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Campos, KR. Estratégias de melhoria, expansdo do diagndstico e
monitoramento das infec¢cdes por HTLV-1 e HTLV-2 nas coinfecgbes por
HIV, HBV e HCV

Para avaliar o impacto das coinfec¢des pelos virus T-linfotropicos humanos
1 e 2 (HTLV-1/-2) e virus da imunodeficiéncia humana (HIV) nas hepatites
virais B e C, e analisar estratégias para melhoria e expanséo do diagndstico
das infec¢cbes por HTLV-1/2, realizou-se este estudo. O impacto nas
hepatites foi analisado pelas medianas de carga viral (CV) e clareamento
viral obtidos em cada grupo de individuos infectados pelos virus das
hepatites B (HBV, n=1.910) e C (HCV, n=1.315), separados quanto a
positividade para as coinfecgcbes. A menor CV de HBV foi detectada nos
HBV/HTLV-2, independente do status HIV (p<0,05). Enquanto os
coinfectados HCV/HIV, HCV/HIV/HTLV-1/-2, apresentaram as maiores CV
de HCV (p<0,05), e a menor foi detectada nos pacientes HCV/HTLV-2. No
inicio do estudo 61,1% dos HBV/HTLV-2 e 21,4% dos HBV/HTLV-1 tinham
CV indetectavel. Contrapondo as porcentagens de CV indetectavel nos
HCV/HTLV-1 e HCV/HTLV-2, que eram inicialmente similares e, durante o
acompanhamento, ocorreu mais depuracdo do HCV em pacientes
HCV/HTLV-2 [OR 2,65; IC 95% (1,17-5,99)]. A busca por marcadores
genéticos virais que pudessem interferir nos testes diagndsticos para HTLV-
1/2, avaliou 69 amostras de DNA de individuos de SP [HTLV-1 (n=44) e
HTLV-2 (n=25)] e, encontrou os subtipos HTLV-1laA e HTLV-2c e os
respectivos genotipos TaxA e TaxC entre as estirpes circulantes. Ainda,
mutacdes pontuais (LTR), sinbnimas e nao sinbnimas (env e tax) e delecéo
de segmentos genbmicos de HTLV-1/-2 (provirus defectivos), foram
associados com pior desempenho dos testes de triagem e confirmatérios
(p<0,05). A capacidade do imunoensaio de linha (LIA) em solucionar
resultados Western blot (WB) inconclusivos (Ind — indeterminados; e HTLV
ndo tipados), foi confirmada em trés cenérios, onde se agrupou 111
amostras de acordo com a positividade ou ndo para HIV e HBV/HCV. Assim,
o LIA resolveu: 66,1% (G1-HIV); 83,3% (G2-HBV/HCV), e 76,0% (G3-HTLV

monoinfectados) dos casos, sendo que a maioria dos WB-Ind foram



confirmadas pelo LIA como HTLV-2 (G1 e G2) e como HTLV-1 ou HTLV
(G3). A estratégia de pool com cinco soros na triagem de HTLV-1/2 usando
0 ensaio imunoenzimatico Murex foi validada e aprovada, proporcionando
60,7% a 73,6% de economia, que variou de acordo com a prevaléncia de
infeccdo HTLV-1/2 encontrada na populacdo de estudo. Concluindo, foi
confirmado o impacto negativo do HTLV-1 e HIV nas coinfec¢cbes HBV e
HCV, por aumentar os niveis de CV e diminuir a depuracdo de HCV;
enquanto a influéncia de HTLV-2 foi positiva na evolucdo das hepatites B e
C, pois diminuiu CV e aumentou o clareamento viral. Identificaram-se
marcadores virais que interferem nos testes sorolégicos e moleculares,
também, encontraram-se maneiras de melhorar e expandir o diagnostico de
HTLV-1/2, com a utilizacdo do LIA na etapa confirmatdria e o pool de soros
na triagem, que se mostrou exequivel a incorporacdo a menor custo para o

Sistema Unico de Saude.

Palavras-chave: HTLV-1 e HTLV-2; Hepatites virais B e C; Coinfeccao;

Particulas provirais defectivas; Mutacdes; Técnicas de Laboratério Clinico.



Campos, KR. Strategies for improving, expanding the diagnosis and
monitoring HTLV-1 and HTLV-2 infections in HIV, HBV and HCV coinfections

This study was conducted to assess the impact of human T- lymphotropic
virus 1 and 2 (HTLV-1/-2) and human immunodeficiency virus (HIV) in viral
hepatitis B and C coinfections, and to analyze strategies for improving and
expanding the diagnosis of HTLV-1/2 infections. The hepatitis B and C
outcomes were evaluated by HBV and HCV viral load (VL) levels and
clearance in HBV (n=1,910) and HCV (n=1,315) infected individuals, grouped
for HIV and/or HTLV-1/2 coinfections. The lowest HBV VL was detected in
HBV/HTLV-2 coinfected patients, regardless of their HIV status (p<0.05). In
contrast, higher HCV VL were detected in HCV/HIV, HCV/HIV/HTLV-1/-2
coinfected patients (all p<0.05), and the lowest HCV VL in HCV/HTLV-2
coinfected patients. Curiously, 61.1% of patients with HBV/HTLV-2 had an
undetectable HBV VL at the beginning of the study versus 21.4% in patients
with HBV/HTLV-1. Although the percentages of undetectable HCV loads in
HCV/HTLV-1 and HCV/HTLV-2 coinfected patients were quite similar, during
follow-up, more HCV clearance was detected in patients with HCV/HTLV-2
[OR 2.65; 95% IC (1.17-5.99)]. To search for genetic markers that could
influence the performance of HTLV-1/2 diagnostic tests, 69 DNA samples
from individuals from SP [HTLV-1 (n=44) and HTLV-2 (n=25)] were
evaluated. HTLV-1aA and HTLV-2c subtypes and the TaxA and TaxC
genotypes were detected circulating in such individuals, and point mutations
in LTR, synonymous and nonsynonymous mutations in env and tax genes,
joint to genomic segments deletion of HTLV-1/-2 (defective provirus) were
detected and associated with worse performance of the screening and
confirmatory tests (all p<0.05). The ability of the line immunoassay (LIA) to
confirm HTLV-1/2 infections was assured in three scenarios, which grouped
111 Western blot (WB) inconclusive samples (Ind - indeterminate and HTLV
untypeable), according to HIV- or HBV/HCV-positivity. HTLV-1/2 infections
were confirmed in 66.1% (G1-HIV); 83.3% (G2-HBV/HCV), and 76.0% (G3-
HTLV monoinfected) of samples; the majority of WB-Ind as being HTLV-2
positive in G1 and G2, and HTLV-1 or HTLV positive in G3. The pooling



strategy for HTLV-1/2 screening using five serum samples and the Murex
Immunoenzymatic assay was validated, and applied in at-risk populations,
showing a reduction cost varying from 60.7% to 73.6%, depending on the
HTLV-1/2 prevalence. In conclusion, the results obtained confirmed the
negative impact of HTLV-1 and HIV on HBV and HCV virological outcome
(increased VL levels and decreased HCV clearance), and the positive impact
of HTLV-2 (lower HBV and HCV VL and increased HCV clearance). Provirus
mutations that interfere with serological and molecular tests were identified.
Strategies to improve and expand the diagnosis of HTLV-1/2 were achieved,
as the use of LIA in confirming infections, and the pooling sera in reducing

costs of the screening for the Health Unique System in Brazil.

Keywords: HTLV-1 and HTLV-2; Viral hepatitis B and C; Coinfection;

Defective provirus; Mutations; Clinical Laboratory Techniques.
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1. Introducéo

1.1. Histérico e epidemiologia

Mesmo ap6s 40 anos de sua descoberta, o virus T-linfotrépico
humano 1 (HTLV-1), o primeiro retrovirus humano descrito, ainda é um
patégeno/infeccdo negligenciado (Poiez et al., 1980; Tagaya et al., 2019;
Cook e Taylor, 2019). Agente causador de diversas manifestacdes clinicas
(bexiga neurogénica; uveites; bronquiectasia; dermatite seborreica, doencas
autoimunes, infec¢cdes oportunistas), sendo uma de alta morbidade, a
mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP,
do inglés HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesia) e
outra com elevada letalidade, a leucemia linfoma de células T adultas (ATLL,
do inglés Adult T-cell Leukaemia/Lymphoma), que nos casos agudos pode
levar o0 paciente a 0bito em até seis meses (Haziot, et al., 2019; Gessain et
al., 1985; Yoshida et al., 1982).

Também fazem parte da familia Retroviridae, género Deltaretrovirus,
outros trés virus (HTLV-2, HTLV-3 e HTLV-4), sendo que os dois ultimos
foram descritos apenas em tribos remotas de pigmeus em Camardes, Africa
Central, e ndo tém a mesma relevancia epidemiolégica, tampouco
associacdo com desenvolvimento de doenca em humanos (ICTV, 2019;
Kalyanamaran et al., 1982; Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005).
Diferentemente, o HTLV-2 foi isolado do baco de um paciente com
tricoleucemia de células T pilosas, e posteriormente associado a alguns
poucos casos de quadros neuroldgicos semelhantes a HAM/TSP, porém nao
foi definido como agente causal de qualquer manifestacdo clinica, como
acontece com o HTLV-1 (Kalyanamaran et al., 1982; Murphy, 1996).

A prevaléncia do HTLV-1 varia ao redor do mundo, e por ndo ser um
agravo de notificacdo compulséria, o numero real de infectados é
desconhecido. Estima-se que exista de 10 a 20 milhdes de infectados

distribuidos mundialmente, estando as maiores prevaléncias no Japao,
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Caribe, algumas regibes da Africa Central e América do Sul (Willems et al.,
2017). J& o HTLV-2 é principalmente endémico entre os Amerindios e,
epidémico entre usuérios de droga endovenosas (UDE) em &reas urbanas
das Américas do Norte e Sul, Europa e sudeste Asiatico (Murphy et al.,
1998).

O Brasil é uma das maiores areas endémicas para ambos 0s virus,
supde-se que 2,5 milhdes de pessoas vivem com a infec¢cdo por HTLV-1/2
no pais (Catalan-Soares et al., 2005). As maiores taxas de infec¢do por
HTLV-1 em populacéo geral foram encontradas nas regides nordeste (1,76%
em Salvador, BA) e norte (1,4% em Belém, PA) (Dourado et al., 2003; Silva
et al.,, 2018). Enquanto o HTLV-2 tem sido considerado endémico em
populacdes indigenas da Amazonia (Ishak et al., 2003) e, tem sido detectado
em altas frequéncias em pacientes com HIV e UDE, principalmente no
sudeste e sul do pais (de-Araujo et al., 1994; Etzel et al., 2001; Morimoto et
al., 2005).

Em relacdo as vias de aquisicdo/transmissdao dos virus T-
linfotrépicos humanos, a principal exigéncia para uma infeccédo efetiva, é o
contato célula-célula, que pode ocorrer pela via horizontal, durante relagcéo
sexual sem o0 uso de preservativo; parenteral, por compartiihamento de
seringas, agulhas, ou transfusdo de sangue total ou hemoderivados
celulares, transplante de orgaos, auto-flagelacéo; e vertical, que ocorre de
mae para filho, principalmente durante o aleitamento materno por mais de
seis meses (Paiva e Casseb, 2014; Rosadas e Taylor, 2019).

O fato de compartilhar as mesmas vias de transmissdo com outros
virus, como o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV); virus da hepatite B
(HBV) e virus da hepatite C (HCV), propicia a existéncia de individuos com a
infeccdo por dois ou mais destes virus, os coinfectados, principalmente em
populacdes vulneraveis. Entretanto, as coinfeccées por HTLV-1 ou HTLV-2
podem influenciar de formas diferentes a evolucédo dos agravos ocasionados
por cada patdgeno individualmente. A coinfeccdo HIV/HTLV-1 tem historico
de acelerar o desenvolvimento e instalacéo de aids (Brites et al., 2001; 2009;

Beilke, 2012), enquanto na coinfeccdo HIV/HTLV-2, o tipo 2 parece
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desempenhar um papel protetor, retardando os quadros de imunodeficiéncia,
fazendo com que os pacientes se comportem como “progressor” lento para a
aids (Turci et al., 2006; Beilke, 2012). Na coinfeccdo HBV/HTLV-1 se
observou maior deteccdo de antigeno de superficie do HBV (HBsAg) e
menor clareamento de HBV nos pacientes HTLV-1 positivos (Moreira et al.,
2013; Marr et al., 2017; Turpin et al., 2018), também foi relacionado aos altos
titulos de HBsAg a maior expansdo de células T com caracteristicas de
monoclonalidade, quando comparados aos monoinfectados por HTLV-1,
sugerindo maior propensdo a malignidade e desenvolvimento de ATLL
(Turpin et al., 2018). Ainda se encontrou antigenemia (HBsAQ) elevada na
coinfeccdo HBV/HIV em relagdo a monoinfecgdo por HBV (Moreira et al.,
2013).

Alguns trabalhos brasileiros sobre a coinfeccdo por HCV/HTLV-1
encontraram menor leséo no figado e formacao de fibrose e diminuicdo das
dosagens de enzimas que aferem a funcdo hepatica, comparando com
paciente HCV/HIV e HCV monoinfectados (Cardoso et al., 2009; Espindola
et al.,, 2017), enquanto a tripla infeccdo HCV/HIV/HTLV-1 foi associada a
menor carga viral de HCV e clareamento viral (Le Marchand et al., 2015;
Brites et al., 2018). Em contrapartida, um trabalho de uma coorte japonesa
demostrou que a dupla infeccdo HCV/HTLV-1 aumentou o desenvolvimento
de doencas hepaticas e morte por carcinoma hepatocelular (Boschi-Pinto et
al., 2000). Na mesma linha, Bahia e colaboradores (2011) encontraram piora
nos quadros hepaticos em ambas as coinfeccbes por HCV/HIV e
HCV/HTLV-1, concordando com os achados de carga viral (CV) de HCV
aumentada e menor clareamento viral observados nas coinfeccbes
HCV/HIV, HCV/HTLV-1 e HCV/HIV/HTLV-1 em S&o Paulo (Alves et al.,
2018). Quanto ao impacto do HTLV-2 nas infeccées por HCV, um grupo nos
Estados Unidos da América (EUA) encontrou CV de HCV aumentada nas
coinfeccbes HCV/HTLV-2 independentemente da positividade para HIV
(Hisada et al., 2002). No entanto, o oposto foi observado em pacientes com
HCV de Sé&o Paulo, Brasil (Alves et al., 2018) e na tripla infeccéo
HCV/HIV/HTLV-2 em pacientes da Espanha (Ruiz-Mateos, 2019).
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Diferentemente dos HTLV-1 e HTLV-2, a doencga aids e as infec¢des
por HIV, HBV e HCV sédo de notificacdo compulsérias desde 1986, 2014 e
1998, respectivamente (Brasil, MS, 2019a; Brasil, MS, 2016a), permitindo
conhecer as reais prevaléncias globais e nacionais. Segundo dados
contabilizados até o fim de 2018 no ultimo relatério do Programa Conjunto
das Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS, do inglés Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS), existem 37,9 milhGes de pessoas vivendo com o
HIV no mundo (UNAIDS, 2019). No Brasil, 966.058 casos de aids foram
detectados no periodo de 1980 a junho de 2019, e 300.496 casos de
infeccdo pelo HIV notificados no Sistema de Informacdo de Agravo de
Notificacdo (Sinan) de 2007 até junho de 2019, sendo a regido Sudeste
responsavel por 136.902 (45,6%) das notificagbes (Brasil, MS, 2019a).

A Organizagcdo Mundial de Saude (WHO, do inglés World Health
Organization) estima que cerca de 325 milhdes de pessoas vivam com as
hepatites virais B e C. Informa¢des compiladas até o ano de 2015, mostram
gue aproximadamente 257 milhdes eram portadores crénicos de HBV, o
equivalente a 3,5% da populacéo global, tendo como epicentros a Africa e a
regido do Pacifico oriental, que respondem por 68% dos casos. Quanto ao
HCV, aproximadamente 71 milhGes de pessoas apresentam a forma cronica
da doenca, que corresponde a 1,0% de prevaléncia mundial, com destaque
para as regides do oeste do Mediterraneo (21,1%), do Pacifico ocidental e
Europa (19,7% cada) (Global Hepatitis Reports, 2017). Em relacdo aos
dados nacionais, o boletim epidemiolégico de hepatites virais de 2019
detectou no periodo de 1999 a 2018, 233.027 casos confirmados de hepatite
B no Brasil, a maioria concentrada na regido Sudeste (34,9%). No mesmo
periodo foram notificados no pais 359.673 casos de hepatite C com um dos
marcadores (anti-HCV ou RNA de HCV) presentes, novamente a maioria
das notificagbes aconteceu na regido Sudeste (53,5%). A coinfeccdo com o
HIV entre as notificacbes de hepatite B foi observada em 5,2%, e em 9,1%
de hepatite C entre os casos acumulados no periodo de 2007 a 2018 (Brasil,
MS 2019b).
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As prevaléncias de coinfeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 s&o retiradas
de trabalhos cientificos, que muitas vezes acabam se limitando a populagdes
especificas, exceto um estudo recente realizado na Bahia de base
populacional que encontrou 14,3% de coinfeccdo HCV/HTLV (37.9% era
HCV/HTLV-2, 13,3% HCV/HTLV-1 e 11,6% HCV/HTLV-1/HTLV-2) (Pereira
et al., 2020). Mais recentemente em Sao Paulo as prevaléncias de
coinfecgcéo encontradas foram de 3,1% e 4,2% nos HIV/HTLV [1,55% e 2,1%
(HIV/HTLV-1), 1,31% e 1,7% (HIV/HTLV-2), 0.25% e 0.3% (HIV/HTLV)];
1,3% e 1,9% entre os HBV/HTLV [0,8% e 0,7% (HBV/HTLV-1), 0,5% e 1,2%
(HBV/HTLV-2)]; e 5,3% e 4,0% nos HCV/HTLV [3,2% e 2,4% (HCV/HTLV-1),
2,1% e 1,6% (HCV/HTLV-2)], sendo que a tripla infeccéo foi de 1,1% e 9,2%
nos HBV/HIV/HTLV, e de 1,4% e 14,5% entre os HCV/HIV/HTLV (Caterino-
de-Araujo et al., 2015; Campos et al., 2017a; Caterino-de-Araujo et al., 2018;
2020).

1.2. Estrutura do genoma, replicacédo e analise filogenética dos HTLV-
1/2

Os genomas dos virus T-linfotropicos humanos consistem em duas
copias de RNA de aproximadamente 9 Kb, organizados em cinco regides
principais que codificam as proteinas, flanqueados por regides denominadas
de repeticdes terminais longas (LTR, do inglés long terminal repeat): 5’LTR-
gag-pro-pol-env-pX-LTR3'. Os tamanhos aproximados das proteinas
traduzidas sdo: MA 19 kDa (matriz); CA 24 kDa (capsideo); NC 15 kDa
(ndcleocapsideo); PR 14 kDa (protease); RT 62 kDa (transcriptase reversa,
do inglés reverse transcriptase); IN 33 kDa (integrase); SU 46 kDa (proteina
de superficie do envelope); e TM 21 kDa (proteina transmenbrana do
envelope). Os LTR tém cerca de 750 nucleotideos (nt) de comprimento,
formados por trés segmentos, dois Unicos (U) e um de repeticdo (R), dos
guais a regido U3 é de 200 a 300 nt, a sequéncia R é de 135 a 235 nte a

regidao U5 é de 100 a 200 nt. Existem também genes acessorios, localizados
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na regiao pX, designados tax e rex no sentido 5, e HBZ (HTLV-1 basic
zipper factor) ou APH-2 (antisense protein HTLV-2) no anti-senso 3’, que
estao envolvidos na regulacao da replicacédo viral, e na patogenese (Seike et
al., 1983; Coffin, 1996; Matsuoka e Green, 2009; ICTV, 2019).

O processo de infeccdo destes retrovirus inicia com a interacdo das
proteinas SU e TM com os receptores celulares de neuropilina-1 (NRP-1),
transportador de glicose-1 (GLUT1) e proteoglicanas de heparan-sulfato
(HSPGs, utilizados apenas pelo HTLV-1), estes receptores sao encontrados
em Varios tipos celulares como linfécitos e células epiteliais (Futsch et al.,
2018). Entretanto existe um tropismo do HTLV-1 por células T CDA4+,
enquanto o HTLV-2 tem predilecéo por linfocitos T CD8+ (Bangham et al.,
2014; Melamed et al., 2014). Ocorre a adsorcéo, assim, 0 virus penetra na
célula e libera seu RNA no citoplasma, que sera transcrito em DNA linear,
migrando para o nucleo, onde sera inserido ao genoma da célula hospedeira
por acdo da enzima integrasse, e a partir de entdo, passa a ser denominado
DNA proviral. O provirus HTLV podera utilizar mecanismos da célula
hospedeira para realizar a transcricdo do DNA proviral em RNA mensageiro
(RNAmM) que sera traduzido em proteinas virais no citoplasma, e finalmente
ocorre a montagem e o virion € liberado por um processo de brotamento, em
gue ha incorporacdo de parte da membrana celular do hospedeiro ao
envelope viral. Esse artificio € menos comum e acaba ndo sendo produtivo
in vivo, devido a lenta e quase nula replicacdo viral pela via classica dos
retrovirus, assim, quase nenhuma particula viral é encontrada livre em
fluidos biolégicos do hospedeiro. Desta forma, a manutencédo da infeccéo
ocorre principalmente por expansao clonal das células infectadas (mitose) e,
novas células também podem ser infectadas por sinapse celular (Carpentier
et al., 2015; Futsch et al., 2018).

Os HTLV-1 e HTLV-2 apresentam robusta estabilidade genética, no
entanto, o mapeamento de substituicdes nucleotidicas especificas, permite a
caracterizacdo molecular dos subtipos de HTLV-1/2 que circulam em
diferentes regibes geogréficas, que também podem apontar as diferentes

rotas de migracdo dos virus, em que a Africa Central é o foco inicial (Paiva e
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Casseb, 2015; Ishak et al., 2017; Amoussa et al., 2017). Sao descritos sete
subtipos para o HTLV-1, sendo a maioria deles restritos a determinadas
areas geograficas: (i) HTLV-la: Cosmopolita com ampla distribui¢cdo
mundial, apresenta cinco subgrupos (A — Transcontinental; B — Japonés; C -
Oeste-Africano; D - Norte-Africano; e o E — Negros do Peru); (i) HTLV-1b;
(iii) HTLV-1d; (iv) HTLV-1f e (v) HTLV-1g, encontrados na Africa Central; (vi)
HTLV-1c: Melanésia/Australia; e (vii) HTLV-1e, presente na Africa Central e
do Sul (Gessain e Cassar, 2012; Pessoa et al., 2014; Amoussa et al., 2017).
No Brasil o subtipo mais frequente é o HTLV-1aA tanto em populacéo
monoinfectada (Neto et al., 2011; Aguiar et al., 2017), como em individuos
coinfectados por HIV (Laurentino et al., 2005; Rego et al., 2010; Magri et al
2012a).

A classificagdo molecular do HTLV-2 o subdivide em quatro
subtipos, também associados com subpopulacdes especificas e com regido
geografica: (i) HTLV-2a e (ii)) HTLV-2b encontrados na Europa e Américas,
com distribuicdo esporadica na Asia e Africa; (i) HTLV-2c presente em
populacéo indigena da Amazonia brasileira e populacdes de regides urbanas
do Brasil; (iv) HTLV-2d, descoberto em tribo de pigmeus na Africa (Eiraku et
al., 1996; Vandamme et al., 1998; Slattery et al., 1999; Ishak et al., 2003). O
subtipo HTLV-2b, mesmo sendo endémico em amerindios da Ameérica
Central, Colébmbia, Venezuela, Chile e Argentina (Heneine et al., 1991,
Switzer et al., 1995; Berini et al., 2012), raramente € detectado no Brasil,
entre doadores de sangue (Renner et al., 2006; Santos et al., 2009), também
em UDE e coinfectados com HIV (Novoa et al., 2007; Magri et al., 2013). A
maioria dos estudos brasileiros encontrou o subtipo -2/c prevalente entre os
infectados por HTLV-2 tanto na regido Norte (Vallinoto et al.,, 2002),
Nordeste (Barreto et al., 2014), Sudeste (Eiraku et al., 1996; Catalan-Soares
et al., 2005; Silva et al., 2002) como no Sul (Renner et al., 2006).

Andlises de substituicbes de nucleotideos nas regides gendémicas
mais variaveis dos HTLV-1/2 como a LTR e env e do gene responsavel pela
proteina transativadora (Tax), possibilitam o conhecimento de uma infinidade

de informacfes a respeito do virus que podem influenciar o status de
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portador ou paciente nos hospedeiros. Muta¢gbes no genoma de HTLV-1, nas
regides LTR e tax podem influenciar a formacdo de dois agrupamentos
distintos entre as amostras da Ameérica Latina, cluster A e cluster B nas
arvores filogenéticas, referindo-se a diferentes periodos de entrada do virus
no continente (Magri et al., 2012a, Magri et al., 2012b). Enquanto alteracdes
de nucleotideos no genoma proviral em relacdo ao ATK, mas conservados
entre determinados grupos, como na regido tax de isolados do Brasil,
conferem uma assinatura molecular caracteristica das amostras brasileiras.
A filogenia deste segmento, também permite classificar os isolados em dois
genotipos denominados taxA e taxB (Kashima et al., 2006; Casseb et al.,
2006; Magri et al., 2012b) .

Estudos filogenéticos do gene tax de HTLV-2, possibilitam classificar
os isolados quanto aos subtipos e o0s respectivos genotipos da proteina Tax,
analisando a sequéncia de nucleotideos (nt) e de aminoéacidos (aa)
referentes a proteina traduzida (Eiraku et al., 1996; Ishak et al., 2003). Esta
analise é de suma importancia para identificar a variante molecular dos
isolados brasileiros que genotipicamente se assemelham ao HTLV-2a,
porém devido a troca de nucleotideo na posicdo 8.203 em relacdo ao
prototipo Mo, perdem o stop codon resultando em uma proteina com 25
aminoéacidos adicionais, de tamanho semelhante a Tax do HTLV-2b (Eiraku
et al., 1996). Este achado, aliado ao fato de outras regiées gendémicas (LTR
e env) de isolados do Brasil se assemelharem ao HTLV-2a (Lewis et al.,
2000; Shindo et al., 2002), fez com que esta estirpe fosse classificada como
HTLV-2a variante ¢ (HTLV-2a/c) ou subtipo 2c (Ishak et al., 2003). Quanto
ao tamanho e gendtipos das proteinas Tax2, sdo classificadas em quatro:
Tax-2a (331 aa), Tax-2b (356 aa), Tax-2c (356 aa) e Tax-2d (344 aa),
correspondentes aos seus respectivos subtipos virais (Lewis et al., 2002;
Magri et al., 2013).

Ainda, andlises mais aprofundadas das proteinas Tax de HTLV-1 e
HTLV-2, mostraram que elas divergem também em relacdo a presenca de
sitios importantes de ligacdo que determinam sua localizagdo na célula, e

estimulam a resposta imune do hospedeiro (Bertazzoni et al., 2011). Uma

25



comparacao da sequéncia de aminoacidos da Taxl com a Tax2b mostrou
gue a Tax2b possui menos sitios de ligacdo, e a andalise da localizacdo
dessas proteinas em células transfectadas, mostrou que elas divergem; a
Tax1l foi encontrada mais no ndcleo e pouco no citoplasma, enquanto a
Tax2b foi encontrada apenas no citoplasma dessas células (Bertazzoni et
al., 2011). Um estudo preliminar de caracterizacdo da Tax2c de isolados de
pacientes com a infeccao HIV de Sao Paulo e de Londrina mostrou 11 trocas
de aminoacidos na Tax2c em relacdo a Tax2b, que podem afetar a sua
localizacao e a pés-transcricdo de proteinas envolvidas em varios processos
celulares como: transporte nucleo-citosol, progressdao no ciclo celular,
apoptose (Caterino-de-Araujo et al.,, 2013). Nada mais foi publicado sobre
esta matéria.

Ja a regido nao codificante LTR € essencial para a regulagao viral,
retrotranscricéo, integracdo ao genoma da célula hospedeira e transcrigdo. A
porcdo U3 em especifico, é responsavel por regular a expressao do genoma
proviral e pela terminacdo dos RNAm transcritos (poliadenilacdo), ainda
apresenta trés segmentos de repeticdo imperfeita de 21 pb, denominados
Tax-responsive elements (TRE), subdivididos em trés dominios (A, B e C),
gue apresentam a importante funcdo de promotor da proteina Tax na
transativacdo de elementos celulares (Yao e Wigdahl, 2000). O estudo de
mutacdes pontuais nos dominios dos TRE pode demonstrar associacdo com
aumento de carga proviral (CPV) em pacientes HTLV-1 coinfectados por
HIV, ou apenas o subtipo viral que circula nesta populacdo (Neto et al.,
2011; Magri et al., 2012c). A mesma regiao do 5’LTR (U3RU5) de HTLV-1,
foi analisada em 41 amostras de 19 paises da Africa por Desrames et al.,
gue encontraram quatro isolados frutos de recombinacdo de subtipos, o
HTLV-1a-NA (recombinacdo entre a-WA e a-Sen), evento bastante raro
entre as estirpes de HTLV-1, porém comum ao HIV (Desrames et al., 2014).

Em relacdo a regido LTR de HTLV-2, um estudo que comparou
sequéncias de LTR de pacientes infectados da cidade de Salvador, todos
pertencentes ao subtipo HTLV-2c, com sequéncias depositadas em

GenBank dos outros trés subtipos (-2a, -2b e 2d), identificou assinaturas
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subtipo-especificas, também, mutacdes que resultaram em perda ou ganho
de sitio de ligacdo (motifs) importantes para a regulacdo da transcricdo do
provirus. Os motifs que mais apresentaram mutacdes foram CRE, SRE,
ETS, Poly (A), TATA Box e o E box. Tais polimorfismos podem afetar a
manutengdo da infeccdo viral e talvez, o desenvolvimento de doencgas
subsequentes (Barreto et al., 2014).

Outro marcador viral que tem sido relacionado ao progndstico, sao
as particulas provirais defectivas descritas na infeccdo por HTLV-1. Alguns
estudos associaram a delecao da regidao 5'LTR ao desenvolvimento de ATLL
(Takenouchi et al., 2011), enquanto a presenca de provirus completo ou a
auséncia da regidao pX a HAM/TSP, enquanto a auséncia da regiao tax foi
encontrada em portadores assintomaticos (Bezerra, 2011). Existe a
descricdo de dois tipos de provirus defectivo, sendo o tipo 1 classificado
guando os LTR sao preservados e ha delecdo de segmentos gendémicos
internos 5’-gag-pro-pol-env-pX-3’; e o tipo 2 na auséncia do 5’-LTR (Tamiya
et al.,, 1996; Miyazaki et al., 2007). Katsuya e colaboradores (2019)
observaram que células infectadas com particulas defectivas de HTLV-1
proliferavam mais em comparacdo com as celulas que hospedavam provirus
completos. Também, foram encontrados com maior frequéncia nas amostras
de pacientes com ATLL, em relacdo as amostras de casos com HAM/TSP e
assintomaticos (Tamiya et al., 1996; Miyazaki et al., 2007; Takenouchi et al.
2011; Hashikura et al., 2017; Katsuya et al., 2019). Até o presente momento,
nada foi descrito a respeito de particulas provirais defectivas em pacientes
ou portadores da infeccdo por HTLV-2, o que nao impossibilita sua
existéncia.

Além disso, mutacfes abortivas nos genes referentes as proteinas
Pol, Tax, Env, p12 ou p30 de HTLV-1 e substituicbes G>A ocorrendo em
altas frequéncias em dinucleotideos GG podem estar associadas a baixa
carga proviral, e producédo de antigenos, gerando falhas no desempenho do
teste confirmatério de Western blot (WB). A terminacdo prematura destas
proteinas e as alteragbes que ocorrem em GG provavelmente por acédo da

enzima APOBEC3G, foram consideradas interferentes na produgéo e
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reconhecimento dos antigenos por parte dos hospedeiros e,
consequentemente na producdo de anticorpos especificos anti-HTLV-1,
resultando nos WB indeterminados (Kuramitsu et al., 2017).

1.3. Diagnéstico laboratorial das infec¢gdes por HTLV-1/2

Ao longo destas quatro décadas de descobrimento do primeiro virus
T-linfotrépico humano, alguns poucos avancos foram alcancados no Brasil
em relacdo ao diagnostico laboratorial destas infecgées. O maior deles foi a
portaria N°1.376 de novembro de 1993 que tornou obrigatéria a testagem
para HTLV-1/2 de bolsas nos bancos de sangue de todo territério nacional
(Brasil, MS, 1993), infelizmente, faltou a obrigatoriedade para realizacao de
testes confirmatorios. Desde 2009, também é imperativa a testagem de
HTLV-1/2 na triagem de 6rgaos solidos para doacéo (Brasil, MS, 2009). Em
relacdo as populacdes vulneraveis e coinfectados, o Ministério da Saude do
Brasil (MS) aconselhou a testagem de HTLV-1/2 nos individuos infectados
por HIV logo nas primeiras visitas aos servicos especializados de
acompanhamento (Brasil, MS, 2014), no entanto, a Ultima atualizacdo do
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da infeccao por HIV
em Adultos (PCDT HIV) passou a indicar a testagem somente em regides
endémicas para HTLV-1/2 (Brasil, MS, 2018). Ha quatro anos, a Comisséo
Nacional de Incorporacdo de Tecnologias para o SUS (CONITEC)
recomendou e aprovou pela Portaria N°23/2016 a realizacdo de teste
confirmatdrio de Western blot (WB) ou de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR, Polymerase Chain Reaction) apenas para 0s pacientes com suspeita
de ATLL subsidiados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (Brasil, MS,
2016b).

Os testes laboratoriais disponiveis comercialmente para a triagem da
infeccdo por HTLV-1/2 sdo: o de aglutinacdo de microparticulas de gelatina
(PA, patrticles agglutination) que utilizam lisado viral de HTLV-1 purificado; os

ensaios imunoenzimaticos (EIA, enzymatic immunoassay); € 0S ensaios

28



guimioluminescentes (CLIA, chemiluminescence immunoassay). Os dois
ultimos métodos sdo os mais utilizados, pertencendo a terceira geracdo e
formato “sanduiche”, por empregarem os mesmos peptideos sintéticos ou
proteinas recombinantes tanto na fase sélida (microplacas ou microesferas),
como no conjugado marcado com a enzima que revela a reacao (Cassar e
Gessain, 2017; Eusebio-Ponce et al., 2019). A evolucdo para a terceira
geracao, e a escolha de peptideos da regido do envelope de ambos 0s tipos
virais (HTLV-1 e HTLV-2) conferiu aos testes maior sensibilidade e
especificidade.

A comparagdo dos EIA Murex HTLV I+l (DiaSorin) e Gold ELISA
HTLV-I/ll (REM) na deteccdo de anticorpos especificos em soros de
individuos com a coinfeccdo por HIV de Sao Paulo, mostrou bom
desempenho para ambos, mesmo com diferentes resultados de
sensibilidade (100% versus 98%) e especificidade (99% versus 100%)
(Campos et al., 2015). Recentemente, um grupo de Salvador, comparou a
acuracia de trés EIA (Murex HTLV I+ll; Gold ELISA HTLV-I/ll e anti-HTLV-
1/2 SYM Solution) e um conjunto de reagentes para ensaio CLIA (Architect
rHTLV-1/2) no diagnéstico de populacdo de ambulatorios e banco de
sangue, todos apresentaram sensibilidade igual a 100% e especificidade
superior a 90%, indicando que qualquer um dos quatro ensaios pode ser
aplicado na triagem sorologica de HTLV-1/2 (da Silva Brito et al., 2018).

O problema do emprego de testes altamente sensiveis,
principalmente em paises economicamente subdesenvolvidos e/ou em
desenvolvimento, que apresentam orcamento publico restrito, é o alto custo
gerado com os testes confirmatorios. Uma vez que 0 excesso de
sensibilidade pode gerar falsos positivos, que seguem para a etapa de
confirmacdo, em que se descarta a infeccdo, assim, aumentando
desnecessariamente 0s gastos com o diagnostico final (da Silva Brito et al.,
2018; Puccioni-Sohler et al., 2019). Por esse motivo, estratégias que ajudem
a diminuir os custos com as etapas de triagem das infec¢bes por HTLV-1 e
HTLV-2, como por exemplo a testagem em pool de soros (Andersson et al.,

2001; Chang et al., 2002), sdo urgentemente necessarias, para impedir que
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0S possiveis custos excedentes gerados por amostras falso positivas seja
um dos empecilhos para a implantagdo e continuidade deste importante
diagnéstico.

Em relacdo aos testes confirmatérios que podem ser utilizados, tém
0S ensaios que pesquisam anticorpos especificos (soroldgicos); e os que
detectam o provirus por biologia molecular de forma qualitativa ou
guantitativamente (Cassar e Geissan, 2017). Entre os sorolégicos o Western
blot (WB) é amplamente usado, a versdao HTLV Blot 2.4 (MP Biomedicals)
consiste em tiras de nitrocelulose com proteinas purificadas do lisado viral
de HTLV-1 transferidas, e adicionadas as proteinas recombinantes de
envelope MTA-1 (rgp46-1 de HTLV-1), K55 (rgp46-1l de HTLV-2) e a
transmembrana truncada (GD21, comum aos dois virus) (Miller, 2016). Uma
alternativa sorologica € o imunoensaio de linha (LIA, Line Immunoassay), o
conjunto de reagentes da Fujirebio (INNO-Lia HTLV I/ll) se resume em tira
de nylon, onde os peptideos sintéticos de Gag (p19, p24) e Env (gp21, gp46)
comuns aos dois tipos virais foram aderidos na regido destinada a
confirmacédo da infeccdo, seguida dos peptideos especificos (p19-1, gp46-I,
gp46-1) conglutinados na regido discriminatoria. Ambos o0s testes
sorologicos fazem a confirmacao, e discriminam qual o tipo viral responséavel
pela infeccdo, porém, podem exibir resultados indeterminados e HTLV
positivos, mas nao tipados (Zrein et al., 1998; Cassar e Geissan, 2017).

Os ensaios de biologia molecular para a deteccdo de segmentos
gendmicos dos provirus de HTLV-1 e HTLV-2 usam células mononucleares
do sangue periférico e, baseiam-se principalmente nas reacdes em cadeia
da polimerase (PCR, polymerase chain reaction) e seus diversos formatos:
nested-PCR (reacdo com duas etapas de amplificacdo); PCR-RFLP, PCR
seguida de restricdo enzimatica (RFLP, Restriction Fragments Lenght
Polymorphism); gPCR, PCR em tempo real/quantitativa (quantitative
PCR/real time PCR). Na maioria dos laboratérios, trata-se de metodologias
de desenvolvimento proprio “in house” (Cassar e Geissan, 2017).

Recentemente foi desenvolvida a gPCR digital (dgPCR, digital

guantitative PCR) que se mostrou mais sensivel em relacdo aos outros
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formatos, no entanto, sua utilizacdo ainda é restrita a alguns grupos de
pesquisa. J& foi aplicada para determinacdo de CPV de HTLV-1 e HTLV-2
na Suécia (Hedberg et al., 2018); e de HTLV-1 no Japéo, e na Australia,
onde detectou o HTLV-1c em casos de bronquiectasia (Kuramitsu et al.,
2018; Yurick et al., 2019). Outra metodologia recentemente empregada ao
diagnéstico de HTLV-1/2 foi a amplificacdo isotérmica de &cidos nucleicos
mediada por alca (LAMP, Loop-mediated isothermal amplification), que
apresentou sensibilidade semelhante as gPCR (Gomes et al., 2020).

Dificuldades na confirmacdo do diagnéstico de HTLV-1 e HTLV-2
utiizando o WB sdo comuns no Brasil, devido ao grande numero de
resultados inconclusivos (indeterminados e HTLV ndo tipados),
principalmente em pacientes verdadeiramente infectados por HTLV-2,
também em pacientes com HIV (de-Araujo et al., 1994; Jacob et al., 2007,
2008). Desta forma, sugeriu-se o emprego de alguns formatos de PCR
(nested-PCR; PCR com hibridizacdo; PCR-RFLP) para detectar segmentos
de DNA proviral (pol, LTR, env e tax) de HTLV-1 e HTLV-2 na tentativa de
estabelecer um novo método confirmatério (Caterino-de-Araujo, 1998; Ishak
et al., 2007; Morimoto et al., 2007; Novoa et al., 2007; Costa et al., 2009;
Olah et al., 2010). Entretanto, ndo houve consenso sobre os critérios para
considerar uma amostra verdadeiramente infectada por HTLV-1/2 usando
essas técnicas; se diante de um ou ao menos dois segmentos provirais
amplificados/positivos (Caterino-de-Araujo, 1998; Costa et al., 2009; Olah et
al., 2010). Quando adotada a gPCR como ensaio confirmatério da infeccao
por HTLV-1/2, esta, mostrou baixa sensibilidade quando aplicada em
amostras de individuos com HIV e em amostras de pacientes infectados com
HTLV-2 no Brasil, provavelmente relacionado a baixa CPV de HTLV-2 e ao
uso de antirretrovirais (Montanheiro et al., 2008; Costa et al., 2011; Campos
et al., 2017a; 2017b).

Quando comparadas a atuacdo do INNO-Lia versus o WB em
amostras de painéis de soros bem caracterizados, o LIA apresentou
melhores resultados, demonstrando maior sensibilidade para confirmar

infeccbes por HTLV-1 e HTLV-2 e maior especificidade, ao eliminar
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resultados WB-indeterminados, que na verdade eram negativos (Zrein et al.,
1998). Porém, o alto custo inicial deste teste, dificultou por um longo tempo
seu uso rotineiro. Consequentemente, existem poucos estudos comparando
o desempenho de ambos no Brasil; um realizado logo apds a descricdo do
LIA usando amostras de bancos de sangue (Sabino et al., 1999) e outros
dois realizados mais recentemente em amostras de soro de pacientes com
HIV (Campos et al., 2017a; 2017b). Esses estudos confirmaram o0s
resultados sorolégicos obtidos com ensaios moleculares e, apontaram o LIA
como o melhor teste soroldgico para confirmar ou descartar infec¢des por
HTLV-1/2.

Contudo, ainda ndo existe consenso sobre qual teste confirmatoério
devera ser o de escolha ou a ordem a ser utilizada num algoritmo, tampouco
um padrdo ouro reconhecido. O WB acaba sendo o mais empregado
mundialmente pelo tempo que se encontra disponivel no mercado, pela
praticidade de execucéo e por apresentar menor custo em algumas regides
geograficas em relacdo ao custo do LIA (Campos et al., 2015). No entanto,
para laboratorios que dispdem de infraestrutura instalada para ensaios de
biologia molecular, a proposta de introducdo da gPCR como primeiro teste
confirmatério no algoritmo laboratorial para diagnéstico dos HTLV-1/2,
demonstrou melhor custo-beneficio (Campos et al., 2015; Goncalves, 2019).

Diante do acima exposto, e para dar continuidade aos estudos de
estratégias de melhoria e expanséo do diagndstico das infec¢des por HTLV-
1/2 a custo reduzido para implantacdo no SUS; para acrescentar
informacfes sobre a influéncia do HTLV-1 e HTLV-2 na evolucdo das
hepatites B e C; e para pesquisar marcadores genéticos virais que possam
interferir no diagndstico das infec¢des pelos virus T-linfotrépicos humanos, o

presente estudo foi realizado.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Pesquisar o impacto das infec¢des por HTLV-1/2 nas hepatites virais
B e C, investigar marcadores virais que podem interferir nos testes
sorolégicos e moleculares de HTLV-1/2, realizar a vigilancia de
subtipos virais de HTLV, e avaliar estratégias de diagnéstico para as
infecgbes por HTLV-1 e HTLV-2

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a influéncia de HTLV-1 e HTLV-2 nas hepatites virais B e C
utilizando os marcadores virolégicos de carga viral e clareamento de
HBV e HCV

Investigar subtipos de HTLV-1 e HTLV-2 presentes na populacdo de
estudo utilizando sequenciamento do genoma proviral

Pesquisar gendtipos de Taxl e Tax2, analisar mutacdes nas regides
promotoras 5’LTR, estimar as frequéncias de mutacdes sinbnimas e
ndo sindnimas nos genes env e tax, verificar a existéncia de
particulas provirais defectivas usando o sequenciamento genético das
regides 5'LTR, env e tax de HTLV-1 e HTLV-2, e correlacionar com o0s
resultados obtidos no diagnostico soroldgico e molecular de HTLV-1 e
HTLV-2

Avaliar o desempenho de testes sorolégicos confirmatérios de HTLV-
1 e HTLV-2 em diferentes popula¢cdes

Investigar e propor estratégia de triagem das infeccbes por HTLV-1/2
gue possibilite sua expansdo em popula¢fes vulneraveis e gestantes

a um custo reduzido para o Sistema Unico de Satde
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3. Material e Métodos

3.1. Material

As amostras empregadas neste estudo foram de conveniéncia e
utilizadas em estudos anteriores que faziam parte de quatro protocolos de
pesquisa, todos aprovados em seus respectivos comités técnico cientifico e
de ética. Uma vez que nao foi possivel realizar todas as andlises no total de
amostras utilizadas, elas foram divididas em grupos, descritos a seguir, de

acordo com sua aplicacao e resumidos nas Figuras 1 e 2.

3.1.1. Amostras de pacientes com hepatite B e C para avaliacdo de

carga viral (CV) e clareamento viral

Amostras de soro ou plasma de 3.225 individuos com hepatites
virais B e C provenientes de servicos de Gastroenterologia e especializados
em Infeccbes Sexualmente Transmissiveis (IST) da cidade de S&o Paulo e
regido, tiveram as prevaléncias das infec¢bes por HIV, HTLV-1 e HTLV-2
analisadas nos periodos de junho a novembro de 2014 (Caterino-de-Araujo
et al.,, 2018) e junho de 2015 a junho de 2016 (Caterino-de-Araujo et al.,
2020). Sendo 1.910 pessoas com hepatite B (53% do sexo masculino,
mediana de idade 46 anos) e 1.315 com hepatite C (55% do sexo masculino,

mediana de idade 51 anos).

De acordo com a soropositividade para HIV e HTLV-1/2, os
individuos com HBV foram agrupadas em: HBV (n=1.738); HBV/HIV
(n=140); HBV/HTLV-1 (n=14, sete HBV/HTLV-1 e sete HBV/HIV/HTLV-1) e
HBV/HTLV-2 (n=18, quatro HBV/HTLV-2 e 14 HBV/HIV/HTLV-2), os dois

ultimos grupos formados independentes do status HIV para possibilitar as
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analises estatisticas. Enquanto os individuos com HCV formaram seis
grupos: HCV (n=1.127); HCV/HIV (n=127); HCV/HTLV-1 (n=28);
HCV/HIV/HTLV-1 (n=9); HCV/HTLV-2 (n=9) e HCV/HIV/HTLV-2 (n=15)
(Figura 1).

3.1.2. Amostras para a caracterizacdo molecular de HTLV-1 e HTLV-2

A maioria dos acidos desoxirribonucleicos (DNA) utilizados para
estas analises eram provenientes de um estudo prévio de comparacao de
ensaios de triagem e confirmatorios, que detectou a coinfeccdo HIV/HTLV-
1/2 em 3,61% de uma populacdo de 2.991 individuos pertencentes a dois
grupos, de acordo com os servi¢cos da cidade de Sdo Paulo e regido onde
faziam o acompanhamento da infeccdo por HIV (Caterino-de-Araujo et al,
2015; Campos et al., 2017a e 2017b). Devido ao numero de ensaios
realizados anteriormente, e ao volume finito das amostras, foi possivel
recuperar e estudar o material genético de 69 participantes da pesquisa,
sendo 44 HIV/HTLV-1 e 25 HIV/HTLV-2 (50,7% homens, mediana de idade
48 anos). As coletas ocorreram entre 2012 e 2015, e até aquela data todos
eram assintomaticos. Digno de nota, foi possivel obter de duas a trés
amostras sequenciais de 29 pacientes em acompanhamento clinico-

laboratorial durante este periodo.

Para critério de comparacéo, empregou-se o DNA de 26 pessoas
sem a coinfeccédo por HIV (monoinfectados) da cidade de Recife - PE, sendo
15 assintomaticos, quatro sintomaticos sem diagnoéstico de neuropatia
(Oligossintomaticos) e sete HAM/TSP. Estas amostras foram gentilmente
cedidas pela Dra. Patricia Muniz Mendes Freire de Moura da Universidade

de Pernambuco (Figura 1).
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3.1.3. Amostras utilizadas na comparacdo dos testes soroldgicos

confirmatérios

Esta analise empregou amostras de soro e plasma de trés estudos
anteriores, e foram selecionadas quanto ao resultado inconclusivo
apresentado no Western Blot (WB), ou seja, quando os soros eram HTLV
nao tipados ou com perfis indeterminados, mas que tinham a infeccao por
HTLV-1 ou HTLV-2 confirmadas por algum outro teste sorolégico ou
molecular. Foi possivel recuperar 111 amostras com estas caracteristicas de

trés populacdes distintas.

O grupo 1 (G1) foi composto por 62 individuos com a coinfeccéo por
HIV (50% do sexo masculino, idade média 44 anos), sendo 48 com perfil
indeterminado no WB (WB-Ind) e 14 HTLV néo tipado (WB-HTLV) (Campos
et al.,, 2017b). Agrupou-se no segundo grupo (G2), 24 pessoas com
hepatites virais B ou C (83,3% homens, idade média de 49,5 anos), 21 WB-
Ind e trés WB-HTLV (Caterino-de-Araujo et al., 2017 e 2020). O ultimo grupo
(G3), foi constituido por 25 pacientes atendidos no ambulatorio de HTLV de
Salvador — BA (60% do sexo feminino, idade média de 41 anos), 16 WB-Ind
e nove WB-HTLV (da Silva Brito et al., 2018) (Figura 1).

3.1.4. Amostras utilizadas para a avaliacdo de estratégias de expanséo

e melhoria do diagndstico das infec¢gbes por HTLV-1 e HTLV-2

A avaliacdo de estratégia de expansédo do diagnostico a um custo
reduzido para o SUS empregou a técnica de pool de soros para a triagem
sorolégica. Os resultados obtidos na padronizacdo, validacdo e

custo/minimizagao foram publicados (Silva et al., 2020) e para tanto foram
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empregados 60 pool de soros na padronizagéo/validacao, 260 e 140 pool de
soros de individuos com hepatites B e C, respectivamente, e 125 pool de
individuos com HIV na andlise de custo/minimizacdo (casuisticas de acordo

com Marcon et al., 2019; Caterino-de-Araujo et al., 2020) (Figura 2).

Finalmente, as andlises de desempenho dos ensaios confirmatorios
e a identificacdo de marcadores virais que podem interferir nos resultados
(pesquisa de mutacbes e particulas provirais defectivas) foram realizadas
com as 69 amostras de coinfeccdo HIV/HTLV, empregadas na

caracterizacado molecular.

3.1.5. Aspectos éticos

As amostras utilizadas no estudo fazem parte de projetos aprovados
nos Comités Cientifico e de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz de
S&o Paulo (CTC-IAL #106D/2013; #62H/2015, #211/2016 e #65J/2017), da
Universidade de Pernambuco e da Escola Bahiana de Medicina e Saude
Pdblica, cadastrados na Plataforma Brasil (ndmeros CAAE
#11302512.0.0000.0059; #55837316.0.0000.0059; #52493316.1.0000.0059;
#16973113.5.1001.5192 e protocolo #464.286), também estdo de acordo
com a Resolucdo N° 466 de 12/2012 do Conselho Nacional de Saude, a

Declaracao de Helsinque e as complementares de ambas.
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Amostras utilizadas nos ensaios

Marcadores de Caracterizagao LIA na resolugao
evolugcao HBV/HCV molecular HTLV-1 e de amostras WB-
n=3.225 HTLV-2 n=95 INC n=111

HBV/HCV HTLV-BA
SP n=24 n=25

HIVHTLV-1
SP-SP
n=44

HBVHIV HCVIHIV
n=140 n=127

HEVIHTLY- HCVHTLV-1
HBVHTLV-1 I
n=14
HBV/HIV/HTLV 41
n=7

HCVHIVHTLV-1
n=9
HBV/HTLV-2
n=4
HBVHTLV-2
n=18
HBV/HIV/HTLV -2

Uitk HCVIHTLV-2

n=9

HCVHIVHTLV-2
n=15

Figura 1. Fluxograma das amostras utilizadas no estudo de marcadores de evolugdo das hepatites B e C, caracterizacdo

molecular e comparacéo de testes sorologicos confirmatérios de HTLV-1 e HTLV-2
Legenda: INC, inconclusivo; ASS, assintomético; OLIGO, oligossintomaticos.
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Figura 2. Fluxograma com as etapas e amostras utilizadas na estratégia de

| | 1

+4 amostras HBV positivas ==

+ 4 amostras negativas —

b= +4 amostras HIV positivas

= +4 amostras HCV positivas

L + Mix(1amostraHIV,1HBY, 1

HCV e 1 amostra negativa)

pool de soros aplicada para a triagem de infec¢do por HTLV-1/2

Legenda: A, amostras com relac@o densidade Optica pelo cutoff (DO/CO) alta; B, amostras

com relacé@o densidade 6ptica pelo cutoff (DO/CO) baixa.
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3.2. Métodos

O estudo foi de corte transversal retrospectivo e abordou diferentes
aspectos das infecgdes por HTLV-1 e HTLV-2, seja influenciando a evolugéo
de outras viroses, ou como interferéncia no proprio diagnostico, ou ainda
como estratégias para expansdo e melhoria dele. Para tanto, utilizou-se

diferentes métodos sorolégicos e moleculares, e diversos testes estatisticos.

3.2.1. Andlise de marcadores de evolucéo das hepatites B e C utilizando

0s parametro de carga viral e clareamento de HBV e HCV

Recuperaram-se os resultados de carga viral e clareamento de HBV
e HCV, também os genodtipos de HCV do Sistema de Gestdao Hospitalar
(SIGH). As quantificacbes e genotipagem de HCV foram realizadas no
laboratorio de Hepatites Virais do IAL, por reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QPCR) utilizando os conjuntos de reagentes Abbott Real-
Time HBV, Abbott Real-Time HCV e Abbott Real Time HCV Genotype Il que
apresentam limites de deteccédo de 10 Ul/mL e 12 Ul/mL para HBV e HCV
respectivamente (Abbott Molecular Inc., lllinois, USA). As reacfes e a
interpretacdo dos resultados seguiram as recomendacdes dos fabricantes.
Os grupos de andlise foram definidos conforme as soropositividades para
HIV, HTLV-1 e HTLV-2, como descrito anteriormente.

3.2.2. Caracterizacdo molecular de HTLV-1 e HTLV-2
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3.2.2.1. Sequenciamento genético e edicdo das sequéncias

As amostras de DNA foram submetidas as reacfes em cadeia da
polimerase (PCR) e nested-PCR para trés regides do genoma proviral de
HTLV-1 ou de HTLV-2 (5’LTR, env e tax), conforme resultado confirmatorio
obtido anteriormente. Consecutivamente, foram sequenciadas pelo método
de Sanger em sequenciador automatico ABI 3100 Genetic Analayser
(Applied Biosystems). Os primers (Quadro 1) e protocolos utilizados para as
PCR e sequenciamento genético foram adaptados e otimizados para
sequéncias do Brasil, por Magri et al. (2010; 2012a; 2012b e 2013).

Apés as reacdes de sequenciamento, 0s arquivos obtidos foram
analisados no programa Sequencher 4.7 (Gene Codes) para verificar a
gualidade dos cromatogramas e das sequéncias, que foram salvas no
formato fasta. A ferramenta BLAST (NCBI) foi utilizada para checar se os

arquivos correspondiam a fragmentos dos genomas de HTLV-1 ou HTLV-2.

3.2.2.2. Subtipagem das estirpes HTLV-1 e HTLV-2

Os subtipos foram obtidos pela submissdo dos arquivos fasta ao
Genotyping tool web (NCBI) e, confirmados apds analise das arvores

filogenéticas construidas.
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Quadro 1. Sequéncias dos primers utilizados nas reagbes em cadeia da

polimerase e de sequenciamento genético de HTLV-1 e HTLV-2

Gene PCR Primer Sequéncia de nucleotideos Posicao?
+° round LTR-1.03 Forward ~ 5-GGC TTA GAG CCT CCC AGT GA-3' 57-76
LTR LTR-.02 Reverse  5-CGC GGA ATA GGG CTA GCG CT-3' 864-845
HTLV-1 Cested LTR-1.03 Forward®  5-GGC TTA GAG CCT CCC AGT GA-3' 57-76
LTR-1.04 Reverse®  5-GCC TAG GGA ATA AAG GGG CG-3' 822-803
A D498 Forward 5-ATG GGT AAG TTT CTB GCC-3' 5202-5219
env D500 Reverse 5-TTA CAG GGA TGA CTB AGG-3' 6668-6651
HTLV-1 Cested LUI 7 Forward® 5'-CCG TCT CCA GYC CMT MCT GG-3' 5547-5567
LUI 8 ReverseP 5-CCT CGT CTR TTY TGG GCW GCA-3' 6309-6289
1° round PXO1 Forward 5-TCG AAA CAR CCC TRC AGA TA-3' 7280-7299
PXO2 Reverse 5-TGA GCT TAT GAT TTG TCT TCA-3' 8470-8490
Cested PXI1 Forward® 5'-ATA CAA AGT TAA CCA TGC TT-3' 7297-7316
tax PXI3 ReverseP 5-AGA CGT CAG AGC CTT AGT CT-3' 8397-8416
HTLV-1 PXI2 Forward 5'-GGC CAT GCG CAA ATA CTC CC-3' 7641-7660
Sequenciamento P11 Reverse 5-GGG TTC CAT GTA TCC ATT TC-3' 7667-7686
PXI2 Reverse 5'-GTC CAA ATA AGG CCT GGA GT-3' 8047-8066
PXI3 Reverse 5-AGA CGT CAG AGC CTT AGT CT-3' 8397-8416
O i VS1 Forward 5'-CAG GGC GAG TCA TCG ACC CAA AAG-3' 35-58
LTR VS2 Reverse 5'-GAA GAC AAT GCT CCT AGG GCG GGC-3' 746-724
HTLV-2 I VS3 Forward® 5'-ACC GTC TCA CAC AAA CAA TCC C-3' 64-85
VS4 Reverse® 5-GCG GGC CTG CCT ATA GCG ATG-3' 729-709
+° round E5 Forward 5'-AGC CAA GTG TCC CTT CGA CTA-3' 5612-5632
E2 Reverse 5'-CTG CAG AAG CTA GCA GGT CTA-3' 6670-6650
HTLV.2 teq | E3Forward® 5-TTC TCT AAG TGC GGC TCC TC-3 5636-5655
E2 Reverse® 5-CTG CAG AAG CTA GCA GGT CTA-3' 6670-6650
Sequenciamento GP21F1 Forward  5-CTG CAA CAA CTC CAT TAT CCT-3' 6041-6060
B i PX101 Forward 5'-GGC AAT CTC CTA AAA TAG TCT-3' 7155-7175
Px106 Reverse 5-GGG CCG TGG TTT CAG TTC CTA-3' 8306-8326
. - PX103 Forward®  5-TTA CAA TCC TGT CTC CTC TCA-3' 8306-8326
HTLV-2 Px106 Reverse” 5-GGG CCG TGG TTT CAG TTC CTA-3' 8306-8326
Px105 Forward 5-GCT YTC CCC ACC CAT GAC ATG-3' 7680-7603
Sequenciamento | S1 Forward 5-GAA TAC ACC AAC ATC CCT GTC-3' 8140-8160
Px102 Reverse 5-TGT GTG TAG GAA CAT TTT GTA-3' 7795-7815

Legenda: 2, posicao de pareamento do primer em relagéo ao protétipo ATK (HTLV-1) ou Mo
(HTLV-2); ®, primers utilizados na nested-PCR e no sequenciamento.
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3.2.2.3. Andlise Filogenética

Para as andlises filogenéticas, os arquivos fasta foram alinhados
juntamente as sequéncias de HTLV-1 ou HTLV-2 disponiveis em GenBank,
com o auxilio da ferramenta ClustalW Multiple Sequence Alignment (BioEdit
7.0.5.3). Utilizou-se os algoritmos de reconstrucdo filogenética Neighbor
Joining - NJ e Maximum Likelihood - ML (Maxima Verossimilhanca). As
arvores de NJ e ML foram construidas baseadas em modelos apropriados
de substituicdo de nucleotideos determinados pelo Modeltest v3.7 [GTR+G
(LTR), GTR+I+G (env e tax)] para HTLV-1 e [TVM+I+G (LTR), GTR+G (env
e tax)] para HTLV-2, usando o programa PAUP versao 4.0.b10.

O indice de sustentabilidade dos ramos foi testado pelo método de
bootstrapping com 1.000 pseudo-réplicas. As arvores filogenéticas foram
visualizadas com o programa FigTree versdo 1.3.1. Valores de bootstrap
acima de 60% e zero length (usando likelihood ratio test) com p<0.001 (**) e
p<0.05 (*) foram destacados nas arvores. As arvores foram enraizadas
usando um grupo externo, Mel5 (LTR e env de HTLV-1), EL (tax de HTLV-1)
e Efe2 (LTR, env e tax de HTLV-2). Como ndo houve diferenca nas

topologias, adotou-se as figuras obtidas com ML.

3.2.2.3.1. Nimero de acesso ao GenBank das sequéncias utilizadas

para construcao das arvores filogenéticas, segundo a regido genémica

3.2.2.3.1.1. HTLV-1
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LTR: ATK (J02029), pyg19 (L76310), ITIS (Z32527), MWMG (Z31662), T49
(L76305), GAB7 (L76311), GH78 (D23693), OD (U12805), BO (U12804),
Ni3.Peru (Y16485), H5 (M37299), HTLVO1 (DQO05556), HTLV20
(DQO05564), CH26 (D23690), FNN148 (DQO05548), Nar (AF063820),
Me3.Peru (Y16480), FNN155 (DQO05551), Cam (AF063819), IDUSSA
(DQO05555), FNN156 (DQ005552), MAQS (X88876), MASU (X88877), JCP
(X88875), HKN (X88874), FCR (X88873), CMC (X88872), AMA (X88871),
FNN100 (DQO005547), FNN149 (DQ005549), CA253 (EU108722), CA423
(EU108724), CA422 (EU108721), HB3120 (DQ471206), HB3203
(DQ471205), FS157 (GU225732), FS67 (GU225731), VSF842 (EF672337),
VSF310 (EF672336), AC042 (EU392160), AC181 (EU392159), Mel5
(L02534), 012BR _HAM116 (KF797912), 012BR_ASY083 (KF797896),
012BR_HAM441 (KF797905), 12BR_ATL0O0O5 (KF797887), PH961
(KJ544815), PH1248 (KJ544826), PH549 (KJ544836), TBU (KJ544855),
AC181 (EU392159), ES-P2 (GU126483), Caio4634 (IN655856), 1
(KC493378), BRLO14-02 (JF271836), BRLO15-02 (JF271837), BRLO34-02
(JF271839), BRLO48-02 (JF271842), BRSP134-08 (JF271843), BRSP145-
08 (JF271844), BRSP206-08 (JF271845), BRSP320-09 (JF271849),
BRSP414-09 (JF271850) e BRSP24890-15 (KY928514).

env: ATK (J02029), TSP-1 (M86840), MT-2 (M37747), HS35 (D13784), CH
(M69044), 2036-A (AY604874), pt3ATL (U81866), pt5ATL (US1867), ptSATL
(U81868), 2306 (AY604896), MZ9-08 (HM770441), EL (M67514), Co-006
(AF405343), C0-007 (AF405344), 2049-A (AY604875), 2050 (AY604876),
2051 (AY604877), 2091-A (AY604885), 2132 (AY604887), BOI (L36905),
ATL-YS (U19949), H5 (M37301), H990 (U81862), IP60-A (AY604934), PAR
(AY604935), RK13-Ger (AF042071), SP (M69044), Mel5 (L02534), STLV-1-
sm (U94516), 012BR_ASY083 (KF797896), 012BR_HAM441 (KF797905),
12BR_ATL005 (KF797887), BRSP320-09 (HM770437), BRSP414-09
(HM770439), BRSP42-09 (HM770438), BRSP425-09 (HM770440), BRSPO1-
10 (HM770431) BRLO14-02 (HM770426), BRLO15-02 (HM770427),
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BRLO34-02  (HM770428), BRLO47-02 (HM770429), BRLO48-02
(HM770430), BRSP24889-15 (KY928481) e BRSP24890-15 (KY928482).

tax:  ATK (J02029), TSP-1 (M86840), BRRJO17 95 (DQ323833),
BRRJI69 00 (DQ323845), BRRJc127 97 (DQ323840), BRRJ3476
(DQ323834), BRRJa107_96 (DQ323835), BRRP388 (DQ323855), BRRP165
(DQ323875), BRRJal56 971 (DQ323836), BRRP004 (DQ323870),
BRRP438 (DQ323862), BRRP050 (DQ323850), BRRP464 (DQ323883),
ArJ13-1 (DQ227134), ArJ2-1 (DQ227130), ArJ16-1 (DQ227135), ArJ11-5
(DQ227158), ArJ55-2 (DQ227189), BOI (L36905), WHP (AF259264),
htlvtax5 (AF226593), ATL150 (AB036376), RKI3-Ger (AF042071), RKI2-Rum
(AF003012), HC34-13 (AB045549), MT-2 (AF292000), HC139 (AB045520),
ATL-YS (U19949), HAM50 (AB045481), (AF485380), (AF485381), 31/98
(AF133525), 122/97 (AF133524), EL (M67514), BRLO14-02 (JN887698),
BRLO15-02 (JN887699), BRLO34-02 (JN887700), BRLO37-02 (JN887701),
BRLO48-02 (JN887702), BRSP134-08 (JN887703), BRSP206-08
(JN887705), BRSP232-08 (JN887706), BRSP320-09 (JN887709),
BRSP414-09 (JN887710), 012BR_ASY036 (KF797891), 012BR_HAM441
(KF797905), 12BR_ATLO05 (KF797887), 012BR_HAMO16_HC (KF797893),
BRSP24889-15 (KY928579) e BRSP24890-15 (KY928580).

3.2.2.3.1.2. HTLV-2

LTR: Mo (M10060), SFIFU62 (U73022), NOR2N (U10258), ATL18 (U10252),
SMH2 (Y09148), SMH1 (Y05147), SFIFU55 (U73010), PUEBRB (U10262),
LASA (U10256), NAV.DS (U10257), OkInd158 (U73015), IVDUros
(AF054272), PH230PCAM (Z46838), Mexyl7 (L42510), GHKT (L42507),
RP329 (AF326583), K96 (AF326584), Kayapo78 (AF139388), SP-WV
(AF139382), Kayapo73 (L42509), BRPOA6 (DQ028606), BRPOA12
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(DQ028613), BRPOA9 (DQ028608), Beleml0 (AF139393), Belem02
(AF139392), BH223 (AY509600), BH339 (AY509602), BRLO7-02
(GU573730), BRLO9-02 (GU573731), BRLO12-02 (GU573732), BRLO18-02
(GU573733), BRLO19-02 (GU573734), BRLO24-02 (GU573738), BRLO26-
02 (GU573739), BRLO27-02 (GU573740), BRLO31-02 (GU573743),
Kayapo79 (AF1239389), BRPOA5 (DQ028605), BRPOAS (DQ028607),
BRAZA21 (U10253), BH315 (AY509601), NRA (L20734); Efe2 (Y14365).

env: Mo (M10060), BRLO21-02 (HM770399), BRLO22-02 (HM770400),
BRLO37-02  (JQ435911), BRLO38-02 (HM770409), BRLO43-02
(HM770411), BRLO49-02 (HM770413), BRSP91-08 (HM770416), BRSP111-
08 (HM770417), BRSP160-08 (HM770418), BRSP171-08 (HM770423),
BRSP172-08 (HM770423), BRSP239-08 (HM770419), BRSP319-08
(HM770420), BRSP348-08 (HM770425), BRSP84-09 (HM770421),
BRSP130-09 (HM770422), G12 (L11456), Gu (X89270), Gab (Y13051), G2
(AF074965), RP329 (AF326583), SP-WV (AF139382), AF412314
(AF412314), MO15A (K02024), FLW (S67545), NRA (L20734), Efe2
(Y14365).

tax: Mo (M10060), K96 (AF326584), G12 (L11456), BAIDU2 (AF401496),
SP-WV (AF139382), SP2 (U32872), SP1 (U32873), FUC (U32882), PAR
(U32880), KAY1 (U32875), KAY2 (U32874), G2 (AF074965), Gab (Y13051),
Gu (X89270), PR-46 (DQ022075), BRLO03-02 (IJN887713), BRLO09-02
(JN887714), BRLO21-02 (JN887717), BRLO35-02 (JN887724), BRLO37-02
(JN887725), BRLO38-02 (JN887726), BRLO45-02 (JN887729), BRLO49-02
(JN887730), BRSP171-08 (JN887731), BRSP172-08 (JN887732),
BRSP239-08 (IJN887733), BRSP319-08 (JN887734), BRSP348-08
(JN887735), BRSP130-09 (JN887736), NRA (L20734), Efe2 (Y14365).
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3.2.2.4. Andlise de mutacdes

A pesquisa de mutacgdes utilizou o programa BioEdit versao 7.0.5.3,
em que as sequéncias do estudo apds alinhadas, foram comparadas
principalmente com os respectivos prototipos internacionais, ATK para o
HTLV-1, Mo e Consensus 2c para o HTLV-2. Os trés consensos de 2c foram
compilados de isolados representativos das diferentes regides do Brasil,
adquiridos do GenBank, para os segmentos LTR, env e tax. As substituicdes
de nucleotideos foram analisadas, assim como as alteracbes de
aminoacidos, para identificar e contabilizar as mutagdes sinénimas e nao

sinbnimas.

3.2.2.5. Analise de particulas provirais defectivas

A pesquisa de particulas provirais defectivas levou em consideragao
a auséncia de determinada regido gendmica, quando foi possivel obter
sequéncias de outros segmentos. Seguindo os critérios de Tamiya (1996);
Miyazaki (2007) e Katsuya (2019) e colaboradores, estas particulas podem
ser classificadas em dois tipos. Tipo 1 quando ha delecédo de genes internos
do provirus e as regides 5'LTR e 3'LTR sao preservadas, e tipo 2 quando ha

delecdo do 5’LTR e 0s genes internos estdo presentes.

Importante ressaltar que antes de analisar a presenca de particulas
defectivas, as reacdes de PCR e sequenciamento foram repetidas varias
vezes com aumento de input de DNA e outras medidas que pudessem

aumentar a chance de obter sequéncia do fragmento ausente.
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3.2.3. Avaliagdo do INNO-Lia (LIA) na resolugcdo de amostras

inconclusivas pelo Western Blot (WB)

Para esta analise, recuperou-se amostras com resultado
inconclusivo (HTLV ndo tipado e indeterminado) no Western Blot (HTLV Blot
2.4, MP Biomedicals Asia Pacific Pte. Ltd., Singapura) de trés populacdes
distintas e, realizou-se o ensaio de LIA (INNO-LIA HTLV I/ll, Fujirebio,
Europe NV, Belgium) nos soros/plasmas, para confirmar ou refutar o que foi
anteriormente observado em individuos com a coinfeccdo por HIV (Campos
et al., 2017b).

Os perfis de bandas e resultados obtidos com o0 WB e o LIA das
amostras com as coinfeccdes por HIV, hepatites B e C e de ambulatérios de
HTLV foram analisados minuciosamente, seguindo as instrucbes de

interpretacdo presentes nas bulas dos fabricantes.

Resumidamente no WB, quando a amostra apresenta pelo menos as
duas principais bandas de Gag (p19 e p24) e a GD21 de Env, confirma a
infeccdo por HTLV, porém, sem a tipagem viral, em casos de positividade
para as duas de Gag (pl9 e p24) e duas de Env (GD21 e rgp46-l) se
considera infeccdo por HTLV-1; quando h& presenca de Gag (p19 e p24) e
Env (GD21 e rgp46-1l) a amostra € soropositiva para HTLV-2. Qualquer

resultado que ndo se enquadre nestes perfis, é considerado indeterminado.

No LIA primeiramente se confirma a infeccdo por HTLV observando
a positividade de pelo menos duas bandas (p19-1/1l, p24-I/ll, gp21-I/1l, gp46-
I/ll), sendo uma delas obrigatoriamente a gp21. Caso confirme a infeccéo,
segue para discriminacdo dos tipos, |é-se HTLV-1 quando a somatéria de
intensidade das bandas pl19-1 e/ou rgp46-1 € maior que a intensidade da
rgp46-Il; sendo HTLV-2 em situacdo contraria. As tiras apresentam bandas
controles com variagdo de intensidade de cor de +/- até 3+ que possibilitam

a validacéo do ensaio (detecta imunoglobulinas humanas totais), um ponto
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de corte para considerar as bandas de confirmacdo e discriminacéo

positivas.

3.2.4. Avaliacdo de estratégias para melhoria e expansdo do
diagnéstico das infec¢gbes por HTLV-1 e HTLV-2

Nesta seccao, avaliou-se a otimizacdo de metodologias diagndsticas
jA implantadas no laboratério de HTLV do IAL, com intuito de expandir a

testagem destes virus linfotropicos em populagdes vulneraveis.

Um dos procedimentos analisados foi um método de triagem da
infeccdo por HTLV-1/2 com o conjunto de reagentes de ensaio
imunoenzimatico (EIA) Murex (Murex HTLV I+1l, DiaSorin, UK) empregando
amostras em pool de cinco soros, padronizado e validado durante a

execucao deste estudo no laboratorio de HTLV do IAL (Silva et al., 2020).

Também, realizou-se a pesquisa de marcadores virologicos que
podem influenciar o desempenho dos testes utilizados na conclusdo do
diagnostico das infec¢des por HTLV-1 e HTLV-2. Neste sentido, a presenca
de mutacdes e particulas provirais defectivas foram analisadas em relacdo a
presenca de anticorpos dirigidos a antigenos presentes nos ensaios

imunoenzimaticos de triagem e nas tiras de immunobloting (WB e LIA).

InformagBes dos resultados destes ensaios de diagndstico foram

recuperados de bancos de dados laboratoriais.

3.2.5. Andlise estatistica

Os dados coletados possibilitaram a construgao de bancos utilizando

o programa Excel para Windows (Excel, Microsoft Office 365, Redmond, WA,
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USA). O teste do Qui-Quadrado (multiplos grupos) ou exato de Fisher (dois
grupos) foi empregado para a andlise das varidveis categoricas utilizando o
Epi Info 3.5.4 (Epi Info Software, CDC, Atlanta, GA, USA).

As variaveis continuas foram avaliadas pelos testes nédo
paramétricos U-test Mann-Whitney (dois grupos) ou ANOVA Kruskal-Wallis
(mdltiplos grupos) complementado pelo pés teste Dunn’s multiple-
comparison, usando o programa estatistico GraphPad 3.0 (GraphPad Prism
Software, San Diego, CA, USA).

Andlise de regressao logistica univariada e multivariada foi aplicada
para identificar fatores associados as cargas virais e clareamento de HBV e
HCV pelo célculo de odds ratios (ORs) e intervalo de confianca de 95%
(IC95%), utilizando o SPSS 21 (Statistical Package, Statistical Software,
IBM, NY, USA).

Associacdes estatisticamente significantes foram consideradas

guando p<0,05.

3.2.6. Conflito de interesse

N&o houve conflito de interesse com as empresas fornecedoras dos

kits e reagentes empregados na pesquisa, tampouco com os fabricantes.
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4. Resultados

4.1. Marcadores de evolucao das hepatites B e C

As medianas de idade e distribuicdo de sexo dos grupos analisados
dentro das duas populagdes (HBV e HCV), assim como os valores medianos
e intervalos interquartis (interquartil range, IQR) das mensuragdes de carga
viral (CV) séo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

A distribuicdo de sexo nos individuos com HBV mostrou maioria de
homens entre os coinfectados por HBV/HIV e HBV/HTLV-2 (p<0,0001;
Tabela 1). Quanto a idade encontrou-se a maior mediana no grupo
HBV/HTLV-1 (64 anos) e a menor entre os HBV/HTLV-2 (47 anos), as
associacles estatisticamente significativas sdo apresentadas na Figura 3.
Em relacio a CV de HBV, o grupo HBV/HTLV-2 exibiu a menor
guantificacéo, independentemente de ser HIV positivo (1,61 logio), este valor
foi 1,03 logio menor que a CV dos HBV monoinfectados (Tabela 1, coluna

cinza), com diferenca estatisticamente significante (Figura 4).

O sexo masculino também foi mais frequente entre todos os tipos de
coinfeccdo por HCV (p<0,0001; Tabela 2), e a maior mediana de idade foi
encontrada na coinfeccdo HCV/HTLV-1 (53,5 anos), enquanto as pessoas
gue tinham o HIV eram mais jovens, porém, diferencas estatisticamente
significativas sé foram observadas no grupo HCV/HIV quando comparado
aos grupos HCV e HCV/HTLV-1 (Figura 5). Quanto a CV de HCV, ja se
notou diferenca entre as medianas totais, a CV no sexo masculino foi 0,28
logio maior que a CV das mulheres (Tabela 2). Também, nas coinfec¢bes
por HIV houve valores mais altos mensurados, sendo estatisticamente
significantes, principalmente em relacdo ao HCV/HTLV-2, que teve a menor
CV detectada (Tabela 2 e Figura 6).
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Tabela 1. Caracteristicas dos individuos infectados por HBV e resultados de carga viral de acordo com as coinfec¢des por
HIV, HTLV-1 e HTLV-2

Total HBV HBV/HIV HBV/HTLV-1 HBV/HIV/HTLV-1 HBV/HTLV-12 HBV/HTLV-2 HBV/HIV/HTLV-2 HBV/HTLV-22 p
N (%) 1.910 1.738 140 7 7 14 4 14 18
Masculino 1.013 (53,1) 877 (50,5) 116 (82,9) 3(42,9) 4 (57,1) 7 (50,0) 2 (50,0) 11 (78,6) 13 (72,2) <0,0001¢
Feminino 896 (46,9) 860 (49,5) 24 (17,1) 4 (57,1) 3(42,9) 7 (50,0) 2 (50,0) 3(21,4) 5(27,8)
Idade
mediana®
(IQR)
Masculino 47 (38 -56) 47 (38 - 57) 47 (40 - 52) 60 (44 - 76) 47,5 (44,25 - 56) 50 (44 - 60) 55 (48 - 62) 47 (45 - 51) 47 (39 - 52)
Feminino 45 (36 - 57) 45 (936 -57) 45(38,25-52,75) 66 (57,25 - 70,25) 62 (52 - 63) 63 (55 - 68) 46 (42 - 54) 44 (43 - 51) 44 (42,5 - 52,5)
Total 46 (37 - 56) 46 (37 - 57) 46 (39 - 52) 64 (55 - 71) 52 (45 - 62) 59 (44 - 65) 51 (43,5 - 60) 47 (43,75 - 51) 47 (39 - 51,5)
Carga
viral
mediana®
(IQR) n=1.349 n=1.255 n=76 n=4 n=7 n=112 n=1 n=6 n=72
Masculino 2,67 (1,83 - 3,45) 2,68 (1,87 - 3,41) 2,59 (1,56 - 4,68) 2,45(1,86-4,58) 3,79 (1,55-7,53) 2,50 (1,86 -5,09) - 1,48 (1,26-1,93) 1,48 (1,26 - 1,93)
Feminino 2,60 (1,94 - 3,18) 2,61 (1,95-3,18) 2,36 (1,70-3,64) 2,37 (2,37-2,37) 1,95(1,46-7,18) 2,16 (1,58-5,98) 1,74 (1,74-1,74) 2,19 (2,19-2,19) 1,96 (1,74 - 2,19)
Total 2,63(1,89-3,33) 2,64(1,90-3,29) 2,48(1,60-4,66) 2,41(1,99-4,05) 250(1,46-7,18) 2,45(1,86-5,09) 1,74 (1,74-1,74) 1,61(1,29-2,11) 1,61 (1,32-2,04)

Legenda: N, nimero; %, porcentagem; 2, grupos HBV/HTLV coinfectados independente do status HIV para aplicacéo dos testes estatisticos °, idade
em anos; IQR, intervalos interquartis de 25% e 75%; °, carga viral em logi. Quantificacdo de carga viral usando o conjunto de reagentes Abbott Real-
Time HBV (Abbott 241 Molecular Inc., IL, USA); ¢, teste de qui-quadrado.
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Tabela 2. Caracteristicas dos individuos infectados por HCV e resultados de carga viral de acordo com as coinfecgfes por

HIV, HTLV-1 e HTLV-2

Total HCV HCV/HIV HCV/HTLV-1  HCV/HIV/HTLV-1  HCV/HTLV-2  HCV/HIV/HTLV-2 p
N (%) 1.315 1.127 127 28 9 9 15
Masculino 733 (55,74) 581 (51,55) 109 (85,83) 17 (60,71) 6 (66,67) 7 (77,78) 13 (86,67) <0,0001¢
Feminino 582 (44,26) 546 (48,45) 18 (14,17) 11 (39,29) 3 (33,33) 2 (22,22) 2 (13,33)
Idade
mediana?
(IQR)

Masculino 50,0 (44-57) 51,0 (44-58) 46,0 (43-50)  54,0(48-58)  44,0(43-51,2) 46,0 (44-49) 47,0 (41 - 53,5)
Feminino 53,0 (42-60)  53,0(42-60) 47,0(41,7-55) 51,0 (41 - 60) 51,0 (40-60) 46,50 (42-51) 59,50 (55 - 64)

Total 51,0 (43 - 59) 52,0 (43 - 50) 46,0 (43 - 50) 53,5 (47 - 58) 44,0 (43 - 51,5) 46,0 (43 - 50) 49,0 (42 - 55)
Carga

viral

mediana®

(IQR) n=925 n=787 n=90 n=25 n=5 n=8 n=10

Masculino 5,88 (5,20 - 6,32) 5,77 (5,13 - 6,28) 6,16 (5,75 - 6,52) 5,86 (5,74 - 6,23) 6,82 (6,73 - 6,89) 5,25 (3,69 - 6,26) 6,48 (6,35 - 6,89)
Feminino 5,60 (4,91 - 6,12) 5,56 (4,90 - 6,11) 5,81 (5,43 - 6,25) 5,59 (5,08 - 6,20) 6,52 (6,17 - 6,87) 4,81 (4,02 - 5,60) 5,71 (5,71 - 5,71)
Total 5,75 (5,07- 6,26) 5,66 (5,02 - 6,20) 6,10 (5,72 - 6,46) 5,84 (5,35 - 6,20) 6,82 (6,45 - 6,88) 5,25 (3,99 - 5,91) 6,48 (6,17 - 6,87)

Legenda: N, nimero; %, porcentagem; 2, idade em anos; IQR, intervalos interquartis de 25% e 75%; ®, carga viral em logio — quantificacdo de carga

viral usando o conjunto de reagentes Abbott Real-Time HCV (Abbott 241 Molecular Inc., IL, USA); ¢, teste de qui-quadrado.
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Figura 3. Medianas e intervalos interquartis das idades dos individuos com

HBV de acordo com os tipos de infec¢bes e coinfeccdes viras

Legenda: * referem-se as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, sendo *
(p<0,05); ** (p<0,01) e *** (p<0,001). Simbolo (*) cor preta representa analise pelo teste
Mann-Whitney; *cor roxa refere os resultados do teste Kruskal-Wallis complementado pelo
Dunn’s quando comparados ao grupo HBV (monoinfectado).
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Figura 4. Medianas e intervalos interquartis dos valores de carga viral dos

individuos com HBV de acordo com os tipos de infeccbes e coinfeccbes

viras

Legenda: * referem-se as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, sendo *
(p<0,05); ** (p<0,01) e *** (p<0,001). Simbolo (*) cor preta representa analise pelo teste
Mann-Whitney; *cor roxa refere os resultados do teste Kruskal-Wallis complementado pelo
Dunn’s quando comparados ao grupo HBV/HTLV-2.
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HCV de acordo com os tipos de infec¢des e coinfecgdes viras

Legenda: * referem-se as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, sendo *
(p<0,05); ** (p<0,01) e *** (p<0,001). Simbolo (*) cor preta representa analise pelo teste
Mann-Whitney; *cor roxa refere os resultados do teste Kruskal-Wallis complementado pelo
Dunn’s quando comparados ao grupo HCV (monoinfectado).
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Figura 6. Medianas e intervalos interquartis dos valores de carga viral dos

individuos com HCV de acordo com os tipos de infec¢cdes e coinfeccdes

viras

Legenda: * referem-se as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, sendo *
(p<0,05); ** (p=0,01) e *** (p<0,001). Simbolo (*) cor preta representa analise pelo teste
Mann-Whitney; *cor roxa refere os resultados do teste Kruskal-Wallis complementado pelo
Dunn’s quando comparados ao grupo HCV (monoinfectado) e HCV/HIV/HTLV-1 vs.

HCV/HTLV-2.
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Quando analisados o numero de amostras com CV de HBV
detectada ou abaixo do limite de detecgcdo do ensaio utilizado (carga viral
indetectavel) na primeira avaliacdo, encontrou-se uma porcentagem maior
de amostras com CV indetectavel em individuos com HBV/HTLV-2 (61,1%),
diferentemente do grupo HBV/HTLV-1 (21,4%). Aplicando a andlise de
regressdo logistica univariada, as maiores chances de quantificacbes
indetectaveis foram observadas nos coinfectados com HBV/HIV e
HBV/HTLV-2 quando comparados ao grupo referéncia HBV monoinfectado
[OR = 2,19 (IC 95%, 1,54 - 3,10) e OR = 4,08 (IC 95%, 1,57-10,60),
respectivamente] (Tabela 3). Durante o acompanhamento, os individuos
HBV/HTLV-2 continuaram com 61,1% de carga viral indetectavel de HBV, e
0 grupo HBV/HTLV-1 apresentou um pequeno aumento (35,7%) (dados

obtidos de registros laboratoriais).

Tabela 3. Fatores associados com carga viral de HBV nédo detectada nas
amostras de infeccéo e coinfeccao por HBV

Anélise univariada
HBV? HBV/HIV HBV/HTLV-1 HBV/HTLV-2

n=1.738 n=140 n=14 n=18

OR 4,74 0,98 2,55
Masculino [IC95%)] [3,02-7,43] [0,34-2,81] [0,91-7,18]

p Wald <0,001 0,981 0,077

OR 1,22 0,25 1,25

< ) ) )

Ida;:o_s 50 11co50, [0,85-1,76] [0,08-0,80]  [0,47-3,34]

p Wald 0,286 0,019 0,662

Carga OR 2,19 0,71 4,08
viral de  [1C95%)] [1,54-3,10] [0,20-2,55]  [1,57-10,60]

HBV néo
detectada P Wald <0,001 0,589 0,004

Legenda: n, nimero; OR, odds ratio (razdo de chance); IC95%, intervalo de confianca de
95%; 2 grupo de referéncia na andlise de regressao.

A comparacdo das porcentagens de CV detectada e indetectavel
realizada na populacdo com HCV, nao apresentou diferenca entre o0s
coinfectados HCV/HTLV-1 (18,9%) e HCV/HTLV-2 (25,0%). Entretanto,
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durante o acompanhamento, 50,0% dos pacientes HCV/HTLV-2
conseguiram suprimir o HCV, apresentando CV indetectavel, contrapondo os
35,1% alcancados pelos coinfectados HCV/HTLV-1. A andlise de regressao
univariada e multivariada confirmou o beneficio da infec¢éo pelo HTLV-2 no
clareamento do HCV [OR= 2,56; 1C95% (1,14 - 5,75) e OR= 2,65 (1,17 -
5,99), respectivamente] quando comparados os individuos coinfectados
HCV/HTLV-2 com contrapartida HCV monoinfectados (Tabela 4).

Tabela 4. Fatores associados com o clareamento viral de HCV nas amostras

de infeccao e coinfeccao por HCV

Analise univariada Andlise multivariada
HCVa  HCV/HIV  HCV/HTLV-1  HCV/HTLV-2 HCV2  HCV/HIV  HCV/HTLV-2
n=1.127 n=127 n=37 n=24 n=1.127 n=127 n=24
OR 5,69 1,54 47 OR 5,29 4,66
Masculino  [IC95%)] [3,41-9,50] [0,79-3,03]  [1,60-13,83] [IC95%] [3,16-8,86]  [1,58-13,79]
p Wald <0,001 0,207 0,005 p Wald <0,001 0,005
OR 37 0,73 2,4 OR 3,5 2,16
Idade <50 [ ,cg504) [2,43-564] [0,37-1,43]  [1,02-5,63] [IC95%] [2,28-5,37]  [0,91-5,13]
anos p Wald <0,001 0,356 0,046 p Wald <0,001 0,08
OR 0,63 1,38 2,56 OR 0,64 2,65
(v3i' f‘;leg‘g"ﬁrg\‘/’ [1C95%)] [0,40-0,99]  [0,70-2,75] [1,14-5,75]  [IC95%] [0,40-1,03]  [1,17-5,99]
p Wald 0,044 0,354 0,023 p Wald 0,064 0,02

Legenda: n, numero; OR, odds ratio (razdo de chance); IC95%, intervalo de confianca de
95%; @ grupo de referéncia na analise de regressao.

As analises univariada e multivariada, também apontaram a idade
<50 anos e 0 sexo masculino como fatores associados com as coinfeccdes
HBV/HIV, HBV/HTLV-2 (Tabela 3), HCV/HIV e HCV/HTLV-2 (Tabela 4).

Em relacdo aos genoétipos de HCV recuperados do SIGH, o mais
prevalente foi o 1a (42,8%), seguido pelo 1b (28,4%), 3 (14,1%) e 3a (6,0%).
Porém, ndo houve diferenca de gendétipos entre os grupos com a infeccéo
HCV ou coinfec¢Bes por HIV e HTLV-1/2. Todos os resultados obtidos nesta

etapa do estudo foram recentemente publicados (Campos et al., 2020a).
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4.2. Caracterizagao molecular de HTLV-1 e HTLV-2

Obtiveram-se 300 sequéncias com as 95 amostras de DNA, sendo
216 de HTLV-1 e 84 de HTLV-2. O sequenciamento genético de HTLV-1
resultou em: 68 sequéncias depositadas em GenBank da regido LTR [42
(SP) e 26 (PE)] com seguimentos gendmicos variando de 621 a 675 pares
de base (pb); 75 da regido env [53 (SP) e 22 (PE) com 634 a 679 pb]; e 73
da regido tax [47 (SP) e 22 (PE)] com 996 a 1.074 pb, e quatro sequéncias
[2 (SP) e 2 (PE)], que ndo foram incluidas na construcdo das arvores
filogenéticas, por apresentarem tamanho menor que as demais (579, 626,
631 e 718 pb) (Quadro 2).

As sequéncias de HTLV-2 obtidas foram: 25 da regido LTR com
comprimento variando de 496 a 644 pb; 31 da regido env (936 a 964 pb); e
28 da regido tax com 1.089 a 1.134 pb (Quadro 2).

Em relacdo aos subtipos virais, eles foram determinados por analise
das trés regibes de HTLV-1 e HTLV-2 (LTR, env e tax) utlizando o
Genotyping tool (NCBI), de acordo com as sequéncias obtidas para cada
segmento. Todas as amostras de HTLV-1 pertenciam ao subtipo la
Cosmopolita, enquanto o subtipo 2a foi encontrado na totalidade dos casos
de HTLV-2. A Figura 7 representa a subtipagem com a ferramenta
Genotyping para as sequéncias regido LTR de HTLV-1 e regido env de
HTLV-2 (Figura TA e 7B, respectivamente).

A ERSPI0-12 B N0 TITLE
window borders window borders

position in sequence position in gequence

Figura 7. Representacédo dos subtipos HTLV-1a (A) e HTLV-2a (B) gerado

pela ferramenta Genotyping (NCBI) com as sequéncias do estudo
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Quadro 2. Caracteristicas dos individuos coinfectados por HIV/HTLV-1/-2 de SP e monoinfectados por HTLV-1 de PE, e

namero de mutac¢des encontradas em cada amostra de acordo com as regides de LTR, env e tax sequenciadas

Mutacdes LTR Mutagdes env Mutagdes tax

a
D Sexo  ldadet Resultado GenBank Total Promoter Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq.

KY928504,

IAL-001 M 45 HTLV-2 0 0 0 Lyosseio 7 6 1 7 KT351574 12 6 6 7
IAL-003 F 49 HTLV-1 KM211972 18 2 13 KT351486 6 5 1 6 KT351543 9 6 3 6
IAL-004 M 53 HTLV-1 KM211973 16 0 14 KT351487 6 5 1 5 KY928595 20 19 1 3
IAL-005 F 59 HTLV-2 KY928545 22 4 18 KT351558 11 8 3 7 KT351579 11 6 5 7
KT351488,
IAL-006 F 58 HTLV-1 KM211974 15 0 14 T 6 6 0 6 KT351515 11 9 2 6
IAL-007 M 43 HTLV-1 KT351465 17 0 16 KT351503 6 6 0 6 0 0 0 0
IAL-009 F 60 HTLV-1 0 0 0 KY928491 7 6 1 6 KY928587 6 4 2 6
IAL-010 F 46 HTLV-1 KM211975 16 0 14 KT351489 8 8 0 6 KT351523 9 7 2 6
IAL-011 M 45 HTLV-1 0 0 0 KT351482 8 8 0 6 0 0 0 0
KT351491, KY928591,
IAL-013 M 43 HTLV-1 KM211976 15 1 14 KT351493, 8 6 2 5 KT351526, 8 6 2 6
KT351506 KT351539
IAL-016 M 51 HTLV-1 KM211977 20 2 14 KT351492 8 8 0 5 KT351525 10 6 4 6
IAL-017 M 46 HTLV-2 KY928551 21 3 16 KT351563 9 8 1 7 KT351584 14 7 7 7
IAL-018 F 55 HTLV-2 KY928531 19 3 12 0 0 0 0 KY928598 12 12 0 2
KY928523, KT351490, KT351524,
IAL-020 F 45 HTLV-1 2o 19 1 13 oo, 5 5 0 3 iaieao 8 5 3 4
IAL-021 F 53 HTLV-1 KY928525 17 0 15 KT351501 6 6 0 6 0 0 0 0
KT351494, KT351527,
IAL-022 M 28 HTLV-1 KM211978 17 2 14 oveise 6 5 1 6 Krorinos 7 5 2 6
IAL-023 F 48 HTLV-1 KT351461 17 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0
IAL-024 M 53 HTLV-1 0 0 0 0 0 0 0 KT351531 11 9 2 6
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Continuacéo do Quadro 2.

KT351496,
IAL-026 F 52 HTLV-1 0 0 0 [(UBM 6 6 0 6 Kvezsss 10 7 3 6
KT351498, KT351530,
IAL-027 M a1 HTLV-1  KM211979 18 2 1 KTV 6 5 1 6 B0 5 4 6
IAL-028 F 68 HTLV-2  KY928536 20 6 17 O 0o 0 0 o 0 o0 0
IAL-029 M 43 HTLV-1  KM211980 20 2 14 KT351499 6 5 1 6 KT351532 8 6 2 6
KT351500, KT351533,
IAL-030 M 43 HTLV-1  KM211981 19 2 14 KIS0 6 5 1 6 KIBDHB 7 5 6
IAL-031 M 62 HTLV-1  KM211982 16 1 14 KY928495 6 6 O 6 KT351534 7 5 2 6
KY928496,
IAL-032 M 48 HTLV-1  KM211983 15 0 14 KT351483 6 6 0 6 ﬂggigég 9 7 2 6
KT351502
KY928497, KT351535,
IAL-033 M 62 HTLV-1  KM211984 17 2 13 KT351484. 6 5 1 6 |KT3515200 9 6 3 6
KY928493 KY928592
KY928578,
IAL-034 F 57 HTLV-1  KT351460 20 2 16 o o o o SRS 9 6 3 6
KY928498, KT351537,
IAL-035 M 55 HTLV-1  KM211985 15 0 13 KY928198, 6 6 o 6 KIBIBL 49 g 6
IAL-036 M 55 HTLV-1  KY928526 17 0 16 O 0 0 o O 0 o0 0
KY928541, KT351556,
IAL-037 F 45 v SR g 6 18 1% 8 6 2 7 wimiso 11 6 5 7
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Continuacdo do Quadro 2.

Mutacdes LTR

Mutacdes env

Mutacdes tax

a
D SFQ [RER(E [FEETIELE GenBank Total Promoter Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq.
KY928550, KT351562, KT351583,
IAL-038 M 61 HTLV-2 KY928540, 19 5 18 KY928505, 7 6 1 7 KT351577, 11 6 5 7
KY928549 KT351561 KT351582
KT351462, KT351481, KT351518,
IAL-039 M 51 HTLV-1 KT351469 17 0 16 KT351508 6 6 0 6 KT351541 9 7 2 6
KY928500, KT351566,
IAL-040 M 61 HTLV-2 0 0 0 KY928501 7 6 1 7 KT351572 11 6 5 7
KT351548, KY928597,
IAL-041 M 59 HTLV-2 KY928538 20 5 19 KT351554 11 8 3 7 KT351575 12 11 1 2
KY928503, KT351573,
IAL-042 M 46 HTLV-2 KY928548 21 5 20 KT351560 10 8 2 7 KT351581 12 6 6 7
IAL-043 F 41 HTLV-2 0 0 0 KT351550 9 8 1 7 KT351568 11 6 5 7
IAL-044 F 43 HTLV-2 KY928535 21 3 16 0 0 0 0 0 0 0 0
KY928539, KT351555, KT351576,
IAL-045 M 43 HTLV-2 KY928530 19 3 16 KT351549 7 6 1 7 KT351567 11 6 5 7
KT351466, KT351504, KT351544,
IAL-046 F 44 HTLV-1 KT351459 23 2 16 KT351479 6 5 1 6 KT351516 8 6 2 6
IAL-047 M 48 HTLV-2 KY928537 19 3 16 KY928502 7 6 1 7 0 0 0 0
KT351557, KT351578,
IAL-050 F 50 HTLV-2 KY928552 21 3 18 KT351564 7 6 1 7 KT351585 11 6 5 7
IAL-051 F 25 HTLV-1 KT351453 19 0 16 0 0 0 0 0 0 0 0
IAL-052 M 43 HTLV-1 KT351454 20 2 16 KT351470 8 7 1 4 KT351509 7 5 2 6
IAL-054 F 48 HTLV-1 KY928513 18 0 16 KT351471 6 6 0 5 0 0 0 0
IAL-055 F 45 HTLV-2 KY928528 25 6 20 KY928499 11 9 2 6 KY928596 11 11 0 0
IAL-056 M 53 HTLV-1 KT351455 21 0 16 KT351472 6 6 0 3 KT351510 11 9 2 6
IAL-057 F 51 HTLV-2 0 0 0 KT351545 7 6 1 7 0 0 0 0
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Continuacdo do Quadro 2.

MutacOes LTR

Mutacdes env

Mutacdes tax

D SFO RS [MTIERI GenBank Total Promoter Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq.
IAL-060 M 18 HTLV-1 0 0 0 KT351473 6 5 1 3 KT351542 5 3 2 3
IAL-061 F 24 HTLV-1 KT351456 18 2 14 KT351474 5 4 1 5 KT351511 7 4 3 6
IAL-064 F 52 HTLV-2 KY928529 24 6 19 KT351547 7 6 1 6 KT351565 10 6 4 6
IAL-065 F 43 HTLV-1 KT351457 19 2 15 KT351475 6 5 1 5 KT351512 6 4 2 6
IAL-066 F 27 HTLV-1 KT351458 20 2 16 KT351476 7 6 1 5 KT351513 7 5 2 6
IAL-068 M 48 HTLV-1 KT351463 18 0 16 KT351485 5 5 0 4 KT351521 10 8 2 6
IAL-071 M 59 HTLV-2 KY928547 23 6 18 KT351559 9 8 1 6 KT351580 10 6 4 6
IAL-072 F 45 HTLV-1 KT351464 20 2 16 KT351495 6 5 1 6 KT351528 8 5 3 6
IAL-078 M 48 HTLV-1 KY928527 20 2 16 KT351505 8 7 1 6 KT351538 8 6 2 6
IAL-081 M HTLV-2 KY928533 23 6 20 KT351552 9 8 1 6 KT351570 11 7 4 6
IAL-082 M 61 HTLV-2 KY928534 25 6 20 KT351553 9 8 1 6 KT351571 10 6 4 6
IAL-084 F 32 HTLV-1 KY928515 16 0 11 KY928483 3 3 0 3 KY928581 6 4 2 4
IAL-086 F 27 HTLV-1 KY928516 16 0 11 KY928484 4 4 0 4 KY928582 4 2 2 4
IAL-087 M 49 HTLV-1 KY928517 14 0 9 KY928485 4 4 0 3 KY928583 4 2 2 4
IAL-088 F 43 HTLV-1 KY928518 18 1 16 KY928487 7 6 1 6 KY928584 7 5 2 6
IAL-089 F 64 HTLV-2 KY928542 22 5 20 KY928506 8 7 1 7 KY928599 11 6 5 6
IAL-090 F 53 HTLV-2 KY928543 24 6 20 KY928507 9 8 1 6 KY928600 10 6 4 5
IAL-091 F 63 HTLV-1 KY928520 17 1 13 KY928488 7 6 1 6 KY928594 17 15 2 4
IAL-092 F 51 HTLV-1 KY928521 17 0 11 KY928489 3 3 0 3 0 0 0 0
IAL-095 F 64 HTLV-2 KY928544 22 5 20 KY928508 8 7 1 7 KY928601 11 6 5 6
IAL-100 M HTLV-1 KY928522 13 0 13 0 0 0 0 KY928588 8 6 2 6
IAL-101 M 49 HTLV-2 KY928546 21 5 20 KY928509 7 6 1 7 KY928602 11 6 5 6
PE-01 M HTLV-1 MF178246 16 2 14 KY928459 8 1 7 6 KY928553 6 2 4 6
PE-02 M HTLV-1 MF178247 16 0 14 KY928460 6 0 6 6 KY928575 16 1 15 4
PE-03 M HTLV-1 MF178248 16 0 11 KY928461 4 0 4 4 KY928554 4 2 2 4
PE-04 F HTLV-1 MF178249 15 0 11  KY928462 6 1 5 4 KY928555 4 2 2 4
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Continuacéo do Quadro 2

MutacOes LTR

Mutacdes env

Mutacdes tax

12 S Jekels AEsIliEeD GenBank Total Promoter Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq. GenBank Total SIN NSIN Freq.
PE-05 F HTLV-1  MF178250 15 0 11 KY928463 4 0 4 4 KY928556 5 2 3 4
PE-06 M HTLV-1 MF178251 16 0 14 KY928464 6 0 6 6 KY928557 9 2 7 6
PE-07 F HTLV-1  MF178252 14 0 11 KY928465 4 0 4 4 KY928558 4 2 2 4
PE-09 F HTLV-1 MF178253 17 2 14 KY928466 6 1 5 6 KY928559 7 2 5 6
PE-10 F HTLV-1 MF178254 16 2 14 0 0 0 0 0 0 0 0
PE-11 M HTLV-1 MF178255 17 2 14 0 0 0 0 KY928560 7 2 5 6
PE-14 F HTLV-1 MF178256 17 2 14 KY928467 5 1 4 5 KY928561 8 2 6 6
PE-15 F HTLV-1 MF178257 16 2 14 KY928468 8 2 6 6 KY928562 6 2 4 6
PE-16 M HTLV-1 MF178258 15 0 14 KY928469 6 0 6 6 KY928563 10 2 8 6
PE-17 F HTLV-1 MF178259 16 0 14 KY928470 7 0 7 6 KY928564 8 2 6 6
PE-18 M HTLV-1 MF178260 16 0 14 KY928471 8 0 8 6 KY928565 8 2 6 6
PE-19 F HTLV-1 MF178261 16 0 14 KY928472 6 0 6 6 KY928566 8 2 6 6
PE-20 M HTLV-1  MF178262 19 2 14 KY928473 7 1 6 6 KY928567 7 3 4 6
PE-21 F HTLV-1 MF178263 16 0 14 0 0 0 0 KY928568 10 2 8 6
PE-22 F HTLV-1 KY928511 16 0 14 KY928474 5 0 5 5 KY928576 14 1 13 4
PE-23 F HTLV-1 MF178264 15 0 11 KY928475 4 0 4 4 KY928569 4 2 2 4
PE-24 F HTLV-1 MF178265 16 0 14 KY928476 7 0 7 6 KY928570 8 2 6 6
PE-25 F HTLV-1  KY928512 19 0 16 0 0 0 0 0 0 0 0
PE-26 F HTLV-1 MF178266 16 2 14 KY928477 8 2 6 6 KY928571 6 2 4 6
PE-27 M HTLV-1 MF178267 17 2 14 KY928478 7 1 6 6 KY928572 10 3 7 6
PE-28 F HTLV-1 MF178268 15 0 14 KY928479 6 0 6 6 KY928573 11 3 8 6
PE-30 F HTLV-1 MF178269 17 2 14 KY928480 7 1 6 6 KY928574 8 3 5 6

Legenda: ID, Identificacdo da amostra; 2, idade em anos; Promoter, regido promotora do gene LTR; Freq., mutacdes mais frequentes; SIN, mutacdes
sinbnimas; NSIN, muta¢cfes ndo sindnimas; GenBank, nimero de acesso da sequéncia depositada no banco internacional do NCBI; Cores dos

ndmeros de acesso ao GenBank: cor preta referente a primeira amostra, cor azul (segunda coleta) e cor verde (terceira coleta).
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Analisando as arvores construidas com as sequéncias das regides
LTR e tax de HTLV-1, notou-se uma distribuicdo padrdo em dois clusters (A
e B) dentro do Subgrupo Transcontinental A (Figuras 8 e 9,
respectivamente). A Figura 10 (arvore da regido env) confirma que todas as
sequéncias de HTLV-1 do estudo pertencem ao subtipo 1a Cosmopolita.

O cluster B da América Latina apresentou nove isolados deste estudo,
com aregido LTR, em que todos tém a insercdo de um C na posicao 140 em
relacdo ao ATK (IAL-084, IAL-086, IAL-087, IAL-092, PE-03, PE-04, PE-05,
PE-07 e PE-23) também, possuem as substituicdes de nucleotideos C387T
e T595C. O isolado IAL-060 ndo tinha sequéncias de LTR, porém se
agrupou no cluster B na arvore de tax de HTLV-1 (Figura 9).

O calculo das frequéncias de substituicbes nucleotidicas nos trés
segmentos estudados (LTR, env e tax) considerou o numero total de
amostras com a caracterizacdo molecular em cada regido, ao invés da
totalidade de sequéncias referentes a cada gene. Desde que as sequéncias
obtidas do mesmo paciente e segmento genbmico ndo apresentaram
alteracoes de nucleotideos quando comparadas, mesmo sendo de diferentes
periodos de coleta.

As substituicbes dos nucleotideos T501C, A550G e G677A no LTR,
foram bem frequentes entre as sequéncias do cluster A 87,1% (SP) e 80,9%
(PE), s6 ndo estavam presentes em nove isolados fora deste grupo. Ainda
neste segmento, uma amostra (IAL-091) apresentou delecdo de 10
nucleotideos entre as posicbfes 159 a 169 da ATK, mesmo assim foi
agrupada no cluster A.

Encontraram-se mutacdes especificas nos Tax Responsive Elements
(TREs) da regiao 5’LTR, comparando as repeticbes de 21 pb na ATK. No
TRE-1 (AAGGCTCTGACGTCTCCCCCC) a substituicio de A125G no
segundo nucleotideo estava presente em 43,6% (17/39) das sequéncias de
SP e em 38,5% (10/26) das sequéncias de PE. Em relacdo ao TRE-2
(TAGGCCCTGACGTGTCCCCCT), uma substituicdo no terceiro nucleotideo
(G174A) as mesmas porcentagens foram encontradas nas amostras de SP
(43,6%) e PE (38,5%) (Quadro 3). Todos os isolados que apresentaram
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mutagdo nos TRE1 e 2 (17 de SP e 10 de PE) tinham ambas as
substituicdes. Quando avaliado o TRE-3 (CAGGCGTTGACGACAACCCCT),
nenhuma sequéncia apresentou mutacdes nesta regiao.

Ao analisar as 73 sequéncias da regido tax do HTLV-1 quanto a
presenca de mutagbes em comparagdo com o ATK, foram detectadas
substituicdes de nucleotideos nas posi¢cdes C7401T e T7914C com uma
frequéncia de 86% (31/36 SP) e 79% (19/24 PE), as 10 sequéncias que ndo
tinham essas trocas formaram o cluster B da América Latina com outros trés
isolados do Brasil (S&o Paulo e Londrina). Enquanto duas sequéncias do
mesmo individuo (IAL-020, KT351524 e KT351540) se agruparam entre 0s
dois clusters, proximas aos isolados do Japdo, Alemanha e Roménia.
Detectou-se também substituicbes de nucleotideos nas posi¢cdes C7920T,
C7982T, G8231A e A8367C com uma frequéncia de 100% (cluster A e B da
América Latina), presente em todas as sequéncias que tinham tamanho em
nucleotideos até estas posicdes, possibilitando que a informagdo fosse
verificada. Essas substituicbes juntamente com C7401T e T7914C (ambas
presentes em 86% das amostras de SP e 79% de PE) confirmam a presenca
da assinatura molecular encontrada em isolados do Brasil, que caracteriza o
genotipo TaxA. As substituicdes nas posi¢coes C7982T e G8231A resultaram
em mutacdo ndo sinbnima em 100% das sequéncias, com as trocas de
aminoacido A221V e S304N. Outras trocas de nucleotideos que
ocasionaram alteracbes de aminoacidos foram apresentadas, mesmo
guando presentes em apenas um isolado (Quadro 3).

As substituices de nucleotideos mais frequentes na regido env de
HTLV-1 em relacdo a ATK, foram C5904 e G6270 com 100% das amostras
gue puderam ser analisadas, T5637G, T5730C e A6120G com 76% a 91%.
Houve alteracdo de sete aminoacidos, sendo a maioria deles mutacdes
pontuais (apenas uma amostra), a troca mais frequente foi de uma Valina
por uma Isoleucina (V2471) em 40% dos isolados de SP (15/38) e 36% das
sequéncias de PE (8/22). Nenhuma destas substituicdes influenciou a

formacéo de clusters na arvore da regido env (Quadro 3).
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Figura 8. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regido LTR de HTLV-1
Legenda: Composta por 128 isolados (619 pb), incluindo 65 sequéncias de SP e PE
(nimero GenBank em negrito). Valores de bootstrap acima de 60% e zero length com
p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estao retratados nos ramos. O isolado Mel5 foi usado como grupo

externo.

66



Tax B

5 BRSP16761-15
B

BRSP217-12
BRPELG-12
BRPE21-12
BRSFI342-15

=» | BRSPIE21-15
62| BRSP34GTL-14

BRSP24890-15
BRSFEI08E-14

s BRPEG-12
DRPEZE-12
BRPE17-12
BRPE1R-12
DRPE19-12

BALO1 -0
BASP134-08
12HAM116

™= BRSP258-12

BRSP342-12

BRSP15455-14

BRSPA§47-14
| BRSP5A83T-14
P76729-13
BALO3T-02
7 DRLD43-02
BRSPG4481-14
BRSP75167-14
* | BRSPEG6120-13

Cluster A- América Latina

A1 5
RS mRse79472-13 - Tax A
DRSP232-08
++ [BRSPA3359-13
BREPEE7E-13
§3 | BRSP19453-14
BRSP71761-14
BRPE2T-12
BAPEIQ-12
BRSPEB504-15

BaJ16 1
[ eofmol?
[ BRAJa10?
[ bRRP3S3
— DRSPA1A-03 -
BRSP70948-14
! BRSFOE147-14

I DRRP4GS
[ BRLO15-02
BRLO34-02

— DORSP3R0-0%

[ BRSP255-12
BRSPAEE13-15
BRSPAE939-15
66 | prSPEE0DA-15

Cluster B - América Latina

. AF485330
87 [ee 'Araasasl
63|122 a7

31 58

BAMa156 HTLWV-1b
oo &TLLS0
= S

hihwtaxs

BOI

12HAM441

0,003

Figura 9. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regido tax de HTLV-1
Legenda: Composta por 122 isolados (972 pb), incluindo 74 sequéncias de SP e PE
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Quadro 3. Substituicdes de nucleotideos, inser¢cdes, dele¢cdes no LTR, e

mutagdes sindnimas e n&o sinbnimas nos genes env e tax das sequéncias
de HTLV-1 de SP e PE

Regiao LTR
1 1 1 1 1 2 2 3 3 5 5 5 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7
Posicdo |2 5 5 6 7 3 6 2 3 0 0 5 0 0 3 7 0 4 5 5 &6 6
5 1 9 8 4 1 8 8 8 1 3 0 1 3 4 7 4 3 7 7 7 8
ATK A ont G G A T cC G T A A C A T G A C T T
Subst. (nt)] G A - AAG C G A C G G T G C A G T C C C G
SP (%) |44 100 2,5 97 44 92 100 92 100 87 100 87 41 100 100 87 36 97 95 95 46 46
PE(% |39 100 - 100 39 100 100 100 100 81 100 81 19 100 100 81 42 100 100
T T
Obs. R v R
E 3 E
1 2
Regido env
5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6
Posicao 6 6 7 8 9 9 0 1 1 1 1 2 2
3 6 3 5 0 4 7 2 2 3 6 3 7
7 7 0 8 4 1 1 0 2 3 4 3 0
ATK T A T A C G A A G C T A G
Subst. (nt) G 6 ¢C G A AT G A T C G A
SP (%) 83 61 84 - 100 40 26 76 26 2,6 26 2,6 100
PE (%) 77 64 77 45 100 36 - 91 - - - - 100
Subst. (aa) ? \l/ |l_| (f lR \l/ lK
R | L E C A R
Regido tax
v 7 7v 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Posig&o 3 4 6 7 9 9 9 9 9 9 0 1 2 2 3 3 3 3 3
6 0 8 6 1 2 5 7 8 8 8 5 3 8 1 3 3 6 6
0o 1 4 5 4 0 3 4 2 5 0 1 1 3 3 3 6 6 7
ATK G ¢ ¢ G T €C C C C G A A G T T G G G A
Subst. (nt) A T T A C T T T T A G G A A C A A A C
SP (%) 3 8 3 86 100 22 31 100 3 3 3 100 25 3 3 8 92
PE (%) - 79 - 42 79 100 4,2 42 100 - - - 100 46 36 91 - 46 100
G P G A R T | S F G G R
Subst. (aa) ! Lo A bl
R S S vV K A M N L E D H

Legenda: Subst., [substituicdo de nucleotideos (nt) ou aminodcidos (aa); ATK, protétipo
internacional de HTLV-1 (J02029); TRE, Tax responsive elements. Posi¢cOes destacadas em
vermelho referem-se a muta¢des em regides promotoras do 5LTR e trocas de aminoécidos
nos genes env e tax. Nimero de sequéncias analisadas da regido 5'LTR (n=68), env (n=75)
e tax (n=73).

Em relacdo as analises filogenéticas de HTLV-2, quase todas as
sequéncias das regides env e tax foram distribuidas em dois clusters, dentro
de um clado maior com amostras do subtipo 2a (Figura 11). Neste grupo

maior foi possivel diferenciar os dois clusters formados quanto a via de
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aquisicdo da infec¢do por HTLV-2 e provavelmente HIV também, sendo um
deles identificado como de risco sexual e o outro parenteral, sobretudo
relacionado ao uso de drogas endovenosas (Figuras 11 e 12). A Figura 13
(arvore LTR) confirma que todas as sequéncias do estudo pertenciam ao
subtipo HTLV-2a.

Na regido env as substituicbes de nucleotideos T5726C, A5794G,
T6110C e C6380T foram encontradas em 100% das amostras. Trés
substituicdes (175962, A6332G e G6607A) foram caracteristicas das
amostras de pacientes com exposicéo parenteral aos retrovirus humanos. A
troca de aminoacido mais frequente ocorreu na posicao T5726C, gerando
alteracdo de uma Serina por Prolina (S183P) em todas as sequéncias
obtidas no segmento env, outras sete mutacdes nao sindnimas foram
observadas pontualmente.

A analise de mutacdes no gene que codifica a proteina Tax mostrou
frequéncia de 100% em sete posicOes de nucleotideos (C7612T, T7686C,
A7819G, A7991G, A7998G, G8053C e T8203C) em relacdo ao prototipo
internacional Mo, quatro destas alteracdes levaram a troca de aminoacidos,
com destaque para a T8203C, onde no protoétipo se encontra um stop codon,
nas sequéncias do presente estudo e em outras amostras do Brasil existe
uma Glutamina, alterando o tamanho da proteina e caracterizando o
gendtipo TaxC dos isolados brasileiros, e o0 subtipo 2a variante ¢ (HTLV-
2a/c) (Quadro 4).

Quanto as alteragbes de nucleotideos encontradas na regidao 5’LTR
de HTLV-2, estas eram bem conservadas entre as sequéncias de estudo,
sendo que 20 delas estava presente em 100% das amostras analisadas,
destacando a substituicdo C401T, identificada como assinatura molecular do
subtipo -2c. Também, foram encontradas dele¢cdes nas posi¢cdes referentes
aos motifs SER e ETS, Poly (A) e troca de nucleotideos na regido U3RU5
(Quadro 4). Enquanto as substituicdes T319C e C320G foram encontradas
nas sequéncias obtidas de pacientes com exposicao parenteral.

Comparando as sequéncias de HTLV-2 com Consensos do subtipo 2c

das trés regifes estudadas, notou-se, baixissima variabilidade genética, com
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cinco a sete mutagdes pontuais, sindnimas, presentes em uma ou duas

sequéncias.
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Figura 11. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regido env de HTLV-2

Legenda: Composta de 60 isolados (1.041 pb), incluindo 31 sequéncias de SP (nimero
GenBank em negrito). Valores de bootstrap acima de 60% e zero length com p<0.001 (**) e

p<0.05 (*) estao retratados nos ramos. O isolado Efe foi usado como grupo externo.
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Figura 12. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regido tax de HTLV-2

Legenda: Composta por 60 isolados (894 pb), incluindo 28 sequéncias de SP (numero
GenBank em negrito). Valores de bootstrap acima de 60% e zero length com p<0.001 (**) e

p<0.05 (*) estdo retratados nos ramos. O isolado Efe foi usado como grupo externo.

72



NAVDS
Mexy 17+

apo’8
A

K9G »+
BRSP130-1

BRSP286-12++

12| BRSP8788-15

15

BRSP65292-15 HTLV-2a

BRSP14622-15 ++
338-13 Sexual

SP305++

BRSP96617-14 —_—
s
« | BRI
BRPOA12
SP17+
o SP510+

BRLO07-02
BRPOA9
BRPOAB
BRLO27-08
—— BRAZA21+

BRLO18-02
—— BRLO19.02~
BRLO24-02* —1

Efe —» HTLV-2b

NRA~—» HTLV-2b

©.006

Figura 13. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regido LTR de HTLV-2

Legenda: Composta por 72 isolados (467 pb), incluindo 25 sequéncias de SP (nimero GenBank em negrito). Valores de bootstrap acima de 60% e
zero length com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estdo retratados nos ramos. O isolado Efe foi usado como grupo externo.
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Quadro 4. Substituicdes nucleotidicas, insercdes, dele¢cdes no LTR, e mutacdes sinbnimas e ndo sinbnimas nos genes env e

tax das sequéncias de HTLV-2 de SP

Regiédo LTR
Posicdo | 116 117 154 155 161 182 183 214 265 315 316 317 320 401 448 522 603 630 639 640 641 657 666 709 712
Mo T T T - - A A T T G G C Cc A G T T G T T
Subst. (nt)| - cC C cC C G C T G T G A C C T G G T G C C
SP (%) |100 100 100 95 100 100 100 100 100 33 100 100 28 100 100 28 14 100 100 100 100 100 100 100 100
S S
E e P P 2
" Do °
Obs. / / ~U3 R — us —
E E y oy |S
T T
s s A A g
Regido env
Posicao 5726 5794 5804 5856 5958 5962 6110 6114 6142 6226 6332 6355 6380 6425 6580 6607 6611
Mo T A T A Cc T T T G Cc A A C G A G T
Subst. (nt) C G C G T C C A A T G G T A G A C
Seq. (%) 100 100 45 45 45 22,7 100 45 73 100 23 45 100 45 100 32 45
Subst. (aa) ? T ? lP ll ll lE f
P L L K M K A
Regido tax
Posi¢cédo 7463 7561 7612 7686 7778 7819 7825 7991 7998 8002 8053 8203
Mo G G C T G A A A A G G T
Subst. (nt) A A T C A G G G G A C C
Seq. (%) 47 4,7 100 100 95 100 62 100 100 4,7 100 100
R G R T | Y G E *
Subst. (aa) 1 ! ! ! ! ! ! ! !
K R Q A V ¢C R Q Q

Legenda: Subst., substituicdo de nucleotideos (nt) ou aminoéacidos (aa); Mo, protétipo internacional de HTLV-2 (M10060); SER, Serum Response
Element, ETS, E-twenty-six transcription factor family, Poly (A), [dominio responséavel por ativar a poliadenilagdo do RNAm; U3, regido unica 3’ no
5LTR; R, regido de repeticao no 5’LTR; U5, regido unica 5’ no 5LTR; 2c Sig, assinatura das estirpes HTLV-2a/c. Substitui¢des na regido promotora e
mutagfes ndo sinbnimas foram destacadas em vermelho. NUmero de sequéncias LTR (n=25), env (n=31) e tax (n=28).
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Uma analise mais aprofundada das mutacfes encontradas mostrou
gue das 153 substituicdes de nucleotideos presentes em 216 sequéncias
resultantes do sequenciamento das trés regides de HTLV-1 (LTR, env e tax),
as mais frequentes eram de: G>A (20,9%; sendo que 50% ocorreu em
dinucleotideos GG); C>T (24,8%); T>C (18,3%) e A>G (18,9%), os demais
17,1% englobou insercdes, delecbes e trocas menos comuns como as que
ocorrem entre purinas e pirimidinas. Esta mesma avaliagdo nas 84
sequéncias de HTLV-2 apontou que das 108 mutacbes, as trocas mais
encontradas foram: T>C e A>G igualmente com 20,3%; G>A (17,6%; sendo
54,5% em dinucleotideos GG); C>T (15,7%) e 26,1% de outras
substituicdes.

Quando avaliadas estas alteracdes de nucleotideos de maneira
guantitativa, de acordo com os tipos de mutacgdes, sinbnimas, ndo sindnimas
ou pontuais em regides promotora nos LTR, notou-se diferencas
estatisticamente significantes entre as amostras de HTLV-1 e HTLV-2, em
guase todas as comparacdes de tipos possiveis de mutacdes nos trés
genes, exceto nas medianas de mutacdes sinbnimas da regido tax (Figuras
14 e 15). Ha que se ressaltar que ndo foram detectadas mutacdes abortivas
(nonsense) em todos os segmentos env e tax de HTLV-1 e HTLV-2
analisados.

Finalmente, a pesquisa de particulas provirais defectivas revelou a
presenca dos dois tipos de provirus defectivo na populacédo de estudo, nas
amostras de HTLV-1 e HTLV-2. Mesmo néo existindo literatura sobre a
existéncia destas particulas em HTLV-2, considerou-se 0s mesmos critérios
descritos para HTLV-1. O provirus defectivo do tipo 1 foi encontrado em
nove individuos com HTLV-1 de SP (20,4%), quatro de PE (15,4%) e quatro
de HTLV-2 (16%). As amostras de SP também apresentaram a delecéo
5LTR, sendo 5/44 sequéncias de HTLV-1 e 4/25 HTLV-2 (qui-quadrado,
p=0,0403). Nenhuma amostra de PE apresentou particulas provirais
defectivas do tipo 2 e foi o grupo com mais provirus completo (22/26),
seguido dos HTLV-1 de SP (30/44) e por ultimo as 17/25 amostras de HTLV-
2 (qui-quadrado, p=0,0283) (Quadro 2, Figura 16).
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Figura 14. Comparacao do numero de mutacdes de HTLV-1 e HTLV-2 totais (A) em cada gene (LTR, env e tax) e em regido
promotora do LTR (B)

Legenda: O Mann-Whitney U-test foi usado para andlise estatistica (dois grupos).
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Figura 15. Comparacao de mutacdes sinbnimas (A) e nao sinébnimas (B) nos genes env e tax de HTLV-1 e HTLV-2

Legenda: O Mann-Whitney U-test foi usado para analise estatistica (dois grupos)

77



p=0,0283

% Provirus

Provirus completo Provirus defectivo tipo 1 Provirus defectivo tipo 2

@ HTLV-1SP B HTLV-1PE E HTLV-2SP

Figura 16. Particulas provirais defectivas nas amostras de HTLV-1 (SP e PE) e de HTLV-2

Legenda: O teste qui-quadrado foi utilizado para anélise estatistica.

Os resultados obtidos nesta etapa da pesquisa foram publicados (Campos e Caterino-de-Araujo, 2020).
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4.3. LIA naresolucédo de amostras inconclusivas no WB

As caracteristicas dos pacientes (sexo e idade) e a distribuicdo dos
resultados inconclusivos no WB em cada grupo de estudo sao apresentadas
na Tabela 5. Os pacientes de G2 (HBV/HCV) eram a maioria homens, com
diferencas significativas em relagdo aos pacientes com HIV (G1l) e HTLV
(G3) (p=0,0048), e tinham a maior média de idade também (49,5 anos). Uma
analise comparativa da idade entre os grupos ndo foi estatisticamente
diferente. Em relacdo a distribuicdo de amostras inconclusivas no WB, os
trés grupos continham mais amostras WB-indeterminadas: G1 (77,4%); G2
(87,5%) e G3 (64,0%), do que amostras HTLV néo tipadas.

Tabela 5. Caracteristicas (sexo e idade) e numero de individuos em cada grupo,
cujas amostras de soro resultaram HTLV inconclusivos no WB e estavam
disponiveis para analise pelo LIA

Grupos
Gl G2 G3 P
(N=62) (N=24) (N=25)
Sexo Masculino 31 (50,00) 20 (83,30) 10 (40,00) b
N (%) o 0,0048
Feminino 31 (50,00) 4 (16,70) 15 (60,00)
Idade - anos
média (min - max) 44,06 (18-68) 49,50 (35-76) 41,08 (16 - 73)
WB-Indeterminado?® 48 21 16
WB-HTLV néo tipado? 14 3 9

Legenda: G1, grupo de pacientes com HIV de Sdo Paulo-SP, Brasil; G2, grupo de pacientes com
hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV) de Sao Paulo-SP; G3, grupo de individuos do ambulatério de
HTLV em Salvador-BA, Brasil; N, ndmero de individuos.2WB-indeterminado e WB-HTLV néo
tipado de acordo com os critérios do fabricante HTLV Blot 2.4, MP Biomedicals; °p
estatisticamente significativo pelo teste do qui-quadrado.

O LIA confirmou a infeccdo por HTLV-1/2 (HTLV-1, HTLV-2 ou
HTLV) em 66,1% (G1); 83,3% (G2) e 76,0% (G3) das amostras analisadas.
A maioria dos resultados WB-indeterminados no G1 e G2 foram confirmados

como HTLV-2 pelo LIA, mas esse ndo foi o caso em G3. Apenas amostras
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positivas para HTLV-1 (40,0%) e HTLV (36,0%) foram detectadas em

amostras WB-indeterminadas e HTLV n&o tipadas de G3 (Figura 17).

WB-indeterminado ou HTLV nao tipado
(n=111)

A

IND HTLV IND HTLV IND HTLV

=43 =14 n=21 n=3 n=lé =2

(77.4%) (22,6%) (87,5%) (12,5%) (64%4) (36%)
‘ Imunoensaio de linha (LIA) ‘ | Imunoensaio de linha (LIA) ‘ ‘ Imunoensaio de linha (LIA) ‘
[n=3 ]| HTLV-1 [»[n=4] || [n=4 ]| HTLV-1 (»[n=2] || [n=4 ]« HTLV-1 [+[n=6]
[n=16]« HrLV2 [»[n=4] || [n=11]«] HTLV-2 [»[n=1] || [n=0]« HTLV-2 [»[n=0]
| n=8 |« HTLV {»n=6]||[n=2]¢f HTLV o n=0] || [n=6|¢{ HTLV [+ n=3]
[n=1l]eq ™D [ n=0][|[n=2]eq ™D [(+{n=0]||[n=3]e{ ™D [+ n=0]

[p=0le) wee Lofn=o] || [n=2]«e] ~ec G[n-0] || [a=3]e) ~ec L[n=0]

Figura 17. Namero de amostras de soro em cada grupo de estudo com

resultado WB-indeterminado ou HTLV nao tipado em analises anteriores que

confirmaram ou excluiram infec¢des por HTLV pelo LIA

Legenda: WB, Western Blot (HTLV Blot 2.4, MP Biomedicals); LIA, Line Immuno Assay
(INNO-LIA HTLV-I/II, Fujirebio).

A Tabela 6 mostra os perfis de WB-indeterminados detectados no
estudo, o numero de amostras que apresentaram cada perfil, e a
porcentagem de amostras com infec¢cdo confirmada por HTLV-1/2. Esses
resultados indicam que os padrdes de WB que exibiram as bandas de Env
(GD21 e /ou rgp46-1 ou rgp46—I1) mais p19 ou p24 foram confirmados como
infeccdo por HTLV-1/2 pelo LIA. Os padrbes gerais das 111 amostras
inconclusivas no WB, e seus padrfes exibidos pelo LIA sdo apresentados no
Quadro 5, revelando que a maioria dos perfis indeterminados de WB que
nao foram confirmados como infecgcédo por HTLV-1/2 pelo LIA apresentaram

apenas bandas de Gag em G1, GD21 em G2 e uma das trés bandas (GD21,
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rgp46-Il, p24) em G3. Vale ressaltar que, entre 26 amostras positivas para o
HTLV, mas ndo tipadas (14 no G1, trés no G2 e nove no G3), apds analise
do LIA, 28,6% confirmaram como HTLV-1, 28,6% como HTLV-2 e 42,8%
permanecem HTLV nao tipadas no G1. Em G2, 66,7% foram confirmadas
como HTLV-1 e 33,3% HTLV-2, e no G3, 66,7% eram HTLV-1 e 33,3%

permanecem HTLV n&o tipadas (Figura 17 e Quadro 5).

Tabela 6. Perfis de WB-indeterminados detectados em amostras de soro de cada
grupo de estudo; nimero e porcentagem das amostras de soro que confirmaram

infecg@o por HTLV-1/2 apos analise pelo LIA

. L a G1 G2 G3 LIA-Positivo®
Perfil WB-Indeterminado (N=48) (N=21) (N=16) Total N (%)
GD21, p24 10 3 - 13 12 (92,30)
rgp46 only (-1 or -II) - 5 1 6 5 (83,33)
GD21, p19 3 3 3 9 8 (88,89)
p24, rgp46-I| 4 3 - 7 7 (100,00)
GD21, rgp46 (-1 and/or -II) 7 1 4 12 9 (75,00)
GD21 4 4 6 14 3(21,43)
pl19 5 - 5 1 (20,00)
p24 4 1 1 6 1(16,67)
GD21, p24, rgp46-I 3 - 3 1 (33,33)
p19, rgp46-I| 1 - 1 2 2 (100,00)
GD21, gp21, rgp46-Ii 1 - 1 1 (100,00)
GD21, pl9, p26 1 - - 1 1 (100,00)
GD21, p24, p32, p36 1 - - 1 1 (100,00)
pl19, p24, rgp46-Ii - 1 - 1 1 (100,00)
p24, p36, rgp46-I| 1 - - 1 1 (100,00)
pl9, p24 1 - - 1 -
p19, p26, p28, p53 2 - - 2 -

Legenda: @Segundo os critérios estabelecidos pelo fabricante HTLV Blot 2.4, MP Biomedicals;
bSegundo o0s critérios estabelecidos pelo fabricante INNO-LIA HTLV-I/ll, Fuijirebio.
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Quadro 5. Resultados finais e perfis obtidos com ensaios soroldgicos confirmatérios para a deteccao de anticorpos HTLV-1/2 em 111
amostras de soro que resultaram inconclusivos no WB e foram testadas por LIA

Grupo ResWuIIBtgdo Perfil WB EF:bultado Perfil LIA Resultado Final

Gl Indeterminado GD21, p24 HTLV pl19l/ll, p24l/l, gp211/i HTLV
HTLV GD21, p19, p24 HTLV p19I/1l, p24I/1l, gp211/1| HTLV
HTLV GD21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, p53 HTLV p19l/11, gp211/11 HTLV
Indeterminado p19, p26, p28, p53 Negativo pl9ol/l Negativo
Indeterminado GD21°, p24° HTLV pl19l/ll, p24l/ll, gp46l/11, gp21i/1 HTLV
Indeterminado GD21, p24 HTLV pl19l/1l, p24i/11, gp21/ HTLV
Indeterminado p24, rgp46-I| HTLV-2 p19l/1l, p241/11, gp46l/ll, gp46-II HTLV-2
Indeterminado GD21 Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
Indeterminado p24 Indeterminado p19l/1l, p24lI/11 Indeterminado
Indeterminado GD21, rgp46-I| HTLV-2 gp46l/1l, gp21l/1l, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado GD21, p19 HTLV-1 p19l/11, gp211/11, p19-I HTLV-1
Indeterminado p24, p36, rgp46-I| HTLV-2 pl9l/ll, p24l/l, gp46l/l, gp21l/l, gp46-II HTLV-2
Indeterminado GD21 Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
Indeterminado p19, p26, p28, p53 Negativo pl19l/ll Negativo
Indeterminado p24°¢ Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
HTLV GD21°, p19°, p24 HTLV-1 pl19l/ll, p24i/1l, gp21l/1l, p19-I HTLV-1
Indeterminado p19 Negativo p19l/1l, p19-I Negativo
Indeterminado p19, p24 Negativo p241/11 Negativo
Indeterminado GD21°¢, p24° Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
HTLV GD21, p19, p24 HTLV-2 pl9l/1l, p24i/1l, gp46l/Il, gp21l/Il, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado GD21, gp21, rgp46-Ii HTLV-2 pl19l/1l, gp46l/Il, gp21l/Il, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado  GD21, p24 HTLV p19l/ll, p24l/ll, gp46l/1l, gp21l/l HTLV

82




Continuacdo Quadro 5.

Reswugaado Perfil WB Rei‘fkfdo Perfil LIA Resultado Final
Indeterminado  GDZ21, rgp46-Il, rgp46-I| Negativo no bands Negativo
Indeterminado GD21, p24°, rgp46-I HTLV-1 p19I/1l, gp46l/Il, gp21l/1l, gp46-I HTLV-1
Indeterminado GD21° Negativo p19l/i Negativo
HTLV GD21, p19, p24, p26, p28, p32 HTLV p19I/Il, p24I/1l, gp211/1| HTLV
HTLV GD21, p19, p24 HTLV pl19l/ll, gp211/1i HTLV
Indeterminado p19°¢, rgp46-I HTLV-1 pl19l/1l, p24i/1l, gp46l/il, gp21l/1l, gp46-I HTLV-1
Indeterminado  p24¢, rgp46-I| HTLV-2 gp46l/1l, gp211/11, gp46-Ii HTLV-2
HTLV GD21, p19, p24, p26, p32, p36, p53 HTLV p19I/1l, p24I/11, gp46l/Il, gp21I/1 HTLV
HTLV GD21, p19, p24 HTLV-2 pl19l/ll, p24l/il, gp46l/1l, gp21l/1l, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado GD21, p24 HTLV-2 gp46l/1l, gp21l/1l, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado GD21, p19 HTLV p19l/ll, gp46l/il, gp211/1 HTLV
HTLV GD21, p19, p24 HTLV p19I/1l, p24I/1l, gp211/1| HTLV
HTLV GD21, p19, p24 HTLV-2 pl19l/ll, p24l/ll, gp46l/1l, gp21l/11, gp46-I1i HTLV-2
Indeterminado GD21°, p24 HTLV-2 gp46l/1l, gp21l/1l, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado GD21, p24, p32, p36 HTLV-2 p19l/11, p241/11, gp46l/1l, gp211/1l, gp46-II HTLV-2
Indeterminado p24¢, rgp46-I| HTLV-2 gp46l/1l, gp211/11, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado p24, rgp46-I| HTLV-2 gp46l/1l, gp211/11, gp46-I HTLV-2
Indeterminado GD21, p24 HTLV pl9l/ll, p24l/l, gp21l/ HTLV
Indeterminado p24°¢ Negativo no bands Negativo
Indeterminado GD21 Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
Indeterminado GD21, rgp46-I| HTLV-2 gp46l/ll, gp21l1/11, gp46ll HTLV-2
Indeterminado p19 Negativo plol/ll Negativo
Indeterminado GD21, p24°, rgp46-I° Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
Indeterminado GD21, pl19, p26 HTLV pl9l/ll, gp46l/l, gp21l/ HTLV
Indeterminado  GD21, rgp46-II Indeterminado gp211/1I Indeterminado
Indeterminado GD21, p24°, rgp46-I° Indeterminado gp21l/Il Indeterminado
Indeterminado  GD21, rgp46-I Indeterminado gp211/1 Indeterminado
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Continuacdo Quadro 5.

WRB? Perfil WB LIAP Perfil LIA Resultado Final
HTLV GD21, p19, p24 HTLV-2 p19I/1l, p24I/11, gp211/11, gp46-II HTLV-2
Indeterminado GD21, rgp46-Il, rgp46-I° HTLV-2 gp46 I/, gp21l/l, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado GD21, p24 HTLV-2 pl19l/1l, p24i/1l, gp46l/Il, gp21l/Il, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado p24 Indeterminado p19l/1l, p24i/11 Indeterminado
Indeterminado p19 Negativo plol/l Negativo
Indeterminado p19°¢ HTLV pl19 I/ll, gp21 I/l HTLV
Indeterminado  GD21, rgp46-I| HTLV-2 gp46 I/11, gp21i/1l, gp46-Il HTLV-2
Indeterminado GD21, p19 HTLV-2 p19 /11, gp46 I/ll, gp21 I/, gp46-Ii HTLV-2
HTLV GD21, p19, p24, p26, p32, p36 HTLV-1 p19 I/Il, p24 I/11, gp46 I/Il, gp21 I/1l, p19-I, gp46-I HTLV-1
Indeterminado GD21, p24 HTLV-2 p19 /11, gp46 I/ll, gp21 I/, gp46-Ii HTLV-2
HTLV GD21, p19, p24 HTLV-1 p19 I/Il, p24 /11, gp21 I/Il, p19-I HTLV-1
Indeterminado p19 Negativo p19 I/ Negativo
HTLV GD21, p19, p24 HTLV-1 p19 I/Il, p24 /11, gp21 I/Il, p19-I HTLV-1

G2 Indeterminado rgp46-I HTLV-1 p241/11, gp46 /11, gp21 I/1l, gp46-I HTLV-1
Indeterminado p24, rgp46-I| HTLV-2 p24I/11, gp46 I/1l, gp21 I/ll, gp46-I°, gp46-Ii HTLV-2
HTLV GD21, p19, p24, p26°, p28°, p32°¢, p36° HTLV-1 p19 I/ll, p24l/ll, gp46 I/ll, gp21 I/ll, p19-1, gp46-I HTLV-1
Indeterminado GD21° Negativo no bands Negativo
Indeterminado rgp46-I° HTLV-1 gp46 I/1l, gp21 I/1l, gp46-I HTLV-1
Indeterminado GD21°, rgp46-I HTLV-1 gp46 I/1l, gp21 I/1l, gp46-I HTLV-1
Indeterminado GD21, p19° Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
Indeterminado p24, rgp46-I| HTLV-2 gp46 /1, gp21 I/, gp46-I| HTLV-2
Indeterminado rgp46-I| HTLV-2 p19-I/1l, gp46 I/, gp21 I/Il, gp46-II HTLV-2
Indeterminado GD21° HTLV pl19-I/1l, gp21 I/l HTLV
HTLV GD21, p19, p24 HTLV-1 p19 I/1l, p24l/ll, gp46 /I, gp21 /I, gp46-I HTLV-1
Indeterminado GD21 Negativo no bands Negativo
Indeterminado GD21, p19 HTLV p19 I/1l, p241/l, gp21 I/ HTLV
Indeterminado  p24, rgp46-Ii HTLV-2 p19 I/ll, p24l1/ll, gp46 I/Il, gp21 I/ll, gp46-Ii HTLV-2

Resultado

Resultado
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Continuacdo Quadro 5.

G3

i Perfil WB Resado Perfil LIA Grupo
Indeterminado GD21° Indeterminado gp21 /11 Indeterminado
Indeterminado p24 HTLV-2 gp46 I/1l, gp21 I/ll, gp46lI° HTLV-2
Indeterminado GDZ21, p24 HTLV-2 p19 I/1l, gp46 I/1l, gp21 I/1l, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado p19, p24, rgp46-Ii HTLV-2 p19 I/1l, p24i/1l, gp46 I/1l, gp21 I/1l, gp46-II HTLV-2
Indeterminado GD21, p24 HTLV-2 p19 I/1l, p24l/il, gp46 I/Il, gp21 I/ll, gp46-Ii HTLV-2
Indeterminado rgp46-I HTLV-2 p19 I/1l, gp46 I/1l, gp21 I/1l, gp46-II HTLV-2
Indeterminado rgp46-Ii HTLV-2 p241/11, gp46 /11, gp21 I/1l, gp46-II HTLV-2
Indeterminado GD21, p24 HTLV-2 pl19 I/1l, p24I/1l, gp46 I/1l, gp21 I/1l, gp46-II HTLV-2
Indeterminado GD21°, p19° HTLV-1 p19 I/1l, p24l/ll, gp46 I/ll, gp21 I/ll, p19-I°, gp46-1 HTLV-1
HTLV GD21°, p19°, p24 HTLV-2 p19 I/Il, p241/Il, gp46 I/11, gp21 I/Il, gp46-II° HTLV-2
HTLV GD21, p19, p24, p26°, p28°, p36° HTLV-1 pl19l/ll, p24l/l, gp46l/1l, gp21i/11, p19-l, gp46-I HTLV-1
HTLV 9651%%’ P19, p24, p26°, p28°, p32°, P36, i\ g p191/11, p241/11, gp46i/il, gp211/1l, gp46-I HTLV-1
HTLV GD21°¢ p19, p24° HTLV pl19l/ll, p24l/ll, gp46l/1l, gp21i/1 HTLV
HTLV GDZ21, p19, p24, p26¢, p28c, p36, gpd6 HTLV pl19l/1l, p24i/1l, gp46l/Il, gp21l/ HTLV
HTLV g&?’p@lag’ P, (A, (P28, (2, S HTLV-1 p19l/Il, p241/ll, gp46I/I, gp21I/l, p19-] HTLV-1
HTLV GD21, p19, p24, p26, p28, p32, p36 HTLV-1 pl9l/1l, p24i/1l, gp46l/l, gp21l/1l, p19-I HTLV-1
Indeterminado GD21°¢, p19° HTLV p19l/1l, gp46l/ll, gp211/i HTLV
HTLV GD21, p19, p24° HTLV-1 pl9l/1l, p24i/1l, gp46l/l, gp21l/1l, p19-I HTLV-1
Indeterminado GD21, rgp46-I| HTLV p19l/11, gp211/11 HTLV
HTLV GD21, p19, p24°, p26, p28, p32, p36 HTLV-1 pl9l/1l, p24i/1l, gp46l/l, gp21l/l, p19-1, gp46-I HTLV-1
Indeterminado GD21, rgp46-I HTLV-1 p19l/11, gp46l/ll, gp21l/l, gp46-I| HTLV-1
Indeterminado GD21, p19 HTLV pl9l/ll, gp211/1i HTLV
Indeterminado GD21° Indeterminado gp21l/11 Indeterminado
Indeterminado GD21 Indeterminado gp21l/Il Indeterminado
Indeterminado  GD21 HTLV-1 gp46l/Il, gp21l/l, gp46-I HTLV-1
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Continuacéo Quadro 5.

Indeterminado GD21 Negativo no bands Negativo

Indeterminado rgp46-11° Negativo no bands Negativo

HTLV GD21, p19, p24 HTLV p191/11, gp21I/II HTLV

Indeterminado GD21, rgp46-11° HTLV p191/11, gp21I/11 HTLV

Indeterminado GD21, p19 HTLV p191/11, gp46l/1l, gp21l/il HTLV

Legenda: 3WB, Western Blot (HTLV Blot 2.4, MP Biomedicals); PLIA, Line Immuno Assay (INNO-LIA HTLV-I/ll, Fujirebio); banda fraca.

Os resultados obtidos nesta etapa da pesquisa foram publicados (Campos et al., 2020b).
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4.4. Estratégias de expansdo e melhoria do diagnéstico de HTLV-1 e
HTLV-2

A estratégia avaliada para expansdo do diagndstico das infeccdes
por HTLV-1 e HTLV-2 foi a de utilizacdo de pool de soros no momento da
triagem soroldgica. Esta otimizacdo ocorreu pela adaptacdo da etapa de
diluicdo e aplicacdo das amostras no ensaio imunoenzimatico (EIA) usando
0 conjunto de reagentes comerciais Murex (Murex HTLV I+ll, DiaSorin, UK).

O processo que resultou na quantidade 6tima de cinco amostras de
soro para compor o pool, sem perda de reatividade, mesmo em amostras
com relacédo densidade oOptica pelo cutoff (DO/CO) baixas, envolveu varios
testes e etapas, desde a padronizacdo e verificacdo de viabilidade do uso
desta metodologia até a validacdo e aplicacdo diagndstica. Os
procedimentos realizados seguiram os critérios requeridos pelo documento
de validacéo de técnicas para diagndstico laboratorial do Instituto Adolfo Lutz
(P-SG-022, documento interno com reproducdo proibida). Importante
ressaltar, que durante todo O processo, preocupou-se com as possiveis
interacbes de outras infeccbes virais, principalmente com o0s virus que
compartilham as mesmas vias de transmissédo (HIV, HBV e HCV). Desta
forma, na fase de validacdo, 40 pool de soros foram testados durante cinco
dias consecutivos, e os valores de DO/CO obtidos foram comparados aos
valores das amostras correspondentes, testadas individualmente (Figura
18). Mesmo com um pool resultando na zona cinza do EIA (HTLV-1 com
DO/CO baixa), no quinto dia de testagem, confirmou-se a acuracia e
precisdo do método, uma vez que amostras borderline seguem para as
etapas de conclusdo do diagnéstico, abertura do pool de soros e ensaios

confirmataorios (Silva et al., 2020).
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Figura 18. Acuracia da estratégia de pool de soros

Legenda: Comparacédo dos valores de densidade 6ptica pelo cut off (DO/CO) obtidos em 40
pool e seus respectivos soros testados individualmente no EIA Murex. Pontos verde-claro
representam os pool contendo amostras de HTLV-1 com DO/CO baixa; pontos verde-
escuro, 0s pool contendo amostras de HTLV-1 com DO/CO alta; pontos vermelho-claro
representam os pool contendo amostras de HTLV-2 com DO/CO baixa; pontos vermelho-
escuro, os pool contendo amostras de HTLV-2 com DO/CO alta; pontos marron- claro,
indicam os pool com a amostra HTLV néo tipado; pontos cinza, os pool de soros contendo
amostras negativas para anticorpos HTLV.

A aplicacdo diagnostica da estratégia de pool com soros de
individuos com as infec¢cbes por HBV, HCV e HIV confirmou a sensibilidade
e especificidade da técnica, apresentando um indice de concordancia
perfeita (Kappa Cohen’s=1,00) quando comparada a testagem individual.
Também, mostrou reducdo dos custos com a etapa de triagem diagndstica,
sendo variavel de acordo com a prevaléncia de infec¢cdo por HTLV-1/2 da
populacédo avaliada.

Considerando o valor de R$ 6,00 um teste EIA, resumidamente, as
amostras de individuos com HBV (n=1.300 soros) foram testadas em 260

pool, em que 25 foram reativos no EIA, precisando ser abertos, o que
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totalizou 385 testes realizados com esta metodologia e uma reducdo de
custo de 70,4%. Entre os soros HCV, comparou-se 700 testes individuais e
275 testes (140 pool somado a 27 pool abertos) com a nova estratégia,
diminuindo em 60,7% o0s custos. A economia foi maior (73,6%) quando
analisadas as 625 amostras da populacdo HIV individuais e 125 usando
pool, somados aos oito pool abertos (totalizando 165 testes). Estes
resultados foram publicados recentemente em Silva et al. (2020).

Em relacdo a pesquisa de interferentes virais que podem influenciar
o desempenho dos testes empregados nas etapas de diagndstico das
infecgbes por HTLV-1 e HTLV-2, recuperou-se do banco de dados para
comparacao, os resultados obtidos nos ensaios de triagem e confirmatérios
das 69 amostras de SP com a coinfec¢do por HIV (44 HIV/HTLV-1 e 25
HIV/HTLV-2), que foram caracterizadas por sequenciamento genético.

A Figura 19 mostra os resultados da triagem sorolégica utilizando
dois EIA diferentes (Murex HTLV I+ll, DiaSorin e GoldELISA, REM Ind. e
Com. Ltda), considerando a positividade nos testes confirmatorios
moleculares (QPCR — pol e/ou nPCR-RFLP — tax). Apenas o EIA Murex
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de
anticorpos especificos para HTLV-1/2, principalmente nas amostras HTLV-2
(p=0,0287).

Quando avaliado os niveis de anticorpos detectados pelos dois EIA
segundo a positividade ou ndo do sequenciamento dos genes LTR, env e
tax, apenas o REM exibiu diferencas estatisticamente significativas entre as
médias de DO/CO do gene env (p=0,0169) (Figura 20).
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Figura 19. Resultado da triagem soroldgica de 69 amostras HIV/HTLV-1/2

de acordo com a deteccdo de segmento proviral na qPCR (pol) e nPCR-

RFLP (tax), usando U-test Mann-Whitney para avaliar as associacdes

estatisticas
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J4 a comparacdo do impacto das mutacdes encontradas nestas
amostras, nos resultados dos ensaios utilizados para confirmar o diagnéstico
das infec¢Bes por HTLV-1/2, é apresentado na Tabela 7. As amostras foram
separadas de acordo com os resultados HTLV-1, HTLV-2 ou Inconclusivos
(HTLV ndo tipado, soroindeterminado e negativo para os testes moleculares)
obtidos em cada um dos testes sorologicos (WB e LIA) e moleculares (QPCR
e nPCR-RFLP) confirmatérios. Houve diferencas estatisticamente
significativas em quase todas as comparagdes, com destaque para as
medianas de muta¢des exibidas em amostras HTLV-2.

Observou-se também que do total de 58 muta¢Bes de sete amostras
HTLV-1 que apresentaram WB inconclusivo, as substituicbes de
nucleotideos foi bem equilibrada, entre as trocas mais comuns, ficaram
empatados em 22,4% cada, as alteragcbes C>T, T>C e G>A (sendo que
53,8% das trocas de guanina por adenosina foram em dinucleotideos GG), e
A>G com 15.5%. J& nas oito amostras HTLV-2 com resultado WB
indeterminado, no total de 57 mutacgdes, as substituicbes mais encontradas
foram: T>C (24,5%); A>G (19,3%); G>A (10,5%, em que 50% ocorreram em
dinucleotideos GG) e C>T (7,0%). Quando analisado as mutacdes de maior
prevaléncia de acordo com os resultados inconclusivos no LIA ou negativo
nas PCR, ndo houve diferenca expressiva de alteracdes de nucleotideos ao
compara-las as amostras que confirmaram a infec¢do por HTLV-1 ou HTLV-
2 no mesmo teste.

Buscando relacionar a presenca de particulas provirais defectivas
com falhas nos ensaios confirmatorios, notou-se que as amostras com 0s
provirus defectivos do tipo 1 apresentaram mais resultados inconclusivos
gue o tipo 2, tanto em amostras HTLV-1 quanto HTLV-2. Dos 14 provirus
defectivos de HTLV-1, nove eram do tipo 1 e cinco do tipo 2, e apresentaram
respectivamente: 33,3% e 20% de WB indeterminados; 22,2% e 0% de LIA
inconclusivos; 44,4% e 40% de gPCR negativa; e 33,3% e 60% de nPCR-
RFLP negativa. Analisando as oito particulas defectivas de HTLV-2, 50% de
cada tipo, resultaram 50% e 25% WB inconclusivos; 75% e 25% gqPCR
negativa; e 75% e 0% nPCR-RFLP, para o tipo 1 e tipo 2 respectivamente.
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Tabela 7. Medianas das mutacdes totais, pontuais em regido promotora, sinébnimas e nao sindbnimas encontradas de acordo
com o resultado nos testes confirmatoérios soroldgicos e moleculares de 69 amostras de SP

Mutacoes Gene WB* e LIA® €
¢ HTLV-1  HTLV-2 INC P HTLV-1  HTLV-2 INC P
LTR 18 (13-23) 19,5 (19-25) 21(16-25) <0,0001 17,5 (13-23) 21 (19-25) 18 (16-20) <0,0001
Total env 6(3-8) 85(7-11) 7(3-10) <0,0001 6 (3-8) 8(7-11)  6(6-8)  <0,0001
tax 8(4-17) 11(10-14) 7(5-20) <0,0001 8(4-17) 11 (10-14) 10,5 (6-20) <0,0001
Mediana pr?)(:ﬁtl)?gra LTR  0(0-2) 5 (3-6) 3(0-6) <0,0001 1(0-2) 5 (3-6) 1(0-3)  <0,0001
Min-Ma
(Min-Mzx) S env 6(38) 75 (69) 6(38) 00007  6(38) 7 (6-9) 6 (5-8)  <0,0001
tax 6(2-15)  6(6-11) 6 (3-19) - 6(2-15)  6(6-12) 6 (4-19) ;
NET env. 05(0-1)  1(1-3) 1(0-2) 00031 05(02)  1(1-3) 1(0-1)  <0,0001
sinénimas tax 2 (2-3) 5 (0-7) 4(0-6) 00002 2 (2-3) 5 (0-7) 3(1-5)  <0,0001
i qPCR® NPCR-RFLPY
Mut G e e
utagoes "€ THTLVAI  HTLV=2 INC P HTLV-1  HTLV-2 INC P
LTR 18 (13-21) 21(19-25) 19 (15-25) <0,0001 18 (14-23) 22 (19-25) 19 (15-22) <0,0001
Total env 6 (3-8) 8(7-11)  6(5-11) <0,0001 6(3-8)  85(7-11) 7.5 (6-11) <0,0001
tax 8(4-17) 11(10-14) 11(8-20) <0,0001 6 (4-20) 11 (10-14) 11 (10-12) <0,0001
Mediana prifr?c')fgra LTR  1(0-2) 5 (3-6) 2(0-6) <0,0001 1(0-3) 5(3-6)  3(0-6) <0,0001
Min-Ma
(Min-Mzx) S env 5538  7(68) 6(59) 00002 5(38)  75(69)  6(6-8) <0,0001
tax  55(2-15) 6(6-11)  6(5-19) 0023 55(2-19) 6(6-11) 7(6-12) 0,0117
N&o env 1(0-2) 1(1-3) 1(03) 00139 1(02) 1(1-3) _ 05(0-3) 00031
sinbnimas tax 2 (2-4) 5(1-7) 3(0-3) <0,0001 2 (1-4) 5 (0-7) 3(0-5) <0,0001

Legenda: Min, minimo; Max, maximo; 2WB, Western blot (HTLV Blot 2.4; MP Biomedicals); LIA, imunoensaio de linha (INNO-LIA HTLV-I/II; Fujirebio);
¢gPCR (PCR em tempo real, metodologia in house de deteccdo do gene pol de HTLV-1 e HTLV-2); ‘nPCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism, metodologia in house para a amplificacdo do gene tax de HTLV-1 e HTLV-2); ©p, p-value do teste estatistico de Kruskall Wallis
complementado pelo pés-teste Dunn’s.
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Diante dos resultados acima expostos e, considerando o melhor
desempenho do LIA como teste confirmatério e a exequibilidade da triagem
utilizando pool de cinco soros no EIA Murex, sugere-se que o algoritmo de
testes laboratoriais empregue ambas as metodologias para o diagndstico
das infec¢des por HTLV-1 e HTLV-2 (Figura 21). Ainda, quando possivel,

aplicar um ensaio molecular nos casos inconclusivos no LIA.
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Figura 21. Algoritmo de testes laboratoriais para o diagnéstico das infec¢des

por HTLV-1 e HTLV-2
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5. Discussao

Considerando as metas globais propostas pela WHO em relacéo as
hepatites virais B e C, de reduzir novas infecgcbes em 90% e as mortes em
65% até o ano de 2030, e principalmente a recomendacdo de estudar as
coinfecgbes que possam aumentar o risco de desenvolver infecgdes
cronicas, cirrose e carcinoma hepatocelular, como uma das formas de
alcancar estes objetivos (WHO, 2019a; 2019b), o presente estudo buscou
contribuir com informacdes que possibilite atingir estas metas, com a
realizacdo das analises de influéncia dos HTLV-1 e HTLV-2 na evolucéo das
hepatites virais B e C (Campos et al., 2020b), principalmente pelo fato de o
Brasil, por intermédio do Ministério da Saude (MS), ter se tornado signatario
desta estratégia global de controle das hepatites virais no ano de 2017
(Brasil, MS, 2018b).

Diante das poucas informac¢des relacionadas ao impacto dos HTLV-
1/2 na progressédo de doenca pelo HBV, e clareamento viral, o presente
estudo mostra resultados importantes. Entre os pacientes com a hepatite B,
primeiro se confirmou mais coinfeccdo pelo HIV e HIV/HTLV-2 entre os
homens, o que poderia ser explicado, em parte, por homens terem um
namero maior de parceiros sexuais durante a vida; ainda, ha mais UDE entre
os homens. De fato, corroborando essa hipotese, o HTLV-2 tem sido
detectado e associado ao UDE, principalmente em pacientes infectados pelo
HIV em Séo Paulo e em Londrina (Caterino-de-Araujo et al., 2015; Morimoto
et al., 2007). Além disso, em Salvador, o HBV predomina nos homens
coinfectados pelo HIV e por HIV/HTLV-1, e se atribuiu a via sexual como o
principal fator de risco para a aquisicdo desses retrovirus nesta regido
geografica (Moreira et al.,, 2013). Em relacdo a idade, os pacientes
coinfectados pelo HBV/HTLV-1/2 foram mais velhos, e isso pode ser em
parte, devido a obrigatoriedade da sorologia para HBV e HIV em bancos de
sangue no Brasil desde 1988 e para HTLV-1/2 e HCV desde 1993 (Brasil,
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MS, 1988; Brasil, MS, 1993). Ainda, o UDE era mais comum no pais nas
décadas de 1980 e 1990 (Mesquita et al., 2001).

Com relagdo a influéncia do HTLV-1 e do HTLV-2 nos resultados de
CV de HBV, os maiores niveis de carga viral foram encontrados nas
coinfecgdes por HIV e HTLV-1, confirmando o impacto negativo de ambos os
virus na replicacdo do HBV, o que poderia influenciar a progressao da
doenca hepatica. Corroboram o pior progndstico nas coinfec¢cdes HBV/HIV e
HBV/HTLV-1, os estudos que detectaram altos titulos do antigeno de
superficie de HBV (HBsAg) (Moreira et al., 2013; Turpin et al.,, 2019),
também, maior positividade para anticorpos anti-HBc (anticorpos anti core do
HBV) (Marr et al., 2017).

Por outro lado, confirmou-se pela primeira vez, o beneficio da
infeccdo por HTLV-2 no clareamento de HBV. No inicio do estudo, mais
pacientes HBV/HTLV-2 coinfectados ja apresentavam mais depuracéo
espontanea do HBV em comparacdo aos pacientes HBV/HTLV-1,
independentemente de seu status HIV. Os mecanismos pelos quais o HTLV-
2 afeta a CV do HBV e seu clareamento, ainda sdo desconhecidos e
merecem ser estudados mais profundamente. No entanto, pode-se
especular que o aumento do numero de linfocitos T CD8 citotdéxicos na
infeccdo pelo HTLV-2 pode controlar a replicacdo do HBV, conforme
relatado na infeccdo por HIV, e no controle da replicacdo do HCV
observados num estudo da Espanha (Beilke, 2012; Ruiz-Mateos et al.,
2019).

Quanto a hepatite C, como esperado entre 0s pacientes
coinfectados com retrovirus, predominaram os homens. Isso pode ser
explicado pelos mesmos fatores de risco descritos para o HBV
especialmente pelo UDE, uma vez que o HCV tem sido fortemente
associado a essa via de transmissao (Proietti et al., 2005; Caterino-de-
Araujo et al., 2015; Morimoto et al., 2007; Moreira et al., 2013). Em relacéo a
idade, embora os pacientes coinfectados HCV/HTLV-1/2 apresentaram
idades mais avancadas, diferengcas foram detectadas apenas entre

pacientes com HCV/HIV (mediana de idade mais jovem) quando

96



comparados as idades dos grupos HCV e HCV/HTLV-1. Esse resultado
reforca a possibilidade de que a infeccdo pelo HIV seja mais recente,
provavelmente pela via sexual, conforme documentado pelo MS, que
mostrou aumento no numero de individuos infectados pelo HIV na segunda
e terceira décadas de vida, principalmente por praticas homossexuais
(Brasil, MS, 2018b), no entanto, a via parenteral ndo pode ser excluida
nesse grupo de pacientes.

Analisando as CV do HCV em individuos monoinfectados e
coinfectados, os resultados obtidos confirmaram o impacto negativo do HIV
e/ou HTLV-1 na CV e clareamento do HCV, também foram encontrados os
niveis mais altos de CV nos homens, comparando as mensuracdes das
mulheres, como descrito anteriormente (Alves et al., 2018). Embora alguns
estudos em Salvador, Bahia, apontaram uma vantagem entre individuos
coinfectados por HCV/HTLV-1 em promover depuragdo do HCV,
provavelmente pelo aumento da producéo de citocinas (Le Marchand et al.,
2015; Brites et al., 2018), outras pesquisas realizadas ao redor do mundo,
incluindo uma paulista e o presente estudo, encontraram o efeito oposto
(Alves et al., 2018; Castro e Roger, 2016; Kishihara et al., 2001; Campos et
al., 2020a). Diferencas no background genético dos pacientes, diversidade
de estirpes dos HTLV-1, HTLV-2 e HCV; o tamanho e as caracteristicas das
populacdes recrutadas para os estudos poderiam ser responsaveis pelos
resultados discordantes.

No presente estudo, analisaram-se as CV do HCV e clareamento
viral em 787 infectados com HCV, sendo 90 coinfectados HCV/HIV e 48
individuos com HCV/HTLV-1/2 de S&o Paulo (um estado com populacdo
mestica em que os subtipos HTLV-1aA, HTLV-2c e o gendtipo 1 do HCV
predominam). Confirmou-se maior viremia do HCV e menor clareamento
entre os coinfectados por HCV/HTLV-1 durante o acompanhamento, em
relacdo aos pacientes HCV monoinfectados e o0s coinfectados por
HCV/HTLV-2.

Embora os valores mais baixos de CV do HCV tenham sido

detectados em coinfectados por HCV/HTLV-2, quando os pacientes também
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tinham a infeccdo por HIV, a viremia era maior, mostrando que o HIV
prevaleceu na coinfeccdo pelo HTLV-2 em pacientes com hepatite C,
provavelmente durante a infeccdo aguda ou primaria pelo HIV, antes da
introducdo da terapia antirretroviral (TARV). No entanto, apés o tratamento
da hepatite e durante o acompanhamento, os individuos coinfectados
HCV/HTLV-2 apresentaram maior depuracdo do HCV, enfatizando o papel
protetor do HTLV-2 na viremia e no clareamento do HCV, e
consequentemente na progressdo da doenca. Digno de nota, o MS fornece
acesso gratuito e universal aos antivirais de acdo direta sem interferon
(DAAS) para tratamento da hepatite C no pais desde 2014 (Mesquita et al.,
2016). O mecanismo pelo qual o HTLV-2 atua na hepatite C é desconhecido,
mas, novamente, uma alta contagem de células T CD8 associada ao
controle da replicagcdo do HCV foi descrito em pacientes coinfectados pelo
HTLV-2 e por controladores de HIV-1, ambos com histérico de UDE, na
Espanha (Ruiz-Mateos et al., 2019), corroborando o presente dado. Além
disso, as diferencas entre o fitness viral do HIV e HTLV-2 podem ser
responsaveis pelo resultado inicial obtido. Como o HTLV-2 tem sido
apontado como um fator protetor para a progressdao do HIV e
desenvolvimento da aids, provavelmente pela producdo de citocinas que
bloqueiam o correceptor CCR5 do HIV (Beilke, 2012; Pilotti et al., 2007),
pode-se cogitar que no inicio da coinfeccdo pelo HIV e HTLV-2 e/ou antes
da TARV, o HIV prevalece ao HTLV-2 (altos niveis de carga viral de HIV,
gue podem interferir na replicacdo do HCV). Porém, durante a coinfeccéo
cronica por HIV-1 e HTLV-2 e em pacientes em TARV, o HTLV-2 troca de
posicdo com o HIV e controla a replicagdo do HCV. Corroborando esta
hipdétese, observou-se durante o seguimento de dois anos, mais depuracao
do HCV em individuos coinfectados com HCV/HTLV-2, independentemente
da sua positividade para o HIV.

Outros fatores, como o background genético dos individuos, o
subtipo da estirpe de HTLV-2, o gendtipo da proteina Tax2 e a proteina

antisense APH-2, entre outras, também podem estar relacionadas ao
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beneficio do HTLV-2 na hepatite C, como ocorre com o HIV/aids (Beilke,
2012; Castro e Roger, 2016; Alves et al., 2018; Ruiz-Mateos et al., 2019).

Referente aos gendtipos de HCV detectados entre pacientes no
presente estudo, eles condizem aos gendtipos prevalecentes no Brasil
(Brasil, MS, 2019), e nenhuma associacdo foi detectada entre um genoétipo
especifico e um grupo de pacientes monoinfectados ou coinfectados.

Considerando os diferentes impactos de HTLV-1 e HTLV-2 nas CV e
clareamento de HBV e HCV, juntamente com o plano de alcancar as metas
da WHO no Brasil, sugere-se a incluséo da sorologia HTLV-1/2 na bateria de
testes utilizados em acompanhamento de pacientes com hepatite viral B e C
neste pais (Alves et al., 2018; Caterino-de-Araujo et al., 2018, 2020; Campos
et al., 2020a).

Em relagéo a origem e prevaléncia dos HTLV-1 em populagdes das
Américas, ha apontamentos para mais de uma entrada deste virus no
continente. Uma por imigrantes no periodo Paleolitico através do Estreito de
Bering, outra pelo trafico de escravos no periodo colonial e mais
recentemente pela imigracdo japonesa no inicio do século XX (Paiva e
Casseb, 2015; Aguiar et al., 2017; Bandeira et al., 2018).

As analises filogenéticas dos trés segmentos genémicos de HTLV-1
estudados (LTR, env e tax), classificaram todos os isolados de Sdo Paulo
(SP) e de Recife (PE) como pertencentes ao subtipo a Cosmopolita,
subgrupo A - Transcontinental (HTLV-1aA), suportado por bootstrap de 66%
para LTR e tax, e zero lenght p>0,001 (arvore ML) para os trés segmentos
analisados. Corroborando estudos brasileiros que caracterizaram isolados
das regides Norte (Laurentino et al., 2005; Aguiar et al., 2017; Nobre et al.,
2018), Nordeste (Rego et al., 2010), Sul/Sudeste (Magri et al., 2012a; 2012b;
2012c) e Sudeste (Neto et al., 2011; Pessba et al., 2014). Apenas um estudo
realizado no Sudeste encontrou o subtipo HTLV-1aB entre pacientes
descentes de japoneses, porém se tratava apenas de monoinfectados por
HTLV-1 (Pessba et al., 2014).

Arvores de LTR e tax mostraram que a maioria dos isolados foi

agrupada no cluster A da América Latina (60/70), apesar de 10 sequéncias
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comporem o cluster B. Curiosamente, ndo houve associagdo de um unico
clado e os pacientes HAM/TSP ou oligoassintomaticos. A distribuicdo em
grupos distintos da América Latina sugere multiplas entradas do HTLV-1 no
Brasil, tanto entre as estirpes circulantes em individuos coinfectados por HIV
da regido Sudeste, como na monoinfeccdo da regido Nordeste.
Possivelmente uma primeira introducdo na América Latina teria acontecido
apos a migracdo da populacdo mongoloide através do Estreito de Bering,
aproximadamente 10.000 a 15.000 anos atras, mais recentemente, no
periodo pés-colombiana, uma nova entrada do HTLV-1 na populagdo pelo
estado da Bahia, durante o trafico de escravos, e ainda outra mais atual pela
imigragdo japonesa (Paiva e Casseb, 2015; Ishak et al., 2017; Amoussa et
al., 2017).

A presenca de trés mutacdes na regido LTR (insercdo de C na
posicdo 140 da ATK, C387T, T595C) provavelmente, foi o motivo para o
agrupamento das nove amostras no cluster B de HTLV-1 (p<0,001). As duas
mutacdes encontradas nos Tax-responsive elements (TRE), tanto nas
amostras de SP como de PE néo estavam relacionadas a mau prognostico
como sugerido por Neto e colaboradores (2011), pois todas as amostras de
SP (17/17) que apresentaram estas mutacdes eram de individuos
assintomaticos, assim como metade dos isolados de PE (5/10), concordando
com os resultados de Magri et al. (2012c) em individuos coinfectados por
HIV. Como a integridade do dominio B € essencial para iniciar a
transativacdo de componentes celulares mediada por Tax, reforca-se a
hipétese de beneficio das mutagcdes nos TRE para o status de portador
assintomatico (Yao e Wigdahl, 2000).

A delecao de 10 nucleotideos encontrada na regido U3 5LTR em
uma amostra de SP (IAL-091), também né&o foi relacionada a doenca.
Curiosamente a mesma mutacao estava presente em um isolado (FS67) de
coinfeccdo HIV/HTLV-1 de Feira de Santana, BA, (Rego et al., 2010). Ambas
as sequéncias se agruparam no cluster A da América Latina.

Com a analise molecular da regido tax, foi possivel encontrar as

cinco mutagbes que conferem a assinatura de isolados brasileiros,
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caracteristica do gendtipo TaxA (Kashima el al., 2006). Outro estudo de Séo
Paulo apresentou 0 mesmo padrao de mutacdes e uma falta de associacdo
do gendtipo de Tax e desenvolvimento de doenca (Casseb et al., 2006).
Corroborando estes dados e os de Magri et al. (2012b), a assinatura
molecular do genétipo TaxA, também foi encontrada nos isolados de
coinfeccdo HIV/HTLV-1, assim como em amostras de pacientes
monoinfectados de Recife assintomaticos, oligossintomaticos e HAM/TSP.

Foram encontradas diversas alteracbes de nucleotideos e sete
trocas de aminoacidos na regido env, sendo a mais frequente a V247I
(G5941A), que foi associada com reducéo da antigenicidade da gp46-I por
um grupo de Salvador (Araudjo et al., 2020). Porém, foi possivel verificar os
titulos de anticorpos na triagem por EIA em 15 dos 23 isolados que
apresentaram esta alteracdo, todos com relacdo DO/CO acima de 5,6;
também confirmaram a infecgdo por HTLV-1 por WB e LIA, apenas uma
amostra de uma paciente do sexo feminino de 43 anos mostrou resultado
indeterminado no LIA, com positividade apenas para a gp2l-l/ll e
soropositividade para HTLV-1 e HTLV-2 no WB. Também, alguns trabalhos
associaram trocas de aminoacidos na regido codificante da glicoproteina de
superficie do HTLV-1 ao desenvolvimento de doencas (Mota-Miranda et al.,
2013; Viana et al., 2018), enquanto outros ndo encontraram tal relacdo
(Mota-Miranda et al., 2008). Entre os pacientes do presente estudo, 78%
(18/23) dos que apresentaram mutacdes ndo sinbnimas nesta regiao, eram
assintomaticos.

Mesmo com as diferencas de background genético; habitos sociais e
fatores de risco associados a aquisicdo de HTLV-1, que variam no Brasil
devido sua grande extensao territorial e influéncia dos colonizadores, todas
as sequéncias de duas regides brasileiras estudadas apresentaram o
subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental (HTLV-1aA). Também foi
possivel encontrar assinatura molecular do gendétipo taxA nos isolados
HTLV-1 de pacientes coinfectados com HIV-1 da regido Sudeste e de

pacientes com a monoinfeccdo por HTLV-1 da regidao Nordeste. Ainda, foi
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confirmada a hipétese de multipla introdugédo do HTLV-1 no Brasil, por conta
de amostras nos dois clusters da América Latina.

Quanto a ocorréncia da variante HTLV-2c no Brasil, sua origem néo
foi completamente esclarecida, e ainda é intrigante. Acredita-se que o HTLV-
2 também atingiu o Novo Mundo aproximadamente ha 15.000 anos com a
migracdo humana também cruzando o Estreito de Bering. Duas diferentes
rotas migratérias paralelas a Cordilheira dos Andes ao longo da Costa do
Pacifico e, em direcédo a regido Amazonica poderiam ter independentemente
resultado no surgimento da variante HTLV-2c, talvez de um protétipo 2a, ou
da introducéo de 2c exclusivamente na regido amazoOnica (Switzer et al.,
1996; Vallinoto et al., 2002; Ishak et al., 2017).

A respeito de sua disperséao, ainda ha uma lacuna sobre como e
gquando o HTLV-2c endémico em comunidades indigenas alcancou
populacdes urbanas de diversas regides do pais. Sugerem que o virus foi
transmitido e difundido entre os colonizadores através do contato sexual com
indigenas infectados e, foi disseminada gradativamente para as populacdes
urbanas através do contato interétnico e, sua circulacdo mantida em areas
urbanas através do contato sexual, amamentacdo e uso de drogas
endovenosas (Ishak et al., 1995; Ishak et al., 2001).

As arvores filogenéticas de HTLV-2 (env, tax e LTR) mostraram a
presenca de um grupo composto quase exclusivamente de UDE dentro de
um clado maior do subtipo HTLV-2a/c. Especula-se que estes clusters
poderiam representar a via de transmissdo entre grupo especifico ou
diversidade particular destas estirpes, como descrito em UDE europeus
(Roucoux e Murphy, 2004; Magri et al., 2010; 2013). Além disso, os clusters
na arvore filogenética da regido env e tax, que contém sequéncias do
presente estudo e, de trabalhos anteriores do laboratério (Magri et al., 2010;
2013) pertencentes a mesma regiao geografica (cidade de Jundiai distante
60 quildmetros da cidade de Sao Paulo), confirmam que o comportamento
de risco para a aquisi¢cdo de retrovirus nestes pacientes foi 0 uso de drogas
endovenosas (Magri et al, 2010; 2013).
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Encontraram-se algumas substituicdes de nucleotideos e trocas de
aminoacidos no segmento env de HTLV-2, sendo a S183P a mutacado ndo
sinbnima mais frequente. Entretanto, como ja esperado, houve baixa
variagdo genética entre os isolados HTLV-2a nesta regido gendmica
(Takahashi et al., 1993). Com relacéo a regido tax, a troca de nucleotideo
mais importante foi encontrada, que resultou na perda do stop cédon na
posicao 8.203 em relagcdo ao protétipo Mo e, no ganho de 25 aminoacidos,
traduzindo uma proteina Tax longa, caracteristica dos isolados brasileiros,
denominada variante molecular -2c (Eiraku et al., 1996; Magri et al., 2013).
As mutagbes T204A, Y261C e E282Q também estavam presentes em todas
as sequéncias de tax de HTLV-2. Mutacdes nas extremidades da proteina
Tax de isolados 2a como a T204A, foram associadas com a perda da
transativacdo de promotores do LTR, alteracbes estas, que poderiam
repercutir na perda de funcdo de Tax2, implicando nas suas propriedades
biologicas e patogénicas (Sheehy et al., 2006). Ainda, a substituicdo G7778A
(R110Q) presente em alguns isolados, pode interferir na localizacdo da
proteina Tax na célula hospedeira, concentrada no nucleo ou no citoplasma
(Bertazzoni et al., 2011).

A andlise molecular da regido de LTR confirmou o subtipo HTLV-2c
com a presenca da assinatura molecular C401T em todas as sequéncias do
presente estudo, corroborando os achados de Barreto et al. (2014) em
isolados de Salvador. Também foram encontradas mutacdes em sitios de
ligacdo dos fatores de transcricdo SER (Serum Response Element), ETS (E-
twenty-six transcription factor family), Poly (A) (dominio responsavel por
ativar a poliadenilacdo do mRNA) e na regido U3RU5 (Barreto et al., 2014).
Alguns destes fatores de transcricdo tém acao no ciclo celular, tais como
apoptose, crescimento e diferenciacdo celular (Dalton et al., 1993), varios
ETS também participam da malignidade de células tumorais, incluindo
invasdo e metastase pela ativacdo da transcricdo de genes relacionados a
angiogénese (Oikawa e Yamada, 2003). Enquanto Poly (A) apresenta papel
central na regulacdo do RNA mensageiro, estabilidade e traducao (Gorgoni e

Gray, 2004). Uma vez que estes fatores de transcricdo interferem na
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producéo de componentes celulares e virais, especula-se, que a diminuicdo
de tais proteinas poderia estar relacionada ao papel protetor do HTLV-2 na
coinfeccdo por HIV, sobretudo da variante 2c. Ainda, e concordando com
esta hipétese, as mutacdes presentes nas sequéncias de tax deste estudo,
encontram-se em sitios importantes de localizagdo da Tax na célula
infectada e em regides responsaveis pela ativacdo do ciclo celular, apoptose
e transativacdo do LTR (Sheehy et al., 2006; Bertazzoni et al., 2011,
Caterino-de-Araujo et al., 2013), reforcando o papel protetor do HTLV-2 na
infecgé@o por HIV e desenvolvimento da aids.

Como o subtipo HTLV-2a variante ¢ foi o Unico encontrado na
populacdo de estudo, sugere-se que estes individuos infectados pelo HIV
tiveram pouca interacdo com pessoas ou derivados de sangue de outras
areas geograficas fora do Brasil. Ainda, podem indicar diferentes rotas e
origens do HIV e do HTLV-2 no pais, com infeccdo primaria pelo HTLV-2
entre os UDE e depois pelo HIV (Magri et al., 2013).

Mesmo néo se deparando com outros subtipos além do HTLV-1aA e
0 subtipo HTLV-2a/c, estudos continuos de vigilancia epidemioldgica séo
importantes e necessarios, para investigar a emergéncia de novos subtipos
virais em especial entre coinfectados por HIV de S&o Paulo, devido ao
intercambio com populacdes oriundas de outras regides geograficas do
mundo, principalmente com a abertura das fronteiras para refugiados e
imigrantes da Ameérica Latina e de outros continentes.

Ainda relacionado as substituicdes de nucleotideos encontradas nos
44 isolados de HTLV-1 e 25 de HTLV-2, pode-se notar que a porcentagem
de alteracdo G>A variou de 20,9% (HTLV-1) a 17,6% (HTLV-2). Relatos em
literatura associaram estas trocas a acdo da enzima APOBEC3G (A3G),
principalmente quando ocorrem em dinucleotideos GG e GA (Mangeat et al.,
2003; Harris e Dudley, 2015; Kuramitsu et al., 2017). Situacdo bem comum
na replicacdo do HIV, que costuma apresentar taxas mais altas deste tipo de
substituicdo, até mesmo a chamada hipermutacédo, fato este que pode estar
relacionado a sua forma de replicagdo principal, a “via classica” dos

retrovirus, utilizando a transcriptase reversa, diferentemente dos HTLV-1/2
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gue tém como principal forma de manutengao da infecgao, a proliferagéo via
mitose das ceélulas hospedeiras (Mangeat et al., 2003). Outro fato
importante, € que a acdo da A3G foi encontrada principalmente entre casos
de ATL, repercutindo em algumas mutacdes abortivas (Fan et al., 2010,
Kuramitsu et al., 2017), o que nao foi observado no presente estudo.
Também se associou a atividade desta enzima a falhas no diagnéstico da
infecgdo por HTLV-1 utilizando o WB (Kuramitsu et al.,, 2017). Entre as
amostras soroindeterminadas no WB neste estudo, houve um aumento de
cerca de 2% da mutacdo G>A para os isolados de HTLV-1 e, reducao de 7%
nas sequéncias de HTLV-2 comparando aos resultados obtidos com os
totais de isolados. Estes resultados ndo podem descartar a agcdo da A3G
nem de outras enzimas da familia de apopoliproteinas, uma vez que os
humanos possuem as sete variedades (3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 3F, 3G e 3H),
muito provavelmente para controlar a instabilidade gendémica causada por
retrovirus enddgenos e retrotransposons durante a evolu¢do dos hominideos
(Esnault et al., 2006).

A analise quantitativa das mutacdes pontuais em regido promotora
do LTR, sinbnimas e nao sinbnimas nos segmentos env e tax foram
predominantes nos isolados de HTLV-2, permitindo correlaciona-las as
falhas nos testes confirmatorios tanto sorolégicos como moleculares.
Reforcando a ja relatada maior dificuldade em concluir o diagnéstico das
infeccbes por HTLV-2 utilizando os conjuntos de reagentes disponiveis no
comeércio para a deteccao de anticorpos (Jacob et al., 2007; Morimoto et al.,
2007; Campos et al., 2017b) e ensaios moleculares, por apresentarem
cargas provirais muito baixas (Montanheiro et al., 2008; Campos et al.,
2017Db).

Quanto as particulas provirais defectivas de HTLV-1, elas tém sido
descritas desde o inicio da década de 1980 e associadas principalmente
com oncogénese (Kobayashi et al., 1984). Entretanto, s6 em 1996 houve a
classificacdo em dois tipos de provirus defectivos quanto a preservacao ou
delecado dos LTR, principalmente o 5’LTR (Tamya et al., 1996). Adotando a

classificacdo de Tamya e colaboradores para HTLV-1 e aplicando-a também
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para HTLV-2, o presente estudo encontrou os dois tipos de particulas
provirais defectivas entre os isolados de HTLV-1 e HTLV-2 de SP e, apenas
provirus com delecdo de segmentos internos (tipo 1) foi encontrado entre as
amostras de PE. Neste estudo, nenhum dos dois tipos de provirus defectivos
pode ser associado diretamente a doenga, pois tanto as amostras de
portadores de HTLV-1 e HTLV-2 de SP quanto as amostras de individuos
assintomaticos, oligossintoméaticos e HAM/TSP de PE apresentaram estas
particulas defectivas, corroborando Katsuya e colaboradores (2019) que
encontraram provirus defectivos independentemente do status de portador
ou paciente. Um fato interessante, que ndo pode ser excluido, é a presenca
de pseudotipos HIV/HTLV-1 entre o0s provirus que tiveram apenas o
segmento env ndo detectado, uma vez que os dois retrovirus infectam as
mesmas ceélulas, poderia acontecer a recombinacdo dos genes env, como ja
documentado por Tang e colaboradores (2019), ou seja, HTLV-1 com
envelope de HIV.

Além disso, notou-se maior dificuldade em concluir o diagnostico das
infeccdes por HTLV-1 e HTLV-2 nas amostras que apresentaram particulas
defectivas do tipo 1 (delecdo de segmentos virais internos), esse fato pode
estar relacionado ao gene/proteina alvo utilizado nos testes, principalmente
0s comerciais. A maioria dos testes sorolégicos detectam anticorpos
dirigidos as proteinas de Env e ou Gag, cujos genes podem ter sofrido
delecdo ou mutacédo, e influenciar a producédo das proteinas e anticorpos
correspondentes. Corroborando a hipotese de que os provirus defectivos
interferem no diagndstico, trabalhos realizados na Argentina e Chile,
obtiveram diagndstico sorolégico negativo em amostras de pacientes
sintomaticos para HAM/TSP, sendo que a infeccdo por HTLV-1 foi
confirmada pela deteccdo do segmento tax e anticorpos anti-Taxl
especificos (Ramirez et al., 2003; Gallego et al., 2020).

Confirmou-se presenca de particulas provirais defectivas de HTLV-1
HTLV-2 no presente estudo, porém seu real significado permanece por ser
estabelecido, com a necessidade de mais estudos para confirmar sua

relacdo com as falhas nos testes diagndsticos e com o desenvolvimento de
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doencas. Uma vez que este estudo foi conduzido principalmente com
amostras de pacientes com as coinfec¢gdes HIV/HTLV-1 e HIV/HTLV-2, nao
se pode afirmar a presenca destas delecbes em casos de monoinfeccao por
HTLV-2, tampouco descartar uma interferéncia entre os dois retrovirus.

Em relacdo ao desempenho dos testes confirmatérios soroldgicos
LIA e WB, sabe-se que resultados HTLV-1 e HTLV-2 soroindeterminados no
WB acontecem em diversos lugares do mundo, com variagdo das
porcentagens de acordo com o pais e o grupo de individuos analisados
(éreas geograficas e populagbes endémicas ou ndo endémicas). Tentativas
de melhorar a sensibilidade e especificidade do WB foram realizadas, como
a adicado de proteinas recombinante do envelope HTLV-1 (rgp46-1) e HTLV-2
(rgp46-11) e a proteina transmembrana (GD21) ao lisado viral de HTLV-1,
esta ultima com a retirada das por¢cbes amino- e carboxi-terminais para o
bloqueio da reatividade cruzada com o Plasmodium falciparum em regides
endémicas para malaria (Varma et al., 1995; Mahieux et al., 2000). Apesar
desses esforcos, a versao WB 2.4 continua a produzir muitos resultados
HTLV indeterminados e/ou nao tipados (Jacob et al., 2007; 2008; Caterino-
de-Araujo et al., 1998; Ishak et al., 2007; Morimoto et al., 2007; Costa et al.,
2009; Olah et al., 2010; Costa et al., 2011; Campos et al., 2017a; 2017b;
Zrein et al., 1998; Sabino et al., 1999; da Silva Brito et al., 2018). O presente
estudo encontrou resultados semelhantes e mostrou que nas populacdes
com alto risco de adquirir infec¢des virais [grupo HIV (G1), grupo com
hepatites virais (G2)], assim como na populacdo geral [grupo de pacientes
de ambulatério de HTLV de Salvador-BA, (G3)] do Brasil foram detectados
muitos resultados inconclusivos no WB (Campos et al., 2020b). Varias
hipéteses foram consideradas para esses resultados inconclusivos do WB,
como baixas cargas provirais de HTLV-1 e HTLV-2; mutacdes no provirus;
particulas defectivas; baixa producdo de antigenos virais, levando a baixa
producédo especifica de anticorpos; periodo de soroconversao; reatividade
cruzada com outros antigenos ou virus; coinfeccdo por HIV e uso de TARV,
entre outros (Jacob et al., 2008; Montanheiro et al., 2008; Costa et al., 2011,
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Campos et al., 2017a; 2017b; Rouet et al., 2001; Murphy et al., 2004; Martins
et al., 2010; Kuramitsu et al., 2017).

Curiosamente, a maioria dos resultados indeterminados no WB que
ndo foram confirmados por soroconversdo ou ensaios de PCR foi devido a
reatividade cruzada com antigenos Gag. Por exemplo, o padrdo WB-
indeterminado exibindo p19, p26, p28, p32, p36 e p53, denominado perfil
HTLV-1 Gag indeterminado (HGIP), foi detectado em estudos
epidemioldgicos, principalmente em Camarbes e no Caribe, mas nao foi
detectado associado a verdadeira infeccdo pelo HTLV-1 (Mahieux et al.,
2000; Rouet et al., 2001). Esse padréo nao foi frequentemente descrito em
amostras brasileiras WB-indeterminadas (Jacob et al., 2008; Costa et al.,
2011; Campos et al.,, 2017b; Martins et al., 2010) e também n&o foi
observado em nenhuma amostra analisada no presente estudo. Apesar de
duas amostras apresentarem um padrdo incompleto do HGIP (sem as
bandas p32 e p36), apenas a banda p19 I/l foi detectada pelo LIA, portanto
foram consideradas HTLV negativas de acordo com os critérios do fabricante
Fujirebio. Corroborando com o resultado do LIA, o mesmo perfil (apenas
banda p19 I/1l) foi detectado recentemente quando analisamos amostras de
cinco pacientes atendidos em ambulatorios de HTLV em S&o Paulo, durante
0s anos de 2000 a 2006, que exibiram as bandas pl9, p26, p28 e p36 no
WB (Jacob et al., 2008).

Além disso, realizou-se uma analise retrospectiva de 108 amostras
de sangue bem caracterizadas de pacientes de Sao Paulo [testadas por dois
testes sorolégicos (WB e LIA) e dois moleculares (QPCR pol e PCR-RFLP
tax) e se confirmou uma série de mais de 10 HTLV-1 e 10 HTLV-2 como
positivo pelos critérios WB e LIA, e eles foram concordantes. Além disso,
revisou-se os dados de duas amostras positivas para HTLV-1+2 WB, uma
das quais foi confirmada HTLV-1 e HTLV-2 pelo LIA e ensaios moleculares
(Campos et al.,, 2017b). Ainda, testou-se pelo LIA outras duas amostras
positivas para HTLV-1+ 2 no WB, e apenas o HTLV-1 foi confirmado levando
em consideracao a intensidade das bandas discriminatorias (p19-1 e gp46-I1 e

gp46-11). Importante ressaltar que o novo perfil indeterminado de WB (Perfil
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N-Indeterminado) apresentando bandas fortes de GD21 e p28, descrito em
Pigmeus e Bantus que vivem na floresta tropical do sul dos Camardes
(Filippone et al., 2012), ndo foi detectado em nenhum estudo realizado em
Sao Paulo (Jacob et al., 2008; Costa et al., 2011; Campos et al., 2017b) até
0 momento.

Embora o0s ensaios de PCR tenham apresentado menor
sensibilidade que o WB na deteccdo de verdadeira infecgdo por HTLV-1/2
em individuos coinfectados pelo HIV/HTLV em Sao Paulo, Brasil, 0s ensaios
moleculares foram capazes de confirmar e discriminar entre HTLV-1 e
HTLV-2 em alguns pacientes, casos indeterminados e HTLV né&o tipados
pelo WB, indicando que os testes sorologicos e moleculares sdo Uteis e
podem ser complementares para o diagnostico de HTLV (Costa et al., 2011,
Campos et al., 2017b). Devido a presenca de muitas amostras WB-
indeterminadas, juntamente com o alto custo de obter os conjuntos de
reagentes de WB e LIA no Brasil, recentemente foi proposto um algoritmo
gue emprega a gPCR para confirmar a infeccado pelo HTLV, seguido pelo
teste de WB ou LIA em amostras negativas para PCR. Essa estratégia
mostrou reduzir custos e melhorar a precisdo do diagnoéstico de HTLV-1/2
(Costa et al., 2011; Campos et al., 2017b). No entanto, devido as condi¢cdes
socioeconbmicas altamente divergentes entre diferentes regides do Brasil,
em laboratdrios sem meios para realizar ensaios moleculares, os testes
sorologicos de alto desempenho apresentam uma alternativa oportuna.

Alguns estudos de diagndstico de HTLV conduzidos em doadores de
sangue na América Latina (considerada area endémica para HTLV-1/2)
relataram numeros diferentes de amostras WB-indeterminadas e que foram
posteriormente confirmadas como positivas por PCR (Santos et al., 2003;
Mangano et al., 2004; Berini et al., 2007). Também em doadores de sangue
de outra area endémica no nordeste do Ird, amostras indeterminadas no WB
foram consideradas positivas por PCR, e as bandas de WB mais prevalentes
apresentaram combinacfes variaveis de rgp46-lI, GD21 e gp21 (Zanjani et
al., 2011).
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Corroborando esses achados, a maioria das amostras de soro
analisadas neste estudo, que apresentaram padroes de WB GD21 e/ou
gp46-1 ou —Il mais p19 ou p24 foram subsequentemente confirmadas como
positivas pelo LIA. Esses padrdes de WB foram observados no G1, e os
ensaios de PCR foram positivos para HTLV-1 ou HTLV-2 (dados nao
mostrados, publicados em Campos et al., 2017b). Além disso, a maioria das
amostras de soro que apresentaram apenas bandas de Gag na analise pelo
WB resultou negativa para infecgao por HTLV-1/2 pelo LIA. Uma amostra de
sangue no G1 que mostrou uma banda fraca de GD21 na andlise WB
apresentou resultado negativo para HTLV-1/2 por LIA e PCR. Outra amostra
de soro apresentando um padrédo de GD21, rgp46-1 e rgp-46-11 WB foi
negativa no LIA; infelizmente, esta amostra ndo pode ser analisada por PCR
porque apenas soro foi enviado ao laboratério para analise. No entanto, a
repeticdo desta amostra de soro pelo WB e LIA confirmou os resultados
discrepantes. E interessante notar que, nas amostras de soro (n=14) que
resultaram HTLV néo tipado pelo LIA, a PCR confirmou o HTLV-1 em cinco
amostras e o HTLV-2 em outras duas amostras do G1 (dados néo
mostrados), enfatizando a necessidade do emprego de ensaios moleculares
para concluir o diagnostico de HTLV em pacientes com coinfeccdo por
HIV/HTLV.

No G2, a maioria dos padrdes indeterminados de WB apresentou
GD21 sozinha ou em associacdo com uma banda de Gag ou Env. O LIA
confirmou o HTLV-2 em 11/21 (52,4%) das amostras WB-indeterminadas. O
alto numero de amostras positivas para HTLV-2 no G2 nos leva a supor que
esses pacientes tenham adquirido HBV e HCV, bem como HTLV-1/2 e HIV,
ao mesmo tempo, provavelmente por via parenteral e antes dos testes
sorologicos para estas infeccbes se tornarem obrigatérios em bancos de
sangue em todo o Brasil (Brasil, MS, 1989; Brasil, MS, 1993); além disso,
guando a dependéncia de drogas endovenosas era mais frequente no pais,
como descrito anteriormente (Caterino-de-Araujo et al., 2015; 2018; Alves et
al., 2018). Corroborando essa hipétese, a idade avancada e 0 sexo

masculino predominaram no G2. Com relacdo a falha do WB no diagndstico
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de amostras realmente infectadas por HTLV-2, essa dificuldade é relatada
desde a década de 1990 (de-Araujo et al., 1994; Caterino-de-Araujo et al.,
1998; Morimoto et al., 2007; Jacob et al., 2008; Costa et al., 2011; Campos
et al., 2017b), também a hipotese de que o rgp46-Il (K55) presente na tira do
WB ndo é tao sensivel a deteccdo de anticorpos para as estirpes de HTLV-2
gue circulam no Brasil (subtipo HTLV-2a, variante -2c¢) (Magri et al., 2013), o
gue nao parece ser o caso da gp46-Il presente na tira do LIA.

Em relacdo as duas amostras WB-indeterminadas no G2 e HTLV
soronegativa pelo LIA, ambas apresentaram reatividade para GD21 na
analise pelo WB, e uma das amostras mostrou uma banda fraca.
Curiosamente, o LIA demonstra o melhor desempenho nesse grupo de
pacientes, com 20/24 (83,3%) de positividade para HTLV detectada entre as
amostras inconclusivas pelo WB. Infelizmente, apenas amostras de
plasma/soro desses pacientes estavam disponiveis para analise, o que néo
permitiu o uso da PCR para realizar uma analise comparativa dos resultados
sorologicos e moleculares. No entanto, associacbes entre HTLV-1/2 e
hepatite B e C foram relatadas em varios estudos realizados no Brasil e em
outros paises (Rouet et al., 2001; santos et al., 2003; Morimoto et al., 2005;
Caterino-de-Araujo et al., 2015; 2018; Alves et al., 2018; Campos et al.,
2020a).

Os padrdes WB-inconclusivos no G3 foram bastante diferentes
daqueles dos demais grupos analisados. Varias amostras HTLV ndo tipadas
mostraram a presenca de quase todas as bandas correspondentes ao lisado
viral do HTLV-1, sem reatividade para a rgp46-I, e seis dos nove soros foram
subsequentemente confirmados como HTLV-1 pelo LIA. Doze das 25
amostras inconclusivas de WB que puderam ser submetidas a PCR (nove
WB-indeterminadas e trés HTLV), 11 foram confirmadas como infectadas
pelo HTLV-1, seis das quais eram HTLV néo tipadas pelas analises de LIA
[dados ndo mostrados, porém descritos por da Silva Brito e colaboradores
(2018)]. Além disso, as amostras de soro que foram negativas por LIA
apresentaram trés padrbes indeterminados de WB diferentes: (i) GD21, (ii)

p24 (banda fraca) e (iii) rgp46-ll (banda fraca). Apenas uma dessas
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amostras pode ser testada por PCR e apresentou resultado negativo para
HTLV (dados ndo mostrados). Em resumo, as amostras no G3 foram
confirmadas como HTLV-1 ou HTLV, mas ndo como infec¢cdo por HTLV-2.
Esse achado pode estar parcialmente relacionado a origem étnica dos
individuos incluidos (afrodescendentes), a falta de infeccédo pelo HIV nesse
grupo e as caracteristicas dos pacientes atendidos em ambulatérios de
HTLV em Salvador-BA (Dourado et al., 2003).

Digno de nota, os motivos descritos anteriormente para explicar 0os
resultados inconclusivos no WB também podem ser aplicados aos
resultados negativos para PCR em individuos verdadeiramente infectados
por HTLV-1/2, incluindo: a baixa carga proviral em pacientes com HIV em
TARV no G1 e, em alguns casos, no G2 (Costa et al., 2011; Campos et al.,
2017a; 2017b); a infeccdo pelo HTLV-2 que sabe-se apresenta baixas
cargas provirais (Montanheiro et al., 2008; Olah et al., 2010; Murphy et al.,
2004); a presenca de provirus defectivo nem sempre detectado pelos
primers empregados nos ensaios de PCR convencionais (Kuramitsu et al.,
2017); a infeccao por outros virus, como HTLV-3 ou HTLV-4, que s6 podem
ser detectados usando primers especificos (Calattini et al., 2005; Wolfe et
al., 2005).

Vale ressaltar que, desde a descoberta dos HTLV-3 e HTLV-4 na
Africa Central (Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005), foram realizados
estudos para verificar se 0s ensaios disponiveis comercialmente e
empregados no diagnostico do HTLV-1/2 eram capazes de detectar esses
novos tipos de HTLV (Switzer et al., 2006; Calattini et al., 2009; Mahieux e
Gessain, 2011). Os resultados obtidos confirmaram que os ensaios de
triagem de HTLV-1/2 eram sensiveis para detectar os anticorpos contra o
HTLV-3 e o HTLV-4 (Switzer et al., 2006), porém 0s ensaios sorologicos
confirmatorios de WB e LIA mostraram resultados discordantes e
classificaram erroneamente estes virus (Calattini et al., 2005; Wolfe et al.,
2005; Switzer et al., 2006; Calattini et al., 2009; Mahieux e Gessain, 2011;
Zheng et al., 2010).
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De fato, ndo se pode descartar as infec¢cdes por HTLV-3 e HTLV-4
no Brasil, uma vez que as populacdes da Africa Central migraram da Africa e
da Austrdlia para o continente Americano anteriormente a migracao
populacional asiatica e seus descendentes, como 0s amerindios, que
poderiam manter ou espalhar para a populacdo geral esses virus, 0 que
poderia justificar a presenca frequente de resultados WB-indeterminados em
amerindios, como descrito anteriormente (Kanzanki e Casseb, 2008).

Em relagdo ao LIA, embora tenha apresentado o melhor
desempenho no diagnostico de HTLV-1 e HTLV-2, ndo se pode excluir
totalmente erro no diagnostico confirmatdrio, uma vez que, como descrito
em individuos infectados pelos HTLV-3 e HTLV-4, estes foram
erroneamente diagnosticados como infectados por HTLV-2 (Calattini et al.,
2005; Wolfe et al., 2005; Switzer et al., 2006).

Importante ressaltar que, apesar do LIA ter demonstrado melhor
desempenho que o WB no diagnostico sorologico de HTLV-1 e HTLV-2,
consideracdes adicionais sdo necessarias para ambos os ensaios. Com
relacdo ao WB, considera-se a falta de capacidade de pontuar a intensidade
de uma banda positiva como um problema, pois ndo se sabe quando uma
banda fraca deve ser considerada como verdadeiramente positiva. Os
critérios (perfis de banda) estabelecidos pelo fabricante para confirmar
infeccbes por HTLV-1 e HTLV-2 nos ensaios WB sdo excessivamente
rigorosos e merecem revisdo. Em relacdo aos resultados aqui obtidos,
sugere-se que amostras que apresentem apenas uma banda Gag (p19 ou
p24) mais GD21 e rgp46-I ou rgp-46-Il sejam consideradas HTLV-1 e HTLV-
2 positivas, respectivamente, uma vez que amostras que demonstraram
bandas de p24, GD21 e rgp46-1 foram confirmadas como positivas para
HTLV-1 pelo LIA e PCR. Por outro lado, detectou-se infec¢cdo por HTLV-2
verdadeira em amostras que apresentaram bandas de p19, GD21 e rgp46-Il
(sem a p24). Além disso, quando as bandas de Gag ndo eram reativas, mas
as duas bandas de Env (GD21 e rgp46-I ou rgp46-1l) estavam presentes, foi
impossivel descartar a verdadeira infecgdo por HTLV-1 ou HTLV-2, pois a

soroconversao poderia estar ocorrendo. Ainda, quando mostraram
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reatividade a todas as bandas dos antigenos de lisado viral do HTLV-1,
mesmo na auséncia de rgp46-I1, foi possivel confirmar infecgédo pelo HTLV-1.

Em suma o LIA mostrou ser o melhor teste sorolégico para
confirmagédo de infecgbes por HTLV-1 e HTLV-2, independentemente de ser
aplicado em amostras de individuos monoinfectados ou coinfectados por
HTLV. Corroborando estes resultados, Okuma e coloaboradores (2020)
indicaram o LIA como o primeiro teste confirmatério de escolha para o
diagnéstico no Japdo. Ainda, destaca-se a necessidade de revisar alguns
critérios do WB com base nos resultados aqui apresentados e nos
publicados em outros trabalhos. Resta determinar se o desempenho superior
do LIA se deve aos critérios menos rigorosos empregados em relacdo ao
WB. Mais estudos sdo necessarios para confirmar esses resultados em
diferentes populagdes de risco no Brasil e em outras partes do mundo
(Campos et al., 2020b).

Quanto a aplicacédo diagnostica da estratégia de pool de cinco soros
para a triagem diagnostica de HTLV-1/2 em populacéo infectada por HBV,
HCV e HIV utilizando o EIA Murex (Silva et al., 2020), esta mostrou
sensibilidade e especificidade de 100%, também reducédo acima de 60%
com os custos desta etapa. Estes resultados tornam possivel a aplicacao
desta metodologia, para dar continuidade ao diagndstico das infec¢bes por
HTLV-1/2 principalmente em populacdes vulneraveis (individuos infectados
com patégenos que compartilham as vias de transmissao dos retrovirus
humanos), além de possibilitar a expansdo desta testagem para as
gestantes durante o pré-natal. Mesmo ndo tendo testado amostras de
gestantes durante a validacdo do pool de soros, os resultados obtidos por
Rosadas e colaboradores (2019) ao analisarem amostras de sangue de
mulheres durante a gestacdo e apos este periodo, e constatarem que néo
ocorre alteracao nos titulos de anticorpos anti-HTLV-1/2 e também na CPV
de HTLV-1 das mulheres infectadas, permite supor que esta nova estratégia
também poderia ser aplicada as gestantes, uma vez que ndo ocorre
diminuicdo de anticorpos nesta fase, o que poderia prejudicar o desempenho

da triagem em pool. A implantacdo desta sorologia no pré-natal é urgente e
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encontra-se muito atrasada, principalmente quando ja ha uma preocupacao
documentada de restringir a amamentacao por mulheres HTLV-1/2 positivas,
na cartilha de Saude da Crianca, que discorre sobre alimentagédo e nutricdo
infantil distribuida pelo MS (Brasil, MS, 2015). Reforcando a importancia
desta acdo para o bloqueio da via de transmissdo vertical, um grupo do
Reino Unido avaliou diversos cenérios decorrentes das infecgdes por HTLV-
1 transmitidos de mée para filho, comprovando que em todas as situacdes
analisadas haveria custo beneficio na implantacdo da sorologia de HTLV-1/2
no pré-natal, mesmo o Reino Unido ndo sendo uma regido endémica para
estas infec¢des (Malik e Taylor, 2018).

Considerando os interferentes virais que poderiam influenciar o
desempenho dos testes empregados nas etapas de diagnostico das
infecgbes por HTLV-1 e HTLV-2, foi confirmada a influéncia de provirus
mutantes tanto nas etapas de triagem, como na aplicacdo dos testes
confirmatorios. Estas mutacdes podem gerar baixa CPV, que ja foi
amplamente relacionada como um dos problemas para deteccdo de
anticorpos especificos, por repercutir numa baixa producdo de antigenos e
consequentemente menor estimulo da producdo de anticorpos (Montanheiro
et al., 2008; Olah et al., 2010; Canepa et al., 2015; Kuramitsu et al., 2017).
Este fato foi observado no presente estudo pelas menores relacbes DO/CO
apresentadas pelo EIA Murex, principalmente com as amostras HTLV-2
verdadeiramente positivas, porém negativas nas qPCR (pol) e nPCR-RFLP
(tax). Enquanto no EIA da REM, esta diferenca nos niveis de anticorpos anti-
HTLV-1/2 ficou mais evidente quando comparada a positividade/amplificacéo
para o gene env, alvo este que costuma ser 0 mais utilizado nos ensaios
sorologicos comerciais, pois 0s primeiros anticorpos produzidos sao
direcionados as proteinas desta regido genémica (Satou e Matsuoka, 2010).

Como dito anteriormente, as mutacdes nas regides promotoras dos
LTR, sindnimas e nao sinbnimas nos genes env e tax, e a presenca de
particulas defectivas, em especial do tipo 1, repercutiram negativamente nos
testes utilizados para a detecgéo das infec¢des por HTLV-1 e HTLV-2. Uma

vez que elas dificultaram a conclus&o do diagndéstico nas situagdes ja citadas
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(Ramirez et al., 2003; Canepa et al., 2015; Kuramitsu et al., 2017; Gallego et
al., 2020), e também no presente estudo, principalmente para confirmar a
infecgéo por HTLV-2.

Concluindo, o presente estudo confirmou as diferentes influéncias do
HTLV-1 e HTLV-2 nas hepatites virais B e C, em que o papel protetor do
HTLV-2 foi ressaltado em ambas as hepatites (Alves et al., 2018; Campos et
al., 2020a). Também foi possivel fazer a vigilancia de subtipos de HTLV-1 e
HTLV-2, confirmando a circulagdo do HTLV-1aA e HTLV-2a/c entre os
isolados analisados. O estudo das mutagbes permitiu identificar as
assinaturas moleculares de env, Tax e LTR das estirpes brasileiras, além da
possibilidade de relacionar as mutagdes a falhas no desempenho dos testes
diagnosticos, assim como a presenca de provirus defectivos (Campos e
Caterino-de-Araujo, 2020). Em relacdo as estratégias de melhoria e
expansdo do diagnostico das infecgcbes por HTLV-1/2, o bom desempenho
do LIA como teste confirmatério soroldgico, tornou-o a melhor opc¢ao para
esta etapa (Campos et al.,, 2020b), enquanto na triagem, o pool de cinco
soros utilizando o EIA Murex, mostrou-se exequivel a sua incorporagcdo a
menor custo para o Sistema Unico de Saude (Silva et al., 2020).

Os resultados obtidos neste trabalho ressaltam a necessidade de
estudos futuros, para aprofundar e expandir alguns indicios aqui
encontrados. Desta forma, as andlises de influéncia das coinfeccbes por
HTLV-1 e HTLV-2 poderiam ser ampliadas para outras populacdes e regides
de estudo. Também, as pesquisas de provirus defectivos poderiam ser
realizadas com ferramentas mais modernas e robustas, possibilitando
aprofundar o real significado de sua presenca, além dos estudos sobre a
existéncia de pseudotipos nas amostras de coinfeccdo HIV/HTLV-1 e
HIV/HTLV-2, e da repercussao de todos esses fatores no diagnostico e na

evolucdo do status de portador e paciente.
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6. Limitagcdes do estudo

N&o foram realizados todos os testes propostos com a mesma
casuistica, pois as amostras biolégicas eram finitas.

Utilizou-se técnica de sequenciamento de DNA convencional
(Sanger) que avalia apenas estirpes majoritarias e partes do genoma
proviral, ndo de sua totalidade, para pesquisa de particulas provirais
defectivas de HTLV-1 e HTLV-2.
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7. Conclusdes

A influéncia dos HTLV-1 e HTLV-2 nas hepatites virais B e C foi
confirmada, sendo que o HTLV-1 impacta negativamente nas coinfeccoes
por HBV e HCV, aumentando os niveis de carga viral e diminuindo a
depuracédo de HCV. Contrastado pelo impacto positivo do HTLV-2 na
evolucdo de ambas as hepatites, com diminuicdo de carga viral e aumento
do clareamento viral.

A vigilancia de subtipos de HTLV-1 e HTLV-2 que circulam na
populacdo com coinfeccdo por HIV em SP, identificou a presenca do HTLV-
laA, subtipo transcontinental cosmopolita, e do HTLV-2a/c variante
molecular brasileira. Também foi encontrado apenas o0 genotipo de TaxA
entre as estirpes de HTLV-1 e a TaxC entre as amostras de HTLV-2.

Foi possivel analisar as muta¢cdes quanto aos tipos; se pontuais,
sinbnimas e nao sinbnimas, e a frequéncia encontrada nas amostras de
HTLV-1 e HTLV-2, possibilitando a associacdo com os testes de diagnaostico.

Encontrou-se particulas provirais defectivas dos tipos 1 e 2 nas
amostras de HTLV-1 e HTLV-2 de SP, e foi possivel associa-las aos niveis
de anticorpos especificos detectados pelos ensaios utilizados na triagem das
infeccdes por HTLV-1 e HTLV-2.

Confirmou-se o melhor desempenho do LIA como teste confirmatoério
sorologico independentemente da populacdo analisada, quer seja em
amostras de individuos coinfectados por HIV, HBV, HCV ou de
monoinfectados por HTLV-1.

Estratégias de melhoria e expansdo do diagnéstico das infeccbes
por HTLV-1 e HTLV-2 foram examinadas e aprovadas, sendo a estratégia de
pool de soros na triagem de infec¢cdo por HTLV-1/2 exequivel a um custo

reduzido para o SUS.
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9.1. Aprovacdes nos Comités de Etica

CRT ™., CENTRO DE REFERENCIA E Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Vigilancia e diagndstico de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 em individuos infectados
pelo HIV

Pesquisador: Adele Caterino de Araujo
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 11302512.0.3002.5375

Instituicdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
Instituto Adolfo Lutz
Centro de Referéncia e Treinamento DST/AIDS
Ministério da Saude

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 598.565-0
Data da Relatoria: 29/11/2013

Apresentacao do Projeto:

O projeto avaliara pacientes com HIV/Aids atendidos no CRT-DST/Aids de Sao Paulo. Determinara a taxa
de co-infeccdo HIV/HTLV-1/2 e o desempenho dos testes confirmatérios imunocromatografico e PCR em
tempo real no diagndstico do HTLV, assim como serdo realizadas a caracterizacdo molecular dos virus e a
avaliacdo do papel das células T reguladoras na co-infec¢cdo. Seréa realizada a determinacao de
polimorfismos no gene da IL 28B, com finalidade de associagdo com HTLV-1, HTLV-2, HAM/TSP e o Virus
da Hepatite C.

Objetivo da Pesquisa:

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

Contribuir para o desenvolvimento da vigilancia desse agravo na popula¢do. ldentificar o melhor teste
confirmatdrio de infec¢@o por HTLV-1/2 na co-infec¢do com o HIV. Detectar possiveis flutuagbes de carga
proviral de HTLV na co-infeccdo. Caracterizar cepas de HIV e HTLV-1/2 nos
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co-infectados. Avaliar o nimero e entender a fungéo das células T reguladoras na co-infec¢do. Correlacionar
os resultados obtidos com variaveis socio-econémicas, clinicas e laboratoriais usando ferramentas de
estatistica e de Bioinformatica.

Apresentada uma emenda que tem por objetivo incluir no projeto de vigilancia e diagnostico de infecgéo por
HTLV-1 e HTLV-2 em individuos infectados pelo HIV atendidos no CRT-DST/Aids de Sao Paulo, a
determinacao de polimorfismos no gene da IL28B com vistas a associa-los a carga proviral de HTLV-1 e
HTLV-2, a presenca de HAM/TSP, e o Virus da Hepatite C.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O estudo nédo implica em risco adicional aos pacientes, uma vez que as coletas das amostras de sangue
para a pesquisa serao feitas durante a mesma puncdo venosa utilizada para a coleta de células CD4 e
afericdo da carga viral. O projeto trara beneficios para a saude publica por gerar conhecimento sobre a
epidemiologia e a biologia da infeccdo pelo HTLV em portadores de HIV/AIDS, assim como por definir o
melhor teste confirmatério do HTLV a ser usado nesta populacdo. A inclusdo da pesquisa de polimorfismode
IL28B, podera ser util no monitoramento e na adequacao do tratamento ao paciente no CRT DST/Aids.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O presente estudo apresenta relevancia do ponto de vista da salde publica, pois fornecera informacdes
sobre a prevaléncia, epidemiologia e comportamento bioldgico da infec¢do por HTLV-1 e 2 em pacientes
portadores de HIV/AIDS. Esses virus causam infecg¢éo cronica no hospedeiro e podem interferir com o inicio
do tratamento antiretroviral e com a evolucdo para AIDS, além de poderem causar doencas hematolégicas e
neuroldgicas graves, justificando a importancia de se melhorar seu diagnéstico e conhecer suas interacdes
com o organismo afetado.

Considera¢des sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido adequado a emenda ao projeto.

Recomendacbes:

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

Situag&o do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Encaminhar para este Comité relatérios parciais e final do projeto, como previsto na Resolu¢cdo CNS 466/12
XI. -2d.

SAO PAULO, 11 de Abril de 2014

Assinador por:

Eduardo Ronner Lagonegro
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer nimero 598565 gerado na data 26/11/2013 13:58:47, onde
0 numero CAAE foi alterado de 11302512.0.0000.0059 para 11302512.0.3002.5375.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Prevaléncia de infec¢édo pelos virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1
(HTLV-1) e 2 (HTLV-2) em populacéo infectada pelos virus da hepatite B (HBV) e
hepatite C (HCV)

Pesquisador: Adele Caterino de Araujo

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 55837316.0.0000.0059

Instituicdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 1.624.918

Apresentacédo do Projeto:

O presente projeto tem como objetivo conhecer a prevaléncia de infec¢cdo por HTLV-1 e HTLV-2 em
pacientes com hepatite B e C, e auxiliar no acompanhamento e tratamento dos pacientes com hepatite B e
C coinfectados pelos HTLV-1 e HTLV-2.

Os virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 (HTLV-1) e 2 (HTLV-2) assim como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam mecanismos de transmissdo superponiveis aos virus da
hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV), pelo exposto a coinfec¢éo por estes virus é esperada. Sabe-se que
em pacientes com HIV/aids as taxas de coinfeccdo podem ser elevadas dependendo da regido geogréfica e
de fatores de risco da populacdo de estudo. As coinfec¢des HIV/HTLV-1/-2/HCV ou HIV/HTLV-1/-2/HBV
estdo associadas principalmente ao uso de drogas injetaveis (UDI) ou a relagcfes sexuais com UDI, porém
outras formas de infeccao vém sendo descritas. O impacto das coinfec¢gfes na evolucdo das doencas
relacionadas a estes virus é pouco estudado. No entanto, sabe-se, por exemplo, que a coinfeccao
HIV/HTLV-1 faz com que o paciente evolua mais rapidamente para aids, enquanto a coinfeccao HIV/HTLV-2
esta associada ao estado de “progressor lento” para aids. Paradoxalmente, a coinfec¢gdo HCV/HTLV-1 foi
relacionada com melhor evolugdo da hepatite C (menor carga viral-CV de HCV e menos lesédo hepética),
enquanto a
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coinfec¢gdo HCV/HTLV-2 com maior CV de HCV. Nada foi descrito em relacdo a infec¢do HBV/HTLV-1/-2
exceto que é frequente em populagdo com HIV/aids. No Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo (IAL) existe um
grupo de Vigilancia e Diagndstico de Infec¢@o por HTLV-1 e HTLV-2 que busca por marcadores de valor
progndstico e um Laboratério de Hepatites Virais que é Referéncia Nacional e realiza a genotipagem e a
determinacédo de CV de HBV e HCV. Com estas expertises, decidiu-se realizar um estudo piloto de pesquisa
de anticorpos anti-HTLV-1/-2, em amostras de soro/plasma da rotina de CV de HBV e HCV, com vistas a
determinar sua frequéncia.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo priméario
Determinar a prevaléncia de infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2 em pacientes com hepatite do tipo B e C.

Objetivos secundarios

- Realizar a triagem sorolégica de infeccéo por HTLV-1/2 usando ensaio imunoenzimatico para pesquisa de
anticorpos.

- Confirmar e discriminar infeccdo por HTLV-1 de HTLV-2 usando o teste soroldgico confirmatorio de
Western Blot.

- Determinar a prevaléncia de infec¢édo por HTLV-1/-2 na infec¢do por HBV e HCV.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

A pesquisadora relata ndo haver riscos, pois empregara amostras de biorrepositorio.

Este projeto apresenta riscos minimos aos pacientes por utilizar amostras ja colhidas com dados
associados; estdo asseguradas a confidencialidade e a privacidade das informacdes clinicas, laboratoriais e
a identificacdo dos pacientes.

Beneficios

Conhecer a prevaléncia de infeccao por HTLV-1 e HTLV-2 em pacientes com hepatite B e C, e caso seja
alta, entrar em contato com servigos especializados de Sdo Paulo e regido para elaborar projeto e monitorar
0s casos de coinfecc¢édo.

Auxiliar na melhor condugédo do tratamento dos pacientes com a coinfec¢do HTLV/HBV e HTLV/HCV que
poderd ser personalizado, reduzindo custos desnecessarios ao SUS com o uso de medicamentos
inadequados.
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Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa submetido a este comité é de importancia em Saude Publica.

Trata-se de um estudo de corte transversal descritivo, utilizando como material soro/plasma enviado ao
Laboratério de Hepatites Virais do IAL para determinagédo de CV, HBV e HCV. Estima-se a utilizacdo de 920
amostras a serem avaliadas quanto a presenca de anticorpos anti-HTLV-1/-2 (460 de infeccao por HBV e
460 por HCV). O projeto propde dispensa do TCLE e justifica por ser um estudo anénimo nao vinculado,
sendo mantidos os aspectos relativos a confidencialidade e a privacidade das informacgdes clinicas,
laboratoriais e a identificacdo dos pacientes. Ndo havera retencdo de amostras para esta pesquisa.

Considera¢des sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:
Documentos apresentados e de acordo a seguir.

1. Folha de rosto.

2. Justificativa de dispensa do TCLE.

3.Aprovacao do CTC/IAL, corroborada pela diretoria geral da instituicao.

4. Termos de Compromisso, Responsabilidade e Sigilo de todos os participantes da pesquisa.

5. Regras Basicas de Biorrepositério do Laboratério de Hepatites Virais do Centro de Virologia do IAL,
assinado por Dra. Regina Célia Moreira, sem data.

Recomendacbes:
1. Refletir do ponto de vista ético a categoria dos riscos.

2. Em préxima edicdo do protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil, anexar termo de conhecimento da
Portaria DG IAL 16/2010 sobre Normas de temporalidade das amostras bioldgicas e dos produtos
armazenados no IAL.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Protocolo de pesquisa aprovado do ponto de vista ético e coerente com as normas institucionais.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O protocolo de pesquisa foi aprovado do ponto de vista ético a luz da Resolugdo CNS 466/2012
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pelo colegiado do CEPIAL com base nas deliberages da reunido ordinaria de 16 de junho de 2016.

Em conformidade com a Resolu¢do CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador responsavel devera cumprir o
item transcrito integralmente a seguir.

Xl - Do pesquisador responséavel

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou & CONEP, aguardando a decisdo de aprovacao
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; c) desenvolver
o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatorios parciais e final; ) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f) manter os dados da pesquisa em arquivo,
fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;
g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou
a CONEP, interrupc¢éo do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

Os relatérios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para anélise do
CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 06/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 710328.pdf 12:01:54
Projeto Detalhado / |Projeto HTLV_hepatites.pdf 06/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Brochura 12:00:19 |Araujo
Investigador
Folha de Rosto Folha_de Rosto_Plataforma_Brasil.pdf | 06/05/2016 |Adele Caterino de Aceito

11:51:15 | Araujo
Declaracéo de Declaracao_Sigilo_Compromisso_MOB.| 04/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores pdf 09:19:39 | Araujo
Declaracéo de Declaracao_Sigilo_Compromisso_KRC. | 04/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores pdf 09:19:22 | Araujo
Declaracao de Declaracao_Sigilo_Compromisso_FCA.p| 04/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores df 09:19:08 | Araujo
Declaracéo de Declaracao_Sigilo_Compromisso_BVA 04/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
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Pesquisadores .pdf 09:18:53 | Araujo Aceito
Declaracéo de Declaracao_Sigilo_Compromisso_ACLA| 04/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores .pdf 09:18:34 | Araujo
Declaracao de Termo_responsabilidade_Marcilio.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:28:45 | Araujo
Declaracéo de Termo_responsabilidade_Regina.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:28:30 | Araujo
Declaracéo de Termo_responsabilidade_sigilo_Adele.p | 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores df 15:28:17 | Araujo
Declaracéo de Termo_Sigilo_Compromisso_Adele.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:28:00 | Araujo
Declaracéo de Termo_anuencia_Regina_LB.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:27:35 | Araujo
Declaracéo de biorepositorio_Regina.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
Manuseio Material 15:26:54 | Araujo
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Outros Aprovacao_CTC_DG _inicial.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
15:26:33 | Araujo
Outros Equipe.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
15:25:55 | Araujo
Orcamento anexo_3_orcamentos_ctc2.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
15:25:16 | Araujo
Orcamento anexo_3_orcamentos_ctcl.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
15:24:58 | Araujo
Cronograma anexo_1_cronograma_ctc_2017.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
15:24:40 | Araujo
Cronograma anexo_1 cronograma_ctc_2016.pdf 03/05/2016 |Adele Caterino de Aceito
15:24:27 | Araujo
Situacédo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
SAO PAULO, 06 de Julho de 2016
Assinado por:
Luz Marina Trujillo
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Marcadores genéticos virais e do hospedeiro que podem influenciar o curso da
infeccdo pelo HIV-1 e da coinfec¢cdo HIV-1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-2

Pesquisador: Adele Caterino de Araujo

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1
CAAE: 52493316.1.0000.0059
Instituicdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 1.412.892

Apresentacao do Projeto:

Os virus linfotropicos de células T humanas (HTLV-1, HTLV-2 e HIV-1) compartilham as mesmas vias de
transmissao e tém potencial patogénico distinto. O HTLV-1 é responséavel pela leucemia/linfoma de células T
do adulto (ATL) e pela paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (TSP/HAM), ja o
HTLV-2 ndo estd associado a um tipo particular de doenca, embora algumas manifestacdes clinicas
semelhantes a TSP/HAM tenham sido descritas. Ja o HIV-1 é o responsavel pela pandemia mundial de
AIDS. Estes virus podem infectar o mesmo individuo e a coinfec¢cdo pode tanto acelerar como retardar o
desenvolvimento de doencas a eles relacionadas. Sabe-se que a coinfeccdo HIV-1/HTLV-1 pode
acelerar o desenvolvimento da AIDS enquanto a coinfeccdo HIV/HTLV-2 pode prorrogar o surgimento da
AIDS. Varios fatores genéticos dos virus e do hospedeiro podem estar envolvidos na progresséo destas
infeccdes para doenca. No presente projeto, pretende-se determinar a frequéncia de determinados
marcadores genéticos de valor progndéstico na infeccao HIV-1 e na coinfeccdo HIV-1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-
2. Serdo pesquisados: tropismo de HIV-1 (R5 e X4), delecdo no gene que codifica o correceptor de HIV-1
CCR5 (32), mutacdo no receptor CCR2-V64l e
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no ligante natural do receptor CXCR4 (SDF-1-3'A), além de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs)
nos genes que codificam as citocinas da resposta imune inata IL28B e IL17A e o perfil de citocinas
Th1/Th2/Th17 e de quimiocinas em pacientes do CRT DST/AIDS-SP. Ainda, serdo investigadas particulas
virais defectivas de HTLV-1 e HTLV-2, gendtipos de proteinas transativadoras de HTLV-1 e HTLV-2 (Tax1 e
Tax2) e determinada carga proviral(CPV) de HTLV-1 e HTLV-2. Os resultados obtidos poderdo auxiliar no
melhor acompanhamento e tratamento aos pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario

Pesquisar marcadores imunoldgicos e virologicos de valor prognéstico na coinfecgdo HIV-1/HTLV-1 e HIV-
1/HTLV-2 e determinar suas frequéncias usando plasma e ou células do sangue.

Objetivos Secundarios

- Determinar tropismo HIV-1 por sequenciamento de parte do envelope viral.

- Pesquisar delegéo (32) no gene que codifica o CCR5 por técnica de PCR.

- Pesquisar polimorfismos nos genes que codificam o CCR2 (CCR2-64l), SDF1 (SDF-1-3'A), IL28B e IL17A
usando a técnica de PCR-RFLP.

- Quantificar por citometria de fluxo citocinas humanas do perfil Th1/Th2/Th17 e quimiocinas em plasma.

- Verificar se existem particulas provirais defectivas de HTLV-1 e HTLV-2 usando o sequencimaneto das
regibes 5’ LTR, env e tax.

- Pesquisar gendtipos de Taxl e Tax2 de HTLV-1 e HTLV-2 por sequenciamento da regido pX.

- Padronizar a gPCR tax para determinar CPV de HTLV-1 e HTLV-2 e comparar com a gPCR pol.

- Analisar os resultados obtidos na coinfec¢cdo HIV-1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-2 e relacionar com dados
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais.

- Avaliar os mesmos marcadores e sua frequéncia em individuos infectados pelo HIV-1, com e sem
tratamento antirretroviral, e controles sadios HIV-1 soronegativos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Minimos, considerando que o material bioldgico ja foi coletado apds o consentimento formal do participante
por meio do TCLE, estd armazenado com responsabilidade e sera gerenciado segundo as normativas
vigentes.

Também, ha a declaracéo da pesquisadora responsavel de sigilo e confidencialidade com os dados
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da pesquisa.

Beneficios
Aprimoramento de diagnéstico e em decorréncia a melhoria de tratamento.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa séria com compromisso do conhecimento aprofundado da coinfeccéo por HTLV-1, HTLV-2 e HIV,
e ainda, com possibilidade de melhoria da assisténcia dos individuos infectados.

Considera¢des sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:
Documentos apresentados e de acordo, a seguir.

1. Folha de rosto, assinada por Dra. Carmem Aparecida de Freitas Oliveira, Diretora Substituta do Instituto
Adolfo Lutz (IAL), de 12/01/2016.

2. TCLE

No preenchimento do campo "Prop&e dispensa do TCLE" no documento "PB Informac8es basicas do
projeto" esta respondido "N&ao".

Na analise ética entendeu-se que o TCLE do protocolo "Vigilancia e diagndstico de infec¢do por HTLV-1
HTLV-2 em individuos infectados pelo HIV" ja contemplava este estudo atual.

A resposta deveria ser sim e apresentar a justificativa.

3. Aprovacao quanto ao mérito cientifico pelo Conselho Técnico Cientifico (CTC) do IAL, corroborada pela
diretoria geral da instituicdo, de 16/12/2015.

Neste documento consta o orcamento do projeto de pesquisa (valor estimado de R$ 267.257,50) com a
informacédo que este sera apresentado as agéncias de fomento para financiamento.

4. Termo de responsabilidade e sigilo, assinado por Dra. Adele Caterino AraUjo, pesquisadora responsavel,
de 07/10/2015.

5. Declaracgéo de sigilo e compromisso, com definicdo das atribuicdes no projeto de pesquisa, assinada por
Lucila Okuyama Fukasawa, pesquisadora do Centro de Imunologia do IAL, de 16/09/2013.

A declaracéo faz referéncia ao protocolo de pesquisa "Vigilancia e diagnéstico de infec¢do por HTLV-1
HTLV-2 em individuos infectados pelo HIV".
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Este documento foi aceito em consideragdo ao seguimento dos trabalhos da pesquisadora na area de
pesquisa deste protocolo, e por ser este estudo atual relacionado ao protocolo referenciado na declaracao.

7. Declaracéo de sigilo e compromisso, com definicdo das atribuicbes no projeto de pesquisa, assinada por
Paula Ordonhez Rigato, pesquisadora do Centro de Imunologia do 1AL, de 13/01/2016.

8. Declaracgéo de sigilo e compromisso, com definicdo das atribuicdes no projeto de pesquisa, assinada por
Luana Portes Ozo6rio Coelho, pesquisadora do Centro de Virologia do IAL, de 13/01/2016.

9. Declaracéo de sigilo e compromisso, assinada por Nadia Aparecida Costa, Biomédica no IAL, de
13/01/2016.

10. Declaragéo de sigilo e compromisso, assinada por Suélen Aparecida Teixeira, Bolsista de Iniciacdo
Cientifica no IAL, de 13/01/2016.

11. Declaragao de sigilo e compromisso, assinada por Débora Lima Duarte, Bolsista de Iniciagdo Cientifica
no IAL, de 13/01/2016.

12. Normas de biorrepositorio do material biolégico humano oriundo do protocolo de pesquisa “Vigilancia e
diagnostico de infeccdo por HTLV-1 HTLV-2 em individuos infectados pelo HIV”, protocolo este aprovado do
ponto de vista ético de acordo com a Resolucdo CNS 466/2012 em 22/01/2013, e sua Emenda aprovada em
18/10/2013, onde estavam previstas as etapas do protocolo em analise.

Estéo descritos os procedimentos de guarda, preservacdo, gerenciamento e temporalidade do material
biolégico humano de acordo com a Resolucao CNS 441/2011.

Documentos apresentados com apontamento de revisdo, a seguir

13. Declaracéo de sigilo e compromisso, com definicdo das atribuicdes no projeto de pesquisa, assinada por
Maria Gisele Gongalves, pesquisadora do Centro de Imunologia do IAL, de
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20/06/2012.

14. Declaracgéo de sigilo e compromisso, com definicdo das atribuicdes no projeto de pesquisa, assinada por
Claudio Tavares Sacchi, pesquisador do Centro de Imunologia do IAL, de 20/06/2012.

15. Declaracéo de sigilo e compromisso, com definicdo das atribuicBes no projeto de pesquisa, assinada por
Luis Fernando de Macedo Brigido, pesquisador do Centro de Virologia do IAL, de 20/06/2012.

16. Declaracéo de sigilo e compromisso, com definicdo das atribuicBes no projeto de pesquisa, assinada por
Karoline Rodrigues Campos, aprimoranda do Centro de Imunologia do IAL, de 20/06/2012.

Os documentos de numeros 13, 14, 15 e 16 fazem referéncia ao protocolo de pesquisa "Vigilancia e
diagnostico de infecgéo por HTLV-1 HTLV-2 em individuos infectados pelo HIV", e o sigilo e o compromisso
baseiam-se em normativa revogada.

Devem ser substituidos.

Recomendagdes:

1. Em pr6oxima edicdo do protocolo de pesquisa atualizar os documentos de declaracdo de sigilo e
compromisso dos pesquisadores Lucila O. Fukasawa, Maria G. Gongalves, Claudio T. Sacchi, Luis F. M.
Brigido, a da aprimoranda Karoline R. Campos, e para esta Ultima atualizar sua funcao/atividade no IAL.

2. TCLE
Refletir a andlise ética deste documento e manifestar-se na proxima edicao do protocolo de pesquisa.
Verificar a submisséo na Plataforma Brasil do "TCLE rev 2 CEPIAL" de 23/09/2013.

3. No documento "PB informacdes basicas do projeto” ha citacdo errbnea da Resolu¢cdo CNS 196/1996 ja
revogada, a qual deve ser substituida na proxima edicdo do protocolo de pesquisa.

ConclusBes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As recomendacdes deste parecer devem ser consideradas anteriormente a execugao da pesquisa
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mesmo com o entendimento claro que ndo ha impedimento ético.

Protocolo de pesquisa aprovado com recomendacdes, e em consonancia com as diretrizes institucionais.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O protocolo de pesquisa, pela analise do conjunto dos documentos, foi considerado aprovado do ponto de
vista ético a luz da Resolucdo CNS 466/2012 pelo colegiado do CEPIAL na reunido ordinaria de 21 de
janeiro de 2016.

Em 17 de fevereiro de 2016, Dra. Adele Caterino Araujo, pesquisadora responsavel, em reunido presencial
com Luz Marina Trujillo, coordenadora do CEPIAL, definitivamente esclareceu que o protocolo de pesquisa
atual contempla as etapas previstas e nao realizadas do protocolo de pesquisa “Vigilancia e diagnostico de
infeccado por HTLV-1 HTLV-2 em individuos infectados pelo HIV”, o qual por razdo a declarar devera ser
encerrado apos o envio do relatério final. Informou, também, que o material biolégico humano armazenado
foi colhido com consentimento individual para o propésito do estudo atual, e guarda todos os TCLEs
assinados. Aproveitando o encontro, Dra. Adele Caterino Araudjo tomou conhecimento de aspectos éticos da
dispensa do TCLE e sua justificativa.

O protocolo de pesquisa “Vigilancia e diagndstico de infeccao por HTLV-1 HTLV-2 em individuos infectados
pelo HIV” foi aprovado do ponto de vista ético em 22/01/2013, sua Emenda em 18/10/2013, suas
Notificac6es de relatério parcial “1° Relatdrio Técnico” em 09/06/2014, e outro relatério parcial em
28/04/2015.

Em conformidade com a Resolugdo CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador responsavel devera cumprir o
item transcrito integralmente a seguir.

Xl - Do pesquisador responsavel

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclindvel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou & CONEP, aguardando a decisao de aprovacéo
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; ¢) desenvolver
o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatorios parciais e final; ) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f)
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manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um

periodo de 5 anos apés o término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacéo,

com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h)

justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupcéo do projeto ou a ndo publicagcéo dos

resultados.

Os relatérios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para anélise do

CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 15/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 651098.pdf 12:03:51
Declaracao de termo_de_responsabilidade_e_sigilo_ Ad| 15/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores ele.pdf 12:03:17 | Araujo
Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo_ SAT.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:09:23 | Araujo
Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo POR.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:08:57 | Araujo
Declaracéo de Termo_compromisso_sigiloNAC.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:08:26 | Araujo
Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo_LPOC.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:08:04 | Araujo
Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo_LOF.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:07:37 | Araujo
Declaracao de Termo_compromisso_sigiloDLD.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 15:07:08 | Araujo
Outros encaminhamento_projeto.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
15:06:17 | Araujo

Folha de Rosto Folha_rosto_assinada.pdf 13/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
09:11:29 | Araujo

Outros Questionario_2_prontuario.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
11:30:38 | Araujo

Declaracéo de Aprovacao_CTC_2013.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito

Instituicdo e 11:10:20 |Araujo

Infraestrutura

Outros PARECER_CEP_28 05 2015.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
11:09:32 | Araujo

Outros Questionario_1_entrevista.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
11:02:53 | Araujo

Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo MGG.jpg 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito

Pesquisadores 10:59:09 | Araujo
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Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo_LB.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 10:57:06 | Araujo
Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo KRC.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 10:56:34 | Araujo
Declaracéo de Termo_compromisso_sigilo_CTS.jpg 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 10:55:30 | Araujo
Declaracao de termo_de_comprometimento_Adele.pdf | 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores 10:54:23 | Araujo
Declaracéo de Aprovacao_DG.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Instituicdo e 10:52:29 |Araujo
Infraestrutura
Declaracéo de Aprovacao_CTC.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Instituicdo e 10:52:02 | Araujo
Infraestrutura
Declaracéo de Biorrepositorio_Adele.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Manuseio Material 10:50:45 |Araujo
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de |TCLE_2013.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Assentimento / 10:48:16 |Araujo
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_Plataforma_Brasil_2016.pdf 12/01/2016 |Adele Caterino de Aceito
Brochura 10:44:18 |Araujo

Investigador
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise critica de custo/efetividade na utilizagdo de pool de soros para a triagem de
infeccao por HTLV-1/2

Pesquisador: Adele Caterino de Araujo

Area Temética:

Verséo: 1

CAAE: 80902317.0.0000.0059

Instituicdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: Departamento de Vigilancia das Doencas Transmissiveis - DEVIT

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.548.064

Apresentacédo do Projeto:

O Brasil € um pais endémico para as infec¢des por HTLV-1 e HTLV-2, com cerca de 2 a 2,5 milhdes de
infectados. As prevaléncias variam dependendo da regido geogréfica e populacdo de estudo. Desde 1993 a
sorologia para HTLV-1/2 tornou-se obrigatéria em Bancos de Sangue do Brasil e isto fez diminuir os casos
de infeccéo por transfusédo sanguinea. Atualmente, as vias sexual e vertical sdo as principais responsaveis
pela manutencgédo destas infeccfes no pais. A triagem de HTLV-1/2 nado faz parte do rol de exames do pré-
natal no SUS, tampouco é recomendada em outros servigos, sendo totalmente negligenciada apesar do
grande numero de infectados. Em gestantes as prevaléncias de HTLV-1/2 variam de 0,1% a 1,1%, sendo
gue 70% das maes amamentam seus filhos até os seis meses. Assim, introduzir a triagem HTLV-1/2 no pré-
natal é de suma importancia. Para reduzir custos dos exames para 0 SUS a triagem usando pool de soros
sem perda de sensibilidade, pode ser uma alternativa.

Para analisar custo/efetividade do uso de pool de soros na triagem de infec¢cdo por HTLV-1/2, serdo
utilizados amostras de soro/plasma provenientes de projetos de pesquisa pertencentes ao biorrepositorio
gue se encontram estocadas na sala 1119 do Centro de Imunologia do IAL, em freezer -20 °C, sob a
guarda/responsabilidade de Dra. Adele Caterino de Araujo.

Serdo utilizados o ensaio imunoenzimatico de 32 geragdo (Murex HTLV-I+Il, Diasorin) e soros HTLV-1 e
HTLV-2 reagentes com diferentes valores de densidades Opticas. Primeiramente os soros serdo diluidos em
soro nao reagente de bolsa de sangue. Com base nos resultados obtidos
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0s mesmos soros serdo diluidos em pool de soros de diferentes individuos (HTLV-1/2 soronegativos) e
determinada a maior diluicdo que resulte reagente em amostras fracamente positivas no ELISA. Com isto
sera possivel avaliar custo/efetividade do uso de pool de soros na triagem de HTLV-1/2. Com isso, pretende
-se auxiliar a Secretaria de Estado da Salde-SP e o Ministério da Saude na recomendacao da sorologia
para HTLV no pré-natal evitando a perpetuacédo dessa infeccdo na populagao.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario

- Avaliar o custo/efetividade do uso de pool de soros na triagem de infec¢cdo por HTLV-1/2, com uso de
ensaio imunoenzimatico de 32 geragéo e soros HTLV-1 e HTLV-2 reagentes com diferentes valores de
densidades 6pticas diluidos em soro ndo reagente de bolsa de sangue.

Objetivo Secundario
- Diminuir custo sem perda de sensibilidade.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

A pesquisadora afirma que n&o ha riscos por ser estudo com amostras de biorrepositorio.

E importante refletir sobre esta afirmativa, pois ha o risco minimo relacionado a confidencialidade e ao sigilo
dos dados secundarios referentes as amostras clinicas mesmo em repositorio, nesse caso quesitos
garantidos pela pesquisadora.

Beneficios

Os beneficios estdo bem estabelecidos, frente ao que se espera alcangar com a referida pesquisa, que é a
reducéo de custos da triagem de infec¢do por HTLV-1/2 para o Sistema Unico de Saude (SUS), e a
possibilidade de sua implementacdo em acompanhamento de gestantes no pré-natal.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo de grande importadncia em salde publica que busca uma alternativa viavel para
reduzir custos dos exames da triagem de infeccdo por HTLV-1/2 para o SUS a ser utilizado no futuro no pré-
natal, usando pool de soros sem perda de sensibilidade.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Os termos de apresentacao obrigatéria para este protocolo de pesquisa foram apresentados e
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estdo de acordo.

- Aprovagdo do Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz e anuéncia da direcdo geral da
instituicdo: CTC-IAL 65-3/2017 de 28/11/2017.

- Folha de rosto.

- A justificativa para dispensa do TCLE foi aceita pelo colegiado, pois esta fundamentada na utilizagédo de
amostras de biorrepositdrios de projetos anteriores, devidamente cadastrados e aprovados por este comité
para uso em pesquisas futuras.

- Termo de responsabilidade e sigilo da pesquisadora responsavel.

- Declaracgdes de sigilo e compromisso dos pesquisadores.

- Normas basicas para uso de material biolégico em biorrepositério.

O documento contempla os procedimentos de guarda do material biol6gico humano (soros), 0 compromisso
de sigilo e confidencialidade das informacdes pessoais associadas, explicita o local e endereco do
repositério, o material de acondicionamento, as condi¢cdes de armazenamento, o controle de acesso, a
temporalidade, e a responsabilidade; ainda, o documento cita os protocolos de pesquisa anteriores e
aprovados pelo CEPIAL que originaram o biorrepositdrio.

Recomendagdes:

Em proxima edi¢éo do protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil, revisar avaliagdo do risco. Em casos de
utilizacdo de amostras de bhiorrepositério os riscos sdo minimos relacionados a confidencialidade e ao sigilo
dos dados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Protocolo de pesquisa muito bem instruido, aprovado quanto a eticidade, e coerente com as normas
institucionais.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O protocolo de pesquisa foi aprovado do ponto de vista ético a luz da Resolu¢cdo CNS 466/2012 pelo
colegiado do CEPIAL na reunido ordinaria de 18 de janeiro de 2018.

O CEPIAL faz valer esta aprovacdo desde 18/01/2018 quando da deliberacdo da conclusdo do parecer em
reunido ordinaria do colegiado.

Em conformidade com a Resolugdo CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador responséavel devera cumprir o

item transcrito integralmente a seguir.
Xl - Do pesquisador responsavel
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XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclindvel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou a CONEP, aguardando a decisao de aprovacéo
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; c) desenvolver
0 projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; €) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualqguer momento; f) manter os dados da pesquisa em arquivo,
fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;
g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou
a CONEP, interrupc¢éo do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

Os relatérios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para analise do
CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 07/12/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 1047613.pdf 11:47:11
Folha de Rosto Folha_Rosto_Pool.pdf 07/12/2017 |Adele Caterino de Aceito

11:45:27 | Araujo
Outros APROVACAO_CTC_65J.pdf 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
10:03:41 | Araujo
Declaracéo de DECLARACAO_ DE_SIGILO E COMP | 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores ROMISSO RAFAEL.pdf 10:02:27 | Araujo
Declaracao de DECLARACAO_DE_SIGILO_E_COMP | 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores ROMISSO ELLEN.pdf 10:02:13 | Araujo
Declaracéo de DECLARACAO_DE_SIGILO_E_COMP | 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores ROMISSO KAROL.pdf 10:01:59 | Araujo
Declaracéo de TERMO_DE_RESPONSABILIDADE_SI | 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores GILO ADELE.pdf 10:01:43 | Araujo
Declaracéo de TERMO_DE_COMPROMETIMENTO_A| 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
Pesquisadores DELE.pdf 10:00:29 [Araujo
Declaracao de BIORREPOSITORIO_SOB_A GUARDA] 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
Manuseio Material |_DE_ADELE_CATERINO_DE_ARAUJO| 09:59:16 |Araujo
Biolégico / .pdf
Biorepositorio /
Biobanco
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Orgamento a_ctc_0008 000 planejamento_orcame | 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
ntario.pdf 09:58:33 | Araujo

Cronograma a_ctc_0007_001_cronograma_de_dese | 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito
nvolvimento.pdf 09:58:16 | Araujo

Projeto Detalhado/ |PROJETO_POOL_DE_SOROS.pdf 05/12/2017 |Adele Caterino de Aceito

Brochura 09:57:29 | Araujo
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