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COSTA JMP. Padronizacdo e emprego de métodos de amplificacdo molecular para
pesquisa de sequiéncias gendmicas dos virus linfotrépicos de células T humanas dos tipos |
e Il (HTLV-I/Il) em individuos com sorologia indeterminada [dissertacdo]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2004. 115p.

O virus linfotropico de células T humanas do tipo | (HTLV-I) esta etiologicamente associado
a leucemial/linfoma de células T do adulto (ATLL) e a mielopatia associada ao HTLV-
|/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP), enquanto o do tipo I (HTLV-I)
esporadicamente é relacionado a doengas neuroldgicas. Tais retrovirus transmitem-se pelo
contato sexual ou com sangue e pelo aleitamento materno. Em nosso pais, sédo encontrados
em aproximadamente 0,45% dos doadores de sangue e em até 35% dos usuarios de
drogas endovenosas. O diagndstico da infeccaobaseia-se na pesquisa de anticorpos séricos
por meio dos testes de ELISA e Western-blot, que resultam indeterminados em nimero
significativo de casos. O presente estudo teve como objetivo principal avaliar, entre os
individuos com sorologia indeterminada para o HTLV, qual a frequéncia daqueles
verdadeiramente infectados, por meio da amplificacdo molecular de duas sequéncias
provirais distintas a partir de células mononucleares do sangue periférico. Preliminarmente,
avaliou-se a sensibilidade da PCR e nested PCR para amplificagdo de sequiéncias provirais
tax e pol de cepa padrdo de HTLV-I (linhagem celular MT-2), comparando-se ainda os
métodos de deteccdo dos produtos de amplificagcdo do gene pol por meio da hibridagcdo com
sonda marcada com *P e com fosfatase alcalina. O DNA extraido das células MT-2 foi
quantificado e submetido a diluicbes seriadas para amplificacdo dos genes provirais de
interesse. A técnica de nested PCR para 0 gene tax mostrou-se mais sensivel (positiva até
12 pg de DNA), com deteccdo dos produtos amplificados de 138 bp apds eletroforese em
gel de agarose corado com brometo de etidio. Em relagdo ao gene pol, a hibridizacdo com
as sondas radioativa e ndo radioativa foi igualmente sensivel, detectando o produto
amplificado em até 120 pg de DNA. Para avaliagdo do desempenho dessas técnicas em
amostras bioldgicas ex vivo, analisamos amostras de DNA de 65 individuos, com idades de
19 a 60 anos, cuja sorologia resultou em ELISA positivo e Western-blot indeterminado, na
grande maioria dos casos por ocasido da doagdo de sangue. Os padrbes de
sororreatividade anti-HTLV ao Western-blot eram predominantemente (43%) voltados a
antigenos da regido gag, na auséncia de anticorpos anti-p24. A amplificacdo da regiao tax
revelou-se positiva em 6 (9,2%) amostras. Segundo o padréo de digestdo dos produtos da
nested PCR pela endonuclease de restricdo Tag-1, verificamos a presencga de sequéncias
provirais de HTLV-l em 4 amostras, de HTLV-Il em uma e ambos 0s virus em outra. A
nested PCR para a regido pol mostrou-se positiva em apenas 3 (4,6%) amostras, todas elas
positivas também para o segmento tax desses retrovirus. A hibridacdo com sonda marcada
com fosfatase alcalina confirmou a presenc¢a de HTLV-l1 em duas amostras (3,1%) e HTLV-II
em uma (1,5%). Adotando como critério de infeccao pelo HTLV a presenca de duas regides
génicas provirais, ndo foi confirmada a dupla infeccdo sugerida pela amplificagdo tax. A
deteccao isolada de um segmento proviral em células mononucleares periféricas pode
representar infecgéo por provirus defectivo, embora seu significado clinico permaneca ainda
indefinido. Na casuistica estudada nao foi possivel identificar perfil de sororreatividade ao
Western blot que fosse preditivo da presenca ou auséncia do HTLV, apresentando um dos
pacientes infectados com HTLV-I reatividade isolada a proteinas do gene gag (HGIP).
Ressaltamos a importancia do seguimento clinico e laboratorial dos pacientes com sorologia
indeterminada em nosso meio de modo a propiciar-lhes o correto aconselhamento.

Descritores: Virus 1 linfotrépico T humano/imunologia. Virus 2 linfotrépico T
humano/imunologia. Reacdo em cadeia por polimerase/métodos. Serologia/métodos.
Western blotting/métodos.



COSTA JMP. Standardization and use of molecular methods for the amplification of genomic
sequences of human T-cell lymphotropic virus types | and Il (HTLV-I/ll) in individuals with
indeterminate serology [dissertation]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2004. 115p.

Human T-cell lymphotropic virus type | (HTLV-l) is etiologically linked to adult T cell
leukemia/lymphoma (ATLL) and to HTLV-l-associated myelopathy/tropical spastic
paraparesis (HAM/TSP), whereas HTLV-Il has been occasionally associated with
neurological disorders. Both these retroviruses are transmitted by sexual intercourse,
through contact with contaminated blood or by breast feeding. In Brazil HTLV infection is
reported in about 0.45% of blood donors and in up to 35% of intravenous drug users. Based
on the detection of circulating antibodies, using enzyme immunoassays and Western-blot
tests, HTLV serodiagnosis yields indeterminate results in a significant number of cases. In
this study we aimed at evaluating the proportion of retroviral infection among HTLV-
seroindeterminate individuals, by means of the amplification of two different sequences of
proviral DNA from peripheral blood mononuclear cells (PBMC). At first, we evaluated PCR
and nested PCR sensitivities in the detection of tax and pol proviral sequences, using a
standard HTLV-I isolate (MT-2 cell line). Two different detection systems for pol PCR
products were also compared, using hibridization with either **P- or alkaline phosphatase-
labeled probes. DNA extracted from MT-2 cells was quantified and submitted to serial
dilution for the amplification of proviral genes. Nested tax PCR was shown to be more
sensitive (12 pg of DNA), detecting 138 bp PCR products after electrophoresis in ethidium
bromide-stained gels. As for the pol gene, hibridization with radioactive or non radioactive
probes was equally sensitive, detecting PCR products in 120 pg of DNA. To evaluate the
performance of these techniques using ex vivo biological specimens, we studied DNA
samples from 65 individuals, whose ages ranged from 19 to 60 years old and who presented
anti-HTLV positive EIAs and indeterminate Western-blots, mostly after screening for blood
donation. Anti-HTLV seroreactivity patterns on Western blots exhibited predominantly (43%)
antibodies to gag-coded antigens in the absence of anti-p24. Tax proviral sequences were
detected in 6 (9.2%) samples. According to restricted fragment length polymorphism analysis
of nested PCR products, using Tag-1 endonuclease, we identified HTLV-I proviral DNA in 4
samples, HTLV-II in one and sequences from both viruses in another. Nested PCR for the
pol region yielded positive in only 3 (4,6%) specimens, which were also positive for tax
sequences. Hibridization of PCR products with alkaline phophatase-labeled probes
confirmed HTLV-I detection in 2 samples (3.1%) and HTLV-II in another (1.5%). Using the
detection of two different HTLV proviral sequences as definition of HTLV infection, we were
not able to confirm dual infection as suggested by tax amplification. Detection of a single
HTLV DNA sequence in PBMC may be due to infection by a defective provirus, however its
clinical significance remains undefined. In the studied patients, no Western blot seroreactivity
pattern was shown to be predictive of HTLV proviral DNA detection and HTLV-I infection was
demonstrated in an individual who presented reactivity to gag-coded antigens only (HGIP).
We emphasize the importance of clinical and laboratory follow-up of HTLV seroindeterminate
individuals to provide them with adequate counseling.

Keywords: Human T-cell lymphotropic virus type 1l/immunology. Human T-cell lymphotropic
virus type 2/immunology. Polymerase chain reaction/methods. Serology/methods. Western
blotting/methods.
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORICO

Os retrovirus, apesar de serem agentes virais descobertos ha pouco
tempo, apresentam uma grande importancia como agentes causadores de
doencas em humanos. Desde o inicio, esses virus foram reconhecidos como
potenciais agentes causais de neoplasias em animais (KAPLAN, 1989).

Em 1977, foi descrita no Japdo uma sindrome neoplasica de células
T, atingindo pessoas nascidas nas ilhas do sudoeste daquele pais, que
recebeu a denominacgdo de leucemia de células T do adulto (adult T-cell
leukemia - ATL) (UCHIYAMA et al, 1977). Trés anos depois, POIESZ e
colaboradores (1980) descreveram o primeiro retrovirus humano, o virus
linfotrépico de células T humanas do tipo | (human T-cell lymphotropic virus
type | ou HTLV-I). Na ocasido, particulas com caracteristicas morfolégicas
dos retrovirus tipo C foram isoladas a partir de linfocitos de um paciente
negro de 28 anos de idade, com diagndstico de linfoma cutaneo de células T
com caracteristicas pouco comuns e que, retrospectivamente, pode-se
relacionar a ATL. Em 1982, YOSHIDA e colaboradores descreveram o
isolamento de particulas virais do tipo C a partir de linhagens celulares de
pacientes com ATL e denominaram esse agente de virus da leucemia de
células T do adulto (adult T-cell leukemia virus — ATLV). Estudos

sequenciais confirmaram que o HTLV-l e o ATLV eram idénticos e que o



HTLV-I, nome que vem sendo utilizado internacionalmente desde entéo, era
0 agente etiolégico da ATL. Posteriormente, foi também comprovada a
associacdo desse agente com uma doenca neurodegenerativa, conhecida
como mielopatia associada ao HTLV-l ou paraparesia espastica tropical
(HTLV-l-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis — HAM/TSP)
(GESSAIN et al, 1985). A infeccdo pelo HTLV-I também esta associada a
uma seérie de doencas imunologicas como poliomiosites, artrites e uveites
(MURPHY et al, 1997).

Em 1982, outro retrovirus humano, relacionado ao anterior, foi
identificado por KALYANARAMAN e colaboradores, a partir de células T de
um homem branco de 37 anos de idade com uma variante ndo habitual de
tricoleucemia (hairy cell leukemia) de linfocitos T. Esse virus passou a ser
chamado virus linfotrépico de células T humanas do tipo Il (human T-cell
lymphotropic virus type Il ou HTLV-ll) e estd descrito como apenas
esporadicamente relacionado a doencas neurolégicas em humanos.
Também pode estar relacionado a um estado de leve imunodeficiéncia,
caracterizada por incidéncia aumentada de infeccbes bacterianas e fungicas
(MURPHY et al, 1997).

Esses virus, HTLV-l e Il, sdo virus RNA e pertencem a familia
Retroviridae e a subfamilia Oncovirinae (COFFIN, 1992). Outro retrovirus
humano foi identificado em 1983 e denominado inicialmente de virus
associado a linfadenopatia (LAV) e de HTLV-Ill, mas posteriormente
designado virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) (BARRE-

SINOUSSI et al, 1983). Mais tarde, um segundo tipo geneticamente distinto,



o HIV-2, foi identificado (CLAVEL et al, 1996), sendo ambos pertencentes a
subfamilia Lentivirinae (COFFIN, 1992). Os virus dessa ultima subfamilia
despertaram grande interesse da comunidade cientifica mundial por serem
0S agentes etioldgicos da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
doenca com alta morbidade e letalidade, identificada no final da década de

70 e que logo se transformou em uma grande epidemia mundial.

1.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DOS VIRUS HTLV-I/II

Os virus HTLV-I e Il apresentam—se como particulas esféricas de 100
nm de diametro, com uma porcdo central (core) composta pelo
nucleocapsideo, contendo duas copias de acido ribonucléico (RNA) de fita
Unica com 8,8 e 9 kilobases, a enzima transcriptase reversa e as proteinas
da matriz, além de um envelope parcialmente originado da membrana da
célula hospedeira, que contém as glicoproteinas transmembrana e de
superficie (SCHUPBACH, 1989) (Figura 1).

Os genomas provirais do HTLV-I e Il apresentam similaridade de 65%
entre si, que resulta na traducao de vérias proteinas semelhantes, levando a
altas taxas de reacbes cruzadas nos testes sorolégicos (SODROSKI et al,
1984). Seus principais genes sao (SEIKI et al, 1983): (Figura 2)

“ gag, que codifica as proteinas do core viral (antigeno grupo-especifico), a

precursora p52 e suas derivadas pl5, p19 e p24;
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Figura 1 — Desenho esquemético de virion HTLV-I/II
FONTE: modificado a partir de Abbas (2000)

gpé168 jgpde)  p3ot prat

ap2
LTR
0D ;@3 —T
psy (p15p1%,p24)
P
pii
p3z p12! pa7 g2
P
paTes
p¥
LTR pX
L] ' 2oL — HTLV-II
(Gac ]
pnlﬂ‘lpzﬂll
pio! p2g p26/24,,

Figura 2 — Representacdo esquematica do genoma proviral de HTLV-I/II e
seus produtos, com destaque para antigenos que fazem parte do substrato
antigénico do teste de Western blot

FONTE: modificado a partir de Franchini (1995)



«* pol, que origina as enzimas transcriptase reversa (uma polimerase) (p99),

RNAse, endonuclease e protease;

env, responsavel pela sintese das glicoproteinas externas do envelope, a

precursora gp61/68 e sua derivada gp46, e da glicoproteina

transmembrana gp21,;

regido pX, que apresenta, no HTLV-l, quatro (cinco no HTLV-II)

pequenas regides abertas de leitura (open reading frames — ORFs):

>

>

>

pX-I: codifica a proteina p12, considerada um oncogene fraco;

pX-1I: codifica a proteina p30" /p13" (no HTLV-II, a proteina p28");
pX-lll: apresenta o gene rex, que codifica a proteina p27*/p21"™* (no
HTLV-Il, p26/24™) responsavel pela regulacdo pds-transcricional da
sintese de proteinas estruturais do virus (GREENE et al, 1990);

pX-IV: contém o gene tax, que codifica a proteina p40™ (no HTLV-II,
p37'®), transativadora do segmento LTR do genoma viral e de genes
da célula eucaridtica infectada, como os que codificam a interleucina-
2 e a cadeia a de seu proprio receptor (CD25), o fator de crescimento
de granulécitos e mondcitos (GM-CSF), a molécula de adeséao
intercelular (ICAM-1) e outros. Tem uma acéo inibidora sobre o gene
da pB-polimerase (enzima de reparagdo do DNA hospedeiro)
(GREENE et al, 1990);

pX-V (apenas no HTLV-II): codifica a proteina p11".

% segmento LTR (do inglés long terminal repeat), segmentos longos

repetitivos presentes nas duas extremidades do genoma viral, que



embora representem regides ndo codificantes, contém elementos

reguladores da transcrig&o viral.

1.2.1. TIPOS E SUBTIPOS VIRAIS

Os virus HTLV-I e Il apresentam grande conservacao na seqiéncia
de nucleotideos, em comparacdo a outros retrovirus, como o HIV. Foram
descritas variantes gendmicas tanto do HTLV-l como do HTLV-Il, porém,
geralmente tais diferencas genéticas sdo pontuais, ndo apresentando
correlagdo com a historia natural da infeccdo, embora possam refletir a area

geografica de procedéncia do isolado viral (KOMURIAN et al, 1991).

Subtipos do HTLV-I:

Para HTLV-I, observou-se, em meédia, semelhanca de
aproximadamente 97% entre as varias cepas mundiais, sendo a variante
mais divergente a da Melanésia, que apresenta 92% de semelhanca as
cepas do Japao (KOMURIAN et al, 1991). A andlise filogenética dos
diferentes isolados levou a classificagéo de 5 subtipos virais:

1. Cosmopoalita (C);
2. Japonés (J);
3. Africano ocidental(WA);

4. Centro-Africano (CA);

o

Melanesiano (M).



Subtipos do HTLV-II:

A classificacdo dos subtipos de HTLV-II tem sido proposta com base
na diferenca de sequéncias de nucleotideos dos segmentos env (4,3%), gag
(3,8%) e LTR (5,7%) do genoma proviral. Assim, tomando-se como
paradigma a variabilidade genética observada no segmento env, podem ser
identificados trés subtipos:

1. Subtipo a: predominante em usuarios de drogas endovenosas (UDEV)
urbanos nos Estados Unidos e na Europa (SWITZER et al, 1995);

2. Subtipo b: predominante em populacdes nativas indigenas em todo
continente americano. Apresenta tax mais potente e com 25 aminoacidos
a mais (HALL et al, 1994).

3. Subtipo c: encontrado em populacdo urbana e indigena brasileira.
Apresenta env e LTR semelhantes ao do subtipo "a” e tax, ao subtipo “b”.

(EIRAKU et al, 1996).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

1.3.1. VIAS DE TRANSMISSAO

A transmissao do HTLV de pessoa a pessoa é semelhante a do HIV,
porém com menor infectividade, pelo fato de ndo existirem habitualmente
particulas virais livres no plasma ou fluidos biologicos, havendo, portanto a
necessidade de veiculacdo de células infectadas (GEBRETSADIK et al,

1993). A transmissao inter-humana do HTLV se dé&, basicamente, 1) pelo



contato sexual, sendo mais eficaz do homem infectado para a mulher
susceptivel; 2) através de transmissdo vertical, que depende
fundamentalmente do aleitamento materno prolongado; e 3) pela
transmissdo sanguinea por meio de hemocomponentes celulares ou

compartilhamento de agulhas e/ou seringas contaminadas.

1.3.2. HTLV NO MUNDO

O virus HTLV-l tem uma ampla distribuicdo mundial, com maior
prevaléncia em determinadas regides como o0 sudoeste do Japado, onde
aproximadamente 20% dos adultos apresentam sorologia positiva (HINUMA
et al, 1982); bacia do Caribe, incluindo o sudeste dos Estados Unidos da
Ameérica e América Central, além do norte da América do Sul, onde 2 a 5%
dos adultos negros apresentam anticorpos circulantes (KOENIG et al, 1992);
Ameérica do Sul, Africa Central e Ocidental; Melanésia; Oriente Médio e india.
Estima-se que exista 15 a 20 milhdes de pessoas infectadas por HTLV-I no
mundo e que 1 a 5% destes individuos eventualmente desenvolverao
doencas relacionadas (ZANINOVIC, 1996 apud MONTEIRO-DE-CASTRO et
al, 2001).

O virus HTLV-Il é mais prevalente entre usudarios de drogas
endovenosas nos Estados Unidos da América e Europa e entre certas

populacées indigenas nativas das Ameéricas (HALL et al, 1994).



1.3.3. HTLV NO BRASIL

As principais fontes de informacédo sobre a prevaléncia de infeccao
por HTLV-I/Il no Brasil provém dos testes de triagem de doadores de sangue
e estudos conduzidos em grupos populacionais especificos, como gestantes,
usuarios de drogas endovenosas (UDEV), populacdes indigenas, etc.

A soroprevaléncia média do HTLV-I entre candidatos a doador de
sangue neste pais é de aproximadamente 0,45-0,54% (ARAUJO & SERRA,
1996; CARNEIRO-PROIETTI et al, 2002), sendo mais elevada nos Estados
da Bahia (1,35-1,80%) (GALVAO-CASTRO et al, 1997; CARNEIRO-
PROIETTI et al, 2002), Pernambuco (0,35-0,82%) e Para (HTLV-I/Il: 1,61%)
(CARNEIRO-PROIETTI et al, 2002). Em usuérios de drogas endovenosas
de Salvador, DOURADO e colaboradores (1999) encontraram prevaléncia
de 35,2% para HTLV-I/ll, sendo a maioria (72,4%) infectada por HTLV-I, ao
contrario do que se observa em outras regides do mundo. Entre portadores
do HIV, foram encontradas taxas de co-infeccdo com HTLV-I/Il de até 28%
(BRITES et al, 1994; CATERINO-DE-ARAUJO et al.; 1998; ETZEL et al.,
2001). Em homossexuais e prostitutas no estado do Rio de Janeiro foram
encontrados indices de soropositividade de 4 e 9%, respectivamente
(CORTES et al, 1989). Outro grupo de alta prevaléncia da infec¢do por
HTLV-l no Brasil € o de imigrantes japoneses e seus descendentes,
existindo relato de 10% de soropositividade em pessoas procedentes de
Okinawa em Campo Grande, estado do Mato Grosso do Sul (KITAGAWA et

al, 1986). As estimativas indicam que o Brasil possui 0 maior ndmero



absoluto (aproximadamente 2,5 milhdes) de individuos infectados pelo
HTLV-1 no mundo (CARNEIRO-PROIETTI et al, 2002).

Em relagdo ao HTLV-II, a soroprevaléncia encontrada em doadores
de sangue no estado de Sao Paulo foi de 0,03% (FERREIRA et al, 1995),
em usuarios de drogas endovenosas de Salvador-Bahia 10,8% (DOURADO
et al, 1999) e em populacdes indigenas da Amazobnia: 37,8% dos indios
Kayapos, 24,3% dos Krahés e 7,8% de outras tribos (MALONEY et al, 1992;
ISHAK et al., 1995). Outros estudos realizados em varios Estados do Brasil
apresentam prevaléncia de infeccdo pelos virus HTLV-I/Il por volta de
0,58%, enquanto que a prevaléncia do HTLV-I isoladamente é de 0,54%

(CARNEIRO-PROIETTI et al, 2002).

1.4. DIAGNOSTICO

Considerando-se ndo haver clareamento viral e que, portanto, a
soropositividade indica persisténcia do virus, o diagnostico da infecgao por
HTLV-I/Il baseia-se na deteccédo sérica de anticorpos contra antigenos do
core e do envelope virais. O algoritmo para diagndstico laboratorial de
infeccdo pelo HTLV, recomendado pelo Ministério da Saude, preconiza a
realizacdo de teste de triagem com os métodos imunoenzimaticos (EIA ou
ELISA) ou reacdo de aglutinacdo e, para as amostras positivas ou com
resultados duvidosos, teste confirmatério com Western blot (WB); se ainda

assim persistirem ddvidas ou para 0s casos em que a investigacao



sorologica nao permite distinguir o tipo de HTLV responsavel pela infeccao,
indica-se a realizacdo da reacdo em cadeia por polimerase (PCR) com o
objetivo de verificar a presenca de sequéncias provirais de HTLV em células
mononucleares periféricas. Com base nesse teste pode-se confirmar a
infeccéo e/ou distinguir o virus responsavel pela infeccdo, HTLV-I ou HTLV-II
(BRASIL, 2003).

Em substituicdo ao Wb para confirmacéo de infeccdo por HTLV-I/II,
pode-se empregar o teste de Imunoblot, que apresenta semelhante principio
metodologico (BRASIL, 2003). Em alguns outros centros, com esse mesmo
objetivo de confirmacdo de infeccdo, sdo usados testes de
imunofluorescéncia indireta (IFI) ou de radioimunoprecipitacdo (RIPA)

(HARTLEY et al, 1990).

1.4.1. Interpretacdo do Western blot

O Wb, teste confirmatorio mais empregado para confirmacdo de
infecgdo por HTLV em nosso meio, se baseia na reacdo de anticorpos da
amostra do paciente com antigenos virais nativos (Figura 2), peptideos
recombinantes ou derivados sintéticos, que se encontram fixados
separadamente em membrana de nitrocelulose (Figura 3).

O Centro para Controle de Doencas dos Estados Unidos da América
(CDC) (Center for Disease Control and Prevention, 1989) propds como
critério de soropositividade para infec¢éo pelo HTLV-I/Il por meio do método
de Western blot, a presenca de anticorpos contra antigeno do core (p24) e

contra as glicoproteinas gp21 ou gp46 do envelope viral ou suas



correspondentes sintéticas (r21-e, gD21 e rgp46-I ou rgp46-1l, sendo estas
duas ultimas especificas para os virus HTLV-l1 e HTLV-II respectivamente).
Existem controvérsias sobre os critérios mais adequados para interpretacao
de Wb (ZAAIJER et al, 1994; ROUET et al., 2001), porém o0os mais aceitos
mundialmente sdo aqueles recomendados pelos fabricantes dos kits
comercialmente disponiveis. Assim sdo considerados (Figura 3):

e Soropositivos: os individuos nos quais se evidencia a presenca de
anticorpos contra antigeno do core (p19 ou p24) e contra glicoproteinas
do envelope (gp21l mais gp46, ou suas derivadas gD21, rgp46-l ou
rgp46-Il);

e Indeterminados: na presenca de anticorpos que reagem com antigenos

especificos de HTLV-I/lIl, com perfil diferente daqueles acima descritos
para 0S Soropositivos;

e Soronegativos: na auséncia de reatividade contra antigenos de HTLV.

Para diagnostico diferencial entre infecgcdo por HTLV-I e I, além do
Western blot, que incorpora, em sua base antigénica, peptideos
recombinantes correspondentes a epitopos ndo compartilhados (rgp46' e
rgp46"), podem-se utilizar os ensaios imunoenzimaticos, contendo antigenos
recombinantes ou peptideos sintéticos especificos para HTLV-l (p199%9) e
para HTLV-II (gp52°™) (LIPKA et al, 1992).

O algoritmo de diagndstico sorolégico, atualmente utilizado, embora
empregue testes de elevada sensibilidade e especificidade, ainda apresenta

importantes limitacdes:
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Figura 3 — Fotografia de tiras de Western blot anti-HTLV-I/II

a) Resultado positivo para infeccdo por HTLV-I e Il (infeccdo dupla), b)
resultado positivo para infeccdo por HTLV-I, c¢) resultado positivo para
infeccdo por HTLV-II, d) resultado negativo.

FONTE: Instrucfes de uso do kit HTLV Blot 2.4, ABBOT Murex, 2002



= A impossibilidade de se estabelecer o diagnodstico durante a fase precoce
da infeccdo, que precede a soroconversao (“periodo da janela imunolégica”)
(OKAYAMA et al, 2001);

= A ocorréncia de testes Western blot positivos, porém que nao exibem
sororreatividade aos antigenos especificos, impedindo a identificacdo do tipo
de HTLV envolvido na infec¢ao;

= A freqliente apresentacado de testes Western blot indeterminados;

= A impossibilidade de estabelecer precocemente o diagnostico da
transmissdo vertical, uma vez que a sorologia positiva no recém-nascido
pode ser consequente a transferéncia passiva de anticorpos maternos,
atraves da placenta.

Nesse contexto, vém sendo utilizados, em centros de maior
capacitacdo técnica na area laboratorial, os testes diagnosticos baseados
em metodos de biologia molecular aplicados a amostras biologicas.

Para a investigacédo de infeccdo por HTLV, tais técnicas de biologia
molecular baseiam-se na amplificacdo de sequéncias gendmicas do
provirus, a partir de células mononucleares periféricas, por meio da reacéo
em cadeia por polimerase (PCR). Essa reacdo emprega moléculas
iniciadoras (primers), que se pareiam a uma seqiéncia complementar do
DNA e, a partir de muitos ciclos de temperaturas diferentes promovem a
amplificagdo exponencial desse segmento de DNA alvo. Rotineiramente,
emprega-se um par de primers consensuais para um segmento do DNA em
uma Unica etapa, reacdo conhecida simplesmente como PCR ou “PCR

primaria” para se diferenciar da variante da metodologia que realiza uma



segunda etapa de amplificacdo utilizando, como molde, os produtos
amplificados de DNA da primeira etapa, junto a primers que fazem o
pareamento em posicdo interna desses segmentos de DNA, reacéo
conhecida como “nested PCR” (nPCR). Esta variante metodolégica tem sido
mais utilizada por aumentar a sensibilidade analitica da reacao.

As diferencas existentes nos genomas dos virus HTLV-I e Il permitem
gue se determine o tipo de virus responsavel pela infeccdo por meio da
utilizacdo de primers especificos na PCR ou pela hibridacdo dos produtos
amplificados com sondas tipo-especificas ou, ainda, pela analise de
polimorfismo de fragmentos de restricAo decorrente da agcdo de enzimas
endonucleases (restriction fragment length polymorphism - RFLP) (KWOK et
al, 1988; KOMURIAN-PRADEL, 1992). Porém, as técnicas ja padronizadas
de hibridacdo, que apresentam vantagens em termos de sensibilidade e
especificidade, sao de dificil realizagcdo em nosso meio porque envolvem o
emprego de material radioativo, o fésforo-32 (32P).

A titulo de exemplo, OKAYAMA e colaboradores (2001) em estudo de
seguimento de pessoas soronegativas por um periodo de 11 anos em area
endémica do Japéo observaram o caso de um individuo com teste positivo
para HTLV-I por técnica de biologia molecular para DNA proviral antes da
viragem sorologica de anticorpos, confirmando assim a existéncia de um

periodo de janela imunoldgica na infec¢do adquirida na comunidade.



1.5. JUSTIFICATIVA

Para a prevencdo da transmissdao de HTLV é fundamental a
identificacdo dos portadores assintomaticos, que representam a grande
maioria dos infectados, com vista a adocdo de medidas profilaticas
relacionadas a transmisséo sexual e vertical, como também para a triagem
de candidatos a doacédo de sangue. A partir de dezembro de 1993, a triagem
sorologica de infeccdo por HTLV-I/ll em bancos de sangue passou a ser
obrigatéria no Brasil (BRASIL, 1993).

No entanto, o resultado dessa triagem soroldgica revela um grande
contingente de amostras repetidamente reagentes pelo método de ELISA,
até 1,61% na Fundacao Pro-Sangue-Hemocentro de Séo Paulo (FPSHSP),
das quais somente 33% sao confirmadas como positivas pelos métodos de
Western blot. Apds esse teste confirmatorio, 6% das amostras revelam-se
negativas, permanecendo ainda um grande numero (1,0% do total de
doadores de sangue) com resultados soroindeterminados (SABINO et al.,
1999). Resultado semelhante ja havia sido demonstrado em outro momento
por SEGURADO e colaboradores (1997), segundo os quais 0,6% do total de
doadores de sangue dessa mesma instituicdo persistiram como
soroindeterminados apds teste de Western blot, ou seja, aproximadamente
60 a 70% das amostras reagentes ao teste ELISA. Nesses, os testes de
amplificagdo molecular para identificagdo de genoma viral por meio da PCR
mostraram-se negativos. Pesquisadores do Hemocentro do Ceara em

Fortaleza, Brasil, demonstraram que de 191 doadores de sangue com teste



de ELISA positivo para HTLV-I/Il, ao teste de Western blot, 73 (38,2%) eram

positivos e 118 (61,8%) eram indeterminados. Em 41 individuos deste ultimo

grupo, a realizacdo da PCR, para amplificacdo de regides tax/rex identificou

22% de positivos para HTLV-I/1l (SANTOS et al, 2003).

Na literatura, existem varias teorias que tentam justificar a presenca

de anticorpos que reagem a antigenos naturais ou sintéticos referentes a

esses virus em pacientes sem evidéncia de infeccdo por meio de pesquisa

de segmentos génicos com o0s métodos atualmente disponiveis, como

discutiremos a seguir:

a)

b)

d)

Infeccdo por HTLV em periodo de soroconversdo. CESAIRE e
colaboradores (1999) apresentam estudo no qual, de 49 doadores de
sangue da Martinica com padrédo de Wb indeterminado para HTLV, trés
revelaram-se infectados, demonstrando apds seguimento laboratorial
viragem sorologica. Existem varios estudos na literatura, ao contrario,
gue néo detectaram viragem sorolégica no seguimento de seus pacientes
(LAL et al.,1992; MAHIEUX et al., 2001; ROUET et al., 2001);

Infeccdo por virus HTLV defectivo (HALL et al., 1991; DAENKE et al.,
1994);

Infeccao por virus HTLV com mutacdo na regido de protease, impedindo
a formagéo de particulas maduras com a expressdo de proteinas da
regido env e diminuindo a habilidade replicativa do virus, determinando
uma baixa carga proviral sangiinea (WAZIRI et al., 2000);

Reacdo de anticorpos dirigidos a produtos de retrovirus enddgeno. LAL e

colaboradores (1992) observaram que peptideo correspondente a



sequéncias de retrovirus endégenos com homologia a proteinas do gene
gag de HTLV reagiam com soro de grande parte de pacientes
comprovadamente portadores de HTLV e também com uma parcela de
pacientes com sorologia indeterminada para esse virus ou pacientes
soronegativos;

Reacdo cruzada de anticorpos decorrentes da infeccdo por virus T-
linfotrépico simio do tipo 1 (STLV-1) (VANDAMME et al., 1997) ou por
outros virus, como o virus varicela-zoster (SATO et al., 1992) ou o virus
da dengue (CARVALHO et al., 1999);

Reacao de anticorpos direcionados a epitopos de protozoarios. PORTER
e colaboradores (1994) apresentaram estudo, no qual soros de pacientes
reagentes para Plasmodium falciparum a imunofluorescéncia,
apresentavam perfil indeterminado de Western blot para HTLV-1. Apos
adsorcdo do soro desses individuos com proteinas de Plasmodium,
verificou-se reducdo ou mesmo negativacdo da sororreatividade anti-
HTLV, o qué nao ocorria com o0 soro de paciente com infeccao

comprovada por esses retrovirus.

Alguns estudos demonstraram que, no periodo de soroconversao, 0s

primeiros anticorpos a surgirem sdo aqueles voltados contra antigenos do

core, seguidos por aqueles que reagem com peptideo recombinante r21-e

ou gD21 (correspondente a proteina transmembrana do envelope) e por

altimo, aqueles contra as glicoproteinas nativas do envelope viral (MANNS et

al, 1991).



Diante desse cenario, € de extrema importancia entender o que
representa esse grande numero de pacientes com sorologia indeterminada,
em nosso meio, bem como a padronizacdo de técnicas laboratoriais mais
sensiveis, que nao apresentem riscos para os profissionais envolvidos ou
para o meio ambiente, e que possam ser aplicadas para a elucidacéo

diagnoéstica em laboratérios de referéncia.



ASPECTOS ETICOS



2. ASPECTOS ETICOS

O presente estudo esta baseado na realizacdo de novos testes de
biologia molecular em amostras de DNA de sangue periférico, que se
encontram armazenadas no Laboratério de Virologia, (LIM-52) do Hospital
das Clinicas da FMUSP, localizado no Instituto de Medicina Tropical,
colhidas para fins diagnésticos como parte dos cuidados assistenciais aos
pacientes com sorologia indeterminada para HTLV, atendidos em
ambulatorio especializado da Diviséo de Clinica de Moléstias Infecciosas e
Parasitarias. Do ponto de vista ético, a utilizacdo do material respeita a
integridade do individuo, ao preservar rigorosamente o0 anonimato dos
sujeitos. A investigacdo visa obter novas informacbes e conhecimentos
acerca dessas retroviroses humanas, que possam trazer tanto beneficios
individuais a esses pacientes como coletivos, ao permitirem o0
desenvolvimento de novas estratégias de intervencédo diagnostica e de
aconselhamento. Pelo exposto, julgamos que a presente pesquisa encontra-
se respaldada eticamente, conforme parecer da Comissdo Nacional de
Pesquisa do Ministério da Satde (CONEP) publicado nos Cadernos de Etica
em Pesquisa, n. 3, paginas 14 e 15, em julho de 1999. O protocolo desta
pesquisa, no. 239/02, foi aprovado pela Comisséo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas e da Faculdade

de Medicina-USP em 27.06.2002. (Apéndice).
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar, entre os individuos com sorologia indeterminada para os virus
HTLV-I/ll, qual a freqiéncia daqueles verdadeiramente infectados, por
meio de técnicas moleculares baseadas na amplificacdo de duas

sequéncias diferentes do genoma proviral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Avaliar, entre os candidatos a doador de sangue com sorologia
indeterminada para os virus HTLV-I/ll pelo Western blot, a freqiéncia de
individuos com reacdo de PCR positiva para as sequéncias tax e pol do

genoma proviral.

. Avaliar a sensibilidade da reacdo de PCR e PCR aninhada (“nested

PCR”) para amplificacdo das seqUéncias tax e pol do genoma proviral
seguidas por diferentes métodos de revelacdo, empregando

concentragdes conhecidas de DNA proviral de HTLV-I.

Padronizar método n&o radioativo de deteccdo de seqiéncia pol do

genoma proviral amplificado por protocolo de PCR “nested”.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CASUISTICA

A casuistica deste estudo € constituida por 65 amostras de
concentrado de leucdcitos armazenadas em bioteca do LIM-52 do Hospital
das Clinicas — FMUSP (ver protocolo de preparo e conservacdo das
amostras no Anexo A). Tais amostras vém sendo obtidas desde janeiro de
1992, a partir de sangue periférico de pacientes atendidos no Ambulatorio de
Assisténcia a Portadores de HTLV da Divisdo de Clinica de Moléstias
Infecciosas do HC-FMUSP. Esse servico assistencial de referéncia atende a
portadores dessas retroviroses, recebendo prioritariamente pacientes triados
em servicos de hemoterapia do municipio de Sao Paulo, apés teste
sorolégico anti-HTLV reagente ou inconclusivo quando da triagem
compulsoria de candidatos a doador de sangue.

Todas as amostras estudadas provém de individuos que
apresentaram resultados indeterminados aos testes de Western blot para
pesquisa de anticorpos anti-HTLV-I/Il. Para a realizacdo deste trabalho,
adotamos como critério de interpretacdo da imunorreatividade anti-HTLV ao
teste de Western blot aquele recomendado pelo fabricante do kits, sendo o
mesmo adotado pela Divisdo de Imunologia Fundagdo Pro-sangue
Hemocentro de S&o Paulo (Quadro 1). Foram selecionadas as amostras

disponiveis em volumes suficientes para a execucdo do protocolo



experimental proposto (ver fluxograma de estudo das amostras dos

pacientes que compdem a casuistica desta pesquisa na Figura 4).

Quadro 1 — Critérios de interpretacdo da imunorreatividade anti-HTLV ao
teste Western blot

INTERPRETACAO PERFIL MINIMO DE BANDAS

Positivo para HTLV-I (p19 com ou sem a p24) + (gD21) + (rgp46-I)

Positivo para HTLV-II (p24 com ou sem a p19) + (gD21) + (rgp46-II)

Positivo para HTLV-I/Il | (p24) + (p19) + (gD21) + (gp46)

(ndo tipado) (p24) + (p19) + (gD21)

Indeterminado Presenca de bandas com perfil diferente do
descrito acima para “positivo”

Negativo Nenhuma reatividade com as proteinas do HTLV

FONTE: Instru¢cdes de uso do kit WB 2.4 (Diagnostic Biotechnology Ltd.,
Cingapura

4.2. CEPA PADRAO DE HTLV-I (MT-2) EM CULTURA DE LINFOCITOS

Como cepa padrdao de HTLV-I, empregamos material obtido de
linhagem celular MT-2, infectada por esse retrovirus e ja bem caracterizada
na literatura (MIYOSHI et al., 1981; KOBAYASHI et al., 1984). Aliquota desta
linhagem celular foi-nos gentilmente cedida pela Profa. Dra. Maria José

Andrada-Serpa da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, e deste entdo



conservada no laboratério de virologia LIM-52. (ver fluxograma de estudo da

cepa padréo de HTLV-I na Figura 5).

4.2.1. Cultura de linfocitos

A cepa MT2 de HTLV-I em cultura de linfécitos fora criopreservada a
-180°C em nitrogénio liquido, em solucdo contendo meio RPMI 1640 (viv
40%), SFB (v/v 50%) e DMSO (v/v 10%). ApoOs descongelamento, esses
linfécitos infectados foram lavados com SFB e incubados em meio de
crescimento RPMI 1640, contendo 20% (v/v) de SFB, 100 ng/ml de
estreptomicina e 100UI/mL de penicilina, a 37°C em estufa com atmosfera
de 5% de CO,. Eventuais contaminagfes fungicas foram eliminadas com

adicéo de anfotericina B na concentracéo de 2 pg/ml.

4.2.2. Extragdo do DNA

Foi separado para extracdo volume do cultivo que correspondia a
aproximadamente 2,5 x 10’ células viaveis, através do controle com corante
azul Tripan, contagem em camara e hemocitdmetro. Procedeu-se a extracao
do DNA, utilizando-se o kit GFX™ Genomic - Blood DNA Purification
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.), conforme orientagdes do fabricante. O
DNA extraido foi quantificado, utilizando-se o método de fotometria com
filtros de comprimento de ondas de 260, 280 e 320 nm do equipamento
Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) para determinar a

concentracédo de DNA e seu grau de pureza.



Pacientes com teste de Western blot anti-HTLV
indeterminado e DNA de linfécitos armazenados no

laboratério
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Revelacgéo:
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Figura 4 — Fluxograma de estudo das amostras dos 65 pacientes que

compdem a casuistica desta dissertacéo
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Figura 5 — Fluxograma de estudo da cepa padrao de HTLV-I (MT2).




4.2.3. Diluicbes seriadas do DNA para amplificacao

A partir de concentragdo conhecida de DNA extraido (180 pg/ml),
utilizou-se 1,2 ug de DNA, considerando-se esta a primeira diluigdo de uma
série até 1,2 x 10" pg, para amplificacdo de segmentos dos genes tax e pol
do HTLV-I, com o intuito de permitir a avaliacdo de sensibilidade da reacéo
de PCR e PCR aninhada (“nested PCR”) seguidas por diferentes métodos

de revelagéo.

4.3. TESTES SOROLOGICOS PARA O DIAGNOSTICO DE INFECCAO

PELO HTLV-I/I

Os 65 casos selecionados para este estudo tiveram seu sangue
testado previamente por ensaio imunoenzimatico (ELISA) com Kits
comerciais (Organon Teknika Corp., Durham, NC, no periodo de janeiro de
1992 a junho de 1993, e Embrabio, Sdo Paulo, SP, a partir de julho de
1993), cujos resultados, apdés avaliagdo em duplicata, mostraram-se
reagentes ou inconclusivos. Em seguida, essas amostras foram testadas
pelo método de Western blot, utilizando-se, até 1996, o kit comercial WB2.3
e, a partir de 1997, o WB2.4 (Diagnostic Biotechnology Ltd., Cingapura),
apresentando resultados indeterminados, de acordo com os critérios de
interpretacdo recomendada pelo fabricante (Quadro 1). Todos os testes
sorologicos da casuistica estudada foram realizados na Divisdo de

Imunologia da Fundagéo Pro-sangue Hemocentro de Sao Paulo.



4.4. DIAGNOSTICO MOLECULAR DA INFECCAO PELO HTLV-I/I

As diluicbes seriadas do cultivo da cepa padrdao MT2 foram avaliadas
para determinar a sensibilidade da deteccdo de seqUéncias gendmicas
provirais de HTLV-I/ll, por meio da amplificacdo dos segmentos tax e pol,
pela técnica de PCR (HENEINE et al, 1992). Inicialmente, foi realizada a
quantificacdo de DNA do material extraido, para padronizacdo do montante
de material gendmico a ser amplificado, visando a comparacdo da
sensibilidade e especificidade da amplificacdo dos genes tax versus pol, e
dos diferentes métodos de revelacdo do produto de amplificacdo do gene
pol, a saber: transferéncia para membrana de nailon e hibridizacdo com
sondas especificas marcadas com material radioativo (**P) e nao-radioativo
(fosfatase alcalina).

As amostras de células mononucleares periféricas de pacientes
incluidas no estudo foram avaliadas quanto a presenca de sequéncias
gendmicas provirais de HTLV-I/ll, por meio da amplificacdo dos segmentos

tax e pol, pela técnica de PCR (HENEINE et al, 1992).

4.4.1. Processamento das amostras

As amostras de sangue colhidas com anticoagulante &cido etileno-
diamino-tetracético (EDTA) sofreram processamento de lise dos glébulos
vermelhos, por reagcédo com solucédo de saponina a 0,4% em solucéo salina a

0,5%. Os glébulos brancos remanescentes foram lavados trés vezes com



solucéo salina 0,9%, sendo a suspenséo de leucocitos, entdo, submetida a
extracdo de seu DNA ou armazenada a temperatura de —70°C.

A extracdo gendmica a partir da suspenséo de leucdcitos foi feita na
maioria das amostras com kit comercial GFX™ Genomic — Blood DNA
Purification 27-9603-01 (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), algumas
através da digestdo com enzima proteolitica proteinase K (INNIS et al, 1990)
e precipitacdo com acetato de sodio e etanol (MANIATIS et al, 1989), e
algumas com kit de extragdo DNAzol™ (Gibco), conforme instrucdes do

fabricante.

4.4.2. Amplificacdo do segmento tax do DNA proviral

A amplificagdo do segmento tax do DNA proviral foi executada pelo
método de PCR convencional. As amostras negativas ou as que
apresentaram fraca positividade foram submetidas a uma segunda reacéo
(nested PCR) (Figura 6). Empregaram-se primers consensuais para os Vvirus
HTLV-I e II; na primeira corrida, SK 43 (tax, HTLV-I, nt 7359-7378) (5’ CGG
ATA CCC AGT CTA CGT GT 3" e SK 44 (tax, HTLV-I, nt 7517-7497) (5’
GAG CCG ATA ACG CGT CCA TCG 3)), e na segunda corrida, TAX1 (tax,
HTLV-I, nt 7375-7394) (5 GTG TTT GGC GAT TGT GTA CA 3) e TAX2
(tax, HTLV-I, nt 7502-7486) (5° CCA TCG ATG GGG TCC CA 3'). Foram
realizados 35 ciclos em temperaturas de 94, 55 e 72°C para a desnaturacéo
do DNA, pareamento dos primers e extensdo das cadeias, em ciclador
térmico automatico (Perkin ElImer Corp., Emeryville, EUA). (ver protocolo das

reagdes nos Anexos B e C)
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Figura 6 — Representacdo esquematica do genoma proviral de HTLV-I/ll e
0s segmentos gendmicos amplificados com seus respectivos primers

Em todas as reacdes, foram empregados controles externos positivos
(cepa MT-2 e/ou amostras comprovadamente positivas) e negativos
(amostras comprovadamente negativas e aliquota da solucdo de reagente
sem amostra).

As amostras que se revelaram positivas para regiao tax, apresentando
produto amplificado da PCR primaria com 159 bp na eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (BrEt) e um produto de 128
bp na nested PCR, seguiram nova etapa para distingdo entre HTLV-I e Il
pela analise de polimorfismo de fragmentos de restricao (restriction fragment
length polymorphism — RFLP) da nested PCR, usando-se a enzima de
restricdo Tag-l (Promega Corp., Madison, EUA), conforme descrito por
TUKE e colaboradores (1992). Os produtos da digestdo foram visualizados

em nova corrida eletroforética em gel de agarose, com coloracdo pelo



brometo de etidio (MANIATIS et al, 1989) para identificagcdo dos segmentos
de 122 e 69/53 bp dos virus HTLV-I e Il, respectivamente (ver protocolo das

reagOes nos Anexos B e C).

4.4.3. Amplificacdo do segmento pol do DNA proviral

A amplificagdo do segmento pol do DNA proviral também foi
executada pela técnica de PCR, empregando-se 0s primers complementares
SK 110 (pol, HTLV-I, nt 4758-4779) (5' CCC TAC AAT CCA ACC AGC TCA
G 3') e SK 111 (pol, HTLV-I, nt 4943-4920) (5' GTG GTG AAG CTG CCA
TCG GGT TTT 3), correspondentes aquela regido genémica (Figura 6) (ver
protocolo da reacdo no Anexo D).

Inicialmente, na etapa de avaliacdo da cepa padrédo de HTLV-I (MT-2)
para a determinacdo da sensibilidade das reacdes de PCR, na amplificacédo
da regido pol foram realizados 35 ciclos em temperaturas de 94, 55 e 72°C
para a desnaturacdo do DNA, pareamento dos primers e extensdao das
cadeias, em ciclador térmico automatico (Perkin Elmer Corp., Emeryville,
EUA); e na etapa de avaliagcdo das amostras dos pacientes que compdem a
casuistica foi empregada a temperatura de 62°C para o pareamento dos
primers, em vez de 55°C, ap0s otimizacdo da reacdo como descrito no sub-
item 4.4.3.1.

Em seguida, foram identificados os produtos de amplificagdo com
tamanho esperado de 186 bp, por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etidio. As amostras cuja amplificacdo resultou

negativa, seguindo as técnicas acima descritas, foram submetidas a nested



PCR, usando o produto da PCR primaria e primers internos aqueles usados
anteriormente, que séo especificos para cada virus, a saber: POL 1.1 (pol,
HTLV-I, nt 4783-4806) (5 TTG TAG AAC GCT CTA ATG GCA TTC 3) e
POL 3.1 (pol, HTLV-I, nt 4918-4895) (5 TGG CAG TTG GTT AAC ACATTC
AGG 3') para o0 virus HTLV-I, e POL 1.2 (pol, HTLV-II, nt 4759-4781) (5' CCT
GGT CGA GAG AAC CAA TGG TG 3) e POL 3.2 (pol. HTLV-II, nt 4896-
4873) (5 CCA CTG GGG TTC ATG ACA TTT AGC 3') para 0 HTLV-Il. Na
nested PCR, seguiu-se um protocolo semelhante ao anterior, empregando-
se controles internos positivos e negativos ja usados na PCR primaria,
visando o rigoroso controle de eventual contaminacéo cruzada (ver protocolo
da reagédo no Anexo D).

Apo6s nova corrida eletroforética em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio, buscou-se identificar produtos de amplificagdo com
tamanho esperado de 136 e 138 bp nas amostras positivas para HTLV-l e
HTLV-Il respectivamente. Em seguida, foi realizada transferéncia dos
produtos da PCR para membrana de nailon e processada a revelacao por
meio da hibridizacdo com sondas marcadas com material radioativo (*?P) e
nao radiativo (fosfatase alcalina) para as diluicbes da cepa padréo, e
somente com a sonda nao radioativa para as amostras obtidas dos
pacientes. As sondas utilizadas também sé&o tipo-especificas: SK 112 (pol,
HTLV-I, nt 4826-4851) (5 GTA CTT TAC TGA CAA ACC CGA CCT AC 3)
para o HTLV-l e POL 2.2 (pol, HTLV-II, nt 4807-4830) (5 TCT ACT AGA

CTG TCC TAA CCT TCC 3’) para 0 HTLV-IL.



As sequéncias gendomicas dos primers e sondas utilizados neste
trabalho podem ser acessadas no banco de genes pelos seguintes codigos:
HTLV-I: GenBank accession no. J02029; e HTLV-Il: GenBank accession no.

M10060) (HENEINE et al, 1992).

4.4.3.1. Padronizacdo de temperatura de pareamento dos primers da PCR
da regiéo pol do HTLV

Para otimizacdo da temperatura de pareamento dos primers da PCR
da regido pol do HTLV foram realizadas em paralelo amplificagbes com uma
amostra positiva (material genémico extraido de cultura da cepa padrdo de
HTLV-l — MT-2) e uma amostra negativa, proveniente de paciente
comprovadamente n&o infectado por HTLV. As duas amostras foram
analisadas em onze replicatas, empregando-se um gradiente de onze
diferentes temperaturas de pareamento dos primers (45,1°C; 45,8°C; 47,3°C;
49,3°C; 51,7°C; 54,4°C; 57,1°C; 59,7°C; 62,1°C; 63,9°C; 65,1°C) nos 35
ciclos, cujas temperaturas para a desnaturacdo do DNA e extensdo das
cadeias, respectivamente 94 e 72°C, foram as mesmas, em ciclador térmico
automatico (Eppendorf, Perkin-Elmer). Em seguida, os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etidio para visualizacdo da reagdo cuja temperatura
de pareamento dos primers apresentou melhor performance, ou seja, a
positividade na amostra positiva e auséncia de banda inespecifica na
amostra negativa. O mesmo procedimento foi feito na execucao da nested

PCR.



4.4.3.2. Transferéncia do DNA

O DNA amplificado foi transferido por Southern blot para membrana
de nailon (Hybond-N, Amersham Corp., Arlington Heights, EUA),
empregando-se o Sistema de Transferéncia Vacu gene XL (Pharmacia
Biotech), que utiliza o vacuo para otimizar a transferéncia, seguindo-se as

recomendacdes do fabricante (ver protocolo da rea¢do no Anexo E).

4.4.3.3. Hibridizagdo com sonda radioativa

Realizou-se a marcacgéo da porgéao 5'-terminal da sonda SK112 com 5
ul de alfa **P-dCTP (10 uCi/ul) (Amersham Bioscienes, EUA) e a enzima
Klenow (kit comercial de marcagédo Rediprime Il — random prime labelling
system, Amersham Pharmacia Biotech). Ap6s hibridacdo com a sonda
radioativa, foi feita a auto-radiografia a -70°C da membrana de nailon. (ver

protocolo da reacdo no Anexo F).

4.4.3.4. Hibridagdo com sonda néo radioativa

O protocolo dessa hibridacao seguiu as recomendacdes do fabricante,
gue sucintamente, envolvem as etapas de marcacdo da sonda, hibridizag&o
e revelagao (ver protocolo da reagdo no Anexo G). Foram empregados o0s
Sistemas AlkPhos Direct e CDP-Star detection module (Amersham
Biosciences), que realizam a marcacdo das sondas com fosfatase alcalina
para posterior revelacdo. Nessa fase, as membranas foram expostas ao

filme “Hyperfilm ECL” em temperatura ambiente por 1 hora, apds a adi¢cao do



substrato para houvesse a desfosforilacio com a emissédo de luz que é

detectada pelo filme.

4.4.4. Amplificacdo do gene da 3-globina

As amostras com resultados negativos a amplificacdo do genoma
proviral foram submetidas a reacdo de PCR para controle da presenca de
DNA em quantidade suficiente apds a sua extracao e auséncia de inibidores
da reacdo, empregando-se um par de primers da regido do gene da [3-
globina (PC04: 5° CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 3’ e GH20: 5 GAA
GAG CCA AGG ACA GGT AC 3) (SAIKI et al,1985). Esse fragmento de
DNA esta presente em todas as células humanas. Apos a amplificacao e
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio, as amostras
com boa qualidade de DNA apresentavam uma banda equivalente a 268 pb
e aquelas que ndo apresentavam tal banda n&o eram consideradas
adequadas para reacao de PCR, portanto tiveram seus resultados negativos
desconsiderados e foram excluidas da casuistica. (Ver protocolo da reacéo

no Anexo H).
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DA CASUISTICA ESTUDADA DE PACIENTES
COM TESTE SOROLOGICO DE WESTERN BLOT INDETERMINADO

PARA HTLV-I/I

O grupo de pacientes avaliados, que apresentou Wb indeterminado
para HTLV-I/Il era composto por 65 individuos, sendo 39 (60%) do sexo
masculino e 26 (40%) do sexo feminino, com idades variando de 19 a 60

anos. A faixa etaria de 21 a 40 anos concentrou 66% (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo por faixa etaria dos pacientes com teste imunologico
de Western blot indeterminado para HTLV, HC-FMUSP, Séao

Paulo, 2004

FREQUENCIA
FAXA ETARIA n %
=10 anos 0 0,0
11 - 20 anos 5 7,7
21 - 30 anos 23 35,3
31 - 40 anos 20 30,8
41 — 50 anos 7 10,8
51 — 60 anos 8 12,3
> 60 anos 0 0,0
Ignorado 2 3,1
TOTAL 65 100,0

Legenda: HTLV —virus linfotrépico de células T humanas, HC-FMUSP — Hospital
das Clinicas da Universidade de Sao Paulo



Alguns pacientes apresentavam diagnostico e infeccdo pregressa ou

atual por outros agentes passiveis de transmissao sanguinea (Tabela 2).

Tabela 2 - InfeccBes pregressas ou atuais por agentes passiveis de
transmissdo sanglinea nos pacientes com teste imunoldgico
de Western blot indeterminado para HTLV, HC-FMUSP, Sao

Paulo, 2004
FREQUENCIA
INFECCOES DIAGNOSTICADAS n %
HBV 2 3,1
HCV 3 4,6
HBV e HCV 1 15
HIV 1 15
Trypanosoma cruzi 2 3,1
Sem infec¢éo 54 83,1
Ignorado 2 3,1
TOTAL 65 100,0

Legenda: HTLV —virus linfotrépico de células T humanas, HC-FMUSP — Hospital
das Clinicas da Universidade de S&o Paulo, HBV - virus da hepatite B, HCV - virus
da hepatite C, HIV - virus da imunodeficiéncia humana

O padrdo de reatividade anti-HTLV ao Western blot da casuistica
apresentou grande variabilidade, oscilando a apresentacédo de 1 a 7 bandas.
Os perfis observados eram constituidos de muitas combinacbes de
anticorpos reagentes as proteinas virais. A Tabela 3 resume os padrdes
encontrados, levando-se em conta a presenca de reatividade a antigenos
virais mais importantes do ponto de vista de critério de sorodiagnéstico. Vale

ressaltar que entre as 28 amostras com padrao de reatividade a antigenos



codificados pela regido gag na auséncia de reatividade a proteina p24 e as
proteinas do envelope, encontramos 6 (9,2% do total de amostras) com

anticorpos anti-p19, p26, p28, p32, p36 e p53.

Tabela 3 — Sororreatividade anti-HTLV apresentada ao teste imunologico de
Western blot dos pacientes estudados, HC-FMUSP, S&o Paulo,

2004
SORORREATIVIDADE ANTI-HTLV FREQUENCIA
NO WESTERN BLOT n %
pl19 (x bandas inespecificas) 28 43,1
pl9 + gD21 (+ bandas inespecificas) 15 23,1
pl9 + p24 + bandas inespecificas 3 4.6
pl9 + gp46 + bandas inespecificas 2 3,1
gD21 3 4,6
gD21 + p24 (+ bandas inespecificas) 4 6,2
gD21 + rgp46-I 1 1,5
p24 6 9,2
p24 + bandas inespecificas 1 1,5
Outros 2 3,1
TOTAL 65 100,0

Legenda: HTLV —virus linfotrépico de células T humanas, HC-FMUSP — Hospital
das Clinicas da Universidade de Sao Paulo, HBV - virus da hepatite B, HCV - virus
da hepatite C, HIV - virus da imunodeficiéncia humana



5.2. AVALIACAO DA CEPA PADRAO DE HTLV-l (MT-2) PARA
DETERMINAR A SENSIBILIDADE DAS REACOES DE PCR E NESTED
PCR PARA AMPLIFICACAO DAS SEQUENCIAS tax E pol DO GENOMA

PROVIRAL SEGUIDAS POR DIFERENTES METODOS DE REVELACAO

Com a finalidade de avaliar a sensibilidade das reacdoes de PCR
primaria e nested PCR para amplificacdo das regides tax e pol do genoma
proviral seguidas por diferentes métodos de revelagcédo, utilizou-se DNA
extraido da linhagem celular MT-2, infectada por cepa padrédo de HTLV-I.
Para tanto, uma série de diluicbes consecutivas de concentracdes
conhecidas do material gendmico foram submetidas as reacdes de PCR
primaria e nested PCR e, em seguida, aos métodos de deteccdo por
eletroforese em gel de agarose corado pelo brometo de etidio e Southern-
blot, seguido de hibridagédo com sonda radioativa (marcada com *P) e com

sonda néo radioativa (marcada com fosfatase alcalina).

5.2.1. Amplificacdo por meio da PCR priméaria e nested PCR do gene tax

A amplificagdo por meio da PCR primaria do gene tax apresentou
positividade fraca, ou seja, a presenca de uma banda de 159 bp no gel
corado com brometo de etidio até a 52 diluicdo, que corresponde a 120 pg
de DNA ou 20 células. Procedendo-se a técnica de nested PCR, observou-
se positividade forte até a 62 diluicdo, 12 pg de DNA ou 2 células (Figuras 7

e 8).



5.2.2. Amplificacado por meio da PCR primaria e nested PCR do gene pol
com revelacdo por meio da visualizacdo dos produtos amplificados em
gel de agarose corado com brometo de etidio

A amplificacdo do segmento pol do genoma do HTLV-I pela PCR
primaria apresentou positividade fraca pela visualizacdo do gel de agarose
corado com brometo de etidio (presenca de banda com 186 bp) até a 52
diluicdo (120 pg de DNA ou 20 células); e até a mesma diluigdo, porém com
reatividade forte, em segunda amplificacdo (nested PCR) com o mesmo

meétodo de deteccédo (Figuras 9 e 10).

5.2.3. Amplificacédo por meio da PCR primaria e nested PCR do gene pol
com revelacdo por meio da hibridacdo com sonda marcada com P

A amplificacdo do segmento pol do genoma do HTLV-I pela PCR
primaria também apresentou positividade fraca por meio da visualizacéo dos
produtos amplificados apés hibridacdo com sonda marcada com *P até a 52
diluicdo (120 pg de DNA ou 20 células); e até a mesma diluigdo, porém com

reatividade forte apds na nested PCR (Figuras 11 e 12).

5.2.4. Amplificagdo por meio da PCR primaria e nested PCR do gene pol
com revelagdo por meio da hibridagdo com sonda marcada com
fosfatase alcalina

A amplificacdo do segmento pol do genoma do HTLV-l pela PCR
priméria e pela nested PCR apresentou forte positividade por meio da

visualizacdo dos produtos amplificados ap6és hibridagdo com sonda marcada



com fosfatase alcalina até a 52 diluicdo (120 pg de DNA ou 20 células)
(Figuras 13 e 14).

Os resultados dessa avaliacdo encontram-se resumidos no Quadro 2.



< 159 bp

Figura 7 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr com produto da
PCR primaria para amplificacdo do gene tax de cepa padrdo de HTLV-I
(MT-2) em diluicBes seriadas.
(PM) Marcador de peso molecular de 100 pb. (CN) Controle negativo. 12
a 92 diluicdes da cepa padréao.

PM CN 12 28 32 42 52 62 74 82 94

« 128 bp

Figura 8 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr com produto da
Nested PCR para amplificacdo do gene tax de cepa padrdo de HTLV-I
(MT-2) em diluicGes seriadas.
(PM) Marcador de peso molecular de 100 pb. (CN) Controle negativo. 12
a 92 diluicbes da cepa padréao.



PM CN 12 22 32 42 54 62 72 8 92

« 186 bp

Figura 9 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr com produto da
PCR primaria para amplificacdo do gene pol de cepa padrdo de HTLV-I
(MT2) em diluigbes seriadas.

(PM) Marcador de peso molecular de 100 pb. (CN) Controle negativo. 12
a 92 diluicbes da cepa padréao.

« 136 bp

Figura 10 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr com produto
da Nested PCR para amplificagdo do gene pol de cepa padrédo de HTLV-I
(MT2) em diluigbes seriadas.

(PM) Marcador de peso molecular de 100 pb. (CN) Controle negativo. 12
a 92 diluicbes da cepa padréao.



Figura 11 - Autorradiografia com produto da PCR priméaria para
amplificacdo do gene pol de cepa padrdo de HTLV-I (MT-2) em dilui¢cdes
seriadas — Southern-blot e hibridagéo com sonda radioativa (*°P).

(CN) Controle negativo. 12 a 92 diluicdes da cepa padrao.

CN 12 22 32 42 52 62 72 82 92

Figura 12 — Autorradiografia com produto da nested PCR para
amplificacdo do gene pol de cepa padrédo de HTLV-l (MT2) em diluicdes
seriadas — Southern-blot e hibridagéo com sonda radioativa (*°P).

(CN) Controle negativo. 12 a 92 diluicdes da cepa padrao.



CN 12 22 32 42 52 62 72 82 92

Figura 13 — Autorradiografia com produto da PCR priméaria para
amplificacdo do gene pol de cepa padrédo de HTLV-l1 (MT2) em diluigcdes
seriadas — Southern-blot e hibridagdo com sonda nao radioativa
(Fosfatase alcalina).

(CN) Controle negativo. 12 a 92 diluicdes da cepa padrao.

Figura 14 — Autorradiografia com produto da Nested PCR para
amplificacdo do gene pol de cepa padrédo de HTLV-l (MT2) em diluicdes
seriadas — Southern-blot e hibridagdo com sonda nao radioativa
(Fosfatase alcalina).

(CN) Controle negativo. 12 a 92 diluicdes da cepa padréo.



Quadro 2 — Resultados da PCR para amplificacéo das regides tax e pol do
genoma proviral de cepa padrao de HTLV-I (MT-2)

Diluicbes
Regifio Fases | Métodos | la. | 2a. | 3a. | 4a. | 5a. |6a. | 7a.| 8a. | 9a.
ampli- da PCR de 1,2 1,2 1,2 1,2
ficada revelagdo | x10° | x10° | x10* | x10° | 120 | 12 | 1,2 | 0,12 | 0,012
pg pg pg pg Pg | P9 | PG | P9 pg
PCR Et Br + + + + | +fr| - - - -
gene
tax PCR EtBr + + + + + | + | - - -
nested
EtBr + |+ |+ |+ || -] -] - -
PCR Sond
3QPa + |+ |+ |+ [+ - -] - -
gene Sonda + |+ |+ |+ | + | -] - - -
pol AlkPhos
EtBr + |+ |+ |+ |+ - - - -
PCR Sonda + + + + + - - - -
nested 2p
Sonda + + + + + - - - -
AlkPhos

(+) - Positivo,.(+fr) - Positivo fraco, (-) - Negativo.




5.3. AMPLIFICACAO DE SEQUENCIAS GENOMICAS PROVIRAIS DE
HTLV A PARTIR DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE

PERIFERICO DE PACIENTES COM SOROLOGIA INDETERMINADA

5.3.1. Amplificac&o da regido tax

Do total de 65 pacientes avaliados, a pesquisa de genoma proviral de
HTLV, por meio da reacdo em cadeia da polimerase para 0 segmento tax
mostrou-se positiva em seis (9,2%) amostras, sendo que duas delas
apresentaram positividade na PCR primaria, enquanto as demais somente o
fizeram na nested PCR. A digestao dos segmentos amplificados pela enzima
de restricdo Tag-l, para identificacdo dos tipos virais cujos segmentos tax
foram amplificados, demonstrou a presenca de segmento tax HTLV-l em
guatro amostras (6,2%), de HTLV-Il em uma (1,5%) e de ambos 0s virus em
outra (1,5%), conforme ilustram as Figuras 15 e 16. Todos esses individuos
eram assintométicos e referenciados ao Ambulatério de Assisténcia a
Portadores de HTLV a partir de triagem para doacdo de sangue. E
interessante acrescentar que o paciente numero 30, que apresenta
segmento tax de HTLV-Il e marcadores do virus da hepatite C e do virus da
hepatite B relata ter sido usuario de drogas injetaveis, enquanto o paciente
namero 11, positivo a nested PCR para os genes tax de HTLV-I e Il relata ter
recebido transfusédo sangtinea no passado. Os dados demograficos, clinicos

e 0s padrdes de reatividade sorolégica ao Western blot anti-HTLV relativo a



esses pacientes sdo apresentados por estes pacientes sdo apresentados no

Quadro 3.

PM 30 30" 32 32" 41 41' 38 38 11 11° 47 47 PW

J—

—
- "8 <— 69/53 bp

Figura 15 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr de produto de
nested PCR para amplificacdo do gene tax antes( ) e apos (‘) digestdo com a
enzima de restricdo Tag-1.

PM - Marcador de peso molecular de 100 pb, PM’ - Marcador de peso
molecular de 50 pb.

rPI\{I CP-I CP-I' CP-ll CP-II' MT2 MT2’

— 138/122 bp
— 69/53 bp

FIGURA 16 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr de produto de
nested PCR para amplificacéo do gene tax antes( ) e apos (‘) digestdo com a
enzima de restricdo Tag-1.

PM - Marcador de peso molecular de 100 pb, CP-I - Controle positivo de
HTLV-I, CP-1I - Controle positivo de HTLV-II, MT2 - Cepa padrdo de HTLV-I



Quadro 3 — Caracterizacéo dos 6 pacientes com teste sorolégico de Western
blot Indeterminado para HTLV-I/ll e PCR positiva para sequéncia
tax do genoma proviral desses retroviirus, HC-FMUSP, S&o

Paulo, 2004
= — S
c o | 29| 8¢ PCR gene | Perfil de reatividade ao Western
2915 82|58 tax blot anti-HTLV
g »n 28|00
2l £
11 F 49 Nao HTLV-I pl9, p26, p28, p32, p36 e p53.

e
HTLV-II
30 M 29 HBV HTLV-II gD21.
HCV

32 M 25 Nao HTLV-I gD21 e p24.
38 | M | 19 Néo HTLV-l | gD21.
41 | M | 24 Nao HTLV-l | p24.
47 F 40 Nao HTLV-I pl19 e p26.

F - Feminino, M — Masculino, A - Ausente., HBV - Virus da hepatite B, HCV - Virus
da hepatite C.



5.3.2. Padronizacdo de temperatura de pareamento dos primers da PCR

daregido pol do HTLV

Por ocasido das primeiras reacbes de PCR para amplificacdo da
regido pol do HTLV com amostras da casuistica deste estudo, observou-se,
no gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio depois de corrida
eletroforética, a presenca de um fragmento de DNA com aproximadamente o
mesmo tamanho do produto esperado para a amplificacdo do gene pol com
0s primers utilizados, ou seja 186 bp, em todas as amostras e controles.
Entdo se realizou reacdo de PCR com gradiente de temperaturas de
pareamento dos primers que variavam de 45,1°C a 65,1°C. Na primeira fase
da nested PCR, observou-se que o controle positivo (material gendmico
extraido de cultura da cepa padrdao de HTLV-l — MT-2) apresentava
amplificacdo da regido esperada nas reacdes com todas as temperaturas de
pareamento empregadas e que a amostra negativa para HTLV néo
apresentava amplificacdo com as temperaturas de pareamento de 59,7°C a
65,1°C (Figura 17). Seguindo-se a realizacdo da nested PCR, nao foi
observada amplificacdo de fragmentos de DNA com o mesmo tamanho da
reacao positiva em todas as temperaturas empregadas na amostra negativa

(Figura 18).



PM 451 458 47,3 493 51,7 544 57,1 59,7 62,1 63,9 65,1°C
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«—

Figura 17 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr com produto da
PCR para amplificagdo do gene pol de cepa padréo de HTLV-I (MT2) e de
Controle Negativo, empregando-se gradiente de temperaturas de
pareamento dos primers que variavam de 45,1°C a 65,1°C.

PM - Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Figura 18 — Foto de gel de agarose 1,5% corado com EtBr com produto da
nested PCR para amplificacdo do gene pol de cepa padrdo de HTLV-I
(MT2) e de Controle Negativo, empregando-se gradiente de temperaturas
de pareamento dos primers que variavam de 45,1°C a 65,1°C.

PM - Marcador de peso molecular de 100 pb.



5.3.3. Amplificac&o da regiao pol

Nas mesmas 65 amostras dos pacientes, a pesquisa de genoma
proviral de HTLV através da reacdo em cadeia da polimerase para o
segmento pol mostrou-se positiva em apenas 3 (4,6%) amostras, sendo que
todos os trés ja tinham apresentado resultado positivo para a pesquisa do
segmento tax desses retrovirus. A hibridacdo com sonda marcada com
enzima fosfatase alcalina demonstrou a presenca de HTLV-l em duas
amostras (3,1%) e HTLV-Il em uma amostra (1,5%). As duas amostras
reagentes para HTLV-I apresentaram positividade ja na PCR primaria, sendo
gue uma delas apresentou uma banda muito fraca, enquanto que a amostra
reagente ao HTLV-Il, apenas apo0s segunda fase da reacdo (nested PCR),
conforme ilustram as Figuras 19 e 20. Os dados epidemiologicos e os
padrées de reatividade sorologica ao Western blot apresentados por estes

pacientes sao apresentados no Quadro 4.
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Produtos da PCR
(_

Produtos da
nested PCR

<«—

Figura 19 — Autorradiografia com produto da PCR e nested PCR para
amplificacdo do gene pol, apods Southern-blot e hibridagdo com sonda néo
radioativa (Fosfatase alcalina) especifica para HTLV-I, dos 6 pacientes com
sorologia indeterminada para HTLV-I/ll e PCR positiva para sequéncia tax
desses retrovirus.

AD - Agua deionizada, CN - Controle negativo, CPI - Controle positivo de
HTLV-I, CPII - Controle positivo de HTLV-II.
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Figura 20 — Autorradiografia com produto da PCR e nested PCR para
amplificacdo do gene pol, apés Southern-blot e hibridacdo com sonda nao
radioativa (Fosfatase alcalina) especifica para HTLV-II, dos 6 pacientes com
sorologia indeterminada para HTLV-I/Il e PCR positiva para sequéncia tax
desses retrovirus.

CN - Controle negativo, AD - Agua deionizada, CPI - Controle positivo de
HTLV-I, CPII - Controle positivo de HTLV-II.



Quadro 4 — Resultados da PCR para sequéncia pol e tax do genoma proviral
de HTLV-I/ll dos 6 pacientes com sorologia indeterminada e
PCR positiva para sequéncia tax desses retrovirus, HC-
FMUSP, Sao Paulo, 2004

[} o
c o |9 © T, PCR PCR Perfil de reatividade ao
2o 3 g 5 0
S zZ $ | o 39 tax pol Western blot
o =
11 F 49 a Nao HTLV-I HTLV-l * p19, p26, p28, p32, p36 e
e p53.
HTLV-1I **
HCV
32 M 25 a Nao HTLV-I *% NEG gD21 e p24
38 M | 19a | Nao | yypLy-** NEG gD21
41 M 24a | Nao HTLV-I HTLV-I| p24
47 F | 40a | Nao | yypLy.** NEG p19 e p26

F — Feminino, M — Masculino, a — anos, HBV - Virus da hepatite B, HCV - Virus da
hepatite C, NEG — Negativo, (*) - Resultado positivo fraco na PCR primaria, (**) -
Resultado positivo apenas na nested PCR.



DISCUSSAO



6. DISCUSSAO

No Brasil, pais da América do Sul em que as infec¢des causadas por
HTLV-I/ll sdo consideradas endémicas, as soroprevaléncias dessas
infeccbes retrovirais tém sido descritas variando de 0,08% a 1,80% em
candidatos a doadores de sangue de diversas regides (GALVAO-CASTRO
et al., 1997; CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). Além disso, taxas bem
mais altas foram relatadas em determinados grupos populacionais como
usuarios de drogas endovenosas (35,2%) (DOURADO et al., 1999),
portadores do HIV (4,3% a 28%) (BRITES et al.,, 1994; CATERINO-DE-
ARAUJO et al.; 1998; ETZEL et al., 2001) e certos grupos indigenas (7,8% a
37,8%) (MALONEY et al., 1992; ISHAK et al., 1995).

Em nosso pais, a realizacdo de triagem sorolégica de infeccdo por
HTLV em candidatos a doador de sangue tornou-se compulséria a partir de
dezembro de 1993 (BRASIL, 1993). O algoritmo para diagnostico laboratorial
de infecgdo pelo HTLV, recomendado pelo Ministério da Saude, preconiza a
realizacdo de teste de triagem com EIA ou reacdo de aglutinacéo e, para as
amostras positivas ou com resultados duvidosos, teste confirmatério com
Western blot; se ainda assim persistirem dldvidas ou para 0s casos em que a
investigacdo sorologica ndao permite distinguir o tipo de HTLV responsavel
pela infeccdo, indica-se a realizacdo da PCR com o intuito de verificar a
presenca de sequéncias provirais de HTLV em células mononucleares

periféricas (BRASIL, 2003). Deve-se entretanto ressaltar que a frequéncia de



resultados indeterminados apés a realizagdo dos testes sorologicos de
triagem e confirmagcdo € elevada, acarretando sério problema para o
aconselhamento dos individuos testados.

Resultados indeterminados de testes de Western blot séo
encontrados a triagem de candidatos a doadores de sangue em todo o
mundo, chegando a ser mais frequentes do que o0s resultados
comprovadamente positivos, tanto em paises localizados em regibes néo
endémicas, como os EUA (0,027% soropositivos e 0,14%
soroindeterminados) (LAL et al, 1992), como também em regides
consideradas endémicas, tais como o Brasil (0,3% soropositivos e 0,6%
soroindeterminados) (SEGURADO et al.,1997) e outros paises do Caribe,
Guadalupe (0,2% soropositivos e 0,4% soroindeterminados) (ROUET et al.,
2001) e Martinica (0,4% soropositivos e 0,5% soroindeterminados)
(CESAIRE et al., 1999). Na Africa, estudos conduzidos na Republica dos
Camarfes ja mostraram taxas populacionais de sororreatividade
indeterminada iguais ou superiores a 11% (MAUCLERE et al., 1997;
MAHIEUX et al., 2000).

Na Fundacédo Pro-Sangue-Hemocentro de S&o Paulo (FPSHSP), de
onde provem a grande maioria dos pacientes deste estudo, a avaliagcéo
sorologica de candidatos a doador de sangue revelou 1,6% de reatividade a
HTLV a triagem inicial com base em EIA de lisado viral. Ao teste de Western
blot, 0,5% dos individuos testados foram confirmados como positivos,
enquanto 1,0% apresentou sororreatividade indeterminada (SABINO et al.,

1999). Essa elevada frequéncia de resultados indeterminados acarreta



dificuldades, do ponto de vista epidemiolégico, em se estabelecer a real
prevaléncia de HTLV na populacdo e, do ponto de vista de assisténcia e
aconselhamento, em definir o real status dos individuos testados.

Com a finalidade de contribuir para o esclarecimento do significado da
sororreatividade anti-HTLV-I/Il indeterminada ao teste de Western blot,
conduzimos o presente estudo, baseado na pesquisa de sequéncias do DNA
proviral desses retrovirus em ceélulas mononucleares periféricas de
individuos com esse padréo de reatividade soroldgica.

A casuistica deste estudo é composta por amostras de concentrado
de leucocitos de pacientes atendidos no Ambulatorio de Assisténcia a
Portadores de HTLV da Divisdo de Clinica de Moléstias Infecciosas e
Parasitarias do HC-FMUSP a partir de janeiro de 1992. Esse servigo atende,
em sua grande maioria (aproximadamente 90%), candidatos a doador de
sangue da FPSHSP e de outros bancos de sangue da cidade de Sao Paulo
com resultados positivos e indeterminados para HTLV, assim como seus
familiares e alguns raros casos de pacientes encaminhados com sintomas
de TSP/HAM. Os testes sorologicos de todos os pacientes foram realizados
ou refeitos na Divisdo de Sorologia da FPSHSP. Até 1996, para o
diagnostico de infecgéo por HTLV, o teste confirmatorio usado era o Western
blot versdo 2.3 (Diagnostic Biotechnology Ltd., Cingapura), que emprega
como substrato antigénico lisado viral total, enriquecido de peptideo
recombinante (r21-e) derivado da proteina transmembrana viral. A partir de
1997, passou a ser usado o Western blot versdao 2.4 (Diagnostic

Biotechnology Ltd., Cingapura), que utiliza o peptideo recombinante gD21,



derivado dessa mesma proteina (gp2l), porém que apresenta maior
especificidade para identificacdo de anticorpos anti-HTLV (VARMA et al.,
1995). Entretanto, apesar dessas particularidades, ha evidéncias de que o
emprego de qualquer um desses kits de sorodiagnoéstico ndo determina
diferencas significativas na prevaléncia observada de resultados
soroindeterminados, assim como no perfil de reatividade detectado nos
testes, uma vez que, na maioria dos casos, as bandas reveladas na
deteccédo de anticorpos decorrem da reatividade a proteinas codificadas pelo
gene gag viral e ndo a proteina do envelope gp21 (ROUET et al.,, 2001;
MANGANO et al., 2004).

Somente foram incluidos neste estudo pacientes soroindeterminados
ao teste de WB anti-HTLV, cujas células mononucleares periféricas
encontravam-se armazenadas no LIM-52 do HC-FMUSP. Destes, ainda
foram excluidas sete amostras por ndo apresentarem DNA em quantidades
suficientes, conforme evidenciado pela auséncia de amplificacdo do gene da
3-globina & PCR.

Dessa forma, estudou-se um grupo de 65 pacientes com sorologia
indeterminada para HTLV-I/ll, composto por 39 (60%) individuos do sexo
masculino e 26 (40%) do sexo feminino. Em estudo de doadores de sangue
de Guadalupe, ROUET e colaboradores (2001) observaram que entre o0s
individuos com sorologia positiva para HTLV havia predominio do sexo
feminino, e entre os individuos com sorologia indeterminada, a distribuicdo
entre homens e mulheres era indiferente; quanto a faixa etaria, no primeiro

grupo, a prevaléncia de infeccdo por esses retrovirus era diretamente



proporcional ao avancar da idade, enquanto que o grupo dos
soroindeterminados era constituido por individuos mais jovens. Essas
caracteristicas epidemiolégicas do grupo de baixo risco com sorologia
indeterminada mostravam-se semelhantes aquelas observadas entre
candidatos a doador de sangue soronegativos para HTLV. Isto reflete o perfil
epidemiolégico da infeccdo pelo HTLV, cuja transmissdo sexual € mais
eficiente do homem para a mulher e a taxa de infeccdo em regides
endémicas aumenta com a progressao da idade (SANTOS et al., 2002;
MANGANO et al., 2004). Na nossa casuistica de soroindeterminados, a
idade variou de 19 a 60 anos, estando a maioria (66,1%) na faixa etaria de
21 a 40 anos (Tabela 1).

Como a maioria de nossos pacientes era procedente da triagem de
bancos de sangue, pudemos avaliar nesses individuos a presenca
simultanea de marcadores sorologicos de infeccdo pregressa ou atual por
agentes de transmissédo sanguinea. De 63 pacientes com essa informacgao
disponivel, trés pacientes (4,8%) apresentavam marcador sorolégico de
infeccéo por HBV e quatro (6,3%) de HCV, sendo um deles soropositivo para
ambos; um (1,6%) de HIV; dois (3,2%) de Trypanossoma cruzi € nenhum de
Treponema pallidum.

Na literatura, existem varios estudos conduzidos no Brasil sobre a
prevaléncia de marcadores sorologicos para esses agentes em candidatos a
doador de sangue. Foram encontradas taxas de 5,35% a 9,2% de individuos
com anti-HBc (ROSSINI, 2003; TREITINGER, 2000; respectivamente), de

0,34% a 2,89% com anti-HCV (ROSSINI, 2003; PATINO-SARCINELLI,



1994), e de 1,4% a 1,9% com anticorpos anti-Trypanossoma cruzi (REICHE,
1996; SOBREIRA,2001). A taxa desses marcadores soroldgicos pode
apresentar variagdes de acordo com a regiao do pais e o periodo avaliados,
ocasionado restricbes para essa comparacao.

Assim como observado em outros trabalhos, encontramos uma
grande variabilidade no perfil de bandas a analise dos testes de Wb de
nossa casuistica, com apresentacdo de desde uma banda isolada até 7
bandas de anticorpos numa mesma amostra de soro. Verificamos
predominio [em 28 individuos (43,1%)], do padrdo de reatividade a
antigenos codificados pela regido gag exceto a proteina p24, sendo seis
individuos (9,2% do total da casuistica) com presenca dos anticorpos anti
pl9, p26, p28, p32, p36 e p53, padréo este conhecido como HGIP (do inglés
HTLV gag indeterminate profile) (LAL et al., 1992; MAUCLERE et al., 1997;
VANDAMME et al., 1997; CESAIRE et al., 1999; MAHIEUX et al., 2000;
ROUET et al., 2001; MANGANO et al., 2004).

Tendo como objetivo a padronizacdo de um teste molecular para
amplificacdo de seqUéncias gendmicas provirais de HTLV a ser empregado
na nossa casuistica, que pudesse ser comparado com aqueles empregados
em trabalhos existentes na literatura, buscamos avaliar a sensibilidade da
PCR primaria e nested PCR para as regifes tax e pol de HTLV-I, bem como
comparar a sensibilidade de diferentes técnicas de revela¢do do produto de
amplificacdo da regido pol: a visualizacdo de produtos da PCR em gel de

agarose corado com EtBr, a hibridacdo com sondas nucleotidicas



especificas marcadas com isétopos radioativos e com materiais nao
radioativos.

Na determinacdo da sensibilidade da PCR com o emprego de
diluicbes seriadas de linhagem celular que contém HTLV-l (MT-2), como ja
apresentado por outros autores (KOBAYASHI et al., 1984; HENEINE et al.,
1992), a nPCR se mostrou mais sensivel que a pPCR. Neste estudo, em até
10 a 100 vezes, se deixarmos de considerar as reacfes que de muito fracas
poderiam passar despercebidas.

A sensibilidade da PCR foi 10 vezes maior quando utilizados primers
para o gene tax do que para o gene pol, detectando a presenca de provirus
em amostra com até 12 pg e 120 pg respectivamente, quantidades de
material gendmico correspondentes a aproximadamente 2 e 20 células
dipldides humanas, com a deteccdo dos produtos amplificados na corrida
eletroforética em gel de agarose corado com brometo de etidio (Quadro 2).
Esse achado pode ser justificado em parte porque a célula da linhagem MT-
2 contém uma particula proviral completa e sete provirus defectivos, sendo
gue o segmento pX (tax) esta presente em seis deles e 0 segmento pol em
apenas dois (KOBAYASHI et al., 1984). Resultados semelhantes em termos
de sensibilidade foram apresentados por MATSUMOTO e colaboradores
(1990), que detectaram gene tax/rex, segmento genémico mais amplo que
engloba o deste estudo, em até 1,6 pg de DNA de linhagem celular infectada
diluida com 1 pg de DNA de linhagem néo infectada, porém utilizando a
linhagem celular HUT 102, que contém 8 a 10 cépias de segmentos pX

provirais de HTLV-I em cada célula. Nesse mesmo estudo, o autor apresenta



uma estimativa do niumero de coépias de provirus de HTLV-I presente nas
células mononucleares periféricas (PBMC) de 57 pacientes, sendo que 84%
dos pacientes apresentavam mais de 200 provirus de HTLV-l em 1,5 x 10°
PBMC; 12% dos pacientes, de 20 a 70 coépias de HTLV-l em 1,5 x 10°
PBMC; e 4% com menos de 10 provirus 1,5 x 10° PBMC. Tais dados
reforcam o conceito de que esses métodos nédo séo infaliveis na deteccéo de
segmentos provirais em amostras de pacientes com baixa carga proviral.

Em estudo com linhagem MT-2 na Argentina, GALLEGO e
colaboradores (2004) encontraram sensibilidade analitica da nested PCR da
regiao tax, com os mesmos primers usados neste estudo, correpondente a 1
célula infectada (6 pg de DNA) diluida em 1x10° celulas ndo infectadas da
linhagem HT.

A comparacado dos métodos de deteccdo do produto de amplificacao
da nPCR do gene pol mostrou que a sonda marcada com AlkPhos é tédo
sensivel quanto a sonda radioativa *’P, apresentado banda visivel até 120
pg de DNA. Quando se comparam os resultados da pPCR, observa-se que a
sonda nao radioativa apresentou melhor desempenho que a radioativa,
considerando a banda muito fraca da diluicdo com 120 pg de DNA desta
altima. A visualizacao de fragmentos de DNA amplificados no gel da agarose
corado com brometo de etidio apresentou desempenho igual aquele com
uso da sonda marcada com *P, porém sem a vantagem de garantir a
especificidade da reagdo para HTLV com hibridacdo com sonda especifica.

Com base nessa avaliacdo de sensibilidade das diferentes técnicas

de revelagao, optamos por conduzir a detec¢éo de produtos de amplificacéo



da PCR para regiao pol do genoma proviral em amostras dos pacientes com
Wb indeterminado para HTLV, apenas por meio da sonda marcada com
fosfatase alcalina, possibilitando a comparagcéo com trabalhos publicados na
literatura que utilizam a deteccdo dos fragmentos amplificados por meio da
hibridagdo com sonda marcada com isétopo radioativo (*’P) (BARUN &
SRINIVASAN, 1989; HENEINE et al., 1992; GALLEGO et al.,, 2004).
Destacamos ainda a grande vantagem da sonda n&o radioativa, tendo em
vista que a manipulagéo de material emissor de radiagéo ionizante acarreta
Sérios riscos para a saude dos profissionais envolvidos e para 0 meio
ambiente, além de exigir instalacbes especiais para sua manipulacéo,
condicdo esta muitas vezes nao disponivel nos laboratérios em nosso meio.
A PCR primaria com os primers utilizados neste estudo para a regiao
pol do genoma proviral do HTLV leva a amplificacéo de segmento de 186 bp.
Porém, o emprego da temperatura de 55 °C para pareamento dos primers,
conforme previamente descrito na literatura (HENEINE et al., 1992),
determinou em nossa pesquisa a deteccdo no gel de agarose de banda com
tamanho semelhante ao esperado para os produtos de amplificacdo do gene
pol mesmo nos controles negativos da reacdo. Embora o método de
hibridacdo com sondas especificas para os virus HTLV-l e Il pudesse
garantir a especificidade dos produtos amplificados, optamos por conduzir
uma etapa prévia de otimizacdo da reacdo de PCR. Verificamos que,
empregando temperaturas de pareamento dos primers de 59,7°C a 65,1°C, a
banda acima descrita n&o era detectada em amostra sabidamente negativa,

mas que a amostra de DNA com genes de HTLV-l (MT-2) continuava



apresentado a banda de 186 bp, de forma bem nitida (Figura 17). De modo
analogo, a nPCR continuou detectando banda bem definida de 136 bp na
amostra positiva com essas temperaturas e auséncia desta na amostra
negativa (Figura 18). A partir desses resultados, optamos por adaptar o
protocolo da reacdo pol, utilizando 62°C para pareamento dos primers e
mantendo os demais parametros.

Adotando como critério da confirmacgao de infeccéo pelos virus HTLV-
| e/ou Il a presenca de segmentos amplificados pela PCR referente a duas
regioes diferentes do genoma proviral, de um total de 65 pacientes com EIA
positivo e Western blot indeterminado, o presente estudo encontrou trés
(4,6%) infectados pelo HTLV-I/1l, sendo dois (3,1%) com HTLV-I e um (1,5%)
com HTLV-IIl. A metodologia empregada foi a PCR e nested PCR para as
regioes tax e pol, por se tratar de regides indispensaveis para a replicacédo
viral in vivo (MATSUMOTO et al., 1990). Encontramos ainda a presenca
isolada da regido génica tax de HTLV-I em trés (4,6%) pacientes.

MANGANO e colaboradores (2004) apresentaram resultados
semelhantes no estudo de doadores de banco de sangue de Buenos Aires,
Argentina, empregando nPCR para as regides pol, env e tax. Encontraram
um individuo (2,9%) com HTLV-I (regies pol, env e tax), outro (2,9%) com
HTLV-Il (pol e tax) e outros trés (8,8%) com amplificacdo apenas do
segmento tax. SANTOS e colaboradores (2003), em amostras de 41
doadores de sangue de Fortaleza-Ceard com Wb indeterminado, realizaram
a pesquisa de uma Unica seqiéncia génica, tax/rex, obtendo resultado

positivo em nove (22%). Na nossa casuistica, 0s pacientes que



apresentaram amplificacdo do gene tax, com ou sem a amplificacdo de gene
pol, totalizam seis (9,2%).

Diante da experiéncia obtida nas etapas de determinacdo da
sensibilidade dos métodos de PCR para HTLV-I com a linhagem MT-2 e de
analise das amostras da casuistica deste estudo, concordamos com a
sugestao de outros autores de que 0s primers tax sejam mais sensiveis para
detectar sequiéncias provirais de HTLV (SOLDAN et al., 1999).

Entretanto, é importante ressaltar que as prevaléncias de infeccao
retroviral evidenciadas entres individuos com sororreatividade indeterminada
pode variar de acordo com o grupo populacional avaliado. MORIMOTO
(2003), em estudo de pacientes portadores do HIV no Estado do Parana,
Brasil, que apresentavam sorologia indeterminada para HTLV (1,6% do
total), encontrou HTLV em 14 (87%), sendo todos do tipo II. O grupo total
estudado era composto em grande parte por usuarios de drogas
endovenosas, sendo a soroprevaléncia de infeccdo por HTLV nessa
populacao de 5,8% (0,8% de HTLV-I e 4,9% de HTLV-Il). Esses dados vém
confirmar que o significado da sorologia indeterminada para HTLV depende
da populacdo estudada, além da prevaléncia da infeccdo na regido
geografica em questdo, que determinam o padrdo de circulacdo desses
retrovirus na comunidade.

Em nosso estudo, os trés pacientes infectados ndo apresentaram
diferencas significativas nas suas caracteristicas socio-demogréficas em
relagdo aos demais individuos soroindeterminados, cuja infeccdo néo foi

confirmada pela PCR (Quadro 3). Todos os trés pacientes haviam realizado



exames por ocasido da doacdo de sangue, dois deles eram do sexo
masculino com idades de 24 e 29 anos e uma do sexo feminino com 49 anos
de idade. Em relacdo a fatores de risco apresentados, o paciente com
infecg@o por HTLV-II era ex-usuario de drogas endovenosas e entre os dois
infectados por HTLV-I, um deles era do sexo feminino, tinha recebido
transfusdo sanguinea e feito acupuntura, e o outro ndo apresentava 0s
fatores de risco ja relacionados com a transmissdo desses virus. No
paciente com infeccdo por HTLV-Il, foi detectada ainda a presenca de
anticorpos anti-HBc e anti-HCV; os outros dois pacientes ndo apresentavam
marcadores soroldgicos de infecgcdo causada por agentes de transmisséo
sangiinea.

Deve-se, entretanto, ter em conta que a baixa prevaléncia de infeccao
por HTLV na nossa casuistica de individuos com sororreatividade anti-HTLV
indeterminada ao Wb prejudica a analise de fatores preditivos de infeccéo
retroviral nessa amostra.

De forma contrastante aos nossos resultados, varios autores, ao
compararem pacientes com infeccdo pelo HTLV-I/Il comprovada por
sorologia e PCR, e aqueles com sorologia indeterminada e PCR negativa,
mostraram diferencas significativas nas caracteristicas desses grupos
(ROUET et al., 2001; SANTOS et al.,, 2002; MANGANO et al., 2004). Em
regibes endémicas, a prevaléncia de infec¢do por HTLV vai aumentando
com a evolucéo da idade, portanto o grupo de pacientes infectados tendia a
apresentar faixas etarias mais elevadas do que aqueles com sorologia

indeterminada. Em investigagdo conduzida no Caribe, 0s pacientes



infectados por HTLV eram predominantemente do sexo feminino, havia
associacdo dessa infeccao retroviral com a presenca de anticorpos anti-HBc
e verificou-se que tais individuos procediam de determinadas micro-regides
geograficas; enquanto os soroindeterminados, assim como os individuos
soronegativos para HTLV nao apresentavam diferencas em relacéo ao sexo,
nao estavam associados a sororreatividade anti-HBc e apresentavam a sua
distribuicao territorial mais homogénea (ROUET et al., 2001). Esses estudos
refletem a idéia de que outros fatores, que ndo a infeccdo pelo HTLV,
possam determinar a sororreatividade cruzada nos testes, resultando em
padrdo indeterminado ao Wb. Entretanto, GASTALDELLO e colaboradores
(2001) observaram que os doadores com teste WB indeterminado e sem
fatores de risco para transmissdo de HTLV apresentavam resultados
negativos ao teste de imunofluorescéncia indireta (IFl), enquanto que
agueles com fatores de risco apresentavam altas taxas de positividade ao
teste de imunofluorescéncia indireta.

Achamos ainda interessante avaliar se o padrédo de sororreatividade
anti-HTLV exibido ao Wb poderia ser preditivo da presenca de sequéncias
gendmicas provirais detectadas nos testes moleculares. Assim verificamos
que dos trés pacientes com infeccdo pelo HTLV confirmada neste estudo,
um paciente infectado por HTLV-I apresentava reatividade exclusivamente
anti-gag na auséncia de anticorpos anti-p24 (HGIP), enquanto outro
infectado por HTLV-l reagiu somente contra a p24 e um individuo com

infeccdo por HTLV-Il apresentava apenas anticorpos anti-gD21. E importante



destacar que mesmo o padrdo de reatividade HGIP pode ocorrer em
portador do HTLV-I.

Em seu estudo na Argentina, MANGANO e colaboradores (2004)
observaram que os dois pacientes de sua casuistica com Wb indeterminado
e infectados por HTLV apresentavam reatividade apenas contra antigenos
do envelope viral (um paciente com HTLV-I, anti-gD21 reagente; e o outro
com HTLV-II, anti-gD21 e anti-p24 reagente), enquanto que de um total de
23 pacientes com padrao de reatividade exclusivamente anti-gag, apenas
em um foi identificado o gene tax do HTLV-I. Todos os demais mostraram-se
negativos a nested PCR para amplificacdo de seqUéncias pol, env e tax do
genoma proviral.

Existem na literatura outros estudos avaliando pacientes que
apresentaram sorologia indeterminada ao Wb, com reatividade apenas as
proteinas do gene gag, nos quais ndo se detectou nenhuma seqiéncia
proviral (LAL et al., 1992 — estudo envolvendo membros das forcas amadas
norte-americanas) ou apenas a sequéncia tax (SABINO et al., 1999 — entre
candidatos a doador de sangue no Brasil). Alguns desses estudos,
entretanto, ndo foram baseados em nested PCR, mas somente em PCR
primaria (MAHIEUX et al., 2000 — cidadaos de Camardes), o que dificulta a
comparacao direta dos resultados encontrados. Por outro lado, ROUET e
colaboradores (2001), por meio da PCR de Unica fase para os genes pol,
gag e tax em amostras de 18 pacientes com WB indeterminado em
Guadalupe, no Caribe, encontraram sequéncias provirais gag e tax em

apenas um caso. WAZIRI e colaboradores (2000) apresentam um caso de



uma paciente americana com esclerose mdultipla e sorologia para HTLV com
EIA positivo e WB indeterminado com sororreatividade exclusivamente para
a pl9, cuja PCR foi negativa e nested PCR foi positiva para as regides
provirais pol, env e tax. De forma semelhante, em nosso estudo,
observamos que a deteccdo das sequéncias provirais tax e pol na amostra
obtida do paciente que apresentou diagnoéstico de infeccdo por HTLV-II, s6
foi obtida apos a realizacdo da segunda fase da PCR (nPCR).

Apesar da variacdo de metodologias empregadas em diversos
estudos, podemos observar que taxa de confirmacédo de infeccéo pelos virus
HTLV-I e Il entre individuos com Wb anti-HTLV indeterminado, ou mesmo a
identificacdo de uma sequéncia proviral isolada, cujo significado ndo esta
ainda bem definido, depende muito da prevaléncia dessa retrovirose na
regido em questdo, bem como da presenca de fatores de risco na amostra
populacional estudada, independentemente do padrdo de sororreatividade
apresentado ao teste Western blot.

Em nossa casuistica, 0s trés pacientes nos quais se logrou apenas a
amplificagdo do gene tax de HTLV-l exibiram os seguintes padrbes de
reatividade ao WB: anti-p19 e anti-p26; anti-gD21 e anti-p24; e anti-gD21
isolada. Portanto podemos enfatizar que nao observamos diferencas
significativas no perfil nem no nimero de bandas apresentados no Wb, entre
0s subgrupos de pacientes com sorologia indeterminada (com infecgéo
confirmada; com auséncia ou presenca de apenas um segmento proviral
identificado), que pudessem ser tomadas como preditivas do real status de

infeccéo.



Com o intuito de aprofundar a investigacédo acerca das trés amostras
de células mononucleares periféricas nas quais identificamos a presenca de
sequéncias tax de HTLV-I e, em uma amostra, de sequéncia tax de HTLV-II,
porém néo de sequéncias pol do DNA proviral, julgamos importante tentar
ainda a amplificacdo de outras sequéncias provirais. Com a gentil
colaboracdo da Dra. Adele Caterino de Araujo do Instituto Adolfo Lutz de
Sao Paulo foi possivel realizar a analise da regido env. Seguindo protocolo
de nested PCR rotineiramente executado em seu laboratério (MORIMOTO,
2003), que emprega, para o segmento env de HTLV-I, os primers externos
D498 (nt 5202-5219): d ATG GGT AAG TTT CTG GCC e D500 (nt 6668-
6651): d TTA CAG GGA TGA CTG AGG,; e os primers internos TS1 (nt
5229-5247): TTA TTC TTC CAG TTC TGC C e TS2 (nt 6649-6632): d GTT
TAT AAG AGA GTA ATG G; e para o segmento env de HTLV-II, os primers
internos envA (nt 5180-5197): d ATG GGT AAT GTT TTC TTC e envB (nt
6642-6625):d TATTAT AGC ATG GTT TCT; e os primers externos Lui7 (nt
5547-5567): d CCG TCT CCA GTC CAT CCT GGA e Lui8 (nt 6309-6289): d
CCT CGT CTA TTT TGG GCT GCA, nao foram encontradas sequéncias
provirais env de HTLV nas amostras desses quatro pacientes de nossa
casuistica, confirmando os resultados negativos anteriormente obtidos com a
regiao pol (Quadro 4).

Acreditamos que a presenca de Unico segmento tax do HTLV-Il em
paciente com HTLV-I, tenha o0 mesmo significado da presenca isolada do
gene tax proviral nas outras trés amostras de paciente sem nenhum outro

retrovirus identificado.



Qual seria o significado da identificacdo de um segmento isolado do
genoma proviral de HTLV-lI ou HTLV-II? Questionamos a possibilidade de
insercdo de virus defectivo, como ja observado em paralelo a particulas
provirais completas (YOSHIDA et al., 1984), a integracdo de um pequeno
namero de particulas virais completas que devido a baixa atividade de
replicacdo resultaria em uma baixa carga proviral ndo detectada pelos
métodos empregados ou mesmo a possibilidade da existéncia de mutacoes
gendmicas provirais, comprometendo o pareamento dos primers nha
identificacdo desses isolados geneticamente divergentes. Assim como
outros autores (MANGANO et al., 2004), consideramos que o individuo no
qual tal evidéncia € demonstrada continua com status indefinido em relacéo
a infecgao por HTLV.

Situagédo semelhante a essa, observada em trés dos nossos pacientes
com apenas segmento tax de HTLV-I, todos assintomaticos, ja foi relatada
em individuos com manifestacdes clinicas compativeis com as doencas
causadas por esse retrovirus.

RAMIREZ e colaboradores (2003), por exemplo, realizaram a
pesquisa por PCR de sequéncias 5'LTR, tax, env/tax, pX, pol e env de DNA
proviral de HTLV-l em 72 criangas com sintomatologia de HAM/TSP; sendo
que 32 exibiam sorologia positiva para HTLV-l e em todas elas foram
encontrados todos 0s segmentos génicos pesquisados; contrariamente, em
40 criangas que apresentavam sorologia negativa, 13 apresentaram PCR
positiva exclusivamente para a seqiéncia tax, uma para a env/tax e trés

apenas para essas duas regibes. Esse autor, assim como KIRA e



colaboradores (1994), questionam a potencial patogenicidade de provirus
incompletos para o tecido neural, uma vez que se sabe que produtos
génicos codificados pela regido pX de HTLV sédo capazes de promover a
transativacao de varios genes celulares.

Neste estudo, encontramos que 90,8% das amostras de individuos
com Western blot indeterminado para HTLV-I/ll ndo apresentaram
amplificacdo de segmentos provirais a PCR para as regides tax e pol, ainda
gue 0s primers tax sejam 0S mais sensiveis para detectar sequéncias do
provirus de HTLV. A causa desse padréao de reatividade soroldgica tem sido
um enigma ha mais de uma década, desde que foi iniciada a triagem em
doadores de banco de sangue.

Na literatura, existem varias teorias que tentam justificar a presenca
de anticorpos que reagem a proteinas nativas, peptideos recombinantes ou
sintéticos derivados desses virus, em pacientes sem evidéncia de infeccao
por meio de pesquisa de DNA proviral pelos métodos atualmente
disponiveis. Dentre as possiveis justificativas, podem ser destacadas a
infeccdo por HTLV em periodo de soroconversao; a infeccao por particulas
defectivas de HTLV, a infeccdo por variantes de virus HTLV que contenham
mutacdes genbmicas em regiées de DNA proviral codificadoras de proteinas
imunogénicas, além da possibilidade de sororreatividade a produtos
codificados por sequéncias retrovirais enddégenas ou a antigenos de virus
geneticamente relacionados, como o virus T-linfotrépico simio do tipo 1

(STLV-1) ou de outros agentes infecciosos, como o Plasmodium falciparum.



Essas teorias, contudo, ndo se aplicam para um grande numero de
pacientes que se encontram nas mais diversas regides do mundo com
caracteristicas epidemiologicas proprias. Sem duvida, um aspecto
importante a ser considerado diante de um paciente com padrdao de Wb
indeterminado para HTLV é a possibilidade de que ele se encontre em
periodo de viragem sorolégica. Apesar de existirem varios estudos na
literatura que n&o detectaram esse fendmeno no seguimento de seus
pacientes (LAL et al.,1992; WITT et al., 2000; MAHIEUX et al., 2001; ROUET
et al., 2001), CESAIRE e colaboradores (1999) apresentam estudo em que,
a partir de um grupo de 49 doadores de sangue da Martinica com padrao de
Western blot indeterminado para HTLV, trés apresentaram, posteriormente,
conversao soroldgica para esse retrovirus. Portanto, embora se saiba que a
probabilidade de identificacdo de pacientes em fase de soroconversdo seja
remota em regides ndo endémicas para infeccdo por HTLV (LAL et al.,
1992), tal condicdo deve ser considerada em areas endémicas, incluindo
nosso pais. Ressaltamos, portanto a grande importancia de seguimento
clinico e laboratorial desses pacientes em nosso meio.

Finalmente, pela experiéncia acumulada durante a realizagdo deste
estudo e pelos dados apresentados na literatura (MATSUMOTO et al., 1990;
LIU et al., 1999; ROUET et al., 2001, MORIMOTO, 2003; RAMIREZ et al.,
2003), sugerimos que os testes de biologia molecular ndo sejam usados
como testes preliminares na triagem de candidatos a doador de sangue. Em
regides endémicas, essa triagem deveria ser feita com a realizag&o inicial de

dois testes de EIA com composi¢cdes antigénicas diferentes. Nas situacdes



em que os testes sorologicos pelo método de Western blot resultam
indeterminados, demonstramos o valor dos testes moleculares para
pesquisa de sequéncias do DNA proviral de HTLV em células
mononucleares do sangue periférico. A implementacédo dessas técnicas em
laboratorios de referéncia viria contribuir significativamente para a definicdo
do status de infecgao retroviral nesses individuos, permitindo assim que seja
efetuado o correto aconselhamento clinico e epidemioldgico nos servigos de

saude.



CONCLUSOES



7. CONCLUSOES

> Adotando como critério de confirmacéo de infeccao pelos virus
HTLV-1 e/ou Il a deteccéo pela PCR de sequéncias nucleotidicas referentes
a duas regides diferentes do genoma proviral em células mononucleares do
sangue periférico, foi possivel confirmar que, entre 65 individuos com EIA
positivo e Western blot indeterminado anti-HTLV, 4,6% encontravam-se
infectados por esses retrovirus, sendo 3,1% por HTLV-l e 1,5% por HTLV-II.
Ressaltamos a grande importancia de seguimento clinico e laboratorial

desses pacientes em nosso meio.

> A amplificacdo de pelo menos uma das sequéncias gendmicas
tax ou pol do DNA proviral de HTLV-I/Il por meio da nPCR se mostrou
positiva em 9,2% das amostras de individuos com teste sorologico de
Western blot indeterminado, sendo que em 4,6% se observou amplificacao

dos dois genes e em 4,6% apenas do gene tax.

> Com o emprego da nested PCR, detectou-se, em alguns casos,
a amplificagéo de sequiéncias provirais tax e pol de HTLVI/Il que se mostrara

negativa a PCR primaria.

> A sensibilidade da nPCR foi 10 vezes maior quando utilizados

primers para amplificacdo do gene tax do que para a do gene pol,



detectando-se a presenca de provirus em amostras de DNA extraido de
linhagem celular (MT-2) infectada por HTLV-I com até 12 pg e 120 pg de

DNA, respectivamente.

> A padronizacdo de meétodo de deteccdo de sequéncias
provirais pol de HTLV amplificadas pela PCR, empregando hibridacdo com
sonda nucleotidica marcada com fosfatase alcalina possibilitou o emprego,
em nosso meio, de técnica que prescinde da manipulacdo de material
radioativo. Comparada ao método que utiliza sonda marcada com *’P, a

técnica demonstrou sensibilidade equivalente.

> O padréo de sororreatividade anti-HTLV indeterminado ao
Western-blot mostrou grande variabilidade, com predominio do padrdo de
reatividade a antigenos codificados pela regido gag, na auséncia de
anticorpos anti-p24. Em um paciente com presenca dos anticorpos anti-p19,
p26, p28, p32, p36 e p53, padrédo conhecido como HGIP (do inglés HTLV
gag indeterminate profile), foi confirmada infeccdo pelo HTLV-l. Na
casuistica estudada néo foi identificado padrédo de Wb indeterminado que

fosse indicativo de presenga ou auséncia de infec¢do pelo HTLV.



ANEXOS



8. ANEXOS

ANEXO A - PREPARO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PARA
DIAGNOSTICO MOLECULAR DA INFECCAO PELO

HTLV-I/I

Colher o sangue em tubo com EDTA. Em um tubo tipo Eppendorf, colocar
1000 pl de sangue total e 1000 pl de saponina 0,4% em solucéo salina 0,5%.
Agitar em vortex, centrifugar a 325g por 20 minutos e desprezar o
sobrenadante. Repetir o procedimento. Lavar o sedimento com solugéo
salina 0,9% por 3 vezes, por ultimo retirar o sobrenadante de forma a deixar
0 botéo de células com o minimo de diluente. Proceder a extragdo do DNA

Ou conservar este material a -20°C.



ANEXO B -

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA

IDENTIFICACAO DA

(HENEINE et al,1992)

a) Solucdes de amplificacao:

REGIAO

tax DO HTLV-I/II:

Reagentes Volume para Concentracao final

uma amostra

(uh)

MgCl, 50mM 2,5 1,25 mM
Tampao Tris-EDTA 10 x 5,0 1x
Sol. de dNTP 2,5 mM de cada 2,0 100 uM de cada
Primer (1) 20 pM/pL 1,0 20 pM
Primer (2) 20 pM/uL 1,0 20 pM
Tag DNA pol 5 Ul/uL 0,3 1,5 Ul
Amostra 2,0* 0,8 a 1,6 ug de DNA
H,0 g.s.p. 50 pl g.s.p. 50 ul

* Volume da amostra depende da concentracdo de DNA extraido. Na
nested PCR, usar 5 pl de produto de amplificacdo da PCR priméria.

Primers da PCR primaria:
(1) SK 43 (tax, HTLV-I, nt7359-7378) (5 CGG ATA CCC AGT CTA CGT

GT 3)

(2) SK 44 (tax, HTLV-I, nt7517-7497) (5 GAG CCG ATA ACG CGT CCA

TCG 3)

Primers da nested PCR:
(1) nt 7375-7394 (5" GTG TTT GGC GAT TGT GTA CA 3))
(2) nt 7502-7486 (5 CCA TCG ATG GGG TCC CA 3)

b) Ciclos de amplificagao:

No. de ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 94 5 min
94 30s
35 55 30s
72 30s
1 72 7 min
4 indeterminado

c) Produto amplificado: da PCR primaria: banda de 159 bp.

da nested PCR: banda de 128 bp.




ANEXO C — RFLP DO PRODUTO DE AMPLIFICACAO DO GENE tax SOB

ACAO DA ENZIMA DE RESTRICAO Tagq | (TUKE et al.,1992)

a) Solucdes de reacéo:

Reagentes Volume para Concentracao final
uma amostra
(uh)
Tampéo especifico OPA (Gibco) 2,0 1x
20x
Enzima Taq | 15Ul/ul 1,0 15 Ul
Amostra 5,0
H,O q.s.p. 20 yl 12,0

b) Programa no termociclador:

No. de ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 65 5 horas
85 30 min

1 4 indeterminado

c) Produtos da digestdo enzimética:
e banda de 128 bp: produto néo digerido do nested PCR.
e banda de 122 bp: banda referente ao HTLV-I.

e banda de 69/53 bp: banda referente ao HTLV-II.




ANEXO D - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA
IDENTIFICACAO DA REGIAO pol DO HTLV-I/Il (HENEINE
et al,1992)

a) Solugdes de amplificagéo:

Reagentes Volume para | Concentracdo final

uma amostra

(uh)

MgCl 50mM 2,5 1,25 mM
Tampao Tris-EDTA 10 x 5,0 1x
Sol. de dNTP 2,5 mM de cada 2,0 100 pM de cada
Primer (1) 20 pM/pL 1,0 20 pM
Primer (2) 20 pM/uL 1,0 20 pM
Tag DNA pol 5 Ul/pl 0,3 1,5 Ul
Amostra 2,0* 0,8 a 1,6 ug de DNA
H,O qg.s.p. 50 pl g.s.p. 50 pl

* Volume da amostra depende da concentragdo de DNA extraido. Na
nested PCRa usar 5 pl de produto de amplificacdo da PCR primaria.
Primers da PCR priméria:

(1) SK 110 (pol, HTLV-I, nt 4758-4779) (5 CCC TAC AAT CCA ACC AGC TCA

G 3)

(2) SK 111 (pol, HTLV-I, nt 4943-4920) (5 GTG GTG AAG CTG CCA TCG GGT

TTT 3)

Primers da nested PCR:

(1) POL 1.1 (pol, HTLV-I, nt 4783-4806) (5° TTG TAG AAC GCT CTA ATG GCA
TTC 3) e POL 3.1 (pol, HTLV-I, nt 4918-4895) (5’ TGG CAG TTG GTT AAC
ACA TTC AGG 3) para o virus HTLV-I.

(2) POL 1.2 (pol, HTLV-II, nt 4759-4781) (5 CCT GGT CGA GAG AAC CAA
TGG TG 3’) e POL 3.2 (pol. HTLV-II, nt 4896-4873) (5° CCA CTG GGG TTC
ATG ACATTT AGC 3’) para o HTLV-II.

b) Ciclos de amplificagao:

No. de ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 94 5 min
94 30s
35 62 30s
72 30s
1 72 7 min
4 indeterminado

d) Produto amplificado: da PCR primaria: banda de 186 bp.
da nested PCR: banda de 136 bp referente ao
HTLV-1 e 138 bp ao HTLV-II.



ANEXO E — TRANSFERENCIA DOS PRODUTOS DA PCR DO GENE pol

A PARTIR DO GEL DE AGAROSE PARA A MEMBRANA DE

NAILON (Southern blot)

Sistema de transferéncia Vacu gene XL (Phamacia Biotech).

Apoés eletroforese dos fragmentos de DNA ampliciados em gel de

agarose 1,5% em TBE 1x, corado com brometo de etidio e sua vizualizac&o

sob luz ultravioleta, procedeu-se aos seguintes passos:

imerséo do gel em HCI 0,25 N sob agitagao por 15 minutos;

preparo da membrana de néilon (Hybond-N), mergulhando-a em H,0 e
depois deixando-a em solugcdo SSC 20x por 20 minutos;

montagem da membrana de ndilon no sistema de transferéncia,
colocando o gel sobre a mesma e ligando a bomba de vacuo;

nao deixar secar o gel, adicionando solu¢éo | (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5
M) por 15 minutos. Em seguida, adicionar solucéo Il (Tris-HCI ph7,5 1M
e NaCl 1,5 M) durante 15 minutos. Depois, adicionar SSC 20x durante
mais 30 minutos;

recolner a membrana e imergir-la em SSC 20x. Deixar secar a

temperatura ambiente e fixar em luz ultravioleta.



ANEXO F — REACAO DE HIBRIDACAO DO PRODUTO DA PCR DO

GENE pol COM SONDA RADIOATIVA (*°P)

MARCACAO DA SONDA:

Diluir 50 ng da sonda em 45 pl de tampé&o Tris-EDTA (TE). Ferver em
banho-maria por 10 minutos. Transferir para um tubo do kit de marcacéo
rediprime 1l ramdom prime labelling system (Amersham Pharmacia biotech),
que contem dATP, dGTP, dTTP, enzima Klenow livre de exonuclease e
primers de hexanucleotideos randomizados sob a forma liofilizada.
Acrescentar 5 pl de **P-dCTP (10 pCi/pl) (Amersham Biosciences) e incubar
a 37°C por 30 minutos. Adicionar 5 ul da solucédo bloqueadora (EDTA 0,2 M).
Diluir essa solucéo (50ul) em 100 pl de TE e passar em coluna de Sephadex
G50% hidratada com TE, centrifugando a 2000 rpm por 1 minuto e
recolhendo o filtrado (aproximadamente 150 ul). Retirar uma aliquota de 2 pl
da sonda marcada para realizar controle de qualidade da marcacéo,
procedendo a leitura em contador de radioatividade beta. S&o aceitaveis

valores superiores a 200.000 cpm.

HIBRIDACAO DA MEMBRANA DE NAILON:

Em forno de hibridagdo, colocar a membrana em 10 ml de solugdo de
hibridagcdo (SSPE 5x, Denhardt’s 5x, SDS 1%, ssDNA 200 pg, dextram 5x e
formamida 50%) e incubar a 42% por no minimo 30 minutos. Acrescentar a
sonda marcada, de modo a obter 1 a 2 x 10° cpm/ml. Incubar a 42°C

overnight. Desprezar a solucao de hibridacdo, proceder a duas lavagens da



membrana com solucdo de SSC 2x e SDS 0,01% a 25°C por 15 minutos
cada e depois realizar mais duas lavagens com a mesma solugcdo na
temperatura de 60°C. Montar a membrana em saco plastico vedado, montar
a mesma em cassete com filme de Rx e deixa-la em incubacédo a — 70°C

overnight. Depois proceder a revelacdo do filme.



ANEXO G - REACAO DE HIBRIDACAO DO PRODUTO DA PCR DO
GENE pol COM SONDA NAO RADIOATIVA (Fosfatase

alcalina)

MARCAGCAO DA SONDA (Gene Images Alk Phos Direct Labelling System -
Amersham Pharmacia Biotech)

Usar 2,5 a 5,0 ng de sonda por cm? de membrana a ser hibridada.
Diluir em H,O na concentracdo de 10 ng/pl e desnaturar em banho-maria
fervente por 5 minutos e logo em seguida, resfriar em banho de gelo por 5
minutos. Centrifugar brevemente. Para cada 10 pl da solugédo com a sonda,
acrescentar 10 pl de reaction buffer, 2 pl de labelling reagent e 10 ul de
cross-linker diluido. Agitar fortemente. Incubar a 37°C por 2 horas e manter

em gelo até uso, que deve ser em no maximo duas horas.

HIBRIDACAO

Em forno de hibridacdo, pré-aquecer a 30°C o hybridization buffer
diluido em volume de 0,25 ml/ cm? de membrana a ser hibridada, colocar a
membrana e incubar a 30°C por 15 minutos sob agitacdo, depois
acrescentar a sonda marcada e incubar a 30°C overnight. Proceder a duas
lavagens com 2 ml/ cm? de membrana com primary wash buffer a 30°C sob
agitagdo por 10 minutos e depois a mais duas lavagens de 5 minutos com

secondary wash buffer em temperatura ambiente.



REVELACAO (Chemiluminescent detection with CDP-Star system -
Amersham Pharmacia Biotech)

Retirar a membrana do forno de hibridacdo, drenar o excesso de
secondary wash buffer da mesma e coloca-la sobre a bancada de trabalho
forrada com plastico. Pipetar detection reagent no volume de 30-40 pl/ cm?
de membrana sobre toda a superficie da mesma. Incubar a temperatura
ambiente por 2 a 5 minutos. Retirar o excesso de detection reagent e colocar
a membrana em saco plastico e vedar. Proceder a montagem em cassete
com filme “Hyperfiim ECL”, incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

Revelar o filme.



ANEXO H -

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA

IDENTIFICACAO DO GENE PARA R-GLOBINA: (SAIKI

et al., 1985)

a) Solucdes de amplificacao:

Reagentes Volume para Concentracao final

uma amostra

(uh)

MgCl 50mM 2,0 2,0 mM
Tampéo 10 x (Tris-HCI 20mM e 5,0 1,0 x
KCI 50mM,pH 8,4)
Sol. de dNTP 2,5 mM de cada 2,0 100 uM de cada
Primer (1) 25 pM 1,0 500 nM
Primer (2) 25 uM 1,0 500 nM
Tag DNA pol 5 Ul/ul 0,3 15Ul
Amostra 2,0 0,8 a 1,6 ug de DNA
H,O qg.s.p. 50 pl g.s.p. 50 pl

Primers da primeira corrida:
(1) PC0O4: 5 CAACTT CATCCACGTTCACC 3
(2) GH20: 5 GAA GAG CCA AGG ACAGGTAC 3

(SAIKI et al, 1985).

b) Ciclos de amplificacao:

No. de ciclos Temperatura (°C) Tempo (s)
1 94 60
94 20
35 55 20
72 30
1 72 420
4 indeterminado

c) Produto amplificado: banda de 268 pb.
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