivos intervalos de confianga, como area sob a curva (AUC), Co-Negatividade
(Co-Neg) e Co-Positividade (Co-Pos), que estdo ilustrados no grafico.
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Considerando que os algoritmos sincrénicos (MT-2 1:32-MoT 1:32) e assincrénicos (MT-2
1:32-MoT 1:1.024; MT-2 1:32-MoT 1:2.048) obtiveram desempenho semelhante conforme
indicado pela curva ROC, foi aplicada uma andlise mais estringente, considerando uma
margem de erro de 10%. Desta forma, como mostrado na figura 27, o algoritmo que
apresentou o0 menor nimero de individuos dentro da margem de erro, denominada zona cinza,
foi 0 esquema MT-2 1:32-MoT 1:1.024. E importante ressaltar que os trés algoritmos
apresentaram resultados verdadeiros de 100%, no entanto, 0 esquema MT-2 1:32-MoT
1:1.024 apresentou um numero de resultados na zona cinza menor quando aplicado a zona de

erro arbitraria possivel do teste.
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Figura 27. Performance do FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) no diagndstico diferencial da infeccdo pelo HTLV-1
e HTLV-2. Graficos de delta (A) PCFP entre reatividade de MT-2-reatividade de MoT dos algoritmos sincronico
(MT-2 1:32-MoT 1:32) e assincrénicos (MT-2 1:32-MoT 1:1.024; MT-2 1:32-MoT 1:2.048) obtidos para soros
de pacientes HTLV-1(n=27) e HTLV-2 (n=26). Em cinza escuro, estd representada a “zona cinza” que
corresponde a margem de erro arbitraria que aumenta a estringéncia da analise. Em plano de fundo cinza claro,
esta representada o algoritmo que produz a menor taxa de individuos dentro da ““zona cinza”.

5.6 Aplicabilidade da metodologia FC-Duplex IgG1l (HTLV-1/2) para o progndstico da
infeccdo humana pelo HTLV-1

Quanto a fins prognosticos para a identificacdo de pacientes HAM/TSP, o desempenho foi
elevado, demonstrando a segregacdo entre a maioria dos individuos infectados assintomaticos
(HAC) dos com HAM/TSP (HAM), com co-positividade (HAM= 89%) e co-negatividade
(HAC= 89%) moderados. Como demonstrado na figura 28, o melhor desempenho foi obtido
para o suporte antigénico de MT-2 com a dilui¢do do soro de 1:256 (A=62%), ponto de corte

na curva ROC em 60%, com area sob a curva de 0.99 e sensibilidade e especificidade de 89%.
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Gréficos de dispersdo, utilizando o ponto de corte selecionado (60% PCFP), foram plotados
para avaliar a reatividade de 1gG1l de pacientes com classificagdo de “possivel HAM”
(pPHAM) em comparacdo com HAC e HAM. Nesta analise, foi possivel evidenciar um perfil
intermediario com 40% de pacientes com perfil de alta reatividade e 60% de pacientes com
perfil de baixa reatividade. Alguns estudos ainda sdo necessarios para corroborar o
desempenho do método para fins progndsticos. Como perspectiva o grupo pretende avaliar 0s
mesmos individuos 10 anos apos essa primeira analise.

A Figura 28 mostra os resultados obtidos para a analise da aplicabilidade do FC-Duplex 1gG1
(HTLV-1/2) para diferenciar individuos assintomaticos (HAC) de HAM/TSP (HAM).
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Figura 28. Aplicabilidade do FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) no progndstico da infeccdo humana pelo HTLV-
1/2. Curvas de titulacdo com reatividade média expressa em PCFP das diluicGes de soro de 1:32 a 1:4.096
demonstram a reatividade de anticorpos anti-HTLV-1/2 utilizando plataforma duplex com MT-2 e MoT em
soros de pacientes HTLV-1 assintométicos (HAC) e com HAM/TSP (HAM). As preparagdes antigénicas foram
realizadas com células fixadas (FIX — em cinza) e com as células fixadas e permeabilizadas (FIX&Perm — em
preto). A reatividade média diferencial entre HAC e HAM esta ilustrada na figura por meio do delta (A). A
diluicdo do soro com maior delta (retdngulo cinza pontilhado) foi selecionada para posterior anélise em graficos
de dispersdo, analise de TG-ROC e curva ROC. Gréficos de dispersdo utilizando o ponto de corte selecionado
foram plotados para pacientes HAC e HAM em comparagdo com pacientes classificados como possivel HAM
(pHAM). O ponto de corte selecionado pela curva ROC permitiu o célculo de indices de desempenho e

respectivos intervalos de confianca, como area sob a curva (AUC), sensibilidade (Se) e especificidade (Sp), que
estdo ilustrados no gréfico.
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6- Discussao

O HTLV €é um virus que esta relacionado a doencas graves como a Leucemia/Linfoma de
Células T do Adulto (ATLL) e a Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espéstica
Tropical (HAM/TSP), dentre outras comorbidades de menor gravidade, mas a grande
importancia desse virus ndo se da apenas a manifestacdo dessas condi¢des clinicas, e sim ao
fato de que a grande maioria dos individuos que se infectam com o virus permanece
assintomatica por longos periodos ou até mesmo durante toda a vida, sem nunca sequer ter

conhecimento da infecgéo.

Como a transmissdo pode ocorrer facilmente pelo contato sexual, durante o parto e
amamentacdo e compartilhamento de materiais perfurocortantes contaminados, individuos
portadores do virus que ndo possuem conhecimento da infeccdo podem disseminar 0 HTLV
de forma silenciosa em seus nucleos familiares e sociais. 1sso torna 0 HTLV um problema de
salde publica, uma vez que os dados epidemioldgicos estimam que pelo menos 20 milhdes de
pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1 no mundo (WILLEMS et al., 2017), dados estes que
podem estar subestimados, uma vez que a maioria das amostras analisadas em estudos
anteriores pertence a candidatos a doacdo de sangue ou grupos selecionados, ndo incluindo
outros individuos representativos da populacdo em geral que poderiam ser portadores do virus

e ser assintomaticos.

Mesmo apds a Portaria n° 1.376 do Ministério da Salde ter tornado obrigatdria a triagem
universal para HTLV-1/2 em candidatos a doacdo de sangue, a infeccdo por HTLV ainda é
negligenciada pelos servicos de salde, uma vez que ndo existem programas de triagem nos
servicos de pré-natal, nos testes em recém-nascidos e na populacdo geral, e também nao ha
grandes centros institucionalizados pelo Sistema Unico de SaGde (SUS) para
acompanhamento dos individuos identificados como portadores do virus, apenas organizacdes
de iniciativas ndo-governamentais como ambulatorios criados pelas universidades e centros
de pesquisas, e por profissionais de satde voluntarios. A exemplo disso, podemos citar 0s
centros de referéncia como o Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecto-
Parasitarias (CTR/DIP Orestes Diniz / Hospital das Clinicas) e o Hospital Eduardo de

Menezes, ambos em Belo Horizonte — MG, e outras associagdes de portadores do HTLV
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existentes no Brasil, como o Grupo Vitamore, no Rio de Janeiro e o Grupo HTLVida, no

estado da Bahia.

Com o objetivo de demonstrar o quanto a triagem universal para HTLV em candidatos a
doacdo de sangue é importante, um estudo que analisou os dados de sorologia para 0 HTLV
na Fundacdo Hemominas, de 1993 a 2004, observou que 390 doadores de primeira vez
tiveram seu sangue descartado devido a sorologia positiva para 0 HTLV-1 (NAMEN-LOPES
et al., 2009), mostrando que novas infecgdes foram evitadas e que tantas outras podem ter
ocorrido antes que a triagem se tornasse obrigatéria com a portaria do Ministério da Salde

acima referida.

A medida que novos estudos sio realizados e se aumenta o conhecimento sobre os virus
HTLV, outras iniciativas para evitar novas transmissdes vao sendo realizadas, como o que
ocorre no Estado do Mato Grosso do Sul, desde 2002, onde foi instituido o Programa de
Protecdo a Gestante, que inclui a sorologia para HTLV-1/2 no pré-natal como estratégia para
controle de transmissdo dessa infecgédo viral (DAL FABBRO et al., 2008) e em Minas Gerais,
com a Lei n° 17.344, que dispde que os servicos de saude publica devem realizar testes
sorolégicos para o diagnéstico da infeccdo humana por HTLV-1/2 em casos com
sintomatologia clinica sugestiva e em todas as gestantes no pré-natal e ainda inclui o
aconselhamento clinico e familiar e o tratamento do infectado (Minas Gerais, 2008). Porém
essas iniciativas nunca serdo suficientes se ndo houver uma testagem laboratorial eficiente em
todo o pais, uma vez que o teste soroldgico para HTLV ainda ndo é amplamente
disponibilizado pelo SUS e, uma vez solicitado pelo médico, deve ser realizado em rede

particular, o que ndo é acessivel a grande parte da populacéo.

Um dos grandes motivos da falta de triagem populacional € o custo elevado e a complexidade
das metodologias diagnosticas atualmente utilizadas. No Brasil, os testes de triagem como o
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e confirmatdrios como o Western Blot (WB) e a Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), preconizados pelo Ministério da Salde, ndo atendem as
necessidades dos hemocentros e dos laboratorios clinicos, para que estes testes possam ser
realizados em larga escala, a fim de se identificar os portadores da infec¢do pelo HTLV na

populacdo, ndo apenas em candidatos & doagdo de sangue.

Os testes acima citados foram incluidos na tabela de procedimentos laboratoriais do SUS em

2016, pela Comissédo Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no SUS (CONITEC), depois
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de ter sido feita uma estimativa do impacto or¢camentario na incorporacdo do Western Blot e
do PCR como testes laboratoriais confirmatorios. Essa estimativa levou em consideragdo um
valor aproximado entre R$21.580,00 a R$ 32.470,00/ano, visto que estes procedimentos ja
possuiam valor definido na tabela de procedimentos do SUS, no diagnéstico do HIV, ao valor
de R$ 85,00 por teste, para o Western Blot, e de R$ 65,00 para o0 PCR em tempo real,
estimando que este valor permaneceria equivalente. Porém, o real custo do Western Blot para
confirmacdo do HTLV é de aproximadamente R$ 170,00, diferentemente do que €
comercializado para o HIV, fazendo com que o diagnéstico do HTLV ficasse muito mais

oneroso do que Se esperava.

Além disso, apesar da inclusdo dessas duas técnicas como padrdo para a detecgédo da infeccédo
por HTLV ter representado um grande avanc¢o, ainda ndo se pode considerar esses métodos
como definitivos, pois eles apresentam limitagdes que ainda precisam ser suplantadas para
que as dificuldades existentes, principalmente para a tipagem sorologica, possam ser

diminuidas.

Quanto a essas limitacdes, pode-se citar que o kit de Western Blot utilizado para o diagnostico
de HTLV ¢ identificado pela ANVISA como RUO (“Research Use Only”), para esclarecer
que sdo insumos e reagentes em fase de desenvolvimento e pesquisa laboratorial, utilizados
em metodologias in house - desenvolvidas internamente pelos laboratdrios pesquisa, 0 que

muitas vezes pode levar a resultados indeterminados.

Da mesma forma, a PCR apresenta limitacbes no que tange ao tempo de execucdo,
padronizacdo e desenvolvimento, podendo apresentar resultados falso-positivos devido a
problemas de contaminacdo tdo frequentes em laboratdrios de biologia molecular, fazendo-se

necessario a realizagdo somente por profissionais com grande experiéncia.

Adicionalmente, essas técnicas somente foram aprovadas por nao existir nenhuma outra
disponivel, e assim, o diagndéstico da infec¢do pelo HTLV apresenta-se ainda como um vasto
campo para investigacOes, levando ao desafio da criacdo de metodologias mais eficazes, de
facil execucdo, com resultados mais assertivos, menos onerosos, € possiveis de serem

executadas de forma rapida e precisa.

Diante disso, o presente trabalho traz uma abordagem relevante que permite realizar o

diagndstico da infeccdo de forma menos onerosa, com alta sensibilidade e especificidade,
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sendo possivel ser realizado em uma Unica etapa, ndo necessitando de algoritmos de
execucdo, e ainda preenche uma grande lacuna, que é o diagnéstico diferencial entre os

subtipos virais HTLV-1 e HTLV-2, determinante no progndstico dos pacientes.

Além da utilizacdo de microplacas de 96 pocos empregando microvolumes de reagentes,
diminuindo o manejo laboratorial da técnica e possibilitando ndo somente um processo de
automacdo, mas também a reducdo de custos para a realizacdo dos testes, 0 método ainda
permite leitura e interpretacdo dos resultados de forma simplificada, uma vez que dilui¢des
pré-determinadas podem indicar a positividade ou negatividade para a infecgdo e positividade
para cada subtipo viral. No caso de resultados positivos, é importante ressaltar que o FC-
Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) garante valores numéricos de reatividade, caracterizando esta
estratégia diagndstica como semi-quantitativa, na qual os dados séo emitidos por uma unidade

de medida determinada, o percentual de células fluorescentes positivas (PCFP).

Essa leitura se d& por meio da metodologia de Citometria de Fluxo, um sistema Otico
eletrnico, que avalia a emissdo de fluorescéncia e a dispersao de raios lasers incidentes sobre
uma célula, permitindo a analise de trés parametros celulares distintos: tamanho,
granulosidade e a emissdo de fluorescéncia (CUNHA et al., 2012). Essa metodologia
apresenta pouca variabilidade e ja € amplamente utilizada nos hemocentros brasileiros desde a
publicacdo da Portaria n°® 29, em 17 de dezembro de 2013, que aprova o Manual Técnico para
o Diagnostico da Infeccdo pelo HIV (BRASIL, 2013) e normatiza a testagem para o HIV em
todo territorio nacional, 0 que ndo representaria nenhum investimento a mais para aquisicdo

de equipamentos de citometria de fluxo por parte dos hemocentros do pais.

Outra vantagem do método proposto diz respeito ao suporte antigénico, que sdo células
permanentemente infectadas com os subtipos virais. Estudos anteriores realizados pelo Grupo
Intedisciplinar de Pesquisas em HTLV (GIPH) demonstraram, por Microscopia de Forca
Atdmica, a avaliacdo da superficie de MT-2, que revelou a presenca de brotamento viral na
superficie destas células (COELHO-DOS-REIS et al., 2011), confirmando achados anteriores
da literatura (MOROZOV & WEISS, 1999; MIYOSHI et al., 1981). Desta forma, estes dados
sugerem fortemente que esta linhagem celular é ideal para ser aplicada no diagndstico
universal da infeccdo por HTLV, conforme observado por nossos estudos. Estes achados
igualmente indicam que a superficie de MT-2 é um suporte abundante e proficuo de antigenos
de HTLV-1, o que corrobora nossos dados que demonstram que tanto o protocolo FIX, que

utiliza antigenos de membrana, quanto o protocolo FIX&Perm que permite acesso de ligacdo
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a antigenos virais citoplasmaticos, apresentam ambos um excelente desempenho no

diagndstico universal.

Neste contexto, em relacdo a expressdo de proteinas virais em MT-2, antigenos Gag e Env
predominam como fonte de proteinas virais, conforme identificado por nossos estudos
anteriores, com contribuicdo significativa da proteina Tax, que é largamente expressa em sua
forma original (40 KDa) nesta linhagem celular (JIN & JEANG, 1997; COELHO-DOS-REIS
et al., 2008 e 2009) diferentemente de outras linhagens celulares infectadas pelo HTLV-1 que
podem ou ndo expressar Tax. Além disso, MT-2 apresenta uma forma de Tax que é expressa
fusionada a proteina do envelope, Env (Env-Tax - 69 KDa) (JIN & JEANG, 1997), o que
aumenta a expressdo desta proteina ndo estrutural e sua disponibilidade para o ensaio

sorologico.

Estes achados foram evidenciados em ensaio de Western Blot que utilizou proteinas do
HTLV-1, ou seja, 0 extrato bruto purificado por Trizol, proveniente de células MT-2
cultivadas por passagens maltiplas ap6s o terceiro dia de cultivo. E possivel extrapolar que as
mesmas proteinas reagiram na técnica de imunofluorescéncia indireta por lamina
(GASTALDELLO et al., 1999) e por citometria de fluxo, embora seja relevante ressaltar que
a forma de fixacdo antigénica e o sistema de revelacdo, bem como o sistema de fixacao e
desnaturacdo dos antigenos virais, sejam distintos nas duas técnicas. Estes achados indicam
que esta linhagem celular é o prototipo ideal para desenvolvimento de ensaios por
imunofluorescéncia indireta para contribuir para o diagndstico e prognostico da infecgcdo pelo
HTLV-1 (JIN & JEANG, 1997; COELHO-DOS-REIS, 2008 e 2009).

No entanto, recentemente as células MT-2 foram alvo de escrutinio, no qual Nomura e cols.
(2019) relataram a diversidade de locais de estrutura e integracdo do provirus do HTLV-1
entre diferentes linhagens de células MT-2. Foram observados fenotipos celulares distintos
entre as linhagens celulares MT-2, classificadas como MT-2) e MT-2B. Estas células
apresentaram influéncia divergente no crescimento da linhagem celular U937, proveniente de
Leucemia promonocitica. Niveis de proteina e expressaio de mRNA de citocinas também
foram investigados. Além disso, também foi realizada a analise de Western Blot das proteinas
reguladoras do HTLV-1, Tax e HBZ destas duas sub-linhagens de MT-2. O sobrenadante da
cultura das células MT-2B, mas ndo das MT-2J, mostrou efeitos supressores marcantes no
crescimento celular de U937. A sub-linhagem MT-2B mostrou alto Fator de Necrose Tumoral

TNF-a, TNF-f e interferon IFN-y, ambos nos niveis de proteina do sobrenadante da cultura e
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nos niveis de mMRNA codificantes destas citocinas nas células. A analise, utilizando citocinas
recombinantes, indicou que os efeitos supressores de MT-2B foram associados, pelo menos
em parte, a altos niveis de TNF-B e seus efeitos sinérgicos com o IFN-y no sobrenadante da
cultura. Os niveis de proteina de HTLV-1, Tax e HBZ, foram maiores na MT-2B do que
aqueles nas células MT-2J. Foi relatado que essas moléculas afetam a producéo de citocinas
das células infectadas com HTLV-1; portanto, a diferenga nessas moléculas pode ter sido
responsavel pelas diferencas na producdo de citocinas entre as células MT-2) e MT-2B
(HASHIKURA et al., 2016). Além disso, como as células MT-2 mostraram uma grande
variacdo de provirus HTLV-1 integrados, bem como fenétipos celulares, é importante ter
cuidado na avaliacdo e interpretacdo dos dados experimentais das células MT-2 (NOMURA
et al., 2019). Ainda nédo identificamos se a sub-linhagem celular de MT-2 do nosso estudo se
assemelha mais a MT-2B ou MT-2J, no entanto, este conhecimento serd buscado por nosso
grupo. Ainda assim, acreditamos que a producdo de antigenos virais foi robusta em nossa

linhagem e foi capaz de distinguir soros reagentes de ndo reagentes.

Quanto a outras metodologias descritas recentemente, podemos citar 0s testes
imunocromatograficos e os biossensores. Como um biossensor baseado em uma sonda
molecular em formato de grampo (hairpin) que foi criado recentemente por Cao e cols.
(2015), contendo regido rica em guanina capaz de intensificar fluorescéncia de nanoclusters
de prata desenvolvido para deteccdo de DNA. Trés genes relacionados aos virus HIV, HBV e
HTLV-1 sdo alvos do teste criado. O método é muito sensivel e tem um limite de deteccgéo téo
baixo quanto nanomolar. O teste é capaz de distinguir polimorfismo de nucleotideo Unico
sendo altamente aplicavel em estudos de polimorfismos e na tipagem do HTLV, no entanto,
ainda esta por ser esclarecida a aplicabilidade do biossensor proposto para este Gltimo fim
(CAO et al., 2015).

Em relacdo aos testes rapidos, ndo existem atualmente testes imunocromatograficos
disponiveis para triagem sorologica e identificacdo rapida de individuos soropositivos para
HTLV. Esta grande lacuna gera grandes dificuldades para o0 rastreamento soro-
epidemiologico de individuos positivos para HTLV e dificulta 0 manejo clinico da infeccao
crénica pelo virus no Brasil e em escala global. Neste contexto, o GIPH vem trabalhando no
intuito de contribuir no desenvolvimento de plataformas diagnosticas para a deteccdo répida
de anticorpos baseada em antigenos recombinantes de HTLV-1. Neste sentido, Franco e cols.

(2019) desenvolveram um protocolo envolvendo proteina multiepitopo de HTLV para o
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diagndstico soroldgico por ensaio imunoenzimético. Neste estudo é proposto um teste
inovador para o diagndstico soroldgico, utilizando sistema de producdo brasileira de um
antigeno recombinante desenhado baseado nas sequéncias de proteinas Gag (p19), Env (gp46)
e Tax (p40) para deteccdo de anticorpos anti-HTLV-1/2. Os resultados do estudo, em sistema
duplo-cego, revelaram que o ensaio denominado “ELISA indireto LVBA-recHTLV-1/2”
apresentou especificidade de 88,46-98%, sensibilidade de 98,82-100% e acurécia elevada
(&rea sob a curva ROC = 0,9578 com IC 95% = 0,0187). Estes resultados estdo de acordo com
0s observados pelo FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) que permitiu uma alta taxa de resultados

corretos com elevada sensibilidade e especificidade.

Vale ressaltar, porém, que este teste apresentou dificuldade na deteccdo de anticorpos anti-
HTLV-2 (sensibilidade de 44,44-85,71%), concluindo que o teste LVBA-recHTLV-1/2 tem
potencial para ser utilizado e aplicado no desenvolvimento de kits diagndsticos para triagem
soroldgica das infecgdes pelos virus HTLV-1 e HTLV-2. Mais estudos devem ser feitos para
aprimorar a sensibilidade da plataforma para o diagnéstico para HTLV-2 (FRANCO, 2019).
Neste sentido, a citometria de fluxo apresentou desempenho superior na deteccdo de
anticorpos anti-HTLV-2, utilizando o sistema de células da linhagem MoT. Embora tenha
existido reatividade de soros HTLV-2 para MT-2, estes soros apresentam reatividade maior
para MoT, conforme evidenciado pelo algoritmo assincrénico utilizado neste estudo. Assim, 0
FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) se destaca na sua capacidade de confirmar casos e, ainda,
diferenciar a infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2, grande questdo no acompanhamento dos
individuos infectados por HTLV. Diante do exposto, este trabalho propbe que a confirmacéo
do diagnoéstico da infeccdo humana por HTLV deve ser realizada utilizando a metodologia
FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) apos resultados préevios obtidos de triagem soroldgica realizada
com metodologias de alta sensibilidade, baixo custo e facil manuseio, como a LVBA-

recHTLV-1/2, CLIA e futuros testes rapidos a serem desenvolvidos.

No que tange a aplicabilidade para o prognéstico da infeccdo pelo HTLV, a infeccdo
assintomatica € capaz de produzir diferencas imunoldgicas significativas em pacientes com a
infeccdo crénica (BRITO-MELO et al., 2002; 2003; 2007). Existem problemas concretos no
manejo clinico dos pacientes com HTLV, especialmente no que se refere ao acompanhamento
e predicdo de desenvolvimento de manifestagdes clinicas como a HAM/TSP. Atualmente, ndo
existem biomarcadores de acompanhamento clinico de pacientes com a Mielopatia Associada

ao HTLV ou qualquer outra das manifestagdes associadas ao virus. Varios fatores, como
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subpopulacdes celulares, citocinas, quimiocinas e leucotrienos ja foram propostos como
biomarcadores de acompanhamento clinico, no entanto, nenhum deles pode ser utilizado
isolamente para a diferenciacdo do quadro clinico assintomético de pacientes com possivel
HAM e também daqueles com o quadro clinico j& instalado de HAM/TSP (LABANCA et al.,
2015; COELHO-DOS-REIS et al., 2007 e 2009).

No presente trabalho, amostras de individuos com HTLV-1, assintomaticos, foram capazes de
apresentar reatividade de lgG1l anti-antigenos do HTLV de forma semelhante em um
percentual significativo dos pacientes HTLV apresentando HAM/TSP. Foi possivel
evidenciar que a metodologia FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) apresentou performance
moderada em identificar individuos assintomaticos e HAM/TSP com valores de sensibilidade.
Dentro deste contexto, é importante ressaltar que os epitopos aqui pesquisados s@o de origem
ndo conformacional devido aos processos de desnaturacao decorrente da fixacdo, que utiliza o
reagente paraformoldeido capaz de desnaturar as proteinas e manté-las em conformacao
estavel (ndo movel) e linear, sem sua estrutura quaternaria tridimencional. Porém, mesmo
com este processo ocorrendo, a reatividade obtida nas amostras foi extremamente elevada,

gerando resultados que contribuem em 100% na sensibilidade do teste para o diagnostico.

No entanto, o resultado acurado de reatividade de anticorpos observado no FC-Duplex 1gG1
(HTLV-1/2) deve ser observado considerando o ambiente desnaturante, que favorece a
ligacdo de anticorpos especificos para epitopos lineares do HTLV. Dentro dos antigenos de
HTLV, ja foram descritos por Hadlock e cols. (1999) epitopos conformacionais reconhecidos
como associados a resposta de protecdo, ou seja, apenas pacientes assintomaticos tem
anticorpos que reconhecem estes determinados epitopos conformacionais, e ainda
descreveram que anticorpos anti-Env (gp46), que predominam em individuos assintomaticos,
sdo direcionados para epitopos especificos conformacionais desta proteina. Esses anticorpos
ndo foram direcionados para epitopos ndo imunodominantes. Assim, anticorpos
neutralizantes, que prevalecem no grupo assintomaticos (AS) em relacdo ao grupo
sintomatico (HT), s6 reagiriam para epitopos conformacionais presentes na proteina na forma
nativa. Desta forma, novas estratégias necessitam de desenho acurado para testar epitopos
conformacionais e, assim, contribuir para o melhoramento do desempenho do FC-Duplex
lgG1 (HTLV-1/2) e sua aplicabilidade ao prognostico da infeccdo crbnica pelo HTLV.
Levando em conta, ainda, que anticorpos neutralizantes ndo sdo o principal mecanismo de

protecdo contra a infeccdo do HTLV, € necessario considerar estratégias que englobem outros
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elementos associados a protecdo, como expressdao de HBZ e a ativacdo de células TCD8*
(HADLOCK et al., 1999; JACOBSON et al., 1980).

A proposta inicialmente apresentada pelo presente estudo foi executada de forma a preencher
a lacuna existente quanto a possibilidade de se ampliar o acesso da populagcdo ao diagndstico
da infeccdo pelo HTLV, para tanto, a grande contribuicdo deste trabalho foi trazer uma
estratégia inovadora, inclusive com patente ja depositada em 18 de maio de 2020 sob o n°
BR102020009911-6, por se tratar de uma metodologia ainda ndo descrita ou realizada
anteriormente, que compreende etapas que podem facilmente ser executadas e com custos

muito menores em relacdo as metodologias existentes.

Dentro do contexto de tecnicas utilizando a citometria de fluxo como base para producéo de
métodos diagndsticos para doengas infecciosas, € importante citar que 0 nOSSO grupo Possui
um pedido de patente n° BR102012005567-8, que se refere a um método para diagndstico
diferencial de doenca de chagas, leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar, utilizando
igualmente a citometria de fluxo, corroborando sua aplicabilidade no diagnostico clinico com
potencial para o mercado. O teste denominado FC-TRIPLEX Chagas/Leish 1gG1 € realizado
em um ensaio multiplex, que utiliza marcacao fluorescente diferencial dos agentes biologicos
com concentragdes gradativas de fluorocromos distintos, incluindo Alexa Flior-647, o que
permite a verificacdo do perfil de reatividade de 1gG1 com os agentes bioldgicos. A analise
dos resultados emprega um algoritmo dessincronizado, assim como o teste do presente
trabalho, no entanto, para FC-TRIPLEX Chagas/Leish IgG1l, a avaliacdo é baseada na
deteccdo do percentual de parasitas fluorescentes positivos em uma sequéncia pré-
estabelecida de trés avaliacdes, com variacGes no suporte antigénico e diluicdes do soro. A
cada avaliacdo da sequéncia é possivel confirmar ou excluir a reacdo a um dos agentes
etiologicos envolvidos no teste, de forma que, finalizada a ltima analise, pode-se confirmar a
infeccdo para leishmaniose visceral, leishmaniose tegumentar, doenca de chagas, ou excluir a
infeccdo por um dos trés patdégenos (TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015).

Como pdde ser observado nos resultados apresentados, a metodologia FC-Duplex IgG1l
(HTLV-1/2) apresenta elevada sensibilidade, permitindo identificar com assertividade até
mesmo individuos assintomaticos por utilizar um algoritmo assincrénico baseado na
subtracdo de reatividades, o que leva a resultados com elevado desempenho (AUC, Co-neg e
Co-pos de 1,00), livre de falso-positivos e falso-negativos, o que representa um grande avanco

para a solugdo do enorme desafio enfrentado na detecgdo de individuos infectados pelo
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HTLV. A metodologia FC-Duplex 1gG1 (HTLV-1/2) propde a otimizacdo da triagem
sorologica e da tipagem viral nos bancos de sangue e permite o imediato encaminhamento dos
individuos confirmados como portadores dos virus HTLV-1/2 aos centros de referéncia para

adequado acompanhamento.
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7- Conclusao

No presente trabalho foi possivel desenvolver um novo método soroldgico, denominado FC-
Duplex 1gG1 (HTLV-1/2), que demonstrou elevado desempenho e aplicabilidade para o
diagndstico universal da infeccdo humana pelo HTLV-1/2. Adicionalmente, FC-Duplex 1gG1
(HTLV-1/2) apresentou aplicabilidade no diagndstico diferencial da infec¢do humana pelo
HTLV-1 e HTLV-2, empregando a citometria de fluxo, em plataforma Unica, para a pesquisa
de anticorpos 1gG1. De nosso conhecimento, esta € a primeira estratégia sorolégica além do
Western Blot capaz de segregar individuos infectados pelo HTLV-1 e HTLV-2, preenchendo

a grande lacuna existente no diagnostico diferencial da infecgdo humana pelo HTLV.
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9- Apéndices

Apéndice 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avangos no diagnéstico sorolégico diferencial da infecgdo humana pelo
HTLV-1 e HTLV-2: pesquisa de IgG1 anti-MT2/BJAB em plataforma unica por citometria de
fluxo (FC-Duplex HTLV-1/2-1gG1)

Coordenador Geral do Estudo: Dra. Vanessa Peruhype Magalhdes Pascoal

Investigador: Dra. Vanessa Peruhype Magalhdes Pascoal

Centro de Pesquisa: Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ/MG, Av. Augusto de
Lima, 1715, Belo Horizonte — MG, Telefone: (31) 3349-7764.

Leia este documento cuidadosamente, para entender a importancia e significado do
estudo. Ele pade conter palavras que vocé ndo entende. Para esclarecer suas duvidas faca
todas as perguntas que achar necessario. Vocé deve saber que quando assinar este
documento estara concordando em participar de uma pesquisa aplicada, ndo devendo
permancer qualquer duvida. Colocamo-nos a disposi¢do para respondermos todas as suas
perguntas.




CONVITE PARA PARTICIPAGAO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Apos ler atentamente e compreender as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, devera assinar ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e
a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nado sera penalizado (a) de
forma alguma.

Carta de Informacgao

Prezado (a) participante,

O HTLV é um virus associado a doenga em humanos. Aproximadamente 98% dos
individuos infectados ndao desenvolvem doencga. No entanto, o HTLV-1 apresenta importancia
clinica significativa por participar na etiologia da mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia
espastica tropical (HAM/TSP), uveite associada ao HTLV-1 (HAU), eczema grave da infancia,
também denominado dermatite infecciosa (Dl), entre outras. Ja o HTLV-2, pode estar
eventualmente associado a manifestages clinicas, como HAM/TSP, inflamac&o pulmonar e
aumento da mortalidade por cancer. No Brasil a soroprevaléncia média encontrada entre
doadores de sangue aptos a doacao é cerca de 20 a 100 vezes mais alta do que a relatada
para os Estados Unidos e Europa. Esse fato, aliado a extenséao territorial e ao tamanho da
populagao, indica que o Brasil abriga o0 maior numero absoluto de individuos soropositivos para
0 HTLV-1 e 2 entre todos os paises endémicos.

Entre os grandes desafios encontrados pelos pesquisadores envolvidos em estudos
sobre HTLV atualmente, destaca-se a busca pela preparagao antigénica que possibilite o
desenvolvimento de técnicas de carater confirmatdrio (com elevada especificidade), tendo em
vista o elevado custo e limitagSes das técnicas atualmente empregadas para o diagnostico da
infeccdo pelo HTLV-1e 2. Assim, o projeto proposto visa estabelecer novo método para
diagnéstico sorolégico diferencial da infecgdo humana pelo HTLV-1 e 2. Acredita-se que os
resultados do trabalho promoverdo alternativa viavel e de utilizagdo factivel nos bancos de
sangue e hospitais de referéncia que atendem a populacdo doadora e portadores do virus
HTLV.

Todos os individuos que concordarem em participar como voluntarios do estudo, serdo
submetidos gratuitamente as avaliagdes clinica e laboratorial a serem realizadas por
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profissionais especialistas na Fundagdo Hemominas, Hospital das Clinicas e Centro de
Pesquisas René Rachou. Essas avaliagdes ndo oferecem nenhum risco a vocé nem ao seu
tratamento, uma vez que sdo exames simples realizados comumente. Caso seja detectada
alguma alteracdo nessas avaliagdes, vocé recebera tratamento e acompanhamento
adequados.

Sua participacdo & voluntaria e vocé podera desistir de participar a qualquer momento
da pesquisa sem a perda de nenhum de seus beneficios. Alem disso, durante toda a realizagao
da pesquisa, vocé tera o direito de sanar suas duvidas sobre os procedimentos a que esta
sendo submetido.

Os dados dessa pesquisa serdo analisados e os resultados serdo divulgados em revista
cientifica da éarea de interesse, mas seu nome sempre estara guardado em sigilo, ndo
aparecendo em nenhum local. Sendo assim, sua colaboracdo é fundamental, e desde ja,

contamos com sua participagao.

Atenciosamente,

Dra. Vanessa Peruhype Magalhdes Pascoal
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, , concordo

em participar da pesquisa “Avangos no diagnéstico sorolégico diferencial da infecgdo humana
pelo HTLV-1 e HTLV-2: pesquisa de IgG1 anti-MT2/BJAB em plataforma unica por citometria
de fluxo (FC-Duplex HTLV-1/2-IlgG1)" sabendo que meus dados serdo guardados em total
sigilo e que poderei deixar de participar do estudo em qualquer momento sem a perda de

nenhum dos beneficios.

Belo Horizonte, , de .20

Telefone para contato:
Dra. Vanessa Peruhype Magalhdes Pascoal: (31) 97096086
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Apéndice 2 — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto René Rachou-IRR —
Fiocruz/MG

CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDACAO W“‘“
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avancos no diagnéstico sorolégico diferencial da infecgdo humana pelo HTLV-1 e
HTLV-2: pesquisa de IgG1 anti-MT2/BJAB em plataforma unica por citometria de fluxo
(FC-Duplex HTLV-1/2-IgG1)

Pesquisador: Vanessa Peruhype Magalhdes Pascoal

Area Tematica: Novos procedimentos terapéuticos invasivos;

Versao: 2

CAAE: 15047313.8.0000.5091

Instituicao Proponente: Centro de Pesquisas René Rachou/Fundagao Oswaldo Cruz/ CPqRR/
Patrocinador Principal: Centro de Pesquisas René Rachou/Fundagéo Oswaldo Cruz/ CPgRR/ FIOCRUZ

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Envio de Relatdrio Parcial

Detalhe:

Justificativa: Em anexo o relatério parcial para acompanhamento. Obrigado.
Data do Envio: 02/03/2015

Situagdo da Notificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.047.847
Data da Relatoria: 30/03/2015

Apresentacao da Notificacao:

Relatério parcial do projeto de pesquisa: "Avangos no diagnostico sorologico diferencial da infecgdo humana
pelo HTLV-1 e HTLV-2: pesquisa de IgG1 anti-MT2/BJAB em plataforma Unica por citometria de fluxo (FC-
Duplex HTLV-1/2-1gG1)".

Objetivo da Notificagdo:

A pesquisadora apresenta o relatério parcial do projeto em cumprimento ao Inciso 1X.2.c da Resolugdo CNS
196/96.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

O projeto ndo apresenta riscos aos voluntarios participantes.

Endereco: Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br
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Todos os individuos doadores de sangue e/ou portadores da infecgédo pelos virus HTLV-1, HTLV-2, HIV-
1,HTLV-1/HIV-1 convidados a participar do estudo serdo acompanhados por médicos profissionais
especialistas do Grupo Interdisciplinar de Pesquisas em HTLV da Fundagdo Hemominas e por médicos
especialistas do Hospital das Clinicas da UFMG.

O projeto apresenta os critérios de inclusdo, a saber: Individuos adultos entre 18 e 75 anos néo infectados,
monoinfectados pelo HTLV-1, monoinfectados pelo HTLV-2, coinfectados pelo virus HIV-1 e HTLV-1 e
monoinfectados pelo HIV-1.A amostra total serd composta por 200 individuos. Critérios de
exclusdo:Pacientes com deficiéncia mental; pacientes em uso de corticosterdides ou farmacos
imunossupressores.

Comentarios e Consideragdes sobre a Notificagao:

No relatério parcial menciona-se quer o numero de sujeitos envolvidos no projeto até a data da elaboragéo
do mesmo era de 150 e o previsto foi de 200.

Nao ha relatos de efeitos adversos e ndo houve mudangas no projeto inicia.l A execucédo das etapas do
projeto estdo sendo cumpridas, a exce¢cdo de uma agdo vinculada ao seguinte objetivo especifico
"Estabelecer protocolo de marcagéo e avaliagdo simultanea das linhagens de celulas MT-2 e BJAB por
citometria de fluxo.

O pesquisador relata o seguinte fato:"Foi realizado cultura de células GU, porém ainda estamos
padronizando o cultivo desta linhagem ja que a taxa de multiplicagédo e viabilidade destas células foi
baixo.Devido a esta dificuldade, o andamento do projeto esta atrasado". Entretanto, o autor informa que
encontra-se em andamento solicitagdo de novas amostras de células GU. Esse procedimento podera
aumentar a chance de sucesso no cultivo dessa célula, ndo acarretando dificuldades no cumprimento dos
objetivos do projeto.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O projeto apresenta o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE adequado aos objetivos do
projeto, ndo apresentando nenhum constrangimento ao individuo participante da pesquisa. Apresenta os
seguintes termos: Termo de Compromisso do Hemominas; do Hospital da Clinicas e do CPgRR.

Recomendagées:
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

A execucao das etapas referentes ao demais objetivos especificos estdo de acordo com o

Endereco: Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br
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Continuagéo do Parecer: 1.047.847

cronograma inicial proposto no projeto inicial.
O atraso na execugado da padronizagdo do cultivo da linhagem de células ainda ndo impactaram do
desenvolvimento do projeto e na obtengcdo de sucesso na realizagdo plena do projeto.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Colocado em discussao o parecer do relator, o Comité de Etica Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ Minas, decidiu pela Aprovagédo do Relatério Parcial de Estudo.

BELO HORIZONTE, 04 de Maio de 2015

Assinado por:

Naftale Katz
(Coordenador)
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