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Goncgalves MG. Padronizacao e validacao da PCR em tempo real para a
deteccdo rdpida e quantificacdo de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2.

RESUMO

O diagnéstico laboratorial de infeccao pelos virus linfotropicos de células T
humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) se baseia na triagem soroldgica
para pesquisa de anticorpos especificos por ensaio imunoenzimatico (EIA),
seguido pelo teste confirmatério de Western Blot (WB) ou imunoensaio de
linha (LIA), No entanto, WB (mais utilizado no Brasil) apresenta altos
percentuais de resultados indeterminados, principalmente nas coinfec¢cdes
HIV/HTLV-1/-2, além de ter alto custo. Uma alternativa ao diagndstico
confirmatdrio sorologico sédo as técnicas moleculares. O objetivo do presente
estudo foi de padronizar e validar dois ensaios de PCR em tempo real
(gPCR) para a deteccao simultanea (formato multiplex) de HTLV-1, HTLV-2
e gene de referéncia (XgPCR HTLV) observando todos os parametros
estabelecidos no Manual de Validagdo de Ensaios do Instituto Adolfo Lutz.
Foram pesquisados dois segmentos do genoma proviral destes virus (pol e
tax) e o gene da albumina humana como referéncia; usados plasmideos
para construcdo de curvas padrao e padronizagdo dos testes, e avaliadas
nove marcas de reagentes comerciais e duas plataformas de gPCR. Os
resultados obtidos na padronizacdo confirmaram a viabilidade de uso das
duas XgPCR HTLV para o diagnostico de infeccdo por HTLV-1/-2,
independentemente do reagente e plataforma utilizados. Quando aplicadas
para validacdo em 39 amostras de individuos sem a infeccdo pelo HIV, a
sensibilidade das XgPCR foi de 97%. Em amostras de pacientes com a
coinfecgdo por HIV, a sensibilidade foi de 66,4% (101/152) para XqPCR
HTLV_ pol e 62,5% (95/152) para a XqPCR_tax, e especificidade de 100%.
Foram ainda capazes de identificar 45,5% dos 22 casos WB-indeterminados
e 66,7% dos nove HTLV néo tipados. As XgPCR também mostraram
aplicabilidade na quantificagdo de carga proviral com limites de deteccéo
entre 2 e 3 copias para HTLV-1 e 19 e 31 coépias para HTLV-2, para os alvos
pol e tax, respectivamente. Concluindo, as XqPCR HTLV se mostraram



sensiveis e especificas, Uteis para o diagndstico e monitoramento de
infecgao por HTLV-1/-2, podendo ser utilizadas em diferentes plataformas e

com diferentes marcas de reagentes.

Palavras-chave: HTLV-1, HTLV-2, diagnéstico laboratorial, PCR em tempo
real, estudos de validacéo.



Gongalves MG. Standardization and validation of real-time PCR assay for
rapid detection and proviral load quantification of HTLV-1 and HTLV-2.

ABSTRACT

The laboratorial diagnosis of human T-cell lymphotropic virus types 1 and 2
(HTLV-1 and HTLV-2) is based on the search of specific antibodies in sera
using enzyme immunoassay (EIA) as screening, and Western blot (WB) or
line immunoassay (LIA) as confirmatory assays. However, the WB (which is
the mostly employed in Brazil) shows high percentages of undetermined
profiles, especially in HIV/HTLV-1/-2 coinfected individuals; indeed, it is too
expensive. Thus, the molecular tests are an alternative to serological
confirmatory assays. The present study aimed at standardizing and validating
two real-time PCR (gPCR) assays in a multiplex format for detecting
simultaneously HTLV-1, HTLV-2, and an endogenous control, considering
the Protocol for Assays Validation established by the Instituto Adolfo Lutz.
Two segments of the proviral genome of HTLV-1 and HTLV-2 were selected
for the pol and tax analysis and one segment of the human albumin gene
(XgPCR HTLV). Plasmids were used for the standard curves constructions
and for assays standardization, and nine different commercial reagents and
two gPCR platforms were tested. The obtained results confirmed the viability
of the use of the two XgPCR (pol and tax) in HTLV-1/-2 routine diagnosis.
When applied for validating 39 samples from patients without HIV infection,
the XqPCR HTLV showed sensitivity of 97%. In samples from HIV-infected
patients, the XqPCR HTLV_pol showed sensitivity of 66.4% (101/152), and
the XgPCR HTLV_tax of 62.5% (95/152), and specificity of 100%. Indeed,
they confirmed 45.5% of 22 WB-indeterminate and 66.7% of 9 untypeable
samples. When used in the proviral load quantification, the XqPCR showed
detection limit of 2 and 3 copies for HTLV-1, and 19 and 31 copies for HTLV-
2, in pol and tax target genes, respectively. In conclusion, the XqPCR HTLV
(pol and tax) proved to be sensitive and specific, and useful for the diagnosis

and follow up of HTLV-1 and HTLV-2 infected patients, with the advantage to



be employed in different platforms and with different brands of XgqPCR
reagents.

Key words: HTLV-1, HTLV-2, laboratorial diagnosis, real-time PCR,

validation studies.
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1. INTRODUCAO

1.1. Histérico, classificacdo e morfologia

Os virus linfotropicos de células T humanas (human T-cell
lymphotropic virus - HTLV) estdo classificados na familia Retroviridae,
subfamilia Oncovirinae e género Deltaretrovirus (CITV, 2009). H& quatro
tipos virais, sendo o HTLV-1 o primeiro retrovirus humano descrito, isolado
de células do sangue periférico de pacientes com linfoma cuténeo de células
T (Poiesz et al., 1980). Em 1982, foi isolado de células do baco de um
paciente com tricoleucemia de células T o HTLV-2 (Kalyanaraman et al.,
1982) e, desde entdo, ndo houve relato de outros casos de leucemia
associados a este tipo viral. Em 1983, dois grupos de pesquisadores, um na
Franca (Barre-Sinoussi et al., 1983) e outro nos Estados Unidos (Gallo et al.,
1984), isolaram outro retrovirus humano que se tornou conhecido como o
agente causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids, acquired
immunodeficiency syndrome). Inicialmente, o virus foi designado LAV
(lymphadenopathy-associated virus) pelos franceses e HTLV-Ill pelos
americanos. Em 1985, com a finalidade de uniformizar a terminologia, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) oficializou o nome de virus da
imunodeficiéncia humana (HIV, human immunodeficiency virus). Os HTLV-3
e HTLV-4 foram descritos mais recentemente em individuos sadios de
Camardes, na Africa Central (Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005).

Os HTLV possuem envelope composto por proteinas virais e parte
da membrana da célula hospedeira. Contém no seu interior duas fitas
simples de RNA com polaridade positiva, que atuam como molde para a
transcricao reversa e formacdo do DNA complementar. Este DNA se insere
na célula hospedeira na forma de provirus. Seu genoma contém regides que
codificam proteinas estruturais do cerne viral (gag), enzimas (pol), proteinas
do envelope viral (env) e proteinas reguladoras (pX), flanqueadas nas

posi¢cdes 5 e 3’ por longas sequéncias repetitivas de nucleotideos (LTR,
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long terminal repeat), que através de regides de leitura aberta (ORF, Open
Reading Frame) regulam a expressao de genes e a replicacéo viral (Figura
1). A regido gag codifica as proteinas estruturais da matriz (MA, pl9),
capsideo (CA, p24) e nucleocapsideo (NC, pl15), a regido pol as enzimas
protease (PR), transcriptase reversa (RT, reverse transcriptase ou TR,
transcriptase reversa) e integrase (IN), a regido env as proteinas de
superficie (SU, gp46) e transmembrana (TM, gp2l), e a regido pX as
proteinas envolvidos na transformacao e/ou supressao celular (Tax e Rex),
além de outras proteinas menores e proteinas transcritas no sentido 3’- 5"
HBZ no HTLV-1 e APH-2 no HTLV-2. (Carneiro-Proietti, 2015) (Figuras 1 e
2).

5-LTR gag pol Gy pX 3-LTR
U3 R JUS I us
1 iy A _ 5ras ovzi 9034
MAEA NC,=, RT RH IN sU ™M Tax
PR Rex
P12 (p8)
p30
pl3
B I —
HBZ

Figura 1. Representacdo esquematica da organizacdo genémica do HTLV-1

e das respectivas proteinas traduzidas em cada regiao.

Fonte: https://www.researchgate.net/Structure-of-HTLV-1-genome-The-gag-gene-encodes-the-matrix-
MA-capsid-CA-and_figl_228071952. [Acessado em 17 de abril de 2018].

Ha que se destacar que os retrovirus humanos possuem estruturas
gendmicas e morfologias semelhantes, como pode ser observado na Figura
2.
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SU gp4b6 gp120

™ p21 gp4d1
NC p15 p7
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RT p95 p66
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MA p19 p17
CA p24 p24
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Figura 2. Representacao das particulas virais de HTLV-1 e HIV-1.
Legenda: Proteinas estruturais, enzimas e material genético dos retrovirus humanos, mostrando a

semelhanca entre 0 HTLV-1 e o HIV-1.
Fonte: http://highered.mheducation.com/sites/dl/free/0071402357/156712/figure172_3.html

1.2. Vias de transmisséo e propagacao viral

Os retrovirus humanos compartilham vias de transmissao, embora a
infeccdo por HTLV necessite de contato com fluido biol6gico contendo
células infectadas. Atualmente as vias mais importantes de transmissdo dos
HTLV sado a sexual (pelo sexo desprotegido), a vertical (pela amamentacgao
prolongada), e a parenteral (pelo uso de drogas injetaveis, UDI) (Paiva e
Casseb, 2014).

Quanto a via sexual, h4 maior possibilidade de transmissdo do
homem para a mulher e apds multiplas exposi¢cdes que acontecem com o
decorrer dos anos. Ja na transmissédo vertical, a amamentag¢do por mais de
seis meses favorece a transmisséo viral e medidas de prevengéo incluem a
orientacdo de ndo amamentar e o fornecimento de férmula infantil (Paiva e
Casseb, 2014). Em relacdo a via parenteral, a transmissdo por transfusdo de
sangue infectado deixou de ser uma via importante de transmisséo viral, pois
a sorologia para os HTLV-1/2 tornou-se obrigatoria em bancos de sangue no
Brasil, em 1993 (MS, 1993).
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Curiosamente, os HTLV-1 e HTLV-2 tem tropismo diferencial para
linfocitos T; o HTLV-1 tem tropismo preferencial por linfocito T CD4+
enquanto o HTLV-2 por linfécito T CD8+ (Bangham et al., 2014; Melamed et
al., 2014).

Durante a infec¢@o por HTLV, o DNA viral é inserido no genoma da
célula hospedeira, constituindo um provirus; quando o virus eclode da célula
hospedeira, necessita do contato célula a célula para a sua propagacao, de
tal modo que a transmissao por particulas livres no sangue é praticamente
inexistente e/ou ineficiente, exceto para células dendriticas onde os HTLV se
propagam pela formacgéo de biofilme, predominante em mondcitos (Verdock
et al.,, 2007; Lairmore et al., 2012; Matsuoka e Yasunaga, 2013; Gross e
Thoma-Kress, 2016; Tanaka e Matsuoka, 2018).

Embora reconhecida a transmisséo por células dendriticas, Dutrarte
e colaboradores (2016), relataram que a infeccdo pode nao ser produtiva,
caso ocorra por particulas virais livres, devido sua baixa concentracdo e
destruicdo pelo sistema imunoldogico. Neste caso, a transferéncia das
particulas virais devera ocorrer através de vesiculas.

Como a carga proviral (CPV) de HTLV é baixa, a proliferacao clonal
das células infectadas é quem promove a disseminacdo do virus no
organismo. Nos linfécitos a quantidade de particulas provirais de HTLV-1 é
da ordem de 1 cépia em 10*-10° células, sendo 95% em células CD4+ e 5%
em CD8+ (Gross e Thoma-Kress, 2016). Para o HTLV-2 tém sido descrita
menor CPV em mulheres e menor proliferagdo clonal durante a historia
natural da infeccdo, quando comparado ao HTLV-1 (Montanheiro et al.,
2008; Melamed et al., 2014). Além dos linfocitos T, os HTLV se perpetuam
em diferentes linhagens de células hematopoiéticas (neutréfilos, monécitos e
linfécitos B), possivelmente utilizando-as como reservatérios (Furuta et al.,
2017). O tempo médio estimado entre a infeccdo por HTLV-1 e o
desenvolvimento de doenca € longo e geralmente ocorre por volta da quarta
década de vida, podendo o individuo infectado permanecer apenas como
portador (Taylor, 2001; Verdonck et al., 2007).
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As principais etapas envolvidas na infec¢do pelo HTLV-1 e doencas
a ele relacionadas foram ilustradas no artigo de Futsch et al., 2018 (Figura
3). Resumidamente os autores apontam que a disseminacdo das células
infectadas ocorre pela proximidade com células dendriticas, capazes de
transmitir o virus para os linfécitos T CD4+ (A). A seguir, ocorre a
disseminagéo entre os linfécitos T CD4+, através de contato célula-célula
por microtubulos celulares, sinapse ou formacdo de biofime (B). A
expressao da proteina Tax nas células infectadas resultara em alteracfes de
sinalizagdo celular, com a proliferacdo continua (imortalizacdo das células T
CD4+) e inibicdo de apoptose. Células imortalizadas e infectadas pelo
HTLV-1 irdo proliferar através de divisbes mitéticas, também conhecidas
como expansdo clonal (C). A partir dai, 1% a 2% dos individuos irdo
desenvolver a mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica
tropical (HAM/TSP, HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic
paraparesis) e 2% a 4% a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL,
adult T cell leukemia/lymphoma) (Figura 3).
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Figura 3. Principais etapas da infeccdo pelo HTLV-1 e manifestagbes

clinicas associadas.
Fonte: Adaptado de Futsch et al. Viruses 2018, 10, 1; doi:10.3390/v10010001

www.mdpi.com/journal/viruses.
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1.3. Epidemiologia e doengas relacionadas

As prevaléncias de infec¢cdes pelos HTLV-1 e HTLV-2 variam de
acordo com a regido geografica, o grupo étnico elou racial e o
comportamento de risco da populacdo. O HTLV-1 é considerado endémico
em algumas regides do Jap&o, Caribe, Africa, América do Sul e ilhas da
Melanésia. Ja o HTLV-2 é encontrado em indigenas nativos das Ameéricas e
em UDI de regides urbanas dos Estados Unidos, Europa e América Latina
(Gessain e Cassar, 2012; Carneiro-Proietti, 2015; Paiva e Casseb, 2015). O
Brasil é considerado o pais latino-americano que apresenta 0 maior numero
absoluto de pessoas infectadas por HTLV-1 e HTLV-2. Um estudo conduzido
com base apenas em dados publicados estimou em até 800.000 pessoas
infectadas pelo HTLV-1 no pais (Gessain e Cassar, 2012). Porém, este
ndmero pode estar subestimado, e ser pelo menos o dobro, de acordo com o
relatado por Willems e colaboradores (2017) e com os descritos em 2005, no
Brasil, onde se estimou em 2 a 2,5 milhdes de pessoas infectadas por HTLV
no pais (Catalan-Soares et al., 2005).

J4 o HIV é o responséavel pela pandemia de aids no mundo.
Segundo a UNAIDS (Joint United Nations Program on HIV/AIDS, 2017), até
o ano de 2016, 36,7 milhdes de pessoas estavam infectadas com o virus e,
no Brasil, foram notificados de 1980 até junho de 2018, 926.742 casos da
doenca, 51,8% dos casos notificados foram da regido Sudeste, (Brasil,
Ministério da Saude, 2018).

Embora geneticamente semelhantes, os HTLV-1 e HTLV-2 diferem
na expressdo de alguns genes/proteinas, principalmente da regidao pX. O
HTLV-2, por exemplo, tem uma maior expressao de genes que favorecem a
laténcia viral e menor expansao clonal que o HTLV-1 (Biswas et al., 2010;
Ciminale et al., 2014; Melamed et al., 2014). Outra questado diz respeito as
diferentes prevaléncias de acordo com o “grupo de risco”. Neste contexto, no
Brasil, o HTLV-1 €& encontrado principalmente em populacbes de
afrodescendentes e japoneses, enquanto o HTLV-2 é mais frequente em

UDI de regibes urbanas, infectados ou nao pelo HIV-1 e em populacdes
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indigenas (Paiva e Casseb, 2015). O desfecho clinico da infec¢do esta
associado ao background genético do hospedeiro, além de caracteristicas
dos virus como tipo e carga viral (Assone et al., 2016).

Embora seja descrito que menos de 5% dos individuos infectados
pelo HTLV-1 desenvolvam doencas hematologicas e/ou neurolégicas graves
como a ATLL e a HAM/TSP (Yoshida et al., 1982; Gessain et al., 1985), a
alta letalidade e morbidade dessas doencas tornam importante o seu
diagnéstico diferencial. O HTLV-2, embora menos associado a doencas, tem
sido apontado como responsavel por algumas manifestacées neuroldgicas
semelhantes a HAM/TSP, a doencas infecciosas e linfoproliferativas e a
linfocitose (Montanheiro et al., 2008; Ciminale et al., 2014; Carneiro-Proietti,
2015). J& os HTLV-3 e HTLV-4 ndo foram associados a doencas, ndo tendo
valor para a clinica médica até o presente.

Deve-se destacar no Brasil, que os estudos de morbidades
associadas a infeccdo por HTLV-1 em coortes de infectados acompanhados
por mais de 20 anos, revelam valores superiores aos descritos na literatura
internacional, como relatado em estudo conduzido recentemente pelo Grupo
Interdisciplinar de Pesquisa em HTLV (GIPH) de Belo Horizonte, onde 22%
dos infectados apresentaram alguma manifestacdo clinica relacionada ao
HTLV-1, como lombalgia (n = 97,29%), fadiga (n = 85,25%), disfuncdo
urinaria (n = 80,24%), caibras (n = 76,23%), constipacdo intestinal (n =
69,20%), mialgia (n = 56,17%) e disfuncao sexual (n = 51,15%) (Romanelli et
al., 2018). Ademais, outras manifestacbes foram apontadas como uveites,
dermatites, miosites, além daquelas que reduzem a qualidade de vida do
individuo como disfuncéo erétil e perda da libido, entre outras (Carneiro-
Proietti et al., 2006; Caskey et al., 2007; Gessain et al., 2011).

A forma de aquisicdo do HTLV-1 também pode estar relacionada
com doenga; alguns estudos apontam que a HAM/TSP é favorecida pela
transmissdo sanguinea, enquanto a ATLL por via mucosa, durante o
aleitamento materno (Lairmore et al., 2012; Futsch et al., 2018).

Outro fator importante envolvendo a transmissdo dos HTLV € sua

disseminacgdo intrafamiliar silenciosa. Uma alta prevaléncia de portadores
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dentro do domicilio é notada mundialmente; em regides endémicas esse
percentual pode suplantar os 40% (Costa et al., 2013), ou seja, dificilmente
havera um portador solitario, e o principal vildo desta situacdo é o
desconhecimento. Além disso, se considerados o intervalo de exposicéo e o
periodo de laténcia, que s&o longos, os individuos infectados na infancia,
principalmente pela amamentagao, tenderéo a desenvolver a doenca em
plena fase produtiva da vida, acarretando problemas sociais, financeiros e
psicoldgicos irreparaveis (Carneiro-Proietti et al., 2002; Santos et al., 2017).

Ainda, o impacto da infec¢éo por HTLV-1 no individuo transcende o
fisico, revela-se também na “doenga” emocional, como documentado por
Gascon et al. (2012), cujo estudo mostrou que portadores e pacientes,
sobrevivem com medo de se tornarem incapazes e ter sua vida subtraida;
desenvolvem ansiedade e depressdo, 0 que piora as outras manifestacdes
clinicas. Esses pacientes carregam consigo a incerteza de quando os
sintomas poderao surgir e se agravar.

De fato, pouco se conhece sobre a transicdo de portador para
doente e, além disto, ndo existe a cura, sendo o tratamento para a infeccao
por HTLV-1 apenas paliativo (Willems et al., 2017). Neste contexto, as
Gnicas armas disponiveis sdo o conhecimento de seu status sorologico e a
prevencao por bloqueio da transmisséao.

A situacdo ainda é precaria em todo o mundo, com uma estimativa
de 20 milhdes de pessoas infectadas (Willems et al., 2017). Desde a
descoberta dos HTLV até o momento, muitos estudos foram realizados,
informac@es preciosas foram obtidas, porém sem um impacto concreto em
relacdo ao tratamento das doencas associadas ao HTLV. Pensando nisso,
em 2014 foi criada uma forca tarefa global (The Global Virus Network), com
representantes de 11 paises, incluindo o Brasil, com a missdo de preencher
esta lacuna. Dentre as agfes e metas propostas constam: “(i) a triagem
sistematica de individuos infectados pelo HTLV-1 para reduzir a transmissao;
(i) a identificacdo de biomarcadores para prever a progressédo da doenca e
direcionar uma terapia personalizada; (iii) o desenvolvimento de vacinas e

terapias eficientes”. Salientando a necessidade do envolvimento publico-

29



privado, para este proposito (Willems et al., 2017). Mais recentemente foi
instituido o Dia Mundial do HTLV: 10 de Novembro pela Associagédo
Internacional de Retrovirologia (IRVA — International Retrovirology
Association) objetivando informar e mobilizar a sociedade e o poder publico
para o significado da infecgéo pelo HTLV-1, as doencas a ele relacionadas,
seu impacto na saude publica e os meios de conté-lo (Caterino-de-Araujo,
2018). Ainda, foi elaborado o Guia de Manejo Clinico de HAM/TSP (IRVA,
2018) e atualizado o Guia de Manejo Clinico de ATLL (Cook et al., 2019),
ambos disponiveis no site da IRVA (https://htlv.net).

Digno de nota, no Brasil, a infec¢do por HTLV-1/2 é negligenciada,
nao consta sequer do rol de doencas, ndo é de notificacdo compulséria e
tampouco sua sorologia € recomendada para gestantes durante o pré-natal
e para populacdes vulneraveis (UDI, pessoas privadas de liberdade, homens
que fazem sexo com homens, travestis e transexuais, moradores de rua,
entre outros). Apenas para os infectados pelo HIV o MS recomenda a
realizacdo da sorologia para HTLV ao menos uma vez, durante o

seguimento do paciente (Brasil - MS, 2014).

1.4. Coinfeccdes

A coinfeccdo por retrovirus humanos (HIV/HTLV) é frequente em
populacdo vulneravel, como UDI e nesta populagdo a coinfeccdo HIV/HTLV-
1 tem sido apontada como responsavel pela evolu¢do mais rapida para aids
e menor sobrevida dos pacientes (Brites et al., 2001, 2009), ao contrario do
que ocorre na coinfeccdo HIV/HTLV-2 em que o HTLV-2 parece
desempenhar um papel protetor na evolucdo para aids (Turci et al., 2006;
Casoli et al.,, 2007; Beilke, 2012). Brites et al. (2009), relataram que o
aumento de células T CD4+ na coinfeccdo HIV/HTLV-1, ndo reflete um
sistema imune competente; ainda, Ticona et al. (2013) descreveram
aumento de 2,5 vezes de predisposicao a tuberculose em areas endémicas

nos coinfectados. J& a coinfec¢do por outros virus como os das hepatites B
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e C (HBV e HCV) vém sendo estudadas em todo o mundo e mostram
resultados discordantes em relacdo a evolucédo da hepatite C. No Brasil, a
coinfeccdo HCV/HTLV-1 foi relacionada com melhor evolugcéo da hepatite C
[menor carga viral (CV) de HCV, clareamento espontaneo de HCV e menos
lesdo hepatica], ao contrario do que foi observado em outros paises que
encontraram mais casos com evolucdo para cirrose hepética, carcinoma
hepatocelular e menor sobrevida dos coinfectados (Moreira et.al, 2013;
Castro e Roger, 2016). Curiosamente, um estudo conduzido em S&o Paulo
descreveu maior CV de HCV nos casos de coinfec¢do HCV/HIV, HCV/HTLV-
1 e HCV/HIV/HTLV-1, contrapondo-se aos resultados obtidos em outros
estudos conduzidos no Brasil (Alves et al., 2018).

Em relacdo a coinfeccdo HCV/HTLV-2, embora um estudo realizado
nos EUA tenha mostrado maior CV do HCV na coinfecgao HTLV-2 e/ou HIV
(Hisada et al., 2003), em S&o Paulo, foi detectada menor CV de HCV na
coinfeccdo HCV/HTLV-2 quando comparada a monoinfec¢cdo HCV (Alves et
al., 2018). O mesmo foi observado por Ruiz-Mateos e colaboradores na
Espanha, onde em UDI infectados pelos HIV e HTLV-2 foi detectada menor
CV de HCV e maior percentagem de linfécitos T CD8+ em pacientes que
controlaram a infecgdo por HIV (Ruiz-Mateo et al.,, 2019). Questdes
relacionadas ao background genético dos pacientes, bem como as
caracteristicas das populacfes de estudo e aos subtipos de HTLV-2 que
circulam em Séo Paulo e Espanha em relacdo aos EUA, podem ter sido a
causa dos resultados discordantes obtidos, como apontados por Alves et al.
(2018) e Ruiz-Mateos et al. (2019) .

Quanto a coinfeccdo HBV/HTLV-1/-2 muito pouco se sabe sobre seu
impacto na hepatite B havendo apenas um trabalho que relata maior
guantidade de antigeno de superficie do HBV (HBsAg) na coinfeccéo
HBV/HTLV-1 (Marr et al., 2017), porém sabe-se que esta coinfeccdo é
frequente em populacdo com HIV/aids no Brasil (Caterino-de-Araujo et al.,
2015; Alves, 2018).

De todo modo, um fato que merece ser destacado € a alta

prevaléncia das coinfec¢des por HTLV, nas populagfes infectadas por HIV,
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HBV e HCV de S&o Paulo. De fato, nos ultimos anos foram encontradas
prevaléncias de 3,6%, 1,3% e 5,3% de coinfec¢cdo HIV/HTLV, HBV/HTLV e
HCV/HTLV, respectivamente, em S&o Paulo (Campos et al., 2017; Caterino-
de-Araujo et al., 2018). Corroborando estes dados, outro estudo conduzido
em 2015 em Sao Paulo mostrou forte associagédo da infecgdo por HTLV e
UDI (OR 30.01), HCV (OR 24.4) e HBV (OR 4.27) (Caterino-de-Araujo et al.,
2015).

1.5. Diagnéstico Laboratorial

Atualmente, o diagndstico laboratorial de infeccdo por HTLV-1 e
HTLV-2 se inicia pela pesquisa de anticorpos dirigidos a antigenos virais
presentes no soro ou plasma dos pacientes (triagem soroldgica), utilizando
ensaios de aglutinacdo de particulas (PA, particle agglutination), ensaio
imunoenzimatico (EIA, enzyme immunoassay ou ELISA, enzyme linked
immunosorbent assay) ou quimioluminescéncia (CLIA, chemioluminescent
assay). Amostras de soro/plasma reagentes nos testes de triagem séo
submetidas aos testes confirmatorios de Western Blot (WB) ou imunoensaio
de linha (LIA, line immunoassay). Uma alternativa aos testes confirmatérios
soroldgicos sao os testes moleculares que detectam presenca de segmentos
do genoma proviral destes virus em células do sangue periférico. Sao eles: a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction) seguida
ou ndo da pesquisa de sitios de restricdo enzimética (RFLP, restriction
fragment length polymorphism analysis), e a PCR em tempo real ou
quantitativa (qQPCR).

O teste de aglutinacdo emprega particulas de latex ou de gelatina
adsorvidas com antigenos do lisado viral de HTLV-1. E uma técnica rapida,
sensivel e de facil execucdo, sendo empregada principalmente no Japéao,
onde circula apenas o HTLV-1. Foi uma das primeiras técnicas descritas
para triagem de infeccdo por HTLV-1 apds o surgimento de casos de ATLL
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em Kyushi, no Japdo. Nao € uma técnica de escolha para o Brasil, pois este
pais € uma regido endémica para HTLV-1 e HTLV-2 (Paiva e Casseb, 2015).

Em 1988, o Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos, licenciou o primeiro kit para a detec¢ao de anticorpos dirigidos ao
HTLV-1, usando a técnica EIA, e este ensaio foi recomendado para a
triagem de doadores de sangue e para a avaliagdo de pacientes com
diagnéstico clinico sugestivo de ATLL e de HAM/TSP (CDC, 1990; CDC,
1998). Os testes EIA de primeira geracdo empregavam como antigeno,
lisado viral total do HTLV-1, porém devido a similaridade genética de 60%
entre o HTLV-1 e HTLV-2, eles também foram usados na triagem soroldgica
de HTLV-2 (Jacob, 2007; Caterino-de-Araujo, 2009). No entanto, a
sensibilidade ndo era boa e os testes foram posteriormente acrescidos de
lisado viral total de HTLV-2 ou de proteina recombinante do envelope
comum a ambos os virus, a gp21 (rgp21), configurando os testes sorologicos
de segunda geracdo (Jacob, 2007; Caterino-de-Araujo, 2009). Com isso,
houve melhora na sensibilidade de deteccdo da infeccdo por HTLV-2, que
atingiu 93,8%. Ademais, para melhorar ainda mais a sensibilidade de
deteccdo de HTLV-1 e HTLV-2, foram introduzidos os testes de terceira
geracdo, que empregam apenas proteinas recombinantes e/ou peptideos
sintéticos e usam a configuracdo conhecida como sanduiche, onde tanto na
fase solida aderida a placa como no conjugado, sédo utilizados os mesmos
antigenos. Apesar destas mudancas, ndo existe um teste EIA que seja 100%
sensivel e especifico para detectar todos os casos verdadeiramente
positivos de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2, no Brasil (Jacob et al., 2007,
2008; Campos et al., 2017).

Mais recentemente, para a triagem sorologica de HTLV-1 e HTLV-2
foram desenvolvidos os testes de quimioluminescéncia (CLIA) em sistema
automatizado. Eles contém particulas magnéticas recobertas com peptideos
sintéticos da membrana de HTLV-1 e HTLV-2 (gp46-l e gp46-Il) e proteina
recombinante da porcao transmembrana do envelope destes virus (rgp21).
E um teste de alta sensibilidade, porém pode apresentar menor

especificidade em relacdo a outros testes de triagem (da Silva Brito et al.,
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2018); vém sendo empregado principalmente em bancos de sangue e
grandes laboratérios no Brasil e no exterior.

Quanto aos testes soroldgicos confirmatorios, os primeiros foram o
WB e a imunofluorescéncia indireta (IFl), sendo a IFI um teste in house e o
WB disponivel no comércio. Varias versdes do WB foram feitas, inicialmente
usando lisado viral do HTLV-1, posteriormente acrescentando-se proteina
recombinante dos envelopes dos HTLV-1 e -2 [rgp46-1 (MTA-1) e rgp46-11 (K-
55)] e uma proteina recombinante transmenbrana comum aos HTLV
(rgp21e), e finalmente uma versao melhorada da rgp21le denominada GD21
(WB 2.4, Genelabs Diagnostics, Singapore) (Caterino-de-Araujo, 2009). No
entanto, apesar das modificacdes observou-se falha no diagnostico
sorologico de casos verdadeiramente infectados, principalmente pelo HTLV-
2 (De-Araujo et al., 1994; Gallo et al., 1994; Casseb et al., 1997; Caterino-
de-Araujo et al., 1998; Morimoto et al., 2007; Campos et al., 2017). Além
disto, o WB possui alto custo, em alguns casos nédo diferencia os tipos virais,
e resulta em padrao inconclusivo/indeterminado em mais de 30% dos casos
com a coinfec¢ao pelo HIV (Jacob et al., 2008).

Na tentativa de melhorar o diagnostico soroldgico confirmatério foi
introduzido o LIA, que € composto por tiras de nylon dotadas com proteinas
recombinantes ou peptideos sintéticos do HTLV-1 e HTLV-2 e que permite
distinguir entre os dois tipos virais (Sabino et al., 1999). Este teste vem
sendo usado com maior frequéncia no Brasil nos Udltimos anos, por ter
mostrado ser mais sensivel que o WB em confirmar a infeccdo por HTLV e
discriminar infeccédo por HTLV-1 de HTLV-2 (Sabino et al., 1999; Silva, 2011;
Campos et al.,, 2017). No entanto, ha que se destacar que no Brasil, a
maioria dos laboratdrios utiliza o WB, tanto na rotina como em pesquisa. Isto
porque, o WB apresentava custo inferior ao LIA, fato que ndo acontece no
momento atual.

Porém, pelos problemas apontados anteriormente, testes
moleculares foram propostos para o diagnostico confirmatério e
discriminatorio dos HTLV, incluindo os HTLV nao tipados ou indeterminados

a analise pelo WB. Uma variedade de testes foi descrita, buscando por
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segmentos de DNA proviral de HTLV-1 e HTLV-2 (Costa, 2010; Costa et al.,
2011; Gessain e Cassar, 2012; Ishihara et al., 2014; Kuramitsu et al., 2017).
No entanto, ndo houve uma uniformizacdo dos segmentos que deveriam ser
pesquisados, tampouco houve padronizagdo de primers e protocolos de
reacdo. A diversidade de protocolos, regides a serem pesquisadas, objetivo
das pesquisas séo apresentados no Quadro 1 em anexo.

A PCR apresenta vantagens em relacédo aos testes soroldgicos, pois
€ capaz de detectar baixas concentracdes de patégenos; uma das
caracteristicas das infeccbes por HTLV-1/-2, que ndo apresentam ou
apresentam baixissima viremia plasmatica e o material genético viral esta
inserido no DNA da célula hospedeira na forma de provirus (Cabral et al.,
2012).

Resumidamente, a PCR consiste na amplificacdo in vitro de
sequéncias especificas de DNA que sao sintetizadas pela acdo de uma
polimerase resistente a variacbes de temperatura (Sambrook e Russel,
2001). H& muitos métodos in house com diferentes protocolos e modelos
desta reacdo. Um dos modelos que tem se destacado para detectar agentes
infecciosos pela sua praticidade é a gPCR. Esta metodologia emprega um
sistema de sonda fluorescente acrescida aos iniciadores (primers) que
reconhecem sequéncias especificas no DNA alvo e emitem um sinal
luminoso sinalizando o ciclo no qual este alvo é amplificado (Cq, cycle of
guantification), (Higuchi et al., 1993; Marras et al., 2002).

A maioria das sondas sdo compostas por uma molécula fluorescente
(denominada de Reporter) na extremidade 5’ e uma molécula bloqueadora
(denominada de Quencher) na extremidade 3’. A proximidade dessas
moléculas inibe a liberacéo da fluorescéncia, porém quando separadas ha a
emissao. Isto ocorre pela acao litica da Tag DNA polimerase, que hidrolisa a
sonda ligada a molécula de DNA alvo no momento exato em que o amplicom
é produzido (Marras, 2008).

Existem varios sistemas de sondas de PCR em tempo real, porém
levando em consideracdo o custo e aplicabilidade, as sondas de hidrélise

comercialmente conhecidas como sistema TagMan®, sao as mais utilizadas.
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Também é possivel utilizar o corante SybrGreen, que se intercala entre as
duplas fitas de DNA, durante a sua replicagao (Marras, 2008).

De destaque, nos ultimos anos foi desenvolvida a qPCR digital
(dgPCR) que é mais sensivel em relacao as outras PCR, porém ainda nao é
de uso corriqueiro. Na Suécia foi padronizada para determinagcédo de CPV de
HTLV-1 e HTLV-2; no Japao, ela vem sendo utilizada para determinacéo de
CPV de HTLV-1, e na Australia para diagnéstico de bronquiectasia
associada ao HTLV-1c (Hedberg et al., 2018; Kuramitsu et al., 2018; Yurick
et al., 2019).

Resumindo, ndo ha um consenso, sobre qual teste confirmatoério
devera ser utilizado no algoritmo diagnostico dos HTLV-1/-2, tampouco um
padrdo ouro reconhecido. Pela praticidade e disponibilidade no mercado o
WB é o mais referido (Campos et al., 2015). No entanto, para laboratorios
que dispbem de infraestrutura e aplicacdo rotineira de PCR, a proposta de
sua introducéo no algoritmo laboratorial para os HTLV, vem sendo avaliada.

Até o0 momento ndo ha testes comerciais disponiveis no mercado
nacional, embora em 1997 tenha sido produzido um teste pela Roche
(Amplicor HTLV-I/ll — Roche), que ndo teve continuidade de producédo
(Vrielink et al., 1997). Os testes in house de PCR néo foram validados para
amostras de casos de infeccdo de todo o territdrio nacional, desta forma,
diferentes protocolos e modelos foram desenvolvidos de acordo com a
disponibilidade de equipamentos e acesso a insumos, 0 que dificulta uma
analise comparativa entre eles (Quadro 1 em anexo).

Em estudo anteriormente conduzido por Costa et al. (2011) no
Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo (IAL), foram padronizados trés ensaios de
PCR em tempo real (QPCR) em formato individual (single) para identificacdo
dos segmentos pol do genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 e de segmento
do gene da albumina humana, os quais se mostraram Uteis na elucidacéo de
amostras da rotina diagnéstica do IAL, com perfil indeterminado ou HTLV
nao tipado pelo WB.

Considerando os altos gastos de reagentes e de material clinico do

paciente para a realizacdo dos trés ensaios single, a padronizacdo de um
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ensaio multiplex para a deteccdo simultanea dos trés genes alvos tornou-se
uma estratégia interessante e necessaria. Além disso, seria importante
padronizar o ensaio multiplex em diferentes plataformas para ser empregado
em diferentes equipamentos de qPCR e com diversas marcas de reagentes
disponiveis no comércio, permitindo assim, seu repasse para outros
Laboratorios de Saude Publica do pais (LACEN).

Pela experiéncia acumulada no diagnéstico de infeccdo por HTLV-1
e HTLV-2 e por se dispor de uma equipe altamente qualificada em técnicas
moleculares e um Laboratorio padréo internacional de Biologia Molecular no
Centro de Imunologia do IAL decidiu-se realizar o presente estudo, com
vistas a fornecer mais um teste confirmatério para compor o algoritmo de
testes laboratoriais de diagnostico de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2, que
seja seguro, de baixo custo e de facil execucéo, e que possa ser usado em

qualquer Laboratorio de Saude Publica do pais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Padronizar e avaliar o desempenho de duas gPCR em formato

multiplex (XgPCR) para deteccao simultanea de segmento proviral de HTLV-

1, HTLV-2 e do gene da albumina humana em plataforma aberta.

2.2. Especificos

Otimizar o ensaio de XqPCR pol partindo da padronizacdo da gPCR
pol no formato single, variando a concentracdo de primers, sondas e
tipo de reagente de master mix;

Padronizar a XqPCR HTLV para um segundo alvo genético de HTLV-
1 e HTLV-2 (tax);

Desenhar e avaliar genes sintéticos (plasmideos) com as sequéncias
alvos do gene tax e albumina para o HTLV-1 e HTLV-2 para serem
usados como padrdes nos ensaios de XqPCR HTLYV;

Avaliar os ensaios de XgPCR HTLV em duas plataformas de gPCR e
com diferentes reagentes comerciais;

Determinar a sensibilidade/limite minimo de deteccdo dos ensaios
XgPCR HTLYV;

Determinar a especificidade dos ensaios XgQPCR HTLV e verificar sua
reprodutibilidade;

Comparar o desempenho das XqPCR HTLV (pol e tax) na deteccgéo e
identificacdo de infec¢des pelo HTLV-1/-2 frente ao WB em pacientes
infectados ou nao pelo HIV;

Avaliar a aplicagdo da XqPCR HTLV na quantificacdo da carga
proviral durante seguimento de pacientes com a infeccdo por HTLV-
1/-2.
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3. MATERIAL

3.1. Amostras de estudo

3.1.1. Critério de inclusao e exclusao

Amostras de sangue coletadas em tubo contendo anticoagulante
EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid, acido etilenodiaminotetracético),
provenientes de pesquisas e da rotina diagndstica de infeccdo por HTLV-1/2
do IAL, dos anos de 2012 a 2018, de individuos com 18 anos ou mais, foram
incluidas no estudo. Amostras que ndo atenderam estes critérios foram

excluidas da pesquisa.

3.1.2. Grupos de estudo

Grupo 1. Amostras de sangue ou DNA de 39 individuos, negativos
para a infeccdo por HIV e que resultaram positivos para a infec¢cdo por
HTLV-1/2 na triagem soroldgica. Destes, 29 procedentes de Ambulatério de
HTLV ou Banco de Sangue de Recife-PE, e 10 da rotina diagnéstica de
infeccdo por HTLV-1/2 do IAL. Grupo usado para o calculo de sensibilidade

diagnéstica das XgPCR HTLV em populacédo sem a infeccao pelo HIV.

Grupo 2. Amostras de sangue de 152 individuos, positivos para a
infeccdo por HIV/aids e que resultaram positivos na triagem de infeccao por
HTLV-1/2; 104 da rotina diagndstica do IAL e 48 de projeto de pesquisa junto
ao CRT-DST/aids-SP. Grupo usado para o calculo de sensibilidade
diagnéstica das XgPCR HTLV em populacdo infectada pelo HIV.
Dependendo do volume de DNA extraido, 25 amostras deste grupo foram

usadas na otimizacdo da XgPCR pol e 10 nos ensaios de precisdo. Para a
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quantificacdo de CPV de HTLV-1/-2 foram avaliadas amostras de sangue
coletadas durante o seguimento de 16 pacientes do CRT-DST/aids-SP.

Grupo 3. Amostras de sangue de 30 pacientes, negativos na triagem
de infeccdo por HTLV-1/2, todos do CRT-DST/aids-SP, sendo 22 com a
monoinfec¢do HIV, dois com a coinfec¢do HIV/HBV, trés com a coinfeccéo
HIV/HCV e trés com a tripla infec¢cdo HIV/HBV/HCV. Estas amostras foram
empregadas para o calculo de especificidade analitica e diagnostica das
XqPCR HTLV.

3.1.3. Aspectos Eticos

As amostras bioldgicas utilizadas neste estudo se referem a projetos
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa e Conselho Técnico Cientifico
do IAL (CEPIAL e CTC-IAL) #106D/2013 e #62H/2015 e estdo cadastrados
na Plataforma Brasil com os numeros CAAE #11302512.0.0000.0059 e
#52493316.1.0000.0059, estando em acordo com a Resolucdo N° 466 de
12/2012 do Conselho Nacional de Saude e da Declaracao de Helsinque e de
suas complementares.

As amostras de DNA procedentes de Ambulatério de HTLV ou Banco
de Sangue de Recife-PE, positivas para HTLV-1, foram cedidas pela Profa.
Dra Patricia Muniz Mendes Freire de Moura da Universidade de
Pernambuco (UPE), que autorizou sua utilizacdo nesta pesquisa, uma vez
que elas haviam sido encaminhadas ao IAL para um estudo de
caracterizacdo molecular de HTLV-1 (Numeros de Acesso em GenBank:
KY928459-KY928480 (env); KY928511-KY928512 (LTR); KY928553-
KY928574 (tax); KY928575-KY928576 (tax); MF178246-MF178269 (LTR).

Todas as amostras biolégicas estavam sob a guarda/responsabilidade
de Adele Caterino de Araujo, armazenadas na sala 1119, 11° andar, Centro
de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, em freezer -20 °C.
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3.1.4. Extragdo de DNA humano e DNA proviral

Resumidamente foram obtidas amostras de sangue coletado em
tubo contendo o anticoagulante EDTA, que apés sedimentacdo espontanea
das hemécias foi separado em plasma e leucécitos do sangue periférico
(PBL, peripheral blood leukocytes). O plasma foi armazenado para os
ensaios sorolégicos e os PBL congelados para posterior extracdo de DNA.
Para os testes de quantificacdo (cOpias de provirus), as células
mononucleares (CMN) foram separadas usando gradiente de densidade de
Ficoll-Hypaque (Sigma Aldrich), e diluidas para a concentracdo de 1X10°
células/100uL, apdés contagem em camara de Neubauer. As extracdes de
DNA dos PBL e CMN foram realizadas no sistema robotizado, extrator
MagNA Pure LC 2.0, empregando-se o kit MagNA Pure LC DNA isolation kit
| - High Performance, ambos da marca Roche Diagnostics GmbH — Roche
Applied Science-Mannheim, Germany, conforme orientacdo do fabricante,
com eluicdo final de 100 pL. Ressalta-se que este material bioldgico humano
era finito, e ndo pode ser utilizado em todas as etapas de padronizacdo das
técnicas de gPCR multiplex, sendo destinado aos célculos de sensibilidade e
especificidade diagnosticas relativas, e para CPV.

H& que se destacar que as amostras de sangue utilizadas neste
estudo foram triadas quanto a infeccdo por HTLV-1/2 por dois ensaios
imunoenziméaticos de terceira geracdo, o Gold ELISA HTLV I+l (REM-SP,
BR) e o Murex HTLV I+l (Diasorin, UK) e confirmadas pelo teste de Western
Blot (WB - HTLV Blot 2.4, MP Biomedicals, Asia Pacific Pte. Ltd), utilizado
como método de referéncia e, em alguns casos, pelo imunoensaio de linha
(INNO-LIA HTLV-I/Il, Fugirebio, Bélgica).
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3.2. Padronizacéo dos ensaios

3.2.1. Plasmideos pHTLV1-Alb e pHTLV2-Alb

Para as etapas de padronizacdo e otimizagcdo foram empregados
plasmideos com dupla insercdo, devido a escassez de volume das amostras
clinicas. O plasmideo pHTLV1-Alb, gentiimente cedido pelo Dr. Jorge
Casseb do IMT/FMUSP, foi construido por meio de clonagem da regiéo pol
do HTLV-1, entre as posicdes 4708 e 4953, fragmento com 246pb, e da
porgéo do intron12 do gene da albumina humana entre as posi¢des 15758 e
16940, fragmento de 171 pb, no vetor plasmidial pcDNA 3.1, de acordo com
Dehée et al. (2002). O plasmideo pHTLV2-Alb, foi desenhado e gentilmente
cedido pela Dra. Marina Lobato Martins da Universidade Federal de Minas
Gerais; consiste de um DNA sintético de 320 pb, clonado no vetor pENO8H,
contendo um fragmento de 138 pb do gene pol do HTLV-2, posi¢des 4720 a
4856, e um fragmento de 171 pb do gene da albumina humana descrito por
Dehée et al., 2002.

Para o segmento tax (regido pX) os plasmideos foram desenhados
no IAL pela Dra. Lucila Okuyama Fukasawa, empregando-se o software
versdao 2.3 do programa Primer Express, da Applied Biosystems e
sintetizados pela Life Technologies Brasil, no vetor plasmidial pMA-T,
designados: HTLV1 tax-Alb; um DNA sintético de 321pb, entre as posi¢cdes
7336 e 7486, e o HTLVZ2_ tax-Alb, fragmento de 297pb, entre as posicdes
7252 e 7327, ambos contendo o fragmento de 171 pb do gene da albumina
humana descrito por Dehée et al. (2002).

Estes plasmideos foram expandidos no IAL em células Escherichia
coli DH5a em meio Luria Bertani (LB) contendo 0,2 mg/mL de ampicilina,
extraidos e purificados empregando-se o QIlAprep Spin Miniprep kit
(Qiagen). As sequéncias dos insertos clonados foram confirmadas através
de reacdo de sequenciamento no equipamento ABI 3130xl, comparando-se
com as sequéncias de referéncia do GenBank J02029, M10060 e M12523,
para HTLV-1, HTLV-2 e Albumina, respectivamente.

42



A concentracdo dos plasmideos (em ng/mL) foi determinada no
equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Os plasmideos foram empregados para uso como controles
positivos de reacdo, na construcdo da curva-padrdo e para o calculo de
limite minimo de deteccdo (LMD) e de quantificacdo (LMQ) e para o célculo
de cOpias provirais por pL de amostra.

3.2.2. Reagéo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

O reagente ROX foi acrescido a solucéo da reacéo, quando esta nao
a continha, para o emprego na plataforma ABI, na qual este reagente tem a
funcé@o de normalizador da fluorescéncia, ou referéncia passiva, sendo uma
exigéncia do fabricante. Quanto a concentracdo deste componente, ha a
recomendacgao na bula da master mix de cada fabricante e geralmente varia
entre 25-50 nM. Para outras plataformas como a ROCHE, BioRad, dentre
outras, ndo ha necessidade de sua inclusdo, mas caso esteja presente na
formulacdo do reagente, estes podem ser utilizados sem prejuizo a reacéo.

As ciclagens foram realizadas nos aparelhos LightCycler 11 480
(Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind.) e Applied Biosystems modelo 7.500
(Foster City, CA, USA).

Quanto aos parametros de amplificacdo, foi testada a ciclagem
universal, presente em todas as plataformas (2 minutos a 50 °C; 10 minutos
a 95 °C; e repeticdo de 50 ciclos com 15 segundos a 90 °C e 1 minuto a 60
°C). Porém, esses parametros ndo mostraram bom resultado, apenas para o
componente albumina da XqPCR_pol na plataforma ABI, ndo ocorrendo na
plataforma Roche, tampouco para a XqPCR_tax. Também foram realizadas
alteracdes no tempo de decaimento de temperatura por segundo (rampa)
entre os ciclos na plataforma ABI no protocolo universal, mas sem melhoras
significativas, bem como nos parametros descritos por Waters et al., 2011.

Assim sendo, foram escolhidos os parametros que se aplicaram as

duas XgPCR nas diferentes plataformas, ficando definido: 1 ciclo de 2
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minutos a 50 °C (ativacdo da enzima UNG); 10 minutos a 95 °C; e repeticéo
de 50 ciclos com 50 segundos a 90 °C e 1 minuto a 60 °C (fase de coleta de
dados), o mesmo empregado por Tamegao-Lopes et al., 2006, Costa, 2010
e Costa et al., 2011. Ao final da corrida foi estabelecido um valor de corte
para determinar a positividade, observando-se a curva exponencial e a
compatibilidade dos multicomponentes [cada um dos sinais fluorescentes,
incluindo a referéncia passiva (ROX)]. Foram incluidos em cada reacéo dois

pocos de controle sem DNA.

3.2.3. Otimizacao do ensaio de XqPCR HTLV_pol

Para a realizacdo da XgPCR HTLV_pol foi utilizado o sistema
sondas de hidrolise (TagMan®) para as trés sequéncias alvo: 0s segmentos
pol do genoma proviral de HTLV-1, de HTLV-2 e segmento do gene da
albumina humana como referéncia, funcionando como um controle interno
da reacdo, e confirmando a presenca de DNA genémico humano de boa
qualidade.

A escolha dos oligonucleotideos baseou-se no desempenho em
termos de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade relatadas por
Costa, 2010 e Costa et al. 2011. Pequenas modificacbes nas sequéncias
das sondas, devido a mudanca nas marcacdes das quimicas fluorescentes,
foram efetuadas; isto para adequar o protocolo single empregado
anteriormente para o desenvolvimento do ensaio no formato multiplex

(dados apresentados em resultados, Quadro 3).

3.2.4. Padronizacéo do ensaio de XqPCR HTLV_tax
Para a padronizacdo da XgPCR HTLV com o segundo alvo tax

(regido pX), seguiu-se 0 mesmo sistema e marcagao de sondas da XgPCR

HTLV_pol. Os iniciadores utilizados para a amplificagdo dos alvos tax-1 para
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0 HTLV-1 e tax-2 para o HTLV-2 foram os descritos por Takenouchi et al.,
2011 e Waters et al., 2011, respectivamente, mantendo-se a escolha do
mesmo gene de referéncia empregado na XqPCR HTLV_pol (Dehée et al.,
2002); todos escolhidos com base no desempenho quanto a sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade descritos pelos autores (dados
apresentados em resultados, Quadro 5).

Com o propoésito experimental, foi testado um novo modelo na
marcacdo da sonda do gene de referéncia, com o emprego de duas
moléculas bloqueadoras (quencher), um interno (quencher ZEN) e uma nova
guimica no quencher externo, e a mesma marcacao anterior para o gene de
referéncia, sem alteracdo no resultado final, reduzindo apenas 0s sinais
inespecificos/ruidos de reacédo, possibilitando a escolha das duas versdes

apresentadas.

3.2.5. Especificidade dos oligonucleotideos

Para assegurar a especificidade dos oligonucleotideos e sua
capacidade em parear com sequéncias de DNA proviral de isolados de
HTLV-1 e HTLV-2 do Brasil, foi realizada uma pesquisa, submetendo
sequéncias brasileiras juntamente aos prototipos internacionais [cepas de
referéncia de HTLV-1 (ATK, Numero de Acesso em GenBank J02029) e
HTLV-2 (MoT, Numero de Acesso em GenBank M10060)] ao Banco de
Dados do Centro Nacional de Informac8es Biotecnologicas (NCBI), usando o
algoriimo  Basic  Local Alignment Search  Tool -  BLAST
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/) e buscando por alteragbes de

nucleotideos.
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3.2.6. Concentracdo dos oligonucleotideos: Iniciadores (Primers),
Sondas (Probes) e Ciclagens

A padronizacdo das concentracfes dos iniciadores, senso (F) e
antissenso (R), para a XgPCR HTLV foram determinadas testando-se as
concentragbes entre 200-900 nM e entre 100-300 nM para as sondas,
escolhendo-se a menor concentracdo capaz de produzir o melhor sinal de
deteccdo com menor ciclo de amplificacdo detectavel, apds analise
detalhada de todas as curvas de amplificacéo e liberagdo de fluorescéncia.
Para isso procedeu-se da seguinte maneira: fixou-se a concentracdo da
sonda em 100 nM para todos, variando as concentracbes dos
oligonucleotideos (iniciadores) senso (F) nos orificios horizontais (linha) e do
antissenso (R) nos orificios verticais (coluna), conforme esquema

apresentado no Quadro 2.

Quadro 2. Esquema das concentracfes empregadas na padronizacédo dos
oligonucleotideos (iniciadores e sondas) utilizados na padronizacdo das
XqPCR HTLV.

1 2 3 4

F200 F200 F200 F200

A R200 R300 R600 R900
Pb100 Pb100 Pb100 Pb100

F300 F300 F300 F300

B R200 R300 R600 R900
Pb100 Pb100 Pb100 Pb100

F600 F600 F600 F600

C R200 R300 R600 R900
Pb100 Pb100 Pb100 Pb100
F900 F900 F900 F900
D R200 R300 R600 R900
Pb100 Pb100 Pb100 Pb100

Legenda: F = Forward (senso); R = Reverso (antissenso); Pb = Probe (sonda)

Findo a determinagéo da concentracdo 6tima dos iniciadores senso e
antissenso, procedeu-se de maneira similar a determinagao da concentragéo

da sonda, mantendo-se fixas as concentracées dos iniciadores, agora
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escolhidos de acordo com a concentragdo Otima pré-definida para cada
gene.

Apé6s varios testes avaliando diferentes concentracfes dos
componentes da PCR, iniciadores e sondas para a reacdo de XqPCR HTLV,
foram escolhidas as combinacdes que resultaram melhor sinal de leitura
(curva de amplificacdo e fluorescéncia), menores sinais de fundo/ruido
(baseline/background) e melhor definigdo entre positivos e negativos.

Alguns ajustes adicionais foram realizados e foram definidas as
concentracdes dos oligonucleotideos para o estudo. H& que se ressaltar que
os volumes dos iniciadores podem ser adequados, se necessarios, desde
que a concentracdo final da reacdo permaneca fixa; para tal, basta o
emprego da formula de diluicBes para misturas proporcionais. Exemplo: 0,5
pL de 10,4 uM= 208 nM final (dados apresentados em resultados, Quadro
4).

Nesta etapa um volume total de reacdo de 25 uL foi utilizado,
composto de 5 yL de DNA plasmidial pré-diluido a 1/1milhdo, 1X Master Mix,
2 uL de cada um dos oligonucleotideos nas concentragdes propostas, 0.4 uL

de ROX Low e &gua qg.s.p. grau PCR (Roche Diagnostics, Indianopolis, Ind).

3.2.7. Determinacao da concentracdo de plasmideos para serem usados

como controles positivos de reagéo

Inicialmente foram avaliadas as diluicdes 1/mil e 1/milhdo a partir da
concentracdo original de cada plasmideo, para posteriormente serem
determinadas as melhores concentracdes a serem utilizadas como controles
positivos das reacdes de XqPCR HTLV, destacando-se que estas diluicdes
correspondem a aproximadamente 10 ng/uL em 10° e 10 pg/uL em 10°, dos
plasmideos com insertos de fragmentos do gene tax dos alvos HTLV-1 e
HTLV-2 e do gene de referéncia (Albumina)

Conforme mostra a Figura 4, as curvas de amplificagcdo obtidas

empregando-se Kappa Probe Fast qPCR Kit Master Mix Universal (Kappa
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Biosystem), apresentaram ciclos de quantificacdo de fluorescéncia (Cq) de
aproximadamente 17 e 27 para a composi¢cdao HTLV-1/Alb e 18 e 28 na
composicado HTLV-2/Alb, nas diluicbes 1/mil e 1/1milh&o, respectivamente.
Notar também que as curvas de amplificacdo se apresentaram em
formato sigmoidal, tipicas de amplificacdo positiva pelo sistema TagMan (em
vermelho), e que as tracOes de ruido (background) que aparecem em verde
caracterizam auséncia de amplificacdo, ambas separadas pela linha limitrofe
(threshold), a qual determina o nivel de fluorescéncia onde a reacédo é

detectada (ciclo) na fase exponencial de amplificagdo do DNA.
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Figura 4. Curvas de amplificacdo da qPCR HTLV_tax usando plasmideos
HTLV-1/Alb e HTLV-2/Alb e diluigdo 1/mil e 1/1milh&o.

Legenda: Cq, ciclo de amplificacéo; 10%e 10° correspondem as concentragfes de 10 ng/uL e 10 pg/uL

de plasmideos com insertos de fragmento de gene da albumina humana e tax de HTLV-1 e HTLV-2.

3.2.8. Calculo do numero de copias dos plasmideos

Os calculos das concentracfes dos plasmideos foram obtidos apés

dosagem no equipamento NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
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Scientific) e aplicacdo da constante de Avogadro para conversdo em numero
de coOpias por microlitros.

Partindo da solucdo estoque foram realizadas as diluicbes seriadas
na base 10 a fim de obter as concentra¢des de 10° a 10° copia de plasmideo
em 5 pL. As concentragdes iniciais determinadas para cada um dos
plasmideos foram: 2,801 x 10*° cépias/pL para o alvo pol HTLV-1/Albumina,
6,14 x 10 cépias/uL para o alvo pol HTLV-2/Albumina, 2,065 x 10%°
copias/pL tax HTLV-1/Albumina e 1,074 x 10'° cépias/uL para o alvo tax
HTLV-2/Albumina.

3.2.9. Estabilidade da curva padrao

Devido a possibilidade de emprego da XgPCR HTLV na
quantificacdo da CPV de pacientes infectados pelos HTLV-1/2, e de que
alteracbes de temperaturas, exposicdo luminosa, entre outros, podem
eventualmente promover a degradacao, evaporacao e alterar a qualidade ou
concentracdo dos plasmideos, foi avaliada a estabilidade das concentracfes
dos plasmideos para a confeccdo da curva padrdo de referéncia,
ressaltando que para esta aplicacdo estudos de precisdo com relacdo ao
limite minimo de quantificacdo (LMQ) sdo necessarios (Rabenau et al., 2007;
ANVISA-RE 899/29/5/03).

A estabilidade das diluicdes/concentracbes dos plasmideos
empregados na curva padrao foi verifcada apés cinco ciclos sucessivos de
congelamento e descongelamento. As diluicbes dos plasmideos foram

realizadas com solugéao de TE pH 8,0 (Ambion).

3.3. Avaliagéo dos ensaios de XqPCR- Indicadores de desempenho

3.3.1. Linearidade: Comparacédo entre os formatos single e multiplex

para os alvos pol e tax pela curva padréao
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A linearidade é determinada pela absor¢do da fluorescéncia
(intensidade de luz) proporcionalmente a variagdo constante da
concentracdo do DNA, presente na mistura da solucdo, seguindo a Lei de
Lambert e Beer.

Para determinar a linearidade dos ensaios XgPCR HTLV (pol e tax),
frente a formatacdo single e multiplex foram realizadas diluicbes seriadas
para construcdo da curva padrdo e comparadas a capacidade de responder
a pequenas alteracdes nas concentra¢cbes do analito. O objetivo foi simular
diferentes concentragdes de DNA proviral presentes nas amostras e verificar

se a sensibilidade analitica nos dois formatos era equiparavel.

3.3.2. Avaliagéo da eficiéncia/sensibilidade do ensaio

Com o intuito de avaliar a eficiéncia e o limite minimo de deteccéo
(LMD) da reacao de amplificacdo de cada gene-alvo no ensaio multiplex
foram realizadas diluicdes seriadas de plasmideos contendo o segmento
génico de interesse, com numero de copias conhecidas/diluicdo, que foram
submetidos a amplificagéo.

As matrizes concentradas de plasmideos foram diluidas em solucao
de Tris-EDTA (10 mM Tris, 1mM EDTA) pH 8,0 compondo 7 pontos na base
10.

Foram empregados 5 pL/reacdo de cada concentracdo conhecida de
plasmideo em reac¢des no formato single e multiplex para cada gene alvo na
plataforma ROCHE LC 480l e/ou ABI 7.500 empregando-se 0 reagente
Kappa Probe Fast gPCR Kit Master Mix Universal (Kappa Biosystem).

O grafico gerado pela concentracdo de cada plasmideo e os
respectivos valores do Cq foi empregado para o célculo da equacdo de
regressdo linear e a correlagdo entre as varidveis pelo R-quadrado e

precisao.
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3.3.3. Especificidade analitica e diagnostica do ensaio

Para confirmar a auséncia de reacdo cruzada e/ou resultados falsos
positivos devido ao compartiihamento de vias de infeccdo viral e/ou
similaridade genética entre virus, assegurando a veracidade do resultado do
teste proposto, foram avaliadas 30 amostras de DNA provenientes de
individuos do Grupo 3, negativos para a infeccdo por HTLV, porém positivos

para outras infec¢des virais (HIV e/ou HBV e/ou HCV).

3.3.4. Ensaios de reprodutibilidade entre diferentes analistas - Precisdo

intermediaria

A precisdo inter-ensaios da XgPCR HTLV para os alvos pol e tax foi
avaliada por trés analistas frente a reproducdo do ensaio em plataforma
automatizada. Cada analista reproduziu ensaios similares aos de curva
padrdo/LMD, com diluicdo de 10° a 10° e utilizou a mesma forma de
interpretacdo de dados. A reprodugdo automatizada foi realizada na
plataforma de diluices e pipetagem QIAgility® (QIAgen), e as reagdes foram
conduzidas nos aparelhos ABI 7.500 e/ou Roche LC480Il, e os resultados
obtidos apresentados como valores de ciclos de amplificacdo obtidos por

cada analista.

3.3.5. Andlise/expresséo dos resultados da XgPCR HTLV

Andlises dos resultados foram efetuadas pelos softwares das
plataformas utilizadas, o 7.500 Systems Software Sequence Detection
Software (SDS) versdo 2.3 (Applied Biosystems) e LightCycler®480 SW
versao 1.5 (Roche Diagnostics), levando em consideracdo a variacdo da
fluorescéncia (ARn) em relagdo ao numero do ciclo de amplificagdo, sendo

estatisticamente registrado o ciclo no qual foi emitida a maior intensidade de
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fluorescéncia, excluidos os sinais inespecificos ou de fundo/ruido
(baseline/background). Portanto, a ARn indicou a magnitude do sinal gerado,
sendo o ciclo no qual este sinal foi computado, inversamente proporcional a
guantidade de DNA presente na amostra.

Para as andlises, a faixa entre os ciclos 1 e 15 foram empregadas na
definicdo dos sinais de fundo/ruidos (baseline/background) e a linha limite
(threshold) posicionada na fase exponencial, acima dos sinais inespecificos
e negativos. Nesta etapa da padronizacédo os valores de Cq aceitos ficaram
entre 1 e 44, desde que as curvas de amplificacdo e multicomponentes de
fluorescéncia apresentassem caracteristicas de uma reagdo conforme.

No sistema da Applied Biosystems (ABI) os resultados foram
expressos na forma de Ct (Cycle threshold) e no da Roche Diagnostics
(Roche) em Cp (Crossing point).

Por recomendagdo do The MIQE Guidelines, 2009 utilizou-se a
denominacdo de Cq (ciclo de quantificacdo do sinal emitido pela

fluorescéncia).

3.3.6. Marcas de reagentes de Master Mix

Devido a variedade de reagentes comerciais com diferentes
formulacdes, neste estudo, foram avaliadas as seguintes marcas de master
mix: TagMan Master Mix Universal (Thermo Fisher-Applied Biosystems);
JumpsStart  (Sigma-Aldrich);  LightCycler Probes Master (Roche);
Platinum®Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen); Kappa Probe Fast
gPCR Kit Master Mix Universal (Kappa Biosystems); GoTaq®Probe qPCR
Master Mix (Promega); PerfeCTa gPCR ToughMix (Quantabio); Fast
Advanced Master Mix (BioRad); LuminoCt® gqPCR ReadyMix™ (Sigma-
Aldrich); QuantiTect Probe PCR Kits (Qiagen) e QuantiFast Probe PCR Kits
(Qiagen).

Inicialmente foram avaliados os reagentes TagMan Master Mix

Universal (Thermo Fisher-Applied Biosystems) e JumpStart (Sigma-Aldrich)
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frente a controles positivos da reagédo. Foi empregada a concentracéo final
de primers e sondas a 200 nM para testar as sondas desenhadas para os
alvos HTLV-2 e albumina marcadas com Cy5 e HEX, respectivamente,
comparando-as com o0s resultados obtidos com as marcacdes anteriores
(FAM).

Cabe salientar que a ordem de escolha da marcacdo das sondas
Cy5 para o HTLV-2 e HEX para albumina, decorreu da possibilidade de
cruzamento entre os fluor6foros FAM X HEX (cross-talking), devido a
intersec¢do em algum ponto do comprimento de onda dessas quimicas, na
fase exponencial de leitura. Isto j& foi observado em outros ensaios,
necessitando compensacao de cor no ato da analise, e muita experiéncia em
gPCR, para melhor definir os resultados obtidos (Maria Gisele Goncalves,
comunicacdo pessoal). Como alguns equipamentos ndo dispdem desta
ferramenta de compensacdo optou-se pela marcacdo HEX no gene de
referéncia, visto que ele ndo esta diretamente vinculado ao diagndstico do
HTLV, mas com a ressalva que se pretende avaliar tal combinacdo, no
futuro.

Posteriormente, foram efetuadas as diluicbes e reacdes por gene
alvo, no mesmo dia, comparando-se diferentes concentracbes de
plasmideos frente a nove diferentes marcas de reagentes para o gene pol e
sete marcas para o0 gene tax.

Para estabelecer uma andalise comparativa entre as diferentes
marcas de reagentes comerciais (independente do aumento no valor do Cq),
no momento das analises foram instituidos alguns parametros para a
garantia de no minimo 90% de eficiéncia, conforme o equipamento utilizado,
com valores proximos de r’= 0.9, Slope -3 e eficiéncia 2, ajustados pelo
posicionamento da linha limitrofe (threshold), na regido exponencial da curva
de amplificagédo. Isto por conta das diferentes formulacdes apresentadas
entre diferentes reagentes e néo revelados na bula. Todavia, em ensaios
gualitativos o posicionamento do threshold habitualmente limita-se a separar
amplificacbes exponenciais (positivas) de ruidos (negativos), sendo

referenciado pelos controles positivos da reacdo, para 0s quais se
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estabelecem desvios aceitaveis de valores de Cg, sem o acompanhamento
de curva padréo.

3.3.7. Otimizacdo: inclusdo de cloreto de magnésio (MgCl,) na XqPCR
HTLV

Na tentativa de melhorar o desempenho das reacdes de XqPCR
HTLV, foi adicionado cloreto de magnésio (MgCl,) a mistura da rea¢do. Em
ensaios multiplex, maiores quantidades de MgCl, na solucédo de amplificacédo
podem ser necessarios para assegurar a estabilidade da hibridacdo dos
oligonucleotideos e favorecer a sua hidrolise pela acdo da Taq polimerase
(Lorenz, 2012).

A maioria dos reagentes disponiveis comercialmente ndo informam a
concentragcdo de seus componentes, 0s reagentes para PCR em tempo real
geralmente empregam 3,0 mM MgCl,, sendo uma concentragédo 6tima entre
3-6 mM (Real Time PCR Handbook-ABI- lifetechnologies.com/qgpcr).

Desta forma, aleatoriamente, foi considerada uma concentracao
minima de 3mM MgCI, presente nos reagentes, e foram adicionados
volumes da solucdo de MgCl, a 25mM (Sigma-Aldrich), a fim de obter as
concentracdes finais entre 4mM a 6mM, na reacéo.

Foram empregadas em cada reagdo, como controles positivos 0s
plasmideos de HTLV-1, HTLV-2 e para o gene de referéncia, além da
composicdo presente nos plasmideos, foi realizado uma mistura (pool) de
DNA obtido de material clinico humano, negativos para o HTLV, afim de
verificar se as possiveis melhorias se estenderiam além do gene sintético.

Numa analise preliminar foram avaliadas master mix especificas
para ensaios multiplex. Inicialmente, foram testadas as marcas Roche,
Invitrogen e Kappa nas plataformas da LightCycler 48011 (Roche) e 7.500

ABI (Applied Biosystems) com e sem adicdo complementar de MgCl,.

54



3.4. Aplicacgao diagnostica

A validacdo de um ensaio ndo esta vinculada apenas aos resultados
da sua padronizacdo, para a aplicacdo diagnostica se faz necessario
confirmar de forma objetiva o seu desempenho em amostras clinicas, de
acordo com critérios pré-estabelecidos (Rabenau et al., 2007).

Assim, apds a padronizacdo, os ensaios de XgPCR HTLV foram

validados em amostras clinicas, conforme descrito a seguir.

3.4.1. Andlise comparativa das qPCR HTLV nos formatos single e

multiplex

Devido a auséncia de um teste molecular de referéncia para o HTLV,
foram comparados no presente estudo os formatos entre as gqPCR HTLV
desenvolvidas por Costa et al. (2011) e a XqPCR HTLV para o gene pol.

Nesta analise foram usadas 25 amostras de DNA provenientes de
casos suspeitos de infeccdo por HTLV-1/-2, pertencentes ao Grupo 2, com
volume suficiente para tal aplicacdo, evitando-se o0 esgotamento das

mesmas.

3.4.2. Sensibilidade diagnostica relativa XgPCR HTLV (pol e tax) X WB

Esta andlise foi realizada empregando-se amostras dos Grupos 1 e
2, e os resultados obtidos foram comparados com os do WB. Naqueles
discrepantes foram observados os resultados de um segundo ensaio
soroldgico confirmatorio, o imunoensaio de linha (LIA), ou molecular (PCR-
RFLP tax), cujos resultados encontram-se publicados em Campos et al.
(2017).
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3.4.3. Precisao

Com o intuito de verificar o comportamento de diferentes “perfis” de
resultados, amostras foram selecionadas, com base na média do valor do
Cq apresentado, ou seja, com positividade alta, intermediéria, baixa e
escassa.

Uma vez que a quantidade de DNA € inversamente proporcional ao
ciclo de amplificacdo no qual o alvo foi detectado (Higuchi et al., 1993; Real
Time PCR Handbook, Life Technologies-ABI), ou seja, quanto maior a
concentracdo de DNA menor o valor do Cq, a classificacdo da positividade
foi arbitrariamente considerada por Cq em: < 30 [alta]; entre 31- 35 [média];
36-37 [baixa] e = 38 [escassa].

Para esta analise foram selecionadas 10 amostras do Grupo 2 com
valores diferentes de ciclos de amplificacdo, que foram processadas em
duplicatas, por 4 dias (desafios/replicadas), no intuito de avaliar a
reproducdao inter-ensaios dos resultados.

Com relacdo a precisao de reproducdo dos resultados no mesmo
ensaio/corrida (intra-corrida), foram analisadas 6 réplicas de 2 amostras.

Estas andlises permitiram verificar a concordancia de resultados
numa mesma corrida (preciséo intra-corrida), em dias diferentes (precisédo
intercorridas), nos dois modelos de XgPCR HTLV propostos. Com base
nesses dados, foram estimadas as frequéncias (%) com que estes valores
de Cg séo encontrados nas amostras da rotina.

3.5. Ensaio de quantificacéo da carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2

A CPV do HTLV pode ser empregada como um marcador de valor

progndéstico, uma vez que a patogénese do HTLV-1 tem sido associada ao

aumento de CPV, sendo util no monitoramento do paciente (Tamegéao-Lopes
et al., 2006).
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Com o escopo de verificar uma possivel aplicacdo das XqQPCR HTLV
na determinacdo de CPV de HTLV-1/2 utilizando curva padréo previamente
descrita, a quantificacdo foi inferida pela correlacdo dos Cq do gene alvo
presente na amostra e os Cq dos genes contidos nos plasmideos
correspondentes. Ressaltando que, para a quantificacdo do gene de
referéncia foram considerados apenas os valores obtidos com o plasmideo
HTLV-2/Albumina, pois foi o que apresentou melhor eficiéncia de
amplificacdo, com maior extensdo no comprimento de onda fluorescente,
confome ilustrado na Figura 5. No entanto, cumpre ressaltar que isto
ocorreu apenas na composicdo do plasmideo contendo o gene pol e

albumina, e ndo nas amostras biologicas.
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Figura 5. Curva de amplificacdo dos plasmideos tax1 e tax2.
Legenda: Curvas de amplificagdo dos plasmideos: HTLV-1/Albumina e HTLV-2/Albumina (533-580

comprimento de onda do filtro HEX — sonda da Albumina). Plataforma Roche.

Para o céalculo de quantificacdo absoluta foi considerado que:
partindo de 1X10° células/100pL, em 10pL haverd 1 X 10° e nos 5pL
empregados na gqPCR 0,5 X 10°. Para o célculo da quantificacdo, o nimero
de copias obtidos foi multiplicado por 2 para se obter o nimero de cépias do
gene em 10° células.

Utilizando o método de quantificacdo acima descrito, foram

avaliadas 16 amostras de DNA proviral, extraidas de CMN, para o gene alvo
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pol, obtidas de pacientes em acompanhamento no CRT DST/aids-SP do
Grupo 2. As amostras positivas para o HTLV-2, ou com resultados
discrepantes foram repetidas na plataforma ABI.

Como descrito anteriormente, o LMQ devera ser preciso quanto ao
seu limite inferior de deteccdo. Célculos estatisticos como a andlise de
regresséo linear Probit, permitem inferir esse valor com IC 95%, e posto que,
para o HTLV-2 o LMD ficou entre 100-10 copias ha que se considerar a
necessidade de estimar o LMD/LMQ neste intervalo. Para tal, foi calculado o
namero de copias pelo Probit, empregando-se os LMD replicados pelos
analistas e realizadas diluicbes intermediarias entre os dois Ultimos pontos
do LMD, com 16 réplicas para o HTLV-1 e 24 réplicas para o HTLV-2 e

célculos das médias LMD e LMQ.

3.6. Andlise estatistica

Para os célculos de desvio padrdo, coeficiente de variacao,
sensibilidade, especificidade e regresséao linear Probit (Bliss e Fisher, 1935)
foram utilizados a estatistica analitica descritiva disponivel na planilha Excel,
do pacote e Microsoft Office Professional Plus 2016.

Para as andlises comparativas entre os métodos foi utilizado o indice
Kappa segundo Bland Altman (1991) e os célculos de intervalo de confianca
segundo Clopper e Pearson, 1934, disponiveis nas planilhas e orientacdes
relacionadas no procedimento operacional padrdo P-SG-0022- 004-
Validacdo de métodos de ensaio de diagndstico do IAL e seus respectivos
anexos/méscaras. Os graficos e calculos de linearidade foram obtidos pelo
teste de Grubbs com IC 99%
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3.7. Anélise de custos

No presente estudo, para o célculo do custo das XqPCR HTLV
foram contabilizados apenas os valores de cada insumo, aplicados desde a
separacdo da amostra (plasma e PBL) até a finalizacdo da amplificacéo,
bem como dos testes sorologicos. Foram considerados os valores ofertados
em pregdes eletronicos do ano de 2018. Avaliaram-se 0s custos dos ensaios
isoladamente e, quando aplicados a diferentes algoritmos de testes
confirmatorios de infeccdo por HTLV-1/2, em amostras de pacientes dos
Grupos 1 e 2.

3.8. Conflito de Interesse
Declara-se ndo haver conflito de interesse com as empresas

produtoras dos kits e reagentes empregados nesta pesquisa, bem como dos

fabricantes das plataformas e equipamentos utilizados.
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4. RESULTADOS

4.1. Otimizacao e padronizagéo de protocolo das reagcbes XqPCR HTLV

Os quadros a seguir apresentam as sequencias de primers e sondas
e 0s protocolos de reagao otimizados das XgPCR HTLV (pol e tax) de HTLV-
1/-2.

O Quadro 3 mostra as alteracdes realizadas nas sequéncias dos
oligonucleotideos, que compdem as sondas, bem como as diferentes
marcagdes quimicas necesséarias para constituir o multiplex, ressaltando a
inclusdo de uma base degenerada (R) para a sonda HTLV-2_pol, que

permite o reconhecimento das bases A ou G no DNA molde.

Quadro 3. Sequéncia e marcacdo dos oligonucleotideos empregados na
XgPCR HTLV_pol.

PCR em tempo real (qPCR)
Genes (Primers / Sondas Sequéncia5- 3’ RETENEEIE ) o8
no gene
HTLV-1F GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC Adaptado de : Tamegéo-
HTLV-1R GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT Lopes et al; 2006/
Costa et al; 2011
o HTLV-1Pb*  [FAM-ACTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGG-BHQ-1 4788 - 4895
P HTLV-2 F CAACCCCACCAGCTCAGG Adaptado de : Tamegéo-
HTLV-2R GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA Lopes et al; 2006/
Costa et al; 2011
HTLV-2 Pb*  |CY5- TGGTCGAGAGAACCAATGGTRTAATCAAAA-BHQ-2 4740 - 4830
AbuminaF  |GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA Adaptado de:
GR AbuminaR  |GGGCATGACAGGTTTTGCAATATTA Dehée et al; 2002/
Costa et al; 2011
Albumina-Pb* |HEX-TCTCTTGTGGGCTGTAATCATCGTCTAGGC-BHQ1 16222 - 16351

Legenda: GR: Gene de Referéncia; F: primer senso; R: primer antissenso; Pb*. sondas com
sequéncias e/ou marcacdes modificadas do original: Sonda R: base A ou G; HEX: fluor6foro 6-cloro;
BHQ: black hole quencher. FAM: fluoréforo 6-carboxi; CY5: fluoréforo; cianina.

O Quadro 4 apresenta os valores/volumes de cada componente da
mistura da reacdo de gPCR, e as alteracbes no volume da agua, devido a

inclusdo ou ndo do ROX a mistura. Esses valores foram obtidos

empregando-se a formula de diluicdo de misturas proporcionais.
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Quadro 4. Protocolo de

reacdo da XgPCR HTLV_pol (volumes e
concentracdes) empregado nas plataformas ABI e Roche.
X-gPCR_HTLYV - pol
Alvo HTLV-1 HTLV-2 Albumina
Marcacéo da sonda FAM CY5 HEX
Reagentes Reacao 1X
Master mix 12,5uL
A ABI Roche
Agua 3,50l 3,9uL
*ROX 0,4pL 0
ifEEeEr = 0,4uL [12,5uM]  |0,4pL [12,5pM]  |0,4pL [12,5uM]
(208nM final) (208nM final) (208nM final)
Iniciador R 0,4pL [12,5uM]  |0,4pL [12,5uM]  [0,4pL [12,5uM]
(208nM final) (208nM final) (208nM final)
Sonda 0,4uL [12,5uM]  |0,4pL [12,5pM]  |0,4pL [12,5uM]
(208nM final) (208nM final) (208nM final)
Total da mistura 20pL
DNA alvo 5uL
Volume final 25uL

Legenda: *ROX (Referéncia passiva-Applied Biosystems (ABI).

O Quadro 5 exibe as alteracdes realizadas nas marcacdes e/ou

sequéncia das sondas fluorescentes, para constituir a XqPCR HTLV_tax,

salientando- se que para a sonda do GR, as marcacdes/alteracdes ilustradas

podem ser empregadas,

independente dos demais componentes do

multiplex, ou seja, com ou sem o quencher interno, BHQ ou IABFQ.

Quadro 5. Sequéncia e marcacdo dos oligonucleotideos empregados na
XgPCR HTLV_tax.

PCR em tempo real (QPCR)
Primers / A oo Referéncia/ Posicado
Genes Sequéncia5-3
Sondas no gene
HTLV-1F |CGGATACCCAGTCTACGTGTT Adaptado de: Takenouch
HTLV-1R |ATGTAGCAGTGCGGGATGAC et al 2011/ '7359 7458
HTLV-1 Pb* |[FAM-CTGTGTACAAGGCGACTGGTGCC-BHQ1 '
tax HTLV-2F |CGATTGTGTACAGGCCGATTG Adaptado de:
HTLV-2R |GATGTAGCTGTACGGGAGGAC Waters et al; 2011/
HTLV-2 Pb* |Cy5-TGTCCCGTCTCAGGTGGTCTATGTTCCA-BHQ2 7272 - 7347
Albumina F |GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA Adaptado de:
GR Albumina R |GGGCATGACAGGTTTTGCAATATTA Dehée et al; 2002/
Abumina-Pb*|HEX-TCTCTTGTG/ZEN/GGCTGTAATCATCGTCTAGGC-IABFQ 16222-16351

Legenda: GR: Gene de Referéncia; F: primer senso; R: primer antissenso; Pb: sonda; FAM: fluoréforo
6-carboxi; CY5: fluoréforo Cianina; R: base A ou G; ; HEX: fluoréforo 6-cloro; BHQ: black hole
guencher; ZEN: quencher interno; IABFQ: lowa Black quencher .

O Quadro 6 mostra os valores/volumes de cada componente da

mistura da reacdo XgPCR HTLV_tax, e as alteracdes no volume da agua,
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devido a inclusdo ou ndo do ROX a mistura, dependente da plataforma a ser
empregada. Salientando que a presenca de ROX na master mix, nao
inviabiliza seu emprego em outras plataformas. Sua restricdo se atém
apenas em caso de escolha deste fluoroforo para marcar um gene alvo, o
gue nao ocorreu neste estudo. Esses valores foram obtidos empregando-se
a férmula de diluicdo de misturas proporcionais

Quadro 6. Protocolo de reacdo da XqPCR HTLV tax (volumes e
concentragcdes) empregado nas plataformas ABI e Roche.

X-qPCR_HTLV - tax
Alvo HTLV-1 HTLV-2 Albumina
Marcacao da sonda FAM CY5 HEX
Reagentes Reacao 1X
Master mix 12,5uL
Agua ABI Roche
1,1pL 1,5puL
*ROX 0,4pL 0
Iniciador F 0,5uL [10_uM] 0,5uL [10_pM] 0,5uL [10_uM]
(200nM final) (200nM final) (200nM final)
.. 0,5pL [10puM 0,5uL [10uM 0,5pL [10puM
Iniciador R (ZOuOnE\/I fiL:IaI]) (250n5v| ﬁL:]aa) (2(510n5\/l fiL;la?)
Sonda 1pL [2,5uM] 1l [2,5uM] 1pL [2,5uM]
(100nM final) (100nM final) (100nM final)
Total da mistura 20pL
DNA alvo 5uL
Volume final 25uL

Legenda: *ROX (Referéncia passiva-Applied Biosystems (ABI).

4.1.1. Determinacao da concentracéo de plasmideos para serem usados

como controles positivos de reagéo

As concentracbes dos plasmideos escolhidas para controles
positivos ficaram entre 10* e 10° por apresentarem nos alvos principais
(HTLV-1 e HTLV-2), ciclos de amplificagdo <36 com as diferentes marcas de
reagentes testados (item 4.7). Para o gene pol os Cqg variaram entre 27 a 33
(HTLV-1) e 31 a 36 (HTLV-2); e para o gene tax entre 24 a 30 para os dois

alvos (HTLV-1/-2). Abaixo de 10% cépias eventuais falhas na amplificacdo do
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gene de referéncia foram observadas quando da composi¢gdo com o HTLV-1

nos plasmideos, principalmente para o gene pol.

4.2. Linearidade

As figuras a seguir mostram que ha correlacdo entre as diferentes
concentracbes e a capacidade de deteccdo do DNA, entre os formatos
single e multiplex para os genes pol e tax, sem interferéncia das cinéticas
das quimicas presentes no ensaio de mudltiplos alvos, e mostram uma
relacdo quase que perfeita entre elas, ou seja, a mesma sensibilidade
analitica nos dois formatos. Ademais, mostram valores de Cq menores
guando pesquisado o gene tax, tanto no formato single como multiplex.

A Figura 6 mostra que a capacidade de deteccdo do alvo
(plasmideo contendo o gene pol) é proporcional a concentragdo do analito
nos dois formatos de ensaio (single e multiplex), ou seja, ambos
apresentaram a capacidade de deteccao entre 10 e 1 cépia para o alvo pol —

HTLV-1, ilustrada nas diluicdes entre 10° - 1cépia/5uL, pontos 1-7,

respectivamente.
HTLV-1 _pol Triplex X single a5
y=23,2571x+15,486 & 40
r_ T
5 R*=0,9971 = e - 35
s _— 30
: = '
k] £ b 25
= - T
= - = 20
5 = 15
L 10
8 5
= 0
b 1 2 3 4 5 6 7
Triplex 20 23 27 30 33 36 39,6
Single 19 22 25 28 32 35,6 38
Triplex Single

Figura 6. Curva de regresséo linear comparando os ensaios de gPCR HTLV

nos formatos single e multiplex para a detecgao do HTLV-1 (pol).
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A Figura 7 mostra que hé& correlagdo entre os LMDs nos seis pontos
da diluicdo seriada (10°-10 cépias/5pL), entre os dois formatos de ensaio
(single e multiplex), ou seja, ambos apresentaram capacidade de deteccdo
entre 100 e 10 cOpias para o alvo pol — HTLV-2.

HTLV-2_ pol Triplex X Single
45

v =2,9803x + 22,734
40

R?=0,9902 . - —
35
30
25

20
15
10

Ciclos de amplificagao

1 2 3 4 5 ()

Triplex 25 29 32 35,33 37,606 40

—— Single 26 29 32 35 38,3 40
Triplex —— Single Linear {Triplex)

Figura 7. Curva de regressao linear comparando os ensaios de gPCR HTLV

nos formatos single e multiplex para a deteccéo do HTLV-2 (pol).

Os LMDs apresentados nas Figuras 8 e 9 mostram perfeita
correlacdo entre os dois formatos de ensaio (single e multiplex), nas
diferentes concentracdes, (10°-10cépias/5pL) do alvo HTLV-1-tax e HTLV-2-

tax, respectivamente.

HTLV-1_tax -Triplex X Single

40
:i v =34117x+ 15,182 35
" 2 _
:3:- R*=0,9996 30
=
B 25
=
= 20
=3
w 15
3 10
= 5
=
0
1 2 3 4 5 [
Triplex 18,64 21,81 25,62 28,785 32,275 35,61
Single 18,605 22,005 25,205 28,255 32,205 35,485
Triplex Single Linear (Triplex) Linear {Single)

Figura 8. Curva de regresséao linear comparando os ensaios de gPCR HTLV

nos formatos single e multiplex para a detecgdo do HTLV-1 (tax).
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HTLV-2_tax -Triplex X Single

45
v =3,44067x + 16,249

=] R?=0,9932 T 40
e -
5 T I - :35
o= I Y 30
= & F S 25
= I
= L 20
w =
=1 15
-
S 10
=
S 5
0
1 2 3 4 5 [
Triplex 19,04 23,465 26,97 30,225 33,95 36,225
Single 20,26 23,61 27,065 30,08 33,54 37,94
Triplex Single Linear {Triplex)

Figura 9. Curva de regressao linear comparando os ensaios de gPCR HTLV

nos formatos single e multiplex para a detecgéo do HTLV-2 (tax).

4.3. Sensibilidade Analitica - Limite Minimo de Detecc¢éo
(LMD)/Eficiéncia

As figuras a seguir apresentam as curvas de LMD/Eficiéncia que
foram obtidas nas plataformas ABI e Roche, com o0s respectivos valores de
namero de copias/5uL e calculo de eficiencia para cada gene alvo
pesquisado, ressaltando maior dificuldade na deteccdo de HTLV-2 em
relacdo ao HTLV-1, tanto para o gene pol como para tax. Relembrando
que os valores desejados para esta analise estabelecem os parametros de
curva de inclinacdo da reta (slope) entre -3,1 a -3,6, R? préximo a 1, para
gue possam ser empregados em uma técnica espectrofotométrica, com alta
eficiéncia, resultando em eficiéncias entre 90-110% e 80-120%, desejaveis

para ensaios single e multiplex, respectivamente.

4.3.1. Curva padrao/LMD para o HTLV-1, com o alvo gene pol

O LMD do gene sintético apresentando positividade para o HTLV-

1 pol ficou entre 10 e 1 copia/SuL, com valores de Slope de -3,32 e -3,29 e
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coeficiente de regressao linear (R) préximos a 1, resultando em eficiéncias
de 100% e 101,4% nas plataformas ABI (A) e ROCHE (B), respectivamente,

conforme apresentado na Figura 10.

Standard Curve

Figura 10. Curva Padrdo LMD HTLV-1_pol (ABl e ROCHE).

Legenda: Standard Curve (Curva padrdo) mostrando a correlacéo entre quantidade de analito e ciclos

de quantificacdo (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche.

4.3.2. Curva padrao/LMD para o HTLV-2, com o gene pol

O LMD do gene sintético apresentando positividade para o HTLV-
2_pol ficou entre 100 e 10 cépias/5uL, com valores de Slope de -3,33 e -3,19
e coeficiente de regressao linear (R) proximos a 1, e eficiéncias calculadas
de 99,3% e 104% nas plataformas ABI (A) e Roche(B), respectivamente,

conforme mostra a Figura 11.

66



A
BoEeu e

“Flot Settings

Target | 2-HTLY Z et Plot Color Default -~
a i 2 =
Standard Curve

s

0.0

»s

N
5 ;s B

0.0 Flandand Sorve

TS
"~
2.8 ! :
am o W00 O0O00  W30000 s hilH ! ﬁ: ﬁ'\‘—-_‘_\__
Quantity By 2BV i —
1% i | s
n?}uum £ T —
Tacget: 2HTLY Z Slope: -2,338 Yoinder: 43,306 g% 0,999 Girvy 59,345 E 1 e
B e
[- Standasd W U rudery ey Uk comrs (F | 0g gad) : J 1 E i i 5 ;

| Lig Cancentunn

Figura 11. Curva padrao LMD HTLV-2_pol (ABl e ROCHE).

Legenda: Standard Curve (Curva padrao) mostrando a correlagdo entre quantidade de analito e ciclos

de quantificacéo (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche.

4.3.3. Curva padrao/LMD para o HTLV-1 com o gene tax

A maior diluicdo do gene sintético apresentando positividade para o
HTLV-1 tax foi de 1 coOpia/5uL, com valores de Slope de -3,30 e -3,31 e
coeficiente de regressao linear (R) proximos a 1, resultando em eficiéncias
de 110,6% e 100,2% plataformas ABI (A) e ROCHE (B), respectivamente,

conforme apresentado na Figura 12.

A B
=] Plot Gotor [Deraun = Standard Curve
& Wy Bz = -
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1 I
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i S5 i
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Figura 12. Curva padrao LMD HTLV-1_tax (ABl e ROCHE).

Legenda: Standard Curve (Curva padrdo) mostrando a correlacdo entre quantidade de analito e ciclos

de quantificacdo (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche.
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4.3.4. Curva padrao/LMD para HTLV-2 com o0 gene tax

A maior diluicdo do gene sintético apresentando positividade para o
HTLV-2_tax foi de 10 cépias/5uL, com valores de Slope de -3,41 e -3,31 e
coeficiente de regresséo linear (R) 1, com eficiéncia calculada de 96,2% e
100,2% nas plataformas ABI (A) e ROCHE (B), respectivamente, conforme

apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Curva padrdo LMD HTLV-2_tax (ABl e ROCHE).

Legenda: Standard Curve (Curva padrdo) mostrando a correlacédo entre quantidade de analito e ciclos

de quantificacdo (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche.

4.4. Estabilidade da curva padréao

A estabilidade das diluicbes/concentracdes dos plamideos
empregados na confeccdo da curva padrdo apés cinco desafios de
congelamento e descongelamento mostraram que o plasmideo HTLV-1-pol
manteve uma boa estabilidade até 10 copias com variagédo entre 0,1 a 0,5, ja
para o HTLV-2-pol a estabilidade manteve-se até 10* cépias, com variacio
entre 0,1 a 0,5 e instabilidade a partir de 10° cépias. Os plasmideos com as
sequéncias do gene tax apresentaram boa estabilidade até a diluicdo de 10
copias para o HTLV-1 e HTLV-2 (Tabela 1).
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Tabela 1. Avaliacdo da estabilidade das concentragfes dos genes sintéticos

pol e tax empregados na deteccdo e identificacdo de HTLV-1 e HTLV-2,

apos cinco ciclos de congelamento e descongelamento.

Ciclos de guantificacdo X guantidades de descongelamentos

Gene HTLV-1 HTLV-2
ao Copias/ ... Desvio , . _ IC .. Desvio ., . _ IC
Byl 2 3 4 5 Média padraio Variacdo 95% 1 2 3 4 5 Méda padrao Variacao 95%
1000000 19 20 21 21 21 20 0,7 0,1 04 23 24 24 24 24 24 0 01 0,2
1000000 21 20 21 21 21 21 04 05 24 24 24 24 25 24 0 01
100000 23 23 25 24 24 24 0,7 0,3 26 28 27 28 27 27 1 05
100000 23 24 25 24 24 24 0,6 05 27 28 28 28 29 28 1 03
10000 26 27 28 27 28 27 0,7 05 30 31 31 31 31 31 0 01
10000 26 27 28 28 28 27 0,7 05 30 31 31 31 32 31 1 0,3
pol 1000 29 30 31 31 31 30 0,7 0,2 34 35 35 35 35 35 0 01
1000 30 30 31 31 31 31 04 03 34 35 35 0 3 35 13 0.1
100 33 34 34 34 35 34 0,6 04 37 38 37 38 38 38 0 0,2
100 33 33 34 34 35 34 0,7 05 37 38 0 0 0 38 18 01
10 36 36 37 37 38 37 0,7 0,2 40 0 0 0 O 40 19 0,0
10 37 37 37 38 38 37 04 0,2 40 0 O 40 0 40 20 0,0
1 0 0 39 39 0 39 19,5 0,0 0 0 0 0 O 0 0 0,0
1 39 0 0 0 0 3 0,0 0,0 0 0 0o o o© 0 0 0,0
1000000 18 18 18 18 18 18 0,1 0,0 01 20 19 19 19 19 19 0,2 01 0,1
1000000 18 18 18 18 18 18 0,1 0,0 19 19 19 18 19 19 05 0,2
100000 22 22 21 22 22 22 04 0,2 22 22 22 22 23 22 0,4 0,1
100000 22 22 21 22 22 21 03 0,1 23 21 22 22 23 22 08 0,7
10000 25 26 25 25 25 25 03 0,1 26 25 26 25 26 26 0,6 03
10000 25 25 25 25 25 25 0,2 0,0 26 26 25 25 27 26 05 0,2
tax 1000 28 29 29 28 28 28 03 0,1 29 29 29 29 30 29 04 04
1000 28 28 27 27 29 28 04 0,2 29 29 29 29 30 29 0,2 0,6
100 31 32 32 31 31 31 04 03 33 33 33 33 33 33 0,3 01
100 32 32 32 32 31 32 0,2 0,1 33 33 32 32 31 32 0,6 03
10 35 34 34 36 35 35 0.8 05 36 36 36 36 36 36 0,2 01
10 35 35 35 35 35 35 0,2 0,0 35 36 38 36 37 36 09 09
1 38 33 0 0 0 38 18,6 0,0 38 0 0 0 0 38 18,1 0,0
1 39 0 0 40 39 39 19,2 01 0 0 0o 0o o 0 0,0 0,0

Legenda: QIAgility: plataforma automatizada de diluicbes e pipetagem; * Variacédo calculada entre valores diferentes de zero

4.5. Especificidade

Os ensaios de XgPCR HTLV (pol e tax) mostraram 100% de

especificidade analitica, com resultados negativos para o HTLV-1, HTLV-2 e

positividade para o gene de referéncia nas 30 amostras do Grupo 3,
interferéncia do HIV elou HBV elou HCV no

mostrando nao haver

diagndéstico molecular de HTLV.
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4.6. Reprodutibilidade

Os resultados dos ensaios de XgPCR HTLV (pol e tax) realizado por
trés profissionais selecionados, mostraram consisténcia na reproducdo dos
ensaios multiplex para a deteccdo dos alvos HTLV-1 e HTLV-2, dentro da
faixa do LMD esperado (Tabela 2). As varia¢cbes calculadas apresentaram
em sua maioria resultados inferiores a 1, indicando uma boa reproducgéo dos
ensaios, exceto para amostras onde havia escassez do analito, o que é

esperado para este tipo de ensaio e explicado pela distribuicdo de Poisson.

Tabela 2. Avaliacdo da reprodutibilidade/robustez do ensaio XgPCR HTLV
empregando-se 0s genes pol e tax para a deteccdo e identificacdo
simultanea de HTLV-1 e HTLV-2.

Ciclos de quantificacéo

Gene HTLV-1 HTLV-2
alvo Copias/ QlAgility Analista Analista Analista *Variaco QlAgility Analista Analista Analista e
5uL 1 2 3 1 2 3
1000000 20/20 20/20 21/21 21/21 0,3 23/23 23/23 24/24 25/25 0,7
100000 23/24 24/24 25/25 24/24 0,4 27127 26/27 27127 29/28 0,7
10000 27/27 27127 28/28 27127 0,2 30/30 30/30 31/31 32/32 0,7
pol 1000 30/30 30/30 31/31 31/31 0,3 34/34 33/33 34/35 35/35 0,6

100 34/33  34/34 35/35 34/34 0,4 37/37 36/37 37/38 37/38 0,4

10 38/36  37/38 38/38 38/37 0,5 40/40 0/39 38/39  39/38 0,6

1 0/37 0/39 0/0 38/0 0,7 0/0 0/0 0/0 0/0 0,0

1000000 18/18 18/19 17/18 18/19 0,4 19/20 20/21 20/19 20/19 0,4
100000 22/22  22/22 21/20 22/21 0.5 23/23 23/23  23/22  22/23 0,2
10000 25/25 26/26 24/24 25/25 0,5 26/26  25/26  27/25 < 26/26 0,4

tax 1000 28/28  29/29 27128 28/28 0,4 30/30 29/29 30/29  28/29 0,4
100 31/31  32/32 30/31 30/31 0,5 33/33 31/31 33/33 33/33 0,8

10 35/35 36/36 34/35 34/35 0,5 36/36 34/35 36/36  36/35 0,5

1 38/39 0/0 45/0 38/37 8,2 39/38 0/39 0/0 38/0 0,3

Legenda: QIAgility: plataforma automatizada de dilui¢des e pipetagem; * Variacéo calculada entre valores diferentes de zero

4.7. Avaliacdo de reagentes comerciais (Master mix)

As figuras a seguir mostram os resultados da utilizacdo de master
mix universal, disponivel comercialmente (master mix TagMan Universal
PCR Master Mix- ABI), quando aplicado em ensaio de gPCR no formato

single e multiplex, frente a controles positivos de HTLV-1, HTLV-2 e gene de
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referéncia (Figura 14), e os resultados de nove marcas de master mix
especificos para ensaios multiplex usados na XgPCR HTLV pol e sete
marcas usadas na XgPCR HTLV_ tax (Figuras 15-16 e 17-18,
respectivamente) .

Resumidamente, as curvas de amplificacdo obtidas empregando-se
a solucdo master mix universal, s6 apresentaram forma sigmoidal, quando
esta master mix foi aplicada ao ensaio no formato single (A-C) para os trés
alvos pesquisados, e para a deteccdo de HTLV-1 no multiplex (D). Ao
contrario, esse reagente ndo mostrou boa eficacia quando usado na qPCR
no formato multiplex (E-F), cujas curvas sao tipicas de reacdes néao
otimizadas/padronizadas (Figura 14).

Ja o desempenho dos master mix especificos de ensaios multiplex
quando utilizados em diferentes concentracdes de plasmideos, entre 10° e 1
copia/SuL, simulando diferentes concentracdes presentes em amostras
bioldgicas, mostraram que qualquer um deles podera ser usado de acordo
com os valores de eficiéncia apresentados.

Os reagentes estéo ilustrados por cor, constando no interior de cada
bloco o numero correspondente ao ciclo de amplificagdo no qual o DNA alvo
foi detectado/amplificado (Figuras 15 a 18).
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Figura 14. Curvas de amplificacdo obtidas nas reagbes de gPCR nos
formatos single e multiplex - master mix TagMan Universal PCR Master Mix-
ABI.

Legenda: Amplification plot/curves: Curvas de amplificagédo; Single: ensaio cotendo um Unico alvo
para deteccdo de A-C; e Triplex/multiplex: ensaio contendo mais de um alvo de D-F, para os alvos
HTLV-1, HTLV-2 e GR (Albumina).

72



. Ciclo de amplificacdo X Reagente - pol 1 , Ciclo de amplificacdo X Reagente - Albumina/ pol 1

sl 2029 4065 1,8 41,4 | 4029 DAIEIN 1083 3972

3695 | 3874 | 3745 @ 383 3907 | 3994 | 3685 | 3828 | 39,11

2
33,85 | 3435 | 3396 | 3589 '% 35,56 | 33,06 3403 | 3527
30,36 13138 3099 | 328 DA 315 3042 g ol 3287 33,18 (528 305 3137 82581 33,45
27,95 27,02 [2829 27038 2895 2822 2858 2692 2 10000 30,88 [OSI8EN 27,74 (2881 NOOMN 3104 2899 3
24,88 23,85/25,15| 24,67 25,68 24,88 25,56 23,71 24,8 jlunuvime 27 31 26,54 21,35124,67 26,62 2606 27,94 2496 2741
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B O bio Ferfects o B " N Invitrogen ¥ Promega
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W Sigma B Qiagen Pb B Qiagen Quanti Fast B sigma B Qjagen pb n Qiggen Quanti Fast

Figura 15. Avaliacdo de nove marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_poll.

Legenda: Valores de Cgs obtidos frente a diferentes concentragGes do gene sintético, contendo as sequéncias da Albumina e pol de HTLV-1 em nove
marcas variadas de reagentes comerciais.

Os valores de eficiéncia apresentados de acordo com o reagente empregado foram: 101,2% (ROCHE),
100,35% (Invitrogen), 98,2% (Promega), 100,35% (Quanta), 100,45% (BioRad), 100.45% (Kappa), 100,35%
(Sigma); 100,1% (Qiagen-Probe Master) e 100% (Qiagen-Quanti Fast) para o gene pol de HTLV-1. Enquanto
para o gene da Albumina foram: 111,7% (ROCHE), 106,7% (Invitrogen), 108,1% (Promega), 100,35% (Quanta),
95,9% (BioRad), 107.4% (Kappa), 109,6% (Sigma); 99,9% (Qiagen-Probe Master) e 113% (Qiagen-Quanti Fast).

73



A L Ciclo de amplificacéo X Reagente pol 2

B ! Ciclo de amplificagdo X Reagente - Abumina pol 2
Ol 4308 4132 139451 398 | 4083 L4028 4032 4069 4159 10 | 41,69 3812 371 378 38i51 3881 382 3886
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Figura 16. Avaliacdo de nove marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_pol2.

Legenda: Valores de Cgs obtidos frente a diferentes concentraces do gene sintético contendo as sequéncias da Albumina e pol e HTLV-2 em nove
marcas variadas de reagentes comerciais.

Os valores de eficiéncia calculados, ficaram dentra da faixa preconizada para ensaios no formato
multiplex (entre 80-120%), foram: 100,45% (ROCHE), 100,45% (Invitrogen), 107,8% (Promega), 100,25%
(Quanta), 100,35% (BioRad), 100.25% (Kappa), 102% (Sigma); 100,25% (Qiagen-Probe Master) e 102,75%
(Qiagen-Quanti Fast) para o gene pol de HTLV-2. Enquanto para o gene da Albumina foram: 97,8% (ROCHE),

100,1% (Invitrogen), 103,4% (Promega), 108% (Quanta), 100,5% (BioRad), 100.1% (Kappa), 102,5% (Sigma);
105,5% (Qiagen-Probe Master) e 102,5% (Qiagen-Quanti Fast).
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Figura 17. Avaliacdo de sete marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_tax1.

Legenda: Valores de Cgs obtidos frente a diferentes concentracdes do gene sintético com as sequéncias de Albumina e tax de HTLV-1 em sete
marcas variadas de reagentes comerciais.

Os valores de eficiéncia calculados para o gene tax de HTLV-1 foram: 108,98% (ROCHE), 102,9%
(Invitrogen), 105,15% (Promega), 101,8% (Quanta), 100,10% (BioRad), 102,06% (Kappa) e 105,9% (Sigma).
Enquanto para o gene da Albumina foram: 94,2% (ROCHE), 102,6% (Invitrogen), 106,8% (Promega), 99,6%
(Quanta), 102,3% (BioRad), 107.6% (Kappa) e 107,8% (Sigma).
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Figura 18. Avaliacdo de sete marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_tax2.

Legenda: Valores de Cgs obtidos frente a diferentes concentracdes do gene sintético com as sequéncias de Albumina e tax de HTLV-2 em sete

marcas variadas de reagentes comerciais.

Os valores de eficiéncia calculados foram: 94,6% (ROCHE), 91,244% (Invitrogen), 94,6% (Promega),
101,6% (Quanta), 93,37% (BioRad), 96,37% (Kappa) e 94,17% (Sigma) para o gene tax de HTLV-2. Enquanto
para o gene da Albumina foram: 99,4% (ROCHE), 93,9% (Invitrogen), 94,8% (Promega), 93,2% (Quanta), 94,9%

(BioRad), 94,2% (Kappa).



4.8. Otimiza¢c&o com Cloreto de Magnésio

Os Quadros 7 e 8 e Figura 19, mostram que ndo houve melhora
consideravel de resultados apés a inclusdo de concentracdo adicional de
cloreto de magnésio (MgCly) a reacdo usando trés marcas de reagentes. Os
ciclos de amplificacdo/deteccdo foram praticamente idénticos, exceto para o
gene da albumina e na concentracao final de 5 mM, néo justificando assim sua
inclusdo no protocolo, visto que este alvo é empregado apenas para assegurar

um efetivo processo de extracdo do DNA da amostra bioldgica.

Quadro 7. Valores de Cq (Cycle quantification) obtidos pelos controles positivos
nas reacoes de XqPCR HTLV empregando-se diferentes marcas de master mix

sem e com adicdo complementar de magnésio, na concentracao final de 5mM,

na plataforma da Roche LightCycler 480ll.

Roche . Invitrogen Kappa
Roche Invitrogen Kappa
+MgCl; +MgCl;, +MgCl;
HTLV-1 24/24 24124 25/25 24/25 24/24 24124
HTLV-2 35/35 35/35 35/33 33/33 33/33 32/32
Albumina | 34/35 32/33 33/33 31/32 32/32 31/31

Quadro 8. Valores de Cq (Cycle quantification) (em duplicata) obtidos nas

reacoes de XgPCR HTLV empregando-se diferentes marcas de master mix sem

e com adicdo complementar de magnésio na plataforma ABI 7.500.

Roche _ Invitrogen Kappa
Roche Invitrogen Kappa
+MgCl; +MgCl, +MgCl;
HTLV-1 21/21 21/21 22/22 21/22 20/20 20/20
HTLV-2 33/33 33/33 32/32 32/32 31/30 30/30
Albumina | 34/33 32/32 33/33 31/31 31/31 29/29
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A Figura 19 mostra que em 4, 5 e 6, had melhora no
comprimento/extensdo das curvas de amplificacdo do gene de referéncia frente
as trés marcas de master mix utilizadas em relagao as curvas apresentadas em

1, 2 e 3, porém com pouca alteracdo no ciclo de deteccao/amplificacao.
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Figura 19. Curvas de amplificacdo para andlise de variacdo na intensidade de

fluorescéncia, com e sem MgCl,,

Legenda: Curvas de amplificacdo do gene de referéncia (albumina) com diferentes reagentes: 1 -
Reagente Roche sem a adicdo de MgCl,, 2 - Reagente da marca Invitrogen sem a adi¢cdo de MgCly; 3 -
Reagente Kappa sem adicdo de MgCly; 4, 5 e 6 - Curvas de amplificacdo com os reagentes Roche,

Invitrogen e Kappa com adi¢do de MgCl,, respectivamente.

4.9. Aplicacao Diagndstica

4.9.1. Andlise comparativa das gPCR HTLV nos formatos single e

multiplex

Foram usadas 25 amostras de DNA provenientes de casos suspeitos
de infeccdo por HTLV-1/2 do Grupo 2. Na analise comparativa o formato
XgPCR HTLV detectou 19/25 amostras (76%) frente a 18/25 (72%) do ensaio
single, com indice Kappa de 0,90 (IC 95% + 0,36). Apenas uma amostra (1*),
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resultou positiva apenas na XqPCR para o HTLV-2 com Cq alto, o que € um
resultado dificil de reproduzir (Quadro 9).

Quadro 9. Andlise comparativa entre os resultados do ensaio de q°PCR HTLV
empregando o gene alvo pol, nos formatos single e multiplex para a deteccéo e
identificacdo de HTLV-1, HTLV-2 e gene de referéncia em amostras da rotina

diagnéstica.
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Legenda: * - Amostra 1 (Cq 39) - confirmado por WB e/ou outro gPCR (alvo tax); GR - gene de referéncia;

+ - positivo; 0 — negativo.
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4.9.2. Sensibilidade diagndstica relativa da XqPCR HTLV (pol e tax) X WB

Para os testes de sensibilidade diagndstica relativa foram usadas
amostras de DNA de casos confirmados de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2,
pertencentes ao Grupo 1 (pacientes soronegativos para o HIV) e ao Grupo 2
(pacientes soropositivos para o HIV). Os resultados obtidos foram comparados
com os do WB e nos discordantes com o ensaio sorolégico (LIA) ou molecular
(PCR-RFLP ou gPCR), cujos resultados encontram-se publicados em Campos
et al. (2017), com excecdo das amostras da UPE, que ja vieram definidas como
positivas para HTLV-1.

4.9.2.1. Casuistica do Grupo 1 (HIV-/ UPE e Rotina-1AL).

Das 39 amostras com suspeita de infeccdo pelo HTLV e que resultaram
reagentes na triagem, 37 confirmaram infeccdo por HTLV-1 (29 do ambulatério
de HTLV da UPE e oito da rotina-IAL) e duas resultaram negativas. O teste de
referéncia WB detectou 37/37 amostras (100%; 1C95% 88-102; + 0,07) e as
duas XgPCRs (pol e tax) detectaram 36/37 amostras (97%; IC95% 76,9-84,6; +
0,07), com boa concordancia entre os métodos, estimados pelo indice Kappa
(0,787; 1C95% + 0,384-1.000).

Os resultados sdo apresentados no Quadro 10, ressaltando que a
amostra 8 mostrou resultados discrepantes entre os diferentes ensaios
imunoenziméaticos utilizados na triagem, provavelmente devido a uma baixa
CPV de HTLV-1.
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Quadro 10. Resultados das XqPCRHTLV (pol e tax) em relacdo ao teste
confirmatorio de referéncia Western Blot, em amostras do Grupo 1, suspeitas

de infeccédo por HTLV e soronegativas para o HIV.

N° | XqPCR_pol | XqPCR_tax WB N° | XgPCR_pol | XgPCR_tax WB

1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 21 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 22 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
3 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
4 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 24 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
5 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
6 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 26 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
7 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 27 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
8* NEG NEG HTLV-1 | 28 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
9 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 29 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
10 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 30 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
11 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 31 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
12 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 32 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
13 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 33 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
14 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 34 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
15 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 35 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
16 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 36 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
17 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 37 NEG NEG NEG
18 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 38 NEG NEG NEG
19 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | 39 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
20 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1

Legenda: NEG: Negativo; *amostra com resultados discrepantes entre repeticdes de ensaios

imunoenzimaticos.

4.9.2.2. Casuistica do Grupo 2 (HIV+/ CRT/aids e Rotina-1AL).

Das 152 amostras testadas, 118 (77,6%; IC95% 76,9-84,6; + 0,07)
resultaram positivas [77 HTLV-1, 29 HTLV-2, 3 HTLV-1+2 e 9 HTLV néo
tipadas], 22 indeterminadas (14,5%) e 12 negativas (7,9%), a analise pelo WB.
Pela XgPCR_pol 101 resultaram positivas (66,4%; 1C95% 57 -75,4; = 0,09),
com coeficiente de correlacdo entre o0 WB e a XqPCR HTLV_pol moderado
(Kappa: 0,405; 1C95%:0,251-0,559). Pela XqPCR_tax 95 (62,5%; 1C95% 52,7-
72,2; £ 0,09) foram positivas, com indice Kappa moderado (0,435; 1C95%:
0,290-0,580) (Quadros 11 e 12).
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Das 22 amostras com resultados de WB indeterminados, as XqPCRs
identificaram pelo alvo pol 10/22 (45,5%) e 7/22 (32%) pela tax. Curiosamente,
entre os casos confirmados, houve uma maior frequéncia de HTLV-2, sendo
9/10 (90%) empregando-se o alvo pol e 6/10 (60%) pela tax. Uma amostra foi
identificada como HTLV-1 (1/10, 10%) nas duas XqPCRs. Ja entre as nove
amostras HTLV néao tipadas pelo WB e/ou pelo LIA, 6/9 (66,7%) foram tipadas
pelas XgqPCR, sendo a maioria [4/6 (66,7%)] HTLV-1, trés identificadas pelo
alvo pol e quatro pela tax, e 2/6 (33,3%) HTLV-2, sendo duas pelo alvo pol e
uma pela tax. (Quadro 12).

Se considerados apenas 0s casos positivos pelo WB (n=118), as duas
XgPCR apresentaram sensibilidade diagnéstica relativa de 85,6% (101/118)
para o alvo pol e 80,5% (95/118) para o alvo tax.

Quadro 11. Analise geral e comparativa de desempenho entre o0s testes
XgPCR HTLV (pol e tax), Western Blot e LIA aplicados em amostras suspeitas
de infecgdo por HTLV e soropositivas para o HIV (Gupo 2).

Legenda: WB: Western Blot; XqPCR: PCR em tempo real multiplex; LIA: Imunoensaio de linha (INNOLIA);
HTLV: nédo tipado; IND: Indeterminado; NEG: negativo, POS: positivo, * 1 resultado discrepante,
confirmado HTLV-1 pela RFLP no gene tax.

Ademais, houve resultados discrepantes entre os testes confirmatdrios
(Quadro 12). A amostra 40 confirmou infeccdo por HTLV-2 em trés testes (WB,
INNO-LIA e XqPCR_poal), e repetidamente HTLV-1 e HTLV-2 na XqPCR tax,
sendo que o HTLV-1 também foi detectado pela PCR-RFLP (Campos et al.
2017). As amostras 11 e 56 consideradas HTLV-1 e HTLV-2 pelo WB
resultaram XgqPCR HTLV (pol e tax) positivas apenas para HTLV-1. Em uma

destas amostras (11) o LIA resultou indeterminado.

82



Quadro 12. Resultados da pesquisa de HTLV em amostras do Grupo 2, provenientes de pacientes soropositivos para HIV,
do CRT/aids e rotina diagndstica do IAL, submetidas aos ensaios de WB, XqPCR HTLV_pol e tax (n=152) e LIA (n=89).

N° | XqPCR_pol | XqPCR_tax WB LIA N° | XqPCR_pol | XqPCR_tax | WB LIA N° | XgPCR_pol | XqPCR_tax WB LIA
1 HTLV-1 NEG HTLV-1 HTLV-1 |26| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |[51| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2
2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |27 NEG NEG HTLV-1 | HTLV-1 |52| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2
3 | HTLV-1/-2 | HTLV-1/-2 |HTLV-1/-2 | HTLV-1/-2 |28 | HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2 |53| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
4 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |29 HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2 |54 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
5 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV |30 NEG NEG IND HTLV-2 |55 NEG NEG HTLV-2 NR
6 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |31| HTLV-1 HTLV-1 HTLV NR 56| HTLV-1 HTLV-1 |HTLV-1/-2 NR
7 HTLV-1 HTLV-1 IND HTLV [32] HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 57| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
8 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |33 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 58 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
9 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 |34 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 59 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
10 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 |35 HTLV-2 HTLV-2 IND NR 60 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
11| HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1/-2 IND 36| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 NR 61| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
12| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |37| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |62 NEG NEG IND NR
13| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |38| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |63| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
14 HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2 |39 HTLV-2 NEG HTLV-2 NR 64 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
15 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |40 HTLV-2 HTLV-1/-2* | HTLV-2 | HTLV-2 |65 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
16 NEG NEG NEG HTLV 41 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2 |66 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
17| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 42| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |67 | HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
18| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 43| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |68 | HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
19 NEG NEG NEG NR 44| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |[69| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
20 HTLV-2 NEG IND HTLV-2 |45 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |70 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
21 NEG NEG HTLV-1 NR 46 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2 |71 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
22 NEG NEG NEG NR 47 NEG NEG NEG IND 72 NEG NEG HTLV-2 NR
23 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 48| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2 |73 NEG NEG IND NR
24| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 |49 NEG NEG HTLV-2 | HTLV-2 |74 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR
25| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 |50 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1 |75 NEG NEG NEG NR
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Cont. Quadro 12.

N° | XgPCR_pol [ XqPCR _tax | WB LIA N° | XgPCR_pol | XgPCR_tax WB LIA N° | XgPCR_pol | XqPCR_tax WB LIA

76 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |102 NEG NEG IND NR |128| HTLV-1 NEG HTLV-1 | HTLV-1
77 NEG NEG HTLV-1 NR |103| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |129| HTLV-2 NEG HTLV HTLV-2
78 NEG NEG IND HTLV-2 104 | HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |130 NEG NEG HTLV-1 | HTLV-1
79 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 NR |105 NEG NEG HTLV-2 |HTLV-2|131| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
80 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |106 NEG NEG HTLV HTLV |132 NEG NEG IND HTLV-2
81 NEG NEG NEG NR |107| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |HTLV-1|133| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
82 NEG NEG NEG NR |108 NEG HTLV-1 HTLV HTLV |134| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
83 HTLV-2 HTLV-2 IND NR |109 NEG NEG HTLV-2 |HTLV-2|135| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
84 HTLV-2 HTLV-2 HTLV NR |110 NEG HTLV-1 HTLV-1 |HTLV-1|136| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
85 NEG NEG NEG NR |111 NEG NEG IND HTLV-1|137| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
86 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 NR |112 NEG NEG HTLV-2 |HTLV-2|138 NEG HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
87 NEG NEG HTLV-1 NR |113| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |HTLV-1|139| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
88 HTLV-1 HTLV-1 HTLV NR |114| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |HTLV-1|140| HTLV-1 NEG HTLV-1 | HTLV-1
89 NEG NEG HTLV-1 NR |115 NEG NEG HTLV-1 |HTLV-1|141 NEG NEG IND HTLV-2
90 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |116| HTLV-2 NEG IND HTLV-2|142| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2
91 NEG NEG NEG NR |117| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |HTLV-1|143| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
92 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |118 NEG NEG HTLV-2 |HTLV-2|144| HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2
93 NEG NEG NEG NR |119| HTLV-1 NEG HTLV-1 |HTLV-1|145| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2
94 NEG NEG NEG NR |120| HTLV-1 HTLV-1 HTLV HTLV |146| HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2
95 NEG NEG HTLV-1 NR |121| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 |HTLV-2|147| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2
96 NEG NEG NEG NR |122 NEG NEG HTLV |HTLV-2|148| HTLV-2 NEG IND HTLV
97 NEG NEG IND NR |123 NEG NEG IND HTLV-2 | 149 NEG NEG HTLV-1 | HTLV-1
98 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |124 NEG NEG HTLV-1 |HTLV-1|150 NEG NEG HTLV-2 | HTLV-2
99 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR |125 NEG NEG IND HTLV |151| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 | HTLV-1
100 NEG NEG IND NR |126| HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 |HTLV-1|152| HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 | HTLV-2
101 NEG NEG HTLV-2 NR | 127 NEG NEG HTLV HTLV

Legenda: WB: Western Blot; LIA: imunoensaio de linha (INNOLIA), NR: N&o Realizado; NEG: negativo; IND: indeterminado.
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4.9.3. Especificidade diagnostica

Os resultados obtidos com as 30 amostras pertencentes ao Grupo 3,
selecionadas para assegurar a especificidade das XqPCR HTLV_pol e tax,
apresentaram resultado negativo (100%), para HTLV-1 e HTLV-2, com
positividade apenas para o gene de referéncia, ou seja, as duas XqPCR HTLV

foram 100% especificas, sem resultados falso-positivos.

4.9.4. Precisao

A Tabela 3 mostra os resultados de precisdo inter-ensaios de 10
amostras com concentracfes varidveis de analito, demonstrando pouca
variacdo e boa correlacdo de positividade e deteccdo (100%) nas XgPCR para
baixas concentra¢des, estimadas por ciclos de amplificagdo de HTLV-1,
passando a ser critico (22%) nas concentra¢des enquadradas na faixa tardia de
amplificacdo > 36. Ainda, foram observados valores muito préximos de ciclos de
amplificagéo/deteccao para HTLV-1 entre as duas XgPCR (pol e tax) propostas.

Ja4 para o HTLV-2, houve uma diferenca nos valores de ciclo de
deteccdo de aproximadamente trés Cgs entre os alvos pol e tax. Embora, tenha
apresentado ciclos de amplificacdo/deteccdo menores, 0 alvo tax mostra maior
dificuldade de deteccédo a partir do ciclo 37, demonstrando aparentemente,
melhor precisdo e sensibilidade de deteccdo do gene pol para o HTLV-2 em
relacdo ao gene tax.

Sequencialmente, na Tabela 4, estdo compilados os resultados de
reproducdo e precisdo intra-ensaio, de duas amostras em seis réplicas
realizadas no mesmo ensaio, com coeficiente de variacao inferior a 0,05, que é
requerido para ensaios quantitativos, demonstrando boa precisao e reproducéo

dos resultados.
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Tabela 3. Analises de preciséo e reproducdo (inter-ensaio) de 10 amostras biolégicas, com concentracées de DNA estimadas
em alta, média, baixa e escassa, em duplicatas, submetidas a quatro desafios/repeticdes/dias, na XqPCR HTLV (pol e tax),

simultaneamente.

HTLV-1 pol HTLV-1 tax HTLV-2 pol HTLV-2 tax
AM REP Cq MEDIA DP VAR DET% AM REP Cq MEDIA DP VAR DET% AM REP Cq MEDIA DP VAR DET% AM REP Cq MEDIA DP VAR DET%
ato 1 1 220 25 000 000 100 1 1 284 26 000 000 100 6 1 290 29 o000 000 100 6 1 287 27 000000 100

250 26.4 290 26.7
289 283 322 29.7
1 %0 1 %89 135 1 %97
289 288 325 298
2 %89 2 %88 2 35 2 300
ato 2 9 29 043 024 100 2 8 29 014 002 100 7 5 33 047 004 100 7 0 30 037017 100
5 290 5 289 , 328 , 307
294 292 325 3055
295 288 323 296
4 %86 4 %87 4 3% 4 597
Y, | 323 . 358 L 329
322 333 354 328
326 322 35,8 329
2 3% 2 333 2 357 2 397
médio 3 6 33 031 012 100 3 3 33 039 019 100 8 7 36 038 018 100 8 733 070063 100
5 326 s 328 ; 359 , 382
324 325 36.2 328
326 326 35.8 329
4 334 4 34 4 347 4 313
| 8 | 358 R L 349
356 35.7 38.0 36.4
35.9 349 39.4 345
2 364 2 345 2 393 2 364
baixo 4 4 36 021 006 100 4 5 35 063 052 100 9 3 39 050 032 100 9 4 36 099 126 100
5 360 5 369 , 394 , 382
36.1 35.7 38.2 35.7
353 35,9 385 364
4 359 4 357 4 385 4 359
0.0 375 0.0 00
L 00 1376 L 00 L 00
, 00 , 00 , 00 , 00
00 00 00 00
escasso 5 90 3 17732008 2 5 00 33 1763017 2 10 00 40 1631999 13 10 00 0 000 00 0
3 00 3 00 3 00 3 00
00 00 00 00
4 378 4 4 400 4 00

0.0
AM:amostra; REP:repeticdo;Cq: ciclo de quantificacdo; DP: desvio padrdo; VAR: variacao; DET: deteccao;
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Tabela 4. Resultados de reprodugcéo e precisao em duas amostras com 6
réplicas no mesmo ensaio de XqPCR HTLV.

Amostra 1 Amostra 2

Replicatas Cq Cq
1 20,8 21,3
2 20,8 21,3
3 21,0 21,2
4 21,3 21,3
5 20,8 21,4
6 20,7 20,9
Média 20,9 21,2
DP 0,2 0,2
CV% 1 0,7
Variancia 0,05 0,02
1C95% 0,05 0,04

Legenda: Cq - ciclo de quantificagdo/deteccdo da amplificacdo; DP - desvio Padrdo; CV% - coeficiente de
variacao; IC - intervalo de confianca.

4.9.5. Ensaio de quantificacdo da carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 -

aplicacédo diagndéstica.

O Quadro 13 mostra a aplicacdo da XgPCR_pol no monitoramento de
pacientes em seguimento junto ao CRT-DST/aids, que resultaram positivos
para HTLV-1 ou HTLV-2. Foi possivel obter material biolégico e submeter a
quantificacdo de CPV na XqPCR HTLV_pol, 16 amostras clinicas, das quais 4
(25,00%) resultaram negativas, 7 (43,75%) positivas para o HTLV-1 e 5
(31,25%) para o HTLV-2. Infelizmente, devido a escassez de volume e
emprego das amostras em outros estudos, ndo foi possivel aplicar o mesmo
ensaio para o alvo tax. As Figuras 20 e 21 exemplificam a plotagem dos Cq
das amostras submetidas a quantificacdo da carga proviral nas curvas padréo,
obtidas nas plataformas ROCHE e ABI.
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Quadro 13. Resultados de quantificagéo de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2

em amostras de pacientes previamente positivos empregando-se a XqPCR

HTLV_pol.
XgPCR quantitativa
HTLV-1 HTLV-2 Gene de
Amostra Copias Coépias referéncia
Cq Cq

[5ul] |[10° células] [S5uLl] |[10° células] Cq
1 0 0 0 27 1136000 272000 24
2 32 245 490 0] 0] 0 23
3 27 | 9380 18760 0 0 0 24
4 0 0 0] 0] 0] 0 24
5 0 0 0 36 260 520 23
6 0 0 0 0] 0] 0 23
7 0 0 0 33 2020 4040 24
8 27 | 9140 18280 0] 0] 0] 23
9 31 633 1266 0 0 0 23
10 0 0 0 0] 0] 0 25
11 0 0 0 0 0 0 23
12 0 0 0 33 2390 4780 23
13 33 135 270 0 0 0 25
14 26 (21100 42200 0] 0] 0 24
15 0 0 0 33 1960 3920 23
16 31 953 1906 0 0 0 23

Legenda: Cq - ciclo de quantifica¢@o; 0 — negativo; [ ] — concentra¢é@o. Célculo de carga proviral segundo

descrito em Métodos.

A Figura 20 (A) ilustra as curvas obtidas em amostras positivas para o
HTLV-1, em vermelho, onde se verifica uma curva na cor vinho empregando
uma das concentracdes presentes na curva padrao molde, salva pelo software,
que serviu como referéncia para o calculo da quantificacdo das amostras do
ensaio. Em (B) estd ilustrada a curva padrao com as quantidades do padrdo em
vermelho, a qual serviu de molde para interpolar as quantidades presentes do
HTLV-1 em

apresentadas pelo software sdo resultantes do total do alvo amplificado na

copias/SuL  nas amostras pesquisadas. As quantidades

reacao, sem ajustes adicionais.
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Figura 20. Plotagem da curva de amplificagdo - quantificacdo HTLV-1.

Legenda: Plotagem da curva de amplificagdo para o HTLV-1 na andlise de quantificagdo na plataforma e

software Roche LigthCycler 48011 (A) e curva padrao na plataforma ABI 7.500 (B).

A Figura 21 mostra a curva de quantificacdo obtida em amostras
positivas para o HTLV-2, as quais foram inseridas na curva padréo, levando em
consideracdo as concentracfes e numero de copias conhecidos do plasmideo,

que serviu de referéncia para o célculo de CPV, com ajustes do gene

pesquisado na amostra bioldgica.
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Figura 21. Plotagem da curva de amplificacdo - quantificacdo HTLV-2.

Legenda: Plotagem da curva de amplificagdo na analise de quantificacdo para o HTLV-2 na plataforma e
software Applied Biosystems (ABI 7.500), cujos pontos plotados em verde indicam amostras quantificadas

frente a pontos da curva padrdo (em vermelho, a esquerda) e quantificagdo total do gene indicada a

esquerda (valores brutos).



4.9.6. Célculos de Probit

Os célculos de regresséao linear (Probit) estimaram um LMQ de 2 copias
para HTLV-1 e 19 copias para HTLV-2 na XqQPCR HTLV_pol e de 3 copias para
0 HTLV-1 e 31 coépias para HTLV-2 na XqPCR HTLV _tax.

4.9.7. Andlise de Custos

As estimativas de custos dos ensaios de XgPCR HTLV propostos,
assim como os ensaios sorolégicos confirmatorios disponiveis no comércio (WB
e INNO-LIA) foram realizadas com base nos valores dos insumos adquiridos
pelo IAL no ano de 2018. Para as XqPCR HTLV, dependendo da forma de
extragdo de DNA (se manual ou automatizada) os valores foram distintos.
Assim, para a XqPCR_pol e XgPCR-tax por extracdo manual os valores
estimados foram de R$ 37,00 e R$ 36,00 por teste, respectivamente, enquanto
por extracdo automatizada estes valores se elevaram para R$ 83,00 e R$
82,00, respectivamente. Ja o WB foi cotado em R$ 162,00 e o LIA em R$
168,00, cada tira.

Quando aplicada a XqPCR HTLV como primeiro teste confirmatdrio, em
diferentes algoritmos de testes laboratoriais para diagnostico de HTLV-1/2, em
amostras clinicas de individuos sem a infec¢éao por HIV, a reducao de custos foi
de cerca 70% (Quadro 14), enquanto para os infectados pelo HIV, ou seja, que
dependem muito mais do teste sorolégico para confirmar esta infeccéo viral, a
reducdo de custos variou de 32,5% a 39,3%, dependendo do algoritmo

empregado (Quadro 15).
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Quadro 14. Analise de custos de algoritmos de testes confirmatérios
sorolégicos (WB ou INNOLIA) e moleculares [XqPCR HTLV (pol ou tax)] para o

diagnéstico da infeccdo por HTLV-1/2, em populacdo sem a infeccao pelo HIV.

Teste® Extracéo Teste® Extracéo
XqPCR_pol manual robo | XgPCR_tax manual robo
n=39 1443 3237 |n=39 1404 3198
WB WB

n=03 486 486 |n=03 486 486
Total (R$ 1929 3723 |Total (R$ 1890 3684

Economia® (R$)

4463 2761 |Economia® (R$) 4500 2798

% 69,82 42,58 % 70,42 43,17

Legenda: @ — ensaio molecular como primeiro teste confirmatério; ® — ensaio sorolégico como primeiro

teste confirmatério.
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Quadro 15. Andlise de custos de algoritmos de testes confirmatérios
sorologicos (WB ou INNOLIA) e moleculares [XgPCR HTLV (pol ou tax)] para o

diagnéstico da infeccao por HTLV-1/2,

em populacéo infectada pelo HIV.

Proposta 1 - XqPCRpol X WB

Proposta 2 - XqPCRpol X LIA

Teste® Extracéo
XgPCR_pol manual robo
n=50 1850 4150
WB

n=21 3402 3402
Total (R$) 5252 7552
Teste® Extracao
wWB manual robo
n=50 8100 8100
XgPCR_pol

n=15 555 1245
Total (R$) 8655 9345
Economia® (R$) 3403 1793
% 39,32 19,19

Proposta 3 - XgPCRtax X WB

Teste® Extracdo
XqPCR_tax manual robo
n=48 1728 3936
WB

n=23 3726 3726
Total (R$) 5454 7662
Teste® Extracao
WB manual robo
n=48 7776 7776
XqPCR_tax

n=15 540 1230
Total (R$) 8316 9006
Economia® (R$) 2862 1344
% 34,42 14,92

Teste® Extracéo
XgPCR_pol manual robo
n=50 1850 4150
LIA
n=21 3528 3528
Total (R$) 5378 7678
Teste® Extracao
LIA manual robo
n=50 8400 8400
XgPCR_pol
n=6 222 498
Total (R$) 8622 8898
Economia® (R$) 3244 1220
% 37,62 13,71
Proposta 4 - XqPCRtax X LIA
Teste® Extracéo
XqPCR_tax manual robo
n=48 1728 3936
LIA
n=23 3864 3864
Total (R$) 5592 7800
Teste® Extracao
LIA manual robo
n=48 8064 8064
XqPCR_tax
n=6 216 492
Total (R$) 8280 8556
Economia® (R$) 2688 756
% 32,46 8,84

Legenda: #

teste confirmatério.

— ensaio molecular como primeiro teste confirmatorio;
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5. DISCUSSAO

5.1. Padronizagcéo/otimizacdo e indicadores de desempenho dos testes

propostos.

Tendo em vista os altos custos dos exames soroldgicos confirmatérios
de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 aliado ao fato do teste de WB (0o mais
empregado no pais) resultar em altos percentuais de amostras com padrdo
indeterminado ou HTLV-ndo tipado, principalmente quando aplicado em
amostras de populac6es com a coinfeccao HIV/HTLV, técnicas moleculares que
pesquisam segmentos do genoma proviral destes virus foram introduzidas no
Brasil e em todo o mundo. Ensaios in house foram e sdo desenvolvidos
frequentemente por laboratérios de pesquisa ou de referéncia, quer seja pela
auséncia no mercado de um teste voltado ao analito/patdgeno de interesse (por
ser raro e/ou ndo rentdvel economicamente), ou ainda para solucionar
problemas emergentes na medicina diagnostica e vigilancia laboratorial (Burd,
2010). Ademais, apesar do uso generalizado de testes moleculares, ainda ha
davidas quanto aos requisitos necessarios para disponibilizar um teste
molecular (Burd, 2010). Algumas caracteristicas de desempenho sé&o
imprescindiveis e devem ser avaliadas, como: sensibilidade analitica (limite de
deteccdo), sensibilidade diagnéstica, especificidade analitica e diagndstica,
precisao intra-ensaio (repetibilidade), precisao inter-ensaio (reprodutibilidade) e
linearidade (para propostas quantitativas), Rabenau et al. (2007).

Na pratica, na maioria das vezes, as técnicas moleculares in house
para o diagnostico de HTLV-1/2 ndo foram validadas e vém sendo empregadas
como rotina em varios servicos do pais. Além disto, elas apresentam formatos
distintos o que impossibilita uma analise comparativa dos resultados obtidos,
por diferentes grupos de pesquisadores.

Desde o inicio da década de 1990, técnicas de nPCR, com ou sem

hibridizacéo liquida, para pesquisa de diferentes segmentos do genoma proviral
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de HTLV-1 e HTLV-2 (LTR, pol, env e tax) foram utilizadas sem haver uma
padronizacdo em relacdo aos primers e regido a ser pesquisada (Heneine et
al.., 1992; De-Araujo et al., 1994; Garin et al., 1994, Vallejo e Garcia-Saiz, 1995;
Soldan et al., 1999, Poiesz et al., 2000; Costa et al., 2006; Costa e Segurado,
2009). Ademais, nao houve critério Unico para se considerar uma amostra como
sendo positiva, ou seja, alguns estudos consideraram positivas amostras que
identificavam apenas um segmento de uma regido do genoma proviral,
enquanto outros, s6 quando havia positividade para pelo menos dois
segmentos, de regidbes gendmicas distintas (Matsumoto et al., 1990; Garin et
al.., 1994; Caterino-de-Araujo et al., 1998; Mangano et al., 2004; Morimoto et
al., 2007; Zanjani et al., 2011).

Porém, foi padronizada uma técnica simples, de nPCR que amplifica
parte da regido pX (tax) comum aos dois tipos virais, mas que apresenta trocas
de nucleotideos que restringem os sitios de acdo das enzimas Tagl e Sau3
(PCR-RFLP), possibilitando discriminar HTLV-1 de HTLV-2 (Tuke et al., 1992).
Apesar de esta técnica ser da década de 1990, é usada ainda hoje
rotineiramente no Brasil, para diagnostico confirmatério e discriminatério de
HTLV-1 e HTLV-2 por vérios grupos de pesquisa (Universidade Federal do
Para, Fundacdo Oswaldo Cruz- Bahia, Instituto de Medicina Tropical de S&o
Paulo) e também no exterior, com a ressalva de que em alguns laboratérios
emprega-se apenas a Tagl (Tuke et al., 1992; Gallego et al., 2004; Mangano et
al., 2014, Vallinoto et al., 2004, 2006; Laurentino et al., 2005; Souza et al., 2006;
Berini et al., 2007, 2012; Casseb et al., 2007; Ishak et al., 2007; Zehender et al.,
2007; Montanheiro et al., 2008; Costa e Segurado, 2009; Olah et al., 2010;
Costa et al., 2011; Oliveira et al., 2010; Costa et al., 2013; Paiva et al., 2016).

Também em meados de 1990, foi produzido um kit para o diagndstico
molecular confirmatério de infeccdo por HTLV-1/2 pela empresa ROCHE, o
Amplicor HTLV-I/ll, e ele empregava a técnica de nPCR-hibridization com
deteccado de cor e pesquisava segmento pol de HTLV-1/2 (Vrielink et al., 1997).
Porém, este kit ndo foi usado como rotina diagnéstica ou pesquisa no Brasil,
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tampouco ao redor do mundo, havendo poucas publicagbes disponiveis
(Vrielink et al.,, 1997; Liu et al.,, 1999). Assim, pela escassa procura, sua
producao foi descontinuada.

Posteriormente, foram desenvolvidas as técnicas de PCR em tempo
real (QPCR) usando diferentes protocolos de reacdo, primers, sondas e
sistemas de deteccédo (SybrGreen e sondas de hidroélise), nos formatos single e
multiplex. Foram escolhidos para estas padronizacbes a pesquisa de
segmentos pol ou tax de HTLV-1 e HTLV-2, e utilizados como controle
enddgeno/gene de referéncia da reacdo a pesquisa dos genes: albumina
humana, beta-actina humana, beta-globulina humana, HLA-DQ, VER-3, RNAse
P, CD81 humano, GAPDH. Como material de referéncia foram usadas
linhagens infectadas por HTLV-1 ou HTLV-2 (MT2, MT4, C19) e plasmideos
(Quadro 1 em anexo).

Muitos laboratérios passaram a empregar essas qPCR com finalidade
diagnéstica e de monitoramento de CPV nos pacientes (Césaire et al., 2001,
Estes e Sevall, 2003; Kamihira et al., 2003; Lee et al., 2004; Murphy et al.,
2004; Montanheiro et al., 2005, 2008; Olindo et al., 2005; Yakova et al., 2005;
Best et al., 2006; Tamegao-Lopes et al., 2006; Vitone et al., 2006; Arruda et al.,
2008; Besson e Kazanji, 2009; Primo et al., 2009; Olah et al., 2010; Costa et al.,
2011; Neto et al., 2011; Cabral et al., 2012; Olavarria et al., 2012; Ribeiro et al.,
2012; Souza et al.,, 2012, Castro et al., 2013; Abad-fernandez et al., 2014,
Ishihara et al., 2014; Canepa et al., 2015; Nasir et al., 2015, Paiva et al., 2016).
Porém, poucos foram os laboratorios que ao emprega-las, tiveram o cuidado
de, além de padronizé-las para as condi¢cdes do seu laboratorio, valida-las (Vet
et al.,, 1999; Moens et al., 2009; Andrade et al., 2010; Furtado et al., 2012,
Rosadas et al., 2013).

O Uunico estudo multicéntrico de proficiéncia intra- e inter-laboratorial
para determinacdo de CPV de HTLV-1 disponivel na literatura foi realizado no
Japéao, por Kamihira e colaboradores (2010). Os autores mostraram claramente

a necessidade de unificar os protocolos de reacéo, pois utilizando as mesmas
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amostras de DNA (n=60) para serem testadas em diferentes laboratérios e por
diferentes analistas, usando a PCR padronizada em cada um deles,
mostraram numa primeira avaliacdo, o quéo variaveis podem ser os resultados
obtidos devido a protocolos distintos. Nesta fase do estudo, encontraram um
coeficiente de variacdo de 44,9% (variando de 25,4% a 71,8%) entre analistas
do mesmo laboratério, e 59,9% (34,2% a 93,4%) entre seis laboratorios
participantes. Numa segunda etapa, uma vez definido o protocolo, e utilizando
20 amostras de DNA, plasmideos contendo a regido pX como material de
referéncia e controle interno de normatizacdo da reacgéo, os resultados obtidos
entre os analistas foram semelhantes (Kamihira et al., 2010).

Atualmente existe um kit comercial para pesquisa de HTLV-1/-2 com
proposta de comercializacdo no Brasil pela empresa Medivax. Ele emprega um
plasmideo composto por regides dos segmentos pol do HTLV-1 e HTLV-2 com
estimativa de deteccdo de até 2 coOpias de HTLV, de acordo com a
concentracdo apresentada pelo plasmideo. Porém, ndo consta seu registro na
ANVISA, e ainda necessita ser avaliado com painel de amostras de DNA de
pessoas infectadas pelos HTLV-1/2 do Brasil. Ainda, outro ensaio de qPCR de
procedéncia nacional, amplamente divulgado em congressos e na midia desde
o ano de 2010, nao logrou ser produzido e comercializado, ndo havendo,
igualmente, seu registro na ANVISA (Rocha Junior, 2014; Patente BR
102014024905-2 A2, depositada em 06/10/2014 e publicada em 12/04/2016).

Como o IAL é um Laboratério de Referencia Nacional para varios
agravos de importancia em Saude Publica, e como toda a técnica desenvolvida
com propésito diagnostico nesta Instituicdo deve contemplar os parametros
estabelecidos no Manual de Validacdo do IAL (P-SG-0022), foi desenvolvido o
presente estudo.

Durante a fase de otimizagcdo da XgPCR HTLV_pol e a padronizagéo da
XgPCR HTLV_tax, vale destacar que para a confirmacéo da especificidade dos
oligonucleotideos e de sua capacidade em parear com sequéncias de DNA

proviral de isolados de HTLV-1 e HTLV-2 do Brasil, a analise realizada no
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algoritmo BLAST mostrou variacao entre as bases A e G, na posi¢cédo 4780 do
genoma proviral dos HTLV-2, necessitando de adequagdo na sequéncia da
sonda empregada para esta deteccédo, principalmente entre isolados brasileiros.
Cabe salientar que essa alteragcado nao esta localizada proxima a terminagéo 5’
da sonda, o que poderia acarretar na instabilidade de ligacdo da mesma a
sequéncia complementar no DNA molde (Marras et al., 2002; Dehée et al.,
2002). Ademais, os oligonucleotideos empregados neste estudo apresentaram
100% de especificidade na deteccdo de HTLV-1/-2, quando as XgPCR foram
testadas em amostras de pacientes infectados por outros virus.

Igualmente, a linearidade da curva padrdo para os alvos genéticos pol e
tax usando o ensaio no formato multiplex foi comparada com a curva do ensaio
correspondente no formato single, jA& que a complexidade de multiplos alvos
num mesmo ensaio poderia acarretar na reducdo da sensibilidade do mesmo.
Isto poderia ocorrer devido a uma possivel competicdo entre as quimicas e/ou
alvos presentes, ou mesmo pela interferéncia ou cinética em que a amplificacéo
de um alvo poderia gerar em relagdo ao outro na reacdo. Desta forma, era de
se esperar que a sensibilidade do ensaio multiplex fosse menor que a do ensaio
single, porém isto ndo ocorreu. As linearidades das curvas foram quase
idénticas, permitindo a utilizacdo de ambos os formatos para os alvos genéticos
pol e tax. Apoiando esses dados, os resultados em amostras clinicas das
andlises comparativas entre os dois formatos para o gene pol (4.9.1) mostraram
resultados similares, divergindo apenas em uma amostra cuja quantidade de
copias de DNA proviral se encontrava no limite de deteccéo do teste.

Burd (2010) reportou que analises de linearidade aferidas por reacdes
de LMD ndo sédo obrigatérias, porém desejaveis, visto que demonstram a
capacidade/sensibilidade do teste, e devem refletir possiveis concentracdes do
analito presente em amostras clinicas, sem necessariamente indicar preciséo
na sua deteccdo. Uma vez que, nos testes de LMD, os dois ultimos pontos
apresentaram um intervalo consideravel, devido ao formato do teste/diluicdo

seriada ser em logso, foram realizados, no presente estudo, testes com diluigdes
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intermediarias a fim de encontrar o menor limite com maiores chances (95%) de
deteccdo. Desta forma, foram definidos os LMD de 5 e 6 copias para o HTLV-1
e 26 e 30 copias para o HTLV-2, nos alvos pol e tax, respectivamente.

Outro fato relevante que merece ser destacado no presente estudo, foi
que tanto a padronizagcdo quanto a otimizacdo das XqPCR HTLV foram
realizadas com plasmideos, e ndo com material biolégico (DNA) de pacientes.
Sabe-se que durante a padronizacdo de um novo ensaio é necessario, se
possivel, empregar materiais de referéncia certificados, culturas/isolados,
linhagens estabelecidas, DNA concentrado de microrganismos, genes sintéticos
certificados (plasmideos), porém raramente sdo utilizadas amostras clinicas,
devido ao fato de ndo haver disponibilidade de grandes quantidades deste
material. Sendo assim, as técnicas padronizadas geralmente desconsideram
fatores intrinsecos do paciente, que séo revelados apenas na amostra biolégica
e que podem interferir na acuracia diagndstica.

Quanto ao emprego de plasmideos como material de referéncia na
gPCR HTLV, por apresentarem maior estabilidade e resultarem em menor
coeficiente de variacdo na determinacdo de CPV de HTLV-1 (Dehée et al.,
2002; Kamihira et al., 2010), estes foram utilizados no presente estudo;
lembrando que os plasmideos que continham a regido poll e pol2 foram
doados por outras Instituicdes e apenas expandidos no IAL, enquanto os que
continham a regido tax1 e tax2 foram desenhados e expandidos no IAL.

Para sua utlizagdo, primeiramente avaliou-se a estabilidade das
concentracbes dos plasmideos na confeccdo de curvas cujos resultados
mostraram melhor estabilidade do plasmideo contendo o gene tax em relacdo
ao gene pol, principalmente para o HTLV-2, para o qual deve ser sempre
efetuada as quatro ultimas diluicbes. Isto pode hipoteticamente ter ocorrido
devido ao fato dos plasmideos originarios de outros Institutos terem sofrido
alguma degradacédo (apoOs varias expansdes) ou terem sido manipulados de
forma inadequada, enquanto os plasmideos contendo segmento tax foram

sintetizados recentemente e expandidos apenas uma vez no IAL. De todo
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modo, cabe salientar que, na aplicacdo de testes quantitativos é aconselhavel a
diluicho da curva padrédo no dia da reagdo, pelo menos para pontos com
menores concentracdes, entre 10° e 1cépia, para minimizar a interferéncia de
fatores externos, degradacéo, entre outras. Ainda, e corroborando os resultados
obtidos, sabe-se que em altas concentracdes de DNA ha maior estabilidade do
plasmideo do que em baixas concentracdes. Além disso, a maioria dos
sofwares que acompanham as plataformas de qPCR disponiveis no mercado,
permitem o arquivo de dados em pastas ou nuvem, e o emprego desses dados
para analises comparativas de reacdes futuras. Porém, deve-se ter em mente
que, caso haja a necessidade de extrema precisdo na analise, a comparacao
entre os valores ndo computara possiveis erros ou desvios ocorridos em dias e
reacoes distintas.

Adicionalmente, para a utilizacdo de plasmideos, foram realizados
estudos de LMQ que dependem da precisdo do teste (Rabenau et al., 2007;
ANVISA-RE 899/29/5/03). Os resultados estimados pelo calculo do Probit, para
os limites inferiores de quantificagcdo de HTLV-1 e HTLV-2, respectivamente,
mostraram valores de 2 e 19 copias para os alvos poll e pol2 e, 3 e 31 cépias
para taxl e tax2. HA que se ressaltar que o emprego desses plasmideos na
quantificacdo de CPV, ndo utilizou o gene da albumina humana como
normalizador, optando-se pela quantificacdo absoluta, por dois motivos: i) em
amostras de pacientes com aids e com CPV de HTLV indetectavel ou no limite
de deteccdo do teste, espera-se encontrar quantidades muito superiores do
gene de referéncia que monitora DNA humano (albumina), em relacdo a
deteccdo de HTLV, dificultando a quantificagdo normalizada pelo gene de
referéncia; ii) ainda, algumas falhas neste alvo (em torno de 12,5%) foram
detectadas nos plasmideos-compostos nas concentracdes abaixo de 50 cépias
para HTLV-2 e 10 cépias para HTLV-1. Curiosamente, apesar dos plasmideos
contendo a regido tax serem mais estaveis, quando considerada a precisdo do

teste, eles mostraram LMQ de maior valor.
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Em relagdo a disponibilidade de diferentes marcas de reagentes
comerciais e sua aplicacdo nas XgqPCR HTLV, os resultados obtidos foram
satisfatorios mostrando eficiéncias superiores a 90% e inferiores a 112%,
estando dentro dos valores estabelecidos para ensaios multiplex (80% a 120%)
(Broeders et al., 2014). Destacando-se que esta analise foi realizada, pois em
laboratérios publicos os insumos sdo adquiridos por processos de
licitacdo/pregao eletronico, onde prevalece o menor preco. Além disto, no IAL
nao ha estrutura disponivel para desenvolver os proprios reagentes, o que
poderia contornar esta situagao.

Todavia, para uma aplicacdo quantitativa, reagentes com menor limite
de deteccdo e maior eficiéncia devem ser levados em consideracdo. Neste
sentido, os melhores resultados foram obtidos com a master mix PerfeCTa
gPCR ToughMix (Quantabio), porém seu elevado custo (o maior entre todas as
marcas testadas) inviabiliza sua utilizacdo na rotina diagnéstica. Entretanto,
como ja informado, todas as marcas mostraram resultados de eficiéncia
satisfatorios e podem ser empregadas nas XqPCR HTLV.

Ainda, caso a opcao empregue a normalizacdo pelo gene de
referéncia/controle enddgeno, as eficiéncias entre os alvos comparativos devem
ser equivalentes, condicdo esta desnecessaria em aplicacdes qualitativas, no
qgual o gene de referéncia podera ter sua expressao reprimida em favorecimento
aos alvos principais vinculados ao diagnostico da infeccao (Tuomi et al., 2010;
Handbook real time PCR-ABI) .

Quanto a reproducéo dos ensaios por diferentes profissionais, esta foi
extremamente satisfatoria, com variagdo inferior a 1; de forma similar os
coeficientes de variagdo (preciséo) intra- e inter-ensaios apresentaram pouca
variagao, se inserindo na faixa entre 3% a 10%, estabelecida como aceitavel,
conforme reportado por outros autores (Rosadas et al., 2013; Dehée et al.,
2002; Estes and Sevall, 2003; Moens et al., 2009). Ainda, podem ser incluidas
nesta faixa de variacdo, a reproducéo e estabilidade da curva padrao, aferidas

apo0s mudancas de temperatura, com excelente reproducdo dos resultados.
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Além disso, as reacdes apresentaram boa eficiéncia e capacidade de detectar
baixas concentracbes de DNA proviral frente a nove diferentes marcas de
reagentes comerciais em plataforma aberta, sendo aplicaveis a ensaios quali e

guantitativos, conforme exposto.

5.2. Aplicacao diagnostica

Apbs serem estabelecidas as condi¢cdes dos ensaios propostos, houve
a necessidade de sua validacdo em amostras clinicas. Isto foi realizado no
presente estudo, destacando-se que o material a ser analisado era proveniente,
principalmente, de projeto de pesquisa de coinfeccdo HIV/HTLV e da rotina
diagnostica do IAL, onde também, a maioria dos casos com a infeccdo HTLV
provinha de centros de acompanhamento de pacientes com HIV/aids (n=152).

Este fato poderia gerar um viés de interpretacdo de resultados, pois os
calculos de sensibilidade diagnéstica seriam apenas para esta populacdo. No
entanto, para contornar esta situagdo, foram analisadas pela XgPCR HTLV
amostras de DNA de outro projeto de caracterizagdo molecular dos HTLV-1 que
circulam em Recife-PE e de alguns casos da rotina diagnoética de HTLV-1/2,
todos sem a infeccdo por HIV (n=39). Estas amostras procediam de bancos de
sangue ou ambulatérios de HTLV, e a maioria incluia portadores de HTLV-1,
sem sintomatologia clinica (dados fornecidos pela Dra. Patricia Moura de
Recife-PE, e ndo apresentados), nos quais, as técnicas moleculares, em teoria,
poderiam resultar 100% positivas. De fato, e corroborando esta hipétese, na
populacdo sem a infec¢ao por HIV, as XqPCR HTLV resultaram 97% positivas.
O Unico caso negativo pela XqPCR e que resultou positivo para HTLV-1 no WB,
tratava-se de paciente com CPV abaixo do limite de deteccao do teste, e cujos
resultados de triagem foram discordantes em duas avaliagbes (dados né&o
apresentados), sugerindo, portanto, poucas particulas virais e baixo titulo de

anticorpos circulantes.
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Houve também a necessidade de comparar os testes propostos frente a
um padrdo ouro, e na sua auséncia a outro ensaio de uso rotineiro,
configurando assim sensibilidade e especificidade relativas. Neste contexto,
foram realizadas analises comparativas para os calculos de sensibilidade e
especificidade analitica/diagnostica relativas das XqPCR HTLV frente ao WB
(teste mais empregado no Brasil) e em algumas amostras, também a outro
teste sorolégico confirmatorio, o LIA. Os resultados obtidos mostraram menor
sensibilidade das XgPCR HTLV em relacdo a estes testes, em populacdo
infectada pelo HIV. Todavia, ha que se ressaltar que os testes soroldgicos e
moleculares empregam pesquisa de diferentes analitos (anticorpos especificos
versus segmentos do genoma proviral, respectivamente) o que dificulta uma
comparacao entre eles. Isto explica os valores obtidos com o indice Kappa.

Para fornecer explicacbes sobre as possiveis causas de resultados
negativos nas técnicas moleculares de diagnostico de infecgdo por HTLV,
Matsumoto et al. (1990) compararam os resultados da nPCR da regidao pX
frente a pesquisa de anticorpos por imunofluorescéncia indireta (IFI), e
mostraram que em amostras com titulos baixos de anticorpos havia menor
positividade na nPCR. Isto porque havia menor CPV de HTLV, e
consequentemente, menor resposta de anticorpos especificos. Estes dados
concordam com o resultado obtido no Unico caso XgPCR falso negativo
detectado no grupo sem a infeccdo por HIV, do presente estudo.

Véarios fatores foram apontados como prejudiciais a deteccdo de
segmentos do genoma proviral de HTLV-1/2, independentemente do teste
molecular empregado, como: baixa CPV e/ou auséncia de particulas virais no
sangue circulante, delecdo/mutacdo na regido génica pesquisada, infec¢ao pelo
HIV, uso de terapia antirretroviral (TARV), género feminino, infecgéo por HTLV-
2, entre outras (Machuca e Soriano, 2000; Montanheiro et al., 2008; Costa et
al., 2011; Kuramitsu et al., 2017).

No presente trabalho, algumas explicagbes sobre a baixa sensibilidade

das XqPCR ganham suporte, como por exemplo as diferencas verificadas na
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positividade das XqPCR entre infectados e nédo infectados pelo HIV, e entre os
grupos com HIV em uso e sem o0 uso de TARV. Quando analisada
separadamente a casuistica do CRT DST/aids (n=48, infectados na década de
1990, em TARV por longo periodo e com carga viral de HIV indetectavel ou no
limite de deteccdo do teste empregado), foi detectada sensibilidade da
XgPCR_pol de 58% e da XqPCR-tax de 52%, frente a 84% de sensibilidade do
WB. Por outro lado, na casuistica da rotina-IAL (n=104, infectados mais
recentemente e muitos ainda sem TARYV), a sensibilidade do WB foi de 76%, e
das XgPCRs_pol e XqPCR-tax de 70% e 67%, respectivamente. Soma-se a
estes resultados os obtidos no Grupo 1 (n=39, sem a infeccéo pelo HIV), que
apresentou sensibilidade de 97% para os testes moleculares, semelhante a
capacidade de deteccdo do WB (100%). Os resultados do Grupo 1 concordam
com os encontrados por Andrade et al.,, 2010 em doadores de banco de
sangue, cuja sensibilidade foi de 99,4%, e ressaltam a maior sensibilidade dos
testes moleculares em populacdes “imunocompetentes”, onde teoricamente a
sensibilidade dos testes moleculares se aproxima dos 100%.

Ainda, os resultados obtidos mostram que as XqPCR HTLV conseguiram
definir mais de 40% dos casos de WB indeterminados, cujo perfil &€ prevalente
em populacdo dos trépicos e € preocupante em bancos de sangue (Gessain e
Cassar, 2012). Segundo Garin et al., 1994, em areas endémicas de infec¢éo
por HTLV o emprego da PCR poderia definir o diagndstico das amostras com
perfil indeterminado a analise pelo WB. Também nos casos de HTLV né&o
tipados pelo WB e/ou LIA, a definicho do diagndstico € extremamente
importante para prever o curso da infeccdo, principalmente em populagéo
infectada pelo HIV (Brites et al., 2009), defendendo entdo o emprego da XgPCR
como primeiro teste confirmatério no algoritmo laboratorial de diagnostico de
infec¢éo por HTLV-1/2.

A semelhanca das explicacbes dadas para a baixa sensibilidade dos
testes moleculares, as explicacbes dadas para os resultados de WB

indeterminados e/ou HTLV néo tipados sao: baixa CPV de HTLV, presenca de
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particulas virais defectivas, fase de soroconversao, reatividade cruzada com
outros retrovirus ou microrganismos, mutacdes em genes virais estruturais,
baixa sensibilidade do kit de WB para detectar principalmente HTLV-2, entre
outros (Garin et al., 1994; Santos et al., 2003; Vitone et al., 2006; Berini et al.,
2007; Morimoto et al., 2007; Jacob et al., 2008; Waters et al., 2008; Costa e
Segurado, 2009; Martins et al., 2010; Olah et al., 2010; Costa et al., 2011;
Zanjani et al., 2011; Canepa et al., 2015; Campos et al., 2017; Kuramitsu et al.,
2017). De fato, o LIA mostrou melhores resultados em relacdo ao outro teste
confirmatorio sorolégico (WB), porém permanece por ser determinado se isto se
deve a menor critério de estringéncia na analise dos resultados do LIA (Campos
et al., 2017).

Outro fato interessante neste estudo foi a maior frequéncia (90%) de
HTLV-2 entre as amostras com perfil WB indeterminado, tal qual reportado
anteriormente por Caterino-de-Araujo et al. (1998). Estes pesquisadores
confirmaram pela PCR infeccdo por HTLV-2 em 25% das amostras de sangue
com perfil WB indeterminado obtidas de pacientes com HIV/aids de Sdo Paulo,
contrapondo-se aos resultados obtidos por Garin et al. (1994), que identificaram
15% de positividade para HTLV-1 e nenhuma positividade para HTLV-2, em
amostras WB indeterminadas, no Zaire. Apesar de estes resultados
aparentarem discordancia, deve-se levar em consideracdo a regido geogréfica
e as populacdes de estudo: no Zaire prevalece a infeccdo por HTLV-1 e o
estudo foi realizado com amostras de banco de sangue, enquanto em S&o
Paulo circulam tanto o HTLV-1 como o HTLV-2 e a populacéo era de pacientes
com HIV/aids. De todo modo, vale relembrar que as XgqPCR do presente estudo
se mostraram eficientes em solucionar mais de 40% dos casos WB
indeterminados (maioria HTLV-2), e com maior sensibilidade para o gene pol
em relagcao ao tax.

Posto que a infeccdo pelo HTLV-2 é de grande importancia como
marcador de valor progndéstico na infec¢éo por HIV (Beilke, 2012), e que sua

deteccado € mais dificil devido a baixa CPV e ao uso constante de medicacéo do
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paciente soropositivo (Montanheiro et al., 2008), qualquer técnica que melhore
seu diagnético se faz necesséria.

Outro fator que pode resultar em perfil WB indeterminado é a fase de
soroconversao, segundo documentado por Jacob et al. (2008) e Costa et al.
(2011). Isto pode ter sido a causa da baixa sensibilidade do WB nos pacientes
da rotina diagnéstica do IAL do Grupo 2. Pelos dados das fichas de requisicao
de exames e idade dos pacientes, muitos tinham infeccao recente pelo HIV, ndo
podendo ser excluida a aquisicao conjunta e recente do HTLV e, portanto, fase
de soroconversédo. De fato, neste grupo de pacientes, a sensibilidade do WB e
das XgPCR_pol e XgPCR_tax foram semelhantes (76% versus 70% e 67%,
respectivamente).

Kuramitsu et al. (2017), sugeriram que resultados de WB
indeterminados poderiam ocorrer devido a baixa CPV ou a presenca de
particulas defectivas que diminuiriam ou alterariam a producdo de anticorpos
especificos. Buscaram por explicacbes ou mecanismos que justificassem o0s
resultados WB indeterminados na infeccdo por HTLV-1. Utilizaram para as
analises uma qPCR e o sequenciamento do genoma proviral completo do
HTLV-1 com leitura em ambos os sentidos, senso e anti-senso. Encontraram
alteracdes de nucleotideos responsaveis por terminacdes prematuras (stop
coédons) com producdo de proteinas menores. A maioria das trocas se deu de G
para A no dinucleotideo GG (64%), sugerindo serem mediadas pela
APOBEC3G (enzima citidina deaminase, que altera o acido nucleico viral),
podendo resultar em pouca producéo de anticorpos. Ainda, mostraram que nos
casos WB indeterminados havia menor titulo de anticorpos detectados por
quimioluminescéncia (CLIA) e menor CPV de HTLV-1 em relagédo aos pacientes
que resultaram WB HTLV-1 positivos, corroborando resultados anteriores de
Matsumoto et al. (1990). Este foi 0 primeiro estudo que comprovou a presenca
de mutacbes no DNA proviral (particulas provirais defectivas) como sendo
responsavel pela menor producdo de anticorpos e menor CPV e,

consequentemente, pelos resultados WB indeterminados.
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J4 para os HTLV nédo tipados pelo WB elou LIA, as XgPCR
conseguiram discriminar HTLV-1 e HTLV-2 em 66,7% dos casos, cuja maioria
foram de HTLV-1 (66,7%), com frequéncia semelhante para os alvos pol e tax.

Quando comparadas as sensibilidades das duas XqPCR do presente
estudo, algumas consideragfes sdo necesséarias. Curiosamente, particulas
provirais defectivas de HTLV-1, principalmente na regido 5 LTR e nas regides
gag, pol e env, foram descritas e relacionadas com a ATLL (Takenouchi et al.,
2010), enquanto a presenca de provirus completo ou presenca da regido pX
com a HAM/TSP (Bezerra, 2011). Em portadores de HTLV-1, foram
encontrados virus defectivos principalmente na regido tax (Bezerra, 2011).
Ainda, alguns trabalhos descreveram menor CPV de HTLV-1 para a regiao pol
e gag em relacdo a regido pX e associagdo com polimorfismos na regiao pol e
presenca de particulas defectivas (Takenouchi et al., 2011; Ueno et al., 2012).
Estas descricbes dao certo suporte aos resultados discrepantes obtidos no
presente estudo, quando as mesmas amostras de DNA foram analisadas pelas
duas XgPCR HTLYV, e os resultados foram discordantes. Nestes casos, ndo se
pode excluir a possibilidade de existirem particulas provirais defectivas
circulando nos pacientes e que interferem na sensibilidade dos testes.

Estas condicbes poderiam explicar o melhor desempenho, embora
pequeno, encontrado na XgPCR_pol em relagdo XgPCR_tax nos casos
infectados pelo HIV. Como a totalidade dos casos ndo apresentava sintomas de
HAM/TSP (comunicacdo verbal durante acompanhamento dos pacientes do
CRT/aids), os resultados corroboram a presenca de particulas defectivas na
regido tax. Por outro lado, e também em relacdo ao gene tax, foi encontrada
uma amostra com resultado discordante entre os ensaios de XgPCR_pol, WB e
LIA em relacdo a XgPCR_tax (amostra 40, Quadro 12). Os trés primeiros
ensaios identificaram apenas o HTLV-2, enquanto a XqPCR_tax detectou
repetidamente a dupla infeccdo HTLV-1 e HTLV-2. Infelizmente, por ndo se
dispor de quantidade de DNA suficiente, ndo foi possivel sequenciar o material

para confirmar os resultados obtidos. No entanto, esta mesma amostra havia
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resultado HTLV-1 positiva em estudo anterior, quando utilizada a PCR-RFLP
tax (Campos et al., 2017). Se este achado significa apenas um segmento de
tax1 circulando no paciente, ou se foi devido a reagéo inespecifica das PCR tax,
permanece por ser elucidado. No entanto, existe a possibilidade, embora rara,
de pareamento dos primers em DNA humano (Adele Caterino de Araujo,
comunicagdo pessoal). Esta questdo sO seria resolvida caso tivesse sido
possivel sequenciar os produtos de amplificacéo, o que ndo ocorreu.

As mesmas consideracdes feitas em relacdo a sensibilidade diagnéstica
se aplicam a precisdo diagndstica das XqPCR HTLV. Esta pode ter sido
prejudicada se considerado que pode ter havido pouca CPV no individuo
infectado em uso de TARV, em caso de infeccdo por HTLV-2 e no sexo
feminino, como descrito por Machuca e Soriano (2000), Montanheiro e
colaboradores (2008) e Costa et al. (2011). De fato, no presente estudo, a
quase totalidade das amostras de DNA testadas provinham de pacientes
infectados pelo HIV/aids, muitos em TARV, e houve mais dificuldade em se
detectar HTLV-2 pelas XgPCR. Digno de nota, ndo foi encontrado resultado
falso positivo no presente estudo. Ainda, merece destaque que muitos fatores
podem interferir no resultado do ensaio, como inibidores presentes na amostra,
qualidade do DNA extraido, quantidade de DNA proviral inferior ao LMD do
teste, entre outros (Yang e Rothman, 2004).

Quanto a outros parametros de validacdo das XgPCR HTLV em
amostras clinicas, houve o6tima reprodutibilidade e precisdo dos resultados
obtidos com as duas reacdes.

Em relacdo aos ensaios padronizados no formato multiplex, varios
estudos foram realizados, porém nenhum deles possibilitou sua utilizacdo para
os trés analitos usando diferentes plataformas e reagentes, como ocorreu no
presente estudo. Por exemplo, Moens et al. (2009) desenvolveram uma qPCR
triplex aplicavel na plataforma ABI, capaz de detectar 1 copia de HTLV-1,
HTLV-2, STLV-3 e gene de referéncia separadamente. Lee et al. (2004)
padronizaram um ensaio gPCR duplex aplicavel em diferentes plataformas, com
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a mesma sensibilidade detectada no presente estudo, porém sem distinguir
HTLV-1 de HTLV-2, pois empregou um par de primers capaz de parear com
ambos os tipos virais; ainda, para a deteccao do produto amplificado, utilizaram
um corante de DNA. Outro ensaio de qPCR duplex que detectava HTLV-1/2
com LMD de 60 copias foi descrito por Estes e Sevall (2003). Besson e Kazaniji
(2009) padronizaram uma qPCR quadriplex (HTLV-1, HTLV-2, STLV-3 e
albumina) com LMD de 1 coOpia para HTLV-1 e 10 copias para HTLV-2, e
utilizaram ROX como sonda, excluindo reagentes que contem referencia
passiva e limitando o uso da plataforma ABI. J& Waters et al. (2011)
descreveram um ensaio qPCR triplex (HTLV-1, HTLV-2 e Albumina) com
sensibilidade de 1-10 copias para todos 0s genes-alvo, aplicavel apenas na
plataforma ABI. Portanto, as XqPCR deste estudo levam vantagem em relacéo
as descritas até o momento, ressaltando que as plataformas usadas
apresentam filtros e softwares que representam todas as plataformas
disponiveis no comércio.

Quanto aos valores elevados de Cqg detectados neste estudo, e que
diferem de outros, estes podem ter decorrido da pouca CPV presente nas
células dos infectados e que pode estar relacionada ao tipo viral (HTLV-2, por
exemplo) segundo Montanheiro et al. (2008) e Waters et al. (2011), ou ao
gendtipo viral e ao modo de aquisicdo da infeccédo viral, como relatado por
Murphy e colaboradores (2004). Ainda, pode estar relacionado com linfopenia
presente nos pacientes com HIV/aids, pois a maioria dos ensaios foi realizada
com PBL, apenas quando se pensou em determinar CPV € que foram
separadas CMNSs.

Em relacdo a aplicagdo das XqPCR HTLV no acompanhamento dos
infectados, muitos artigos relataram que o aumento de CPV é um marcador de
progressao da infeccao/doenca (Altamiro et al., 2010; Takenouchi et al., 2011;
Waters et al., 2011; Castro et al., 2013; entre outros). Com o escopo de avaliar
se a XqPCR_pol poderia ser usada como marcador de valor progndstico neste

estudo, foi possivel sua aplicacdo com resultados promissores em 12 das 16
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amostras de CMNs coletadas. Infelizmente, ndo foi possivel validar a técnica
para esta finalidade, devido aos motivos expostos anteriormente. No entanto,
cabe salientar que o emprego de diferentes genes alvos (pol X tax), com
cinéticas e eficiéncias mesmo que similares, ndo implicam num mesmo
resultado de quantificagdo, principalmente para o HTLV, cuja presenca de
particulas defectivas ou delecdes de determinado gene, podem alterar a CPV
avaliada (Takenouchi et al., 2011).

Os resultados do presente estudo mostraram que as sensibilidades
diagnostica das XgPCR podem se assemelhar, mas ndo suplantar as do WB,
necessitando do complemento deste ou de outro ensaio, como o LIA, fato este
também reportado por outros autores e bem documentado por Campos et al.,
2017; todos em busca do melhor algoritmo de diagnostico do HTLV, como por
exemplo Ishihara (2014), que propos o emprego da gPCR seguida da nPCR
para concluir o diagnéstico de infeccdo pelo HTLV.

Uma alternativa molecular promissora é a dPCR, que apresenta maior
sensibilidade com deteccao e quantificacdo simultanea do DNA (1 cépia), sem a
necessidade de uma curva padrdo. Hedberg e colaboradores, padronizaram
uma ddPCR (dropled digital PCR) tendo como alvo o gene tax e ao analisarem
52 amostras HTLV-1 positivas, 4 HTLV-2, 6 indeterminadas e 20 negativas a
analise pelo LIA, detectaram pela gPCR 47/52 (90%) das HTLV-1, enquanto a
ddPCR detectou 50/52 (96%) das HTLV-1 e 4/4 (100%) das HTLV-2. Em
relacdo as amostras com perfil indeterminado, todas resultaram negativas na
gPCR e na ddPCR, sugerindo inespecificidade da reacdo soroldgica nestes
casos. A analise de correlagdo de quantificacdo entre a qPCR e ddPCR
resultou altamente concordante (Hedberg et al., 2018). Ja VYurick e
colaboradores, empregaram duas regides como alvo (gag e tax) na
padronizacdo e validacdo de uma ddPCR para detectar e quantificar com
precisdo células T infectadas com o HTLV-1c. Foram utilizados na pesquisa
PBMC, lavado broncoalveolar e escarro de aborigenes australianos que

apresentavam bronquiectasia. A ddPCR conseguiu detectar HTLV-1c em

109



linfocitos T de lavado broncoalveolar, confirmando o HTLV-1c como
responsavel pela bronquiectasia. Portanto, estas técnicas sdo promissoras,
principalmente para pesquisa em material biolégico com baixa CPV e de dificil
obtencao.

Quanto ao custo dos exames de XgPCR HTLV, néo foi possivel um
calculo do valor real, pois para tanto se deveria recorrer a empresas
especializadas, que conseguem dimensionar todas as etapas e despesas
envolvidas no processo desde a padronizacdo, validacdo e execucdo dos
testes.

Curiosamente, nos pregdes eletrdnicos quando h& grande demanda de
compra de alguns insumos, ha reducédo no custo, e isto tem sido observado no
IAL. Porém deve-se salientar que este custo sofre oscilacédo, de acordo com 0s
valores do ddlar comercial e situagcdo econdmica do pais. De todo modo,
considerando-se os valores dos insumos do ano de 2018, estimou-se o0s valores
dos testes confirmatoérios, mostrando que o valor dos testes de XgPCR foram
78% menores em relacdo ao WB e/ou LIA. Isto quando empregada extracéo
manual de DNA.

Porém, sabe-se que em casos de coinfeccdo HIV/HTLV, os testes
moleculares sdo menos sensiveis que os soroldgicos, sendo necessario utiliza-
los para confirmar infeccdo por HTLV-1, e principalmente por HTLV-2 (Campos
et al., 2015, 2017). Assim, quando a XqPCR foi aplicada no algoritmo de testes
laboratoriais de diagndstico como o primeiro teste, seguido do LIA nas amostras
negativas, houve uma reducado de pelo menos 32,5% de custos do exame para
o SUS; novamente destacando-se que isto ocorreu por conta de serem
amostras de pacientes com a coinfec¢cdo HIV. No caso de individuos sem a
infeccéo por HIV a reducao de custos é de cerca de 70%.

Concluindo, como o objetivo principal do presente estudo foi padronizar
um método de gPCR no formato multiplex para deteccéo simultanea de HTLV-
1, HTLV-2 e gene de referéncia, para tentar resolver problemas relativos a

custos, pouco volume e dificuldade em se obter amostras biologicas, aléem de
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ser aplicavel em diferentes plataformas e com reagentes distintos, foi possivel
padronizar e validar de acordo com a normas estabelecidas pelo IAL, duas
XgPCR para serem usadas no diagnostico confirmatério de infeccdo por HTLV-
1 e HTLV-2 e futuramente para monitorar CPV de HTLV-1/2 durante o
seguimento dos infectados. Assim, os ensaios de XqPCR HTLV_pol e XgqPCR
HTLV tax podem fazer parte do rol de exames oferecidos pelo IAL a rede
publica de saude.

Finalmente, mais uma vez o IAL cumpriu o seu papel: desenvolver
estudos e metodologias também para doencas negligenciadas no Brasil e no
mundo. Estas metodologias fizeram parte do Programa de Aceleracdo e de
Inovacdo Tecnologica da SES/SP no IAL, Projeto SPUK: Inovacdo aberta em
Saude, em parceria entre 0 Governo do Estado de Sao Paulo (Secretarias da
Salude e de Desenvolvimento Econdmico) e o Governo do Reino Unido
(Decreto No 62.016/16), e se encontram em sigilo para Transferéncia de

Tecnologia.

111



6. LIMITACOES DO ESTUDO

(i)
(if)
(iii)

(iv)

Volume limitado de amostra biolégica
Baixa carga proviral em pacientes infectados pelo HIV
Quantidade e volume insuficiente de amostras para validacdo da

quantificacdo de carga proviral, empregando os dois genes alvos (pol
e tax).

Auséncia de amostras soronegativas para HIV e positivas para o
HTLV-2.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel padronizar e validar duas XqPCR HTLV ou qPCR HTLV
multiplex para os alvos pol e tax que se mostraram especificas e Uteis para a
deteccdo de HTLV-1/HTLV-2 além do gene da albumina humana, e que
poderdo ser introduzidas no algoritmo de testes laboratoriais para o diagnostico
de infeccdo por HTLV, usando diferentes plataformas e marcas de reagentes
para PCR em tempo real. Ainda, a XgPCR HTLV_pol se mostrou uma técnica
promissora para o 0 monitoramento de CPV de HTLV-1/2 nos infectados.

As XgPCR HTLV padronizadas e validadas poderdo contribuir para a
diminuicdo de custo dos exames de diagnostico confirmatério de HTLV-1/-2,
tempo de trabalho e material biologico (DNA) extraido, sendo mais uma opc¢ao
para os laboratérios de saude publica do pais.
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9. ANEXO
9.1. Quadro 1.

Quadro 1. Publicacdes sobre o emprego de técnicas moleculares para o diagnostico confirmatério e discriminatorio,
caracterizagcdo molecular e determinacdo de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2.

Autor(es) e Ano

Matsumoto et al., 1990

Heneine et al., 1992

Tuke et al.., 1991

De-Araujo et al., 1994

Garin et al., 1994

Vallejo e Garcia-Saiz,

1995

Vrielink et al., 1997

Caterino-de-Araujo et al.,

1998

Liu et al., 1999

Soldan et al., 1999

Vet et al., 1999

Local
Tokio, Japdo

Atlanta, EUA
London, UK

S.Paulo
(casos)
Itélia (teste)
Zaire, Africa

Madri,
Espanha

New Jersey,
EUA

S.Paulo
(casos)
Italia (teste)
San
Francisco,
EUA
Washington,
EUA

New York,
EUA

Técnica(s)
nPCR

nPCR-hibridizacao
liquida
NnPCR-RFLP

nPCR-hibridizacéo
liquida

nPCR-hibridizacéo
liquida, para

HTLV-1 e HTLV-2
nPCR-hibridizacéo
liquida, para

HTLV-1 e HTLV-2
nPCR-hibridizacéo
e deteccao por cor

NPCR para HTLV-
1eHTLV-2

nPCR-hibridizacéo
e deteccao por cor
(kit Roche)
nPCR-hibridizacéo
liquida p/ HTLV-1
e-2

RT-PCR

RT-PCR multiplex
Beacon

Gene(s) alvo
pX (tax)

tax HTLV-1

pol HTLV-2

tax HTLV-1 e -2
Taqgl e Sau3A
tax/rex HTLV-1 e
HTLV-2

LTR, pol e tax
pol

env

pol HTLV-1/-2
tax

env

pol HTLV-1/-2

LTR,gag,pol,tax,env

tax

gag HIV-1

env HIV-2

tax HTLV-1

pol HTLV-2
Plasmideo (MR)

Critério/sensibilidade Aplicacdo

2 PCR+

1,5 pg MT2 e 5 pg Mo

1,5 pg MT2 e Mo

Uso de painel para

célculo sensibilidade e

especificidade

10 copias de cada
gene

Diagnostico de HTLV-1 e
comparacao com IF
Padronizacéo diagndstico
confirmatério/discriminatério
Diagnostico diferencial de
HTLV-1 e HTLV-2
Diagnostico confirmatério e
discriminatorio.

Diagnostico confirmatério e
discriminatoério. Uso em WB-
Indeterminado
Padronizacéo diagnéstico
confirmatério/discriminatério

Padronizacéo kit comercial
para detectar HTLV-1/2
(Amplicor HTLV-I/Il Roche)
Diagnostico confirmatério e
discriminatario.

Em populagéo de risco
como teste de triagem e
confirmatdrio

Para detectar HTLV-1/-e em
amostras de sangue com
WB-Indeterminado

Padronizag&o diagnostico
confirmatoério/discriminatorio




Cont. Quadro 1

Autor(es) e Ano
Poiesz et al., 2000

Castro-Costa et al., 2001

Césaire et al., 2001

Deheé et al., 2002

Segurado et al., 2002

Colin et al., 2003

Estes e Sevall, 2003

Kamihira et al.., 2003

Santos et al., 2003

Local

EUA,
Paraguai,
Argentina,
Venezuela
(casos)

EUA (teste)
Ceara, Brasil

Martinica
(casos)
Franca (teste)
Martinica
(casos)
Franca (teste)
Sao Paulo,
Brasil

Acre, Brasil

EUA

Nagasaki,
Japéao

Ceara (casos)
Bélgica
(testes)

Técnica(s)
nPCR-hibridizagéo
para HTLV-1 e
HTLV-2

PCR

nPCR

gPCR TagMan
gPCR TagMan
NPCR-RFLP HTLV-
1eHTLV-2

nPCR HTLV-1e -2

gPCR multiplex
HTLV-1 e HTLV-2

gPCR HTLV-1

nPCR

Gene(s) alvo
pol HTLV-1 e

Critério/sensibilidade
Melhor para HTLV-2

HTLV-2

LTR, tax, gag
pol, env

pol HTLV-1,
albumina hu (CI)

pol HTLV-1,
albumina hu (CI)
MT2 (MR)

Tax

LTR

10 copias

pol HTLV-1 e -2

tax HTLV-1

LTR HTLV-2,
beta-globina hu
(Ch)

MT2 e Mo (MR)
tax HTLV-1
beta-globina hu
(C)

plasmideo (MR)
tax HTLV-1 e -2

48 copias

301 coépias/10* PBMC

Aplicacao

Diagnéstico confirmatorio
e para comparagao com
WB em populagéo de UDI
e indigenas

Diagnéstico confirmatorio
em casos de TSP HTLV-
soronegativos
Diagndstico na
coinfeccdo HIV/HTLV-1

Determinacao de CPV de
HTLV-1 em HAM/TSP e
portador assintomatico
Diagndstico confirmatorio
e discriminatério e
caracterizacdo molecular
Diagndstico confirmatdrio
e discriminatério em
doadores de sangue com
WB-Indeterminado
Diagndstico confirmatério
e CPV em pacientes de
ambulatério de HTLV

Determinacédo de CPV de
HTLV-1em ATLL e
portador assintomatico

Diagndstico confirmatério
e discriminatorio em
casos WB-Indeterminado




Cont. Quadro 1

Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicacéo
Gallego et al.., 2004 Cordoba, nPCR-RFLP tax HTLV-1 e -2 Mais sensivel que a Diagndstico confirmatorio
Argentina Taql e Sau3A PCR-hibridizac@o pol e discriminatério e
para HTLV-2 comparacédo com PCR-
hibridizac&o pol
Lee et al., 2004 San gPCR SybrGreen tax MT2 1.6 copias/10* HTLV-1 Para determinar CPV e
Francisco, tax Mo 2.8 copias/10* HTLV-2 relacionar com
EUA HLA-DQ (CI) patogénese
Mangano et al., 2004 Buenos Aires, nPCR pol e env 2 PCR+ Diagndstico confirmat6rio
Argentina nPCR-RFLP tax e discriminatério em
beta-actina hu (Cl) doadores de sangue com
WB-Indeterminado
Murphy et al., 2004 San gPCR SybrGreen tax Para comparar CPV de
Francisco, HTLV-1 e HTLV-2, e de
EUA HTLV-2a e HTLV- 2b
Vallinoto et al., 2004 Para, Brasil NPCR-RFLP para pX Diagndstico confirmatorio
HTLV-1 e HTLV-2 LTR e discriminatério e para
caracterizacdo molecular
Laurentino et al., 2005 Pard, Brasil NnPCR-RFLP para tax Diagnéstico confirmatério
HTLV-1 e HTLV-2 e discriminatério
Montanheiro et al., 2005 Séo Paulo, gPCR TagMan pol HTLV-1 10 cépias/10* PBMC Determinacéo de CPV de
Brasil albumina hu (CI) HTLV-1 em HAM/TSP e
MT-2 (MR) portador assintoméatico
Olindo et al., 2005 Martinica gPCR TagMan pol HTLV-1 Determinagéo de CPV de

HTLV-1 e progressao
para doenca

Yakova et al., 2005 Martinica gPCR TagMan pol HTLV-1 Determinagéao de CPV em
(casos) albumina hu (CI) doencas do tecido
Franca (teste) plasmideo e MT-2 conectivo e casos de

(MR) artrite reumatoide




Cont. Quadro 1

Autor(es) e Ano
Best et al.., 2006

Costa et al., 2006

Kashima et al., 2006

Souza et al., 2006

Tamegao-Lopes et al., 2006

Vallinoto et al., 2006

Vitone et al., 2006

Berini et al., 2007

Casseb et al., 2007

Ishak et al., 2007

Morimoto et al., 2007

Local
Lima, Peru

Sao Paulo,
Brasil

SP e RJ,
Brasil

Para, Brasil
Para, Brasil

Marajo, Brasil

Bolonha, Italia

Buenos Aires,
Argentina

Sao Paulo,
Brasil
Par4, Brasil

Parand, Brasil

Técnica(s)
gPCR SybrGreen

nPCR-hibridizacao
liquida com *P e
fosfatase alcalina
PCR

nPCR-RFLP
nPCR

gqPCR TagMan
nPCR-RFLP
nPCR

gPCR SybrGreen

nPCR
PCR-RFLP
PCR-RFLP

PCR-RFLP para
HTLV-1 e HTLV-2

NnPCR para HTLV-1

e HTLV-2

Gene(s) alvo
tax HTLV-1
VER-3 (CI)
Plasmideo (MR)
pol

tax e LTR

pX

LTR HTLV-1e
HTLV-2

pol HTLV-1 e
HTLV-2
Albumina hu (CI)
pX

LTR HTLV-1e
HTLV-2

pol HTLV-1
beta-globina hu
(CI)

MT-2 (MR)

pol HTLV-1 e -2
tax

tax
pXx € env

Taq|

LTR, env, tax

Critério/sensibilidade Aplicacéo

120 pg DNA

226 copias/mm®de
sangue

10 copias

2 PCR+

Determinacdo de CPV de
HTLV-1 em HAM/TSP e
portador assintomatico
Padronizacdo de técnica
enzimatica e comparacao
com marcacao radioativa
Diagndstico confirmatorio
e discriminatorio e
caracterizacédo molecular
Diagndstico confirmatdrio
e discriminatorio e
caracterizacédo molecular
Determinacéo de CPV de
HTLV-1

Diagnéstico confirmatorio
e discriminatério e
caracterizacdo molecular
Diagnéstico confirmatério
e discriminatério e uso
em WB-indeterminados

Diagnéstico confirmatério
e discriminatério em
casos WB-
indeterminados
Diagndstico confirmatdrio
e discriminatério
Diagnéstico em
populacéo indigena
soronegativa na triagem e
HTLV-2 positiva
Diagnéstico confirmatério
e discriminatério e uso
em WB-indeterminados




Cont. Quadro 1

Autor(es) e Ano
Pimenta et al., 2007

Zehender et al., 2007

Arruda et al., 2008

Dal Fabro et al., 2008

Montanheiro et al., 2008

Besson e Kazaniji, 2009

Costa e Segurado, 2009

Moens et al.., 2009

Nascimento et al., 2009

Local
Paraiba,
Brasil
Lima, Peru

Pernambuco,
Brasil

Mato Grosso
do Sul, Brasil

Sao Paulo,
Brasil

Gabéao
(casos)
Franca (teste)

Sao Paulo,
Brasil

Peru, Franca,
Bélgica

Goias, Mato
Grosso do
Sul, Brasil

Técnica(s)
nPCR

nPCR-RFLP
nPCR

gPCR SybrGreen

PCR-RFLP

PCR-RFLP e
gPCR TagMann
para HTLV-1 e
HTLV-2

gPCR multiplex
Beacons

PCR-RFLP
nPCR-hibridizacéo
c/ fosfatase alcalina

gPCR triplex Sybr
Green

nPCR

Gene(s) alvo
LTR, tax

tax
LTR

pol HTLV-1
env/tax HTLV-2
albumina hu (ClI)

tax
Hinfl (HTLV-1)
Aval (HTLV-2)

tax
pol

tax HTLV-1, -2, -3
tax STLV-1e 3

MT4, C19, HTLV-3

(MR)

albumina hu (ClI)
tax

pol

tax (HTLV-1, -2 e
STLV-3)
beta-globina hu
(CI)

tax e LTR

Critério/sensibilidade

Sensibilidade
gualitativa 87.9% e
para CPV 100%

10 co6pias/10* PBMC

1 a 10 cépias em pelo
menos 100 células

Aplicagéo

Diagndstico confirmatorio
em lactantes

Diagndstico confirmatdrio
e discriminatorio e
caracterizacédo molecular
Diagnéstico confirmatorio
e discriminatorio e
determinacgdo de CPV de
HTLV-1 e HTLV-2
Diagndstico confirmatdrio
e discriminatério em
casos com WB-
indeterminado em
gestantes

Diagnéstico confirmatério
e discriminatério e CPV
de casos de HTLV-2

Diagnéstico confirmatério
e discriminatério e CPV
em paises onde circulam
estes virus

Diagndstico confirmat6rio
e discriminatério em
casos de WB-
indeterminado
Padronizacgéo e validacéo
de gPCR triplex para
retrovirus e gPCR single
para beta-globina
Diagnéstico confirmatério
e discriminatério em
guilombolas




Cont. Quadro 1

Autor(es) e Ano
Primo et al., 2009

Andrade et al.., 2010

Kamihira et al., 2010

Martins et al., 2010

Olah et al., 2010

Costa et al., 2011

Neto et al., 2011

Zanjani et al., 2011

Local
Bahia, Brasil

Minas Gerais,

Brasil

Tokio, Japdo

Minas Gerais,
Brasil

Sao Paulo,

Brasil

Sao Paulo,
Brasil

Sao Paulo,
Brasil

Mashhad, Ira

Técnica(s)
gPCR TagMan

gPCR TagMan

gPCR TagMan

nPCR

PCR-RFLP

gqPCR TagMann
para HTLV-1e
HTLV-2

PCR-RFLP

nPCR

gPCR TagMan para
HTLV-1e -2

gPCR SybrGreen

PCR

Gene(s) alvo
pol HTLV-1

pol HTLV-1 e -2
MT2 e plasma
(MR)

Albumina hu (Cl)
tax HTLV-1
RNAse P, beta-
globina, beta-
actina, CD81 hu
(CI)

Linhagens e
plasmideo (MR)
env HTLV-1

tax (Tagl e Sau3A)
pol (HTLV-1 e -2)

tax (Taql)

pol (HTLV-1 e -2)
pol (HTLV-1 e -2)
albumina hu (ClI)
tax (HTLV-1)

gag, tax (HTLV-1)
pol (HTLV)

Critério/sensibilidade Aplicacao

Sensibilidade 99,4% e
98,5% em relacao ao
WB

Melhores resultados
com plasmideo como
MR, mas necessita de
Cl

Sensibilidade PCR
77,4% e g-PCR
79,25%

2 PCR+ associado
com maior DO no EIA
e perfil rgp46-1, GD21,
gp21

Determinacdo de CPV em
HAM/TSP e dermatites
Diagnéstico confirmatorio
e discriminatério

Ensaio de proficiéncia
intra- e inter-laboratorial

Determinacéo de infec¢ao
durante soroconversao de
longo tempo e
diagnéstico confirmatorio
em casos WB-
indeterminado
Diagnéstico confirmatério
de HTLV-2 em casos de
WB-Indeterminado e CPV
de HTLV-2

Diagndstico confirmatdrio
e discriminatério

Determinacéo de CPV de
HTLV-1 e associacéo
com mutacdo em TRE na
LTR

Diagndstico confirmatério
em casos WB-
indeterminado




Cont. Quadro 1

Autor(es) e Ano
Berini et al., 2012

Cabral et al., 2012

Olavarria et al., 2012

Furtado et al., 2012

Oliveira et al., 2012

Ribeiro et al., 2012

Souza et al., 2012

Costa et al., 2013

Castro et al., 2013

Rosadas et al., 2013

Local
Buenos Aires,
Argentina

Sao Paulo,
Brasil

Bahia, Brasil

Minas Gerais,
Brasil

Piaui (casos)
Para (teste)

Minas Gerais,
Brasil
Maranhao,
Brasil

Par4, Brasil

Coérdoba,
Argentina

Rio de
Janeiro, Brasil

Técnica(s)
nPCR
PCR-RFLP

gPCR TagMan
nPCR

gPCR TagMan

gPCR SybrGreen

nPCR-RFLP
nPCR

gPCR TagMan
gPCR TagMan

PCR-RFLP

gPCR SybrGreen

gPCR TagMan

Gene(s) alvo
pol
tax

pol HTLV-1
tax (HTLV-1)

pol HTLV-1
Albumina hu (CI)

pol (HTLV-1)
Albumina hu (CI)
MT2 (MR)

pX

LTR

pol-alb (HTLV-1)
pol (HTLV-2)
pol

tax

tax (HTLV-1)
albumina hu (CI)
MT2 (MR)

Tax (HTLV-1)
beta-actina hu (Cl)

Critério/sensibilidade Aplicacéo

Cutoff para HAM/TSP
114 copias/10* PBMC,
sensibilidade 78,2%

3 copias

1 copia

Diagndstico confirmatorio
e discriminatério em
casos de WB-
indeterminado
Determinacgéo de CPV de
HTLV-1 em PBMC e RNA
viral em plasma
Determinacédo de CPV de
HTLV-1 na HAM/TSP e
portador assintomatico,
estabilidade de CPV com
0 tempo

Determinacéo de CPV de
HTLV-1 e curva ROC
para risco de HAM/TSP
Diagnéstico confirmatério
e discriminatério de
HTLV-1 e HTLV-2 e
caracterizacédo molecular
Confirmagéo transmissao
vertical de HTLV
Determinacéo de
prevaléncia em gestantes
Diagndstico confirmatdrio
e discriminatorio de
HTLV-1 e HTLV-2
Diagndstico confirmatério
e monitoramento de CPV
de HTLV-1

Validacdo de gPCR
HTLV-1




Cont. Quadro 1

Autor(es) e Ano

Abad-Fernandez et al., 2014

Galetto et al., 2014

Ishihara et al., 2014

Céanepa et al., 2015

Nasir et al., 2015

Paiva et al., 2016

Hedberg et al., 2018

Kuramitsu et al., 2018

Yurick et al., 2019

Local

Madri,
Espanha

Rio Grande do
Sul, Brasil
Nagasaki,
Japéao

Argentina

Nigéria, Africa

Sao Paulo,
Brasil

Suécia

Japao

Australia

Técnica(s)

gPCR TagMan

PCR-RFLP para
HTLV-1 e HTLV-2
gPCR e ngPCR

nPCR

gPCR SybrGreen

gPCR

nPCR-RFLP
gPCR TagMan

ddgPCR

dgPCR

ddgPCR

Gene(s) alvo

Tax (HTLV-2)
GAPDH (CI)
Plasmideo (MR)
pol

pX (HTLV-1)
beta-globina
hu(ClI)

pol, tax, LTR
(HTLV-1)

pol (HTLV-1)
albumina hu (CI)

tax HTLV-1

tax
pol (HTLV-1 e-2)

tax (HTLV-1 e -2)

pX (HTLV-1)
RNAseP

gag, tax (HTLV-1)
RPP30

Critério/sensibilidade

50 copias/10° PBMC

2,71 coépias/100cel

Aplicagéo

Determinar efeito de
raltegravir na infeccao por
HTLV-2

Determinar prevaléncia
de coinfec¢ao HIV/HTLV
Teste confirmatdrio para
HTLV-1 pos triagem pelo
CLIA

Teste confirmatorio em
WB-indeterminado e CPV
baixa. Pesquisa de
muta¢des pontuais em
tax e LTR, caracterizacéo
filogenética.

Diagndstico confirmatério
e CPV de HTLV-1
Diagnéstico confirmatério
e discriminatério e CPV
de casais discordantes
Padronizacédo e validacao
de PCR digital para
monitoramento de CPVfr
HTLV-1 e HTLV-2
Padronizacéo e validacao
de PCR digital para
diagnéstico e
monitoramento de CPV
Diagnéstico de
bronquiectasia associada
ao HTLV-1c

Legenda: LTR, gag, pol, env, px, tax: regides do genoma de HTLV; MR: material de referéncia; Cl: controle interno de reagdo; MT2, MT4: linhagens infectadas por HTLV-1; Mo, C19: linhagens
infectadas por HTLV-2; PBMC: células do sangue periférico; EIA: ensaio imunoenzimatico; DO: densidade optica; WB: Western blot; PCR: reagdo em cadeia da polimerase; nPCR: nested-PCR;
PCR-RFLP: reagdo de PCR seguida de pesquisa de sitios de restricdo enzimatica; RT-PCR: PCR em tempo real; gPCR: PCR quantitativa ou em tempo real; dPCR: PCR digital; dgPCR: PCR em
temporeal digital; ddPCR: PCR digital em gota; CPV: carga proviral; HAM/TSP: mieolopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical; ATLL: leucemia/linfoma de células T do adulto;

HTLV: virus linfotrépico de células T humanas; STLV: virus linfotrépico de células T de simios.
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HIV/HTLV-1/2 e o desempenho dos testes confirmatérios imunocromatografico e de reagéo em cadeia da
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Contribuir para o desenvolvimento da vigilancia desse agravo na populacéo. Identificar o melhor teste
confirmatério de infecgdo por HTLV-1/2 na co-infecgdo com o HIV. Detectar possiveis flutua¢des de carga
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

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

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

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

Consideragdes sobre os Termos de apresentagado obrigatodria:

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

Recomendac¢des:

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

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: L

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

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

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

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

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

Assinador por: |

Luz Marina Trujillo
(Coordenador)
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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

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
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