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RESUMO

O virus da leucemia de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro
retrovirus associado a cancer em humanos, causando a leucemia de
células T do adulto e outras doencas cronicas. Posteriormente, foi
descrito o virus HTLV-2, porém néo foi estabelecida uma relacéo clinica
com outras doencas. Com isso, a maioria dos casos da infeccado sao
assintomaticas, dificultando o diagndéstico da doenca. No Brasil, a triagem
sorolégica para o HTLV foi incorporada em 1993 como obrigatoria em
bolsas de sangue, sendo critério de exclusdo em caso de positividade.
Em 2009, passou a ser obrigatéria também em doadores e receptores de
orgaos ou tecidos e, em 2024, foi incluido o rastreamento em gestantes
no pré-natal no Sistema unico de Saude (SUS). No Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) sao efetuados somente
0s testes soroldgicos de triagem, que ndo sdo capazes de confirmar e
diferenciar os subtipos, sendo recomendavel que os resultados positivos
na triagem sorolégica sejam confirmados para exclusdo de possiveis
falso-positivos. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e padronizar um ensaio de PCR em tempo real (QPCR) para
a deteccéao e diferenciacdo do HTLV-1, HTLV-2, utilizando os genes POL
e TAX como alvos virais e 0 gene da albumina humana como controle
enddgeno. Para a validacdo analitica e a construcdo da curva padrao foi
utilizado um plasmideo sintético, que permitiu determinar o limite de
deteccado (LoD), a repetibilidade e a reprodutibilidade. O LoD para o alvo
POL foi de 100 copias por reacao, e para o gene TAX, foi de 25 coOpias
por reacdo. A aplicabilidade clinica foi confirmada pela testagem de
amostras de pacientes, no qual o ensaio apresentou uma especificidade
100%. Entretanto, a baixa disponibilidade de amostras positivas dificultou
a analise completa da sensibilidade. Contudo, os resultados demostraram
a eficacia do meétodo, que atualmente encontra-se em processo de
implementacéo no rol dos exames oferecidos pelo HCFMB.

Palavras chaves: Técnicas de diagnostico molecular; Infec¢bes por
HTLV-1; Infeccéo por HTLV-2



ABSTRACT

The human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) was the first retrovirus
associated with cancer in humans, causing adult T-cell leukemia as well
as other chronic diseases. Subsequently, HTLV-2 was described;
however, no clear clinical association with other diaseases has been
established. As a result, most HTLV-2 cases remain asymptomatic, wich
hinders disease diagnosis. In Brazil, serological screening for HTLV was
introduced in 1993 as a mandatory test for all blood donations, being a
criterion for exclusion in cases of positivity. In 2009, screening also
became mandatory for organ and tissue donors and recipients, and in
2024, prenatal screening for pregnant women was included in the
Sistema Unico de Saude (SUS). At the Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) only serological screening
tests are performed, which are not able to confirm infection or differentiate
between viral subtypes. However, it is recommended that positive
serological results undergo confirmatory in order to exclude possible false
positives. As such context, the aim of the present study was to develop
and stardardize a real-time PCR (qPCR) assay for the detection and
differentiation of HTLV-1 andHTLV-2 targeting the viral pol and tax gene,
with the human albumin gene used as an endogenous control. For
analytical validation and standard curve construction, a synthetic plasmid
was employed, allowing the determination of the limit of detection (LoD),
as well as the assessment of repeatability and reproducibility. The LoD
was established at 100 copies per reaction for the pol target and 25
copies per reaction for the tax gene. Clinical applicability was confirmed
throught the testing of patient samples, in which the assay demonstrated
100% specificity. However, the limited availability of positive samples
hindered a complete analysis of sensitivity. Nevertheless, the results
demonstrated the effectiveness of the method, wich is currently in the
process of being implemented among the diagnostic assays offered at
HCFMB.

Keywords: Molecular diagnostic techniques; HTLV-1 infections; HTLV-2

infection.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO E CLASSIFICACAO

O virus da leucemia de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) foi o
primeiro retrovirus associado a cancer em humanos, tendo sido isolado de um

L2 Além de causar a

paciente com linffoma cutidnea de células T
leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL), o HTLV-1 foi identificado como
causador de véarias doencas crbnicas, como a mielopatia/ paraparesia
espastica tropical associada ao HTLV-1(HAM/TSP), a uveite associada ao
HTLV-1 e a dermatite associada ao HTLV * *. Posteriormente, foi descrito o
virus HTLV-2, a partir de um paciente com tricoleucemia de células T °, e os
virus HTLV-3 e HTLV-4 foram encontrados em individuos isolados de
Camardes na Africa Central ® "8,

O HTLV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirina e
género Deltaretrovirus, e sdo considerados retrovirus envelopados complexos
por expressarem genes regulatérios e acessorios, além dos genes estruturais e
enzimaticos comuns a todos retrovirus * Os genomas de HTLV-1 e HTLV-2
apresentam aproximadamente 9.000 bases, formato esférica com 110

nandmetros *°, duas copias idénticas de RNA fita simples * !

, possuindo os
genes GAG, POL e ENV, além de uma regido proxima a extremidade 3’
conhecida como regido pX, que possui 0s genes reguladores TAX e REX %

As proteinas e enzimas sdo codificadas por regifes especificas do
genoma (Figura 1). O gene ENV codifica as proteinas do envelope e
transmembranas (gp46 e gp21), o gene GAG codifica as proteinas estruturais
da matriz (p19), capsideo (p24) e nucleocapsideo (p15), enquanto o gene POL,
estd envolvido na codificacdo das enzimas protease, transcriptase reversa, e
integrase que desempenham um papel na sintese do DNA viral a partir do RNA
gendmico, sendo essenciais para o0 inicio e a continuacdo do ciclo de
replicagcdo dos retrovirus, permitindo também a integragdo do DNA viral no
genoma da célula hospedeira. Ja o gene TAX é responséavel pela codificacdo
das proteinas TAX-1 e TAX-2, sintetizadas respectivamente pelos virus HTLV-1
e HTLV-2. Essas proteinas sédo fundamentais para a replicacédo viral, pois a

12.

proteina TAX-1/-2 ativa a transcricdo do provirus Na regido pX, sao
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codificadas as proteinas acessoérias (p12, p13, p30) que séo responsaveis pela
sinalizagéo de inicio e término da transcricdo **. Além disso, na extremidade 3’
da regido LTR do HTLV-1, o fator HBZ est4 associado a patogénese da

HAM/TSP e da ATLL, atuando na persisténcia e carga viral *** (Figura 2).

Figura 1: Representacé@o esquematica do HTLV

HTLV-1 HIV41
SU gpd6  gp120

™ p21 gpd1
NC  p15 e7
PR pid p10
RT p9s5 P66
IN - p32
MA  p19 p17
CA p24 p24

RNA  Skb 10kb

Fonte:https://highered.mheducation.com/sites/dl/free/0071402357/156712/figurel72_3.h

tm.

Figura 2: Esquema do genoma HTLV-1 e HTLV-2

HTLV-1

T e SR
T D p12
& p13

) p21rex

¢ [ HBZ us
HTLV-2
SLTR mmmp g9 P10 pol o e ILTR

Fonte: Adaptado de ROMANELLI et al., 2013, p. 2
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1.2 TRANSMISSAO DO HTLV

A transmissdo do HTLV ocorre tanto horizontalmente como
verticalmente, sendo que a transmissdo horizontal ocorre por meio da
transfusdo de sangue e hemoderivados, compartihamento de agulhas e
seringas de usuéarios de drogas, transplante de 6rgdos e contato sexual
desprotegido. E a transmissado vertical ocorre durante a gestacdo (da méae
infectada para o filho) ***’.

A transmissao vertical € considerada importante, com prevaléncia de 10
a 25% em areas endémicas '*. Essa transmiss&o pode ocorrer pela placenta,
de forma perinatal ou por meio do aleitamento materno '®* No entanto, a
principal via de transmissdo € a amamentacdo, uma vez que o leite de méaes
soropositivas para o HTLV contém células T infectadas *® ** ?°. Para prevenir a
transmissao vertical, o Ministério da Saude do Brasil recomenda a interrupcao
da amamentac&o em maes com HTLV % 2%

A transmisséo sexual do HTLV ocorre de forma mais eficiente a partir
do homem para a mulher 23, pois o virus atravessa a barreira mucosa por meio
de lesBes na mucosa, infeccéo local ou transcitose de células epiteliais *.

A transmisséo parenteral pode ocorrer por transfusdes de sangue total,
hemoderivados, compartilhamento de agulhas e transplante de 6rgaos. Essa €
uma das formas mais eficientes de transmissdo, com uma taxa de
soroconversdo de 44% 2> '*. No entanto, no Brasil, o0 risco de transmiss&o

parenteral € baixo, devido a sorologia obrigatéria para doadores de sangue e

1.3 REPLICACAO VIRAL

O HTLV-1 e HTLV-2 séo os subtipos mais bem estudados, podendo o
HTLV-1 infectar preferencialmente células CD4+, além de infectar linfocitos B,
células endoteliais, células mieloides, fibroblastos e linfcitos TCD8+ 2" 2% 29 30,
enquanto que o HTLV-2 infecta principalmente T CD8+ 3.

Com excecao da transmissao por sangue, nas vias de transmisséo por

aleitamento materno ou contato sexual, o HTLV precisa atravessar as barreiras
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mucosa oral, gastrointestinal ou cervical, o que pode ocorrer por diferentes
mecanismos. Para isso, 0 virus utiliza diferentes estratégias, como:
transmigracdo de macréfagos infectados pelo epitélio intacto, a incorporacao
dos virions em vesiculas, a liberagcdo de particulas virais na superficie de
células epiteliais e a entrada de células infectadas em areas com mucosa
danificada %,

ApOGs ultrapassar essa barreira, o HTLV pode infectar diretamente
células do sistema imunoldgico ou utilizar células apresentadoras de antigenos
(APCs), como macréfagos e células dendriticas, para disseminacdo ® ° 3%
Essas APCs podem ser diretamente infectadas ou mediar a transinfecgéo,
processo pelo qual transferem virions a outras células suscetiveis. Essa
transferéncia pode ocorrer por varios mecanismos: sinapse virologica *,
condutores celulares ** ou conjuntos virais extracelulares **(Figura 3).

Logo apds o estabelecimento da infeccdo primaria, o virus se replica
por meio da transmissdo célula a célula, ligando a célula alvo por meio de
receptores de superficie celular, como moléculas transportadoras de glicose 1
e proteoglicanos de heparina sulfato 1 *, sendo necessaria a evasdo do

sistema imunolégico para a disseminacdo ®%

Esse processo facilita a
adsorcdo do virus, mediada pela ligacdo de glicoproteinas aos receptores de
membrana dos linfocitos T. Em seguida, ocorre a fusdo da membrana viral com
a célula hospedeira, permitindo a liberacdo do cerne viral no citoplasma. Com
ISSO, a transcriptase reversa sintetiza uma fita de DNA complementar (cCDNA),
que, através da acao da enzima integrase viral, € incorporada ao DNA celular,
formando o provirus integrado. A partir do DNA provirus como molde, ocorre a
sintese do RNA viral, do RNA gendmico e RNA mensageiro que é responsavel
pela sintese das proteinas do capsideo e do envelope viral. O RNA viral é
empacotado, seguido pela montagem do capsideo e pelo brotamento do virus.
No final do processo ocorre a maturacdo, que torna a particula viral madura e

capaz de infectar novas células ** *
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Figura 3: Modelo de replicacao viral do HTLV-1
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1.4 EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia do HTLV-1 e HTLV-2 variam conforme a localizacao
geografica, fatores epidemiolégicos e populacdes especificas, como gestantes,
doadores de sangue e individuos coinfectados. O HTLV-1 é endémico na
América do Sul, Japdo, Caribe, Africa, além de regides do Oriente Médio e

Melanésia, com uma estimativa entre 15 a 20 milh6es de pessoas infectadas
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em todo o mundo "8, No entanto, esses nimeros baseiam-se em estudos em
areas endémicas, assim 0 numero de infectados, principalmente
assintomaticos, pode ser muito maior. J& o HTLV-2 foi identificado em &reas
urbanas das Américas, Europa e Asia, especialmente entre usuarios de drogas
e populacdes indigenas da América Latina 2% 3°,

O Japéo foi uma das primeiras regides identificadas como endémicas para
0 HTLV-1 ** No mesmo periodo, também foi relatada uma alta soroprevaléncia
do virus em paises da Africa e da Asia. Dessa forma, tanto o Jap&o quanto a
Africa podem ser considerados locais com o maior nimero de infectados pelo

HTLV-1 ** Na América do Sul, a presenca do virus é significativa **. (Figura 4).

Figura 4: Areas endémicas para o HTLV-1
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Fonte: Gessain e Cassar, 2012

No Brasil estima-se aproximadamente 2,5 milhdes de brasileiros
infectados pelo HTLV-1, tornando o Brasil o pais com o maior nimero absoluto
de individuos convivendo com o virus ¥ *8. O HTLV-2 também est& presente
no pais, sendo predominantemente encontrado entre popula¢des indigenas da
Amazonia brasileira, o que faz da regido uma das maiores areas endémicas
para o HTLV-2 no mundo * %,

O HTLV-1 foi identificado pela primeira vez na cidade de Campo

Grande, em um grupo de imigrantes de japoneses provenientes de uma regiao
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altamente endémica **. Mais tarde, a infeccdo pelo HTLV também foi detectada
entre povos indigenas brasileiros ** %4,

A partir de 1993, a deteccdo de HTLV foi incorporada a triagem
sorologica obrigatéria realizada em bolsas de sangue, sendo, portanto critério
de exclusdo em caso de positividade ?°. Essa medida permitiu a realizacéo de
estudos sobre a prevaléncia do virus, contribuindo no entendimento do virus **.

Entre 2012 e 2018, a Unidade Federativa da Bahia implementou a
notificacdo compulséria, resultando no registro de 2.486 casos de infeccéo pelo
virus. Outros estudos foram realizados em doadores de sangue de 12 estados
brasileiros, nos quais foram encontradas taxas mais altas nas regides Norte e
Nordeste, com prevaléncias de 0,48% na Bahia *° e 0,46% no Acre.
Especificamente em Salvador, a prevaléncia na populacdo geral é de
aproximadamente 1,48% %3, e nas gestantes a taxa foi de cerca de 1,05% “°.

J&, na regido Sul, as prevaléncias foram menores, registrando 0,10%
em S&o Paulo e 0,03% em Santa Catarina, demostrando uma distribuicéo
heterogénea nas taxas de prevaléncia para HTLV-1/2 “°.

Além disso, estudos realizados na regido Central do Brasil, nos estados
de Goids e Mato Grosso do Sul, identificaram uma prevaléncia de 0,5% do
HTLV-1 em assentamentos remanescentes de quilombos 3% 4.

A prevaléncia nas populacfes vulneraveis também é elevada no Brasil,
sendo esse grupo composto por usudrios de drogas, profissionais do sexo,
parceiros sexuais de portadores de HTLV, pacientes que receberam transfuséo
sanguineas antes de 1993, pacientes imunossuprimidos e individuos com
outras doencas infecciosas, como HIV, HCV e HBV que apresentam
prevaléncia variando de 0,7% a 5,3% ¢ 4849,

No Brasil, a infec¢éo pelo HTLV-1/-2 foi incluida na lista de notificagdo
compulsoria para gestante, puérpera e em crianga com risco de transmissao
vertical. Além disso, a testagem soroldgica foi ampliada para gestantes durante
o pré-natal em 2024. Essas acdes representam avangos na prevencao, com a
adocao de estratégias para reduzir a transmissdo, permitindo estimar o nimero

de pessoas infectadas e aprimorar o atendimento dessa populagdo **°*,
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1.5 COINFECOES

As taxas de coinfeccdo HIV/HTLV variam geograficamente, seguindo
uma distribuicdo semelhante ao do HTLV-1. As coinfec¢cdes atingem
principalmente a populacdo mais vulneravel, como os usuarios de drogas
injetaveis. Na Bahia, 16% dos pacientes com HIV, apresentam coinfec¢cdo com
0 HTLV. A coinfecgédo do HIV/HTLV-1 acelera a evolucdo da AIDS, diminuindo
a expectativa de vida dos pacientes, enquanto a coinfeccdo do HIV/HTLV-2
pode oferecer protecdo contra a progressdo da AIDS °?, provavelmente pela
producédo de citocinas que bloqueiam o correceptor CCR5 do HIV ** >* além
disso, estudos demostram que o proteina Tax-2 tem maior capacidade de inibir
a replicacéo do HIV-1 em comparacdo ao Tax-1 >

As coinfec¢des pelos virus da hepatite B e C ainda estdo sendo
estudadas cientificamente, apresentando resultados divergentes no caso da
coinfeccdo HCV/HTLV. Estudos realizados no Japé&o indicaram que pacientes
coinfectados por HCV/HTLV-1 apresentam maior ocorréncia de lesdes
hepaticas *°. No entanto, em contraste com estudos brasileiros, pacientes
coinfectados por HIV-1/HTLV-1/HCV demonstraram menor evolucdo para
lesBes hepaticas, demonstrando um possivel efeito protetor do HTLV-1. Uma
explicacdo possivel para esses resultados divergentes sédo as diferencas entre
as populacdes estudadas *’. J& a coinfeccdo HIV-1/HTLV-1/HBV ainda é pouco
compreendida .

Consistente com os resultados encontrados na coinfecgdo HCV/HTLV-
1, pacientes coinfectados com HCV/HTLV-2 apresentaram menor carga viral
para o HCV em estudos conduzidos em S&o Paulo. No entanto, nos EUA,
pacientes coinfectados por HCV/HIV e HCV/HIV/HTLV-2 apresentaram maior
carga viral para o HCV. Essas divergéncias podem estar relacionadas a origem
genética dos pacientes ou aos diferentes subtipos de HTLV-2 que circulam no

Brasil e nos EUA *’.

1.6 ASPECTOS CLINICOS DA INFECCAO PELO HTLV

A maioria dos individuos infectados pelo HTLV-1 permanece

assintomatica; no entanto, entre 5% e 10% desenvolvem manifestacbes
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clinicas *°. As doencas associadas ao HTLV-1 podem ser inflamatérias, como
mielopatia, uveite, dermatite, conjuntivite, artrite e alveolite; infecciosas,
incluindo estrongiloidiase, escabiose, dermatite infectiva e tuberculose; ou
neoplasicas'®. As complicacbes mais graves sdo HAM/ TSP e o ATLL,
geralmente apés um periodo de laténcia de 20 a 30 anos ** °® Por outro lado, o
HTLV-2 ndo esta associado a alteracdes hematologicas, mas eventualmente
tem sido relacionado a disturbios neurolégicos que se assemelha ao HAM/TSP
1261 34 0 HTLV-3 e 0 HTLV-4 ndo apresentam associacdo com doencas
conhecidas .

A HAM/TSP, denominada Mielopatia Associada ao HTLV-
1/Paraparesia Espastica Tropical € uma doenca inflamatéria neurodegenerativa
causada pela proliferacdo e ativacdo de células T infectadas pelo HTLV-1.
Esse processo leva a liberacdo de citocinas (IL-1, IL-6, IL-15, IFN-y e TNF-a),
quimiocinas (CXCL10 e CXCL9) e a infiltragdo de células mononucleares,
resultam em desmielinizagdo cronica, disfuncdo axonal e atrofia da medula
espinhal. Assim, os sintomas da HAM/TSP incluem enfraquecimento
progressivo das extremidades inferiores, dores lombares, incontinéncia urinaria
e distarbios no intestino ®* ®. Atualmente, o tratamento clinico disponivel é
apenas paliativo, ndo havendo tratamentos curativos °°.

A Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL), caracterizada pela
presenca de células leucémicas, que se infiltram em diversas tecidos, como
pele, figado, trato gastrointestinal e pulmdes. Além disso, a doenca esta

associada a hipercalcemia e a infeccdes oportunistas *°

. Geralmente, se
manifesta apés um periodo de laténcia de 20 a 30 anos ®°, sendo que a minoria
dos individuos infectados pelo HTLV-1 evolui para ATLL, pois a
Imunossupressao nesses casos contribui para o surgimento da doenca. Assim,
o sistema imunologico dos pacientes atua no controle da doenca, prevenindo o
desenvolvimento da doenca >°.

Pacientes com ATLL em um estado de imunossupressao severa
tornam-se altamente vulneraveis a infec¢bes oportunistas. Nos casos mais
agressivos, antibioticos sédo administrados para prevenir complicacbes
infecciosas. Dentre as infeccdes oportunistas mais comuns estao
Pneumocystis carinii, Strongyloides stercoralis, aspergilose, candidiase e

pneumonia por citomegalovirus ©’.
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A ATLL é classificada em dois subtipos principais: agressivo e
indolente. O tipo agressivo € caracterizado pelo crescimento rapido das células
leucémicas e inclui as formas aguda e linfoma. J& o tipo indolente tem uma
progressdo mais lenta e abrange as formas cronica e latente ®®. Os pacientes
com a forma agressiva da ATLL apresentam uma sobrevida inferior a um ano,
enquanto aqueles com a forma indolente podem evoluir para uma crise blastica

apos varios anos ®’.

1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial de HTLV divide-se em testes de triagem e
confirmatorios. Os exames de triagem sdo baseados na deteccao de anticorpos
contra HTLV-1/2 no plasma ou soro, sendo: reacdo imunoenzimatica (ELISA,
enzyme linked immunosorbent assay ou EIA, enzyme immunoassay),
aglutinacdo de particulas (PA, particle agglutination) e quimioluminescéncia
(CLIA, chemioluminescent assay). Os testes confirmatérios podem identificar
anticorpos: Western Blot (WB) e imunoensaios em linha (LIA, line
immunoassay). E ainda, testes baseados na amplificacdo do material genético
proviral: reacdo em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction). E
recomendavel que os resultados positivos na triagem soroldgica sejam
confirmados para exclusé@o de possiveis falso-positivos, uma vez que se tratam
de testes com alta sensibilidade *’.

Os testes imunoenzimaticos foram evoluindo ao longo tempo,
permitindo uma melhor sensibilidade e especificidade. Os testes de primeira
geracao utilizavam um lisado viral de HTLV-1 fixado, sendo também aplicados
para HTLV-2, porém apresentava baixa sensibilidade. Ja os testes de segunda
geracado incluiram proteinas recombinantes do envelope viral (gp21) e lisado
viral de HTLV-2, aumentando a sensibilidade para HTLV-1/2. E os testes de
terceira geracao, atualmente utilizados, incorporam proteinas recombinantes e
peptideos sintéticos especificos para HTLV-1/2, melhorando a sensibilidade.

Porém, esses testes ndo permitem diferenciar a infeccdo por HTLV-1 ou HTLV-
2 14, 69, 70.
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O teste de aglutinacdo de particulas foi um dos primeiros a serem
utilizados para diagnosticar o HTLV devido a sua técnica simples e boa
sensibilidade. Porém, no Brasil, ndo é muito utilizado .

Os testes de quimioluminescéncia (CLIA) em plataformas
automatizados tém sido utilizados nos bancos de sangue para triagem
sorolégica. Esses testes detectam o0s anticorpos que interagem com
microparticulas magnéticas, que sdo revestidas com peptideos sintéticos do
HTLV-1 (gp46-1) e HTLV-2 (gp46-I), além de proteinas recombinantes do
envelope (gp21). Apesar de apresentarem alta sensibilidade, eles podem gerar
falso-positivos, principalmente em grupos de baixo risco, como doadores de
sangue, gerando a necessidade da realizacdo de testes confirmatérios "* 272,

Os testes confirmatorios sdo essenciais nos casos de resultado
reagente nos testes de triagem. Assim, um dos métodos mais utilizados para
essa confirmacdo é o Western Blot (WB), que consiste na separacdo de
antigenos virais por eletroforese, em seguida, é realizada a leitura das bandas
especificas ™.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera um resultado
positivo quando ha reatividade para bandas especificas de proteinas do
envelope (g46 e g21 ou gp62/63) e para bandas da regido gag (p19, p24 e p53)
> Porém, algumas amostras apresentam reatividade em determinadas
bandas, mas ndo podem ser considerada como positivas, sendo, classificadas
como indeterminadas. Esses casos indeterminados ndo sao totalmente
compreendidos, acredita-se que alguns individuos possam ter uma resposta
sorologica inadequada, principalmente em pacientes imunossuprimidos. Além
disso, presenca de particulas virais defeituosas, mutacbes e coinfeccdes
podem causar reacdes cruzadas, dificultando a deteccéo do HTLV 247376

Para melhorar o diagndstico, foram adicionadas proteinas
recombinantes do envelope (rgp46-I e rgp46-I1), permitindo diferenciar o HTLV-
1 do HTLV-2. Além disso, o peptideo recombinante GD21 foi incorporado ao
WB na tentativa de reduzir os casos indeterminados (WB 2.4, Genelabs
Diagnostics, Singapore). No entanto, devido ao alto custo e a possibilidade de
casos inconclusivos, o uso do WB apresenta dificuldades **7°.

Outros dois testes podem ser utilizados para a confirmacdo: a

Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e o Imunoensaio em Linha (LIA). A IFI baseia-
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se na interacdo entre os anticorpos da amostra e os antigenos virais fixados
em laminas, apresentando boa sensibilidade e especificidade. No entanto, a
interpretacédo dos resultados pode ser subjetiva, sendo o método utilizado na
confirmacéo de casos com resultados discordantes ' "®. A LIA utiliza uma
membrana de nylon com proteinas recombinantes e peptideos sintéticos do
HTLV-1/-2, apresentando maior sensibilidade do que o WB e reduz os casos
inconclusivos, porém, o alto custo dificulta a sua utilizagéo no Brasil ”°.

No entanto, devido as limitacbes de outros métodos e o HTLV se
caracterizar como provirus, os testes moleculares fornecem um diagndstico
confirmatério e discriminatério, especialmente em casos indeterminados %,
Além disso, as técnicas de PCR apresentam alta sensibilidade e

especificidade, e boa reprodutibilidade 2.

Sendo capaz de diagnosticar a
infeccdo neonatal, uma vez que os anticorpos maternos circulam no recém-
nascido durante os primeiros meses de vida %.

A PCR é um método de amplificagdo exponencial de sequéncias
especificas do genoma, esse processo ocorre devido a acdo de uma enzima
polimerase resistente a variacdes de temperatura. A reacao € especifica devido
a utilizacédo de oligonucleotideos desenhados para amplificar, uma regido alvo
no DNA. O resultado da reacdo é analisado por eletroforese em gel de agarose
ou poliacrilamida. Por sua vez, a técnica de PCR em tempo real proporciona
um resultado mais rapido e sensivel, utilizando o mesmo principio da PCR
convencional, porém a partir do uso de intercalantes de DNA ou sondas
fluorescentes que emitem um sinal luminoso durante a amplificagéo, permitindo
a deteccéo em tempo real pelo equipamento .

Os testes moleculares empregam primers e/ou sondas especificas para
regides do genoma proviral do HTLV-1/2. O HTLYV realiza a transcricéo reversa
de seu genoma de RNA viral em DNA fita dupla, que se integra ao gendmico
do hospedeiro, formando o provirus. Esse provirus serve como molde para a
producdo de novas particulas virais e apresenta a caracteristica de manter o
namero de coépias longo da infecgdo crbnica, ndo por meio da liberacdo de
particulas virais livres, mas pela expanséo clonal e persisténcia de clones de
células T infectadas 3*®°. Por esse motivo o diagnéstico molecular deve ser
realizado a partir do DNA proviral. Porém, resultados falso-negativos podem

ocorrer devido a extracdo de DNA ruim, baixa carga proviral ou presenca de
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particulas defeituosas ou mutadas. No entanto, devido ao menor custo dos
testes moleculares em comparacdo aos testes sorolégicos complementares
(LIA e WB), recomenda-se a sua utilizacao inicial, e se necesséria a utilizagdo
dos testes sorolégicos para amostras com resultados inconclusivos *°.

No entanto, ndo ha testes moleculares disponiveis comercialmente
para o HTLV, além de uma divergéncia nos protocolos, regides do genoma,
primers e sondas, plataformas, reagentes e definicdo de casos positivos .
Com isso, alguns grupos de pesquisa desenvolveram protocolos para o
diagnéstico molecular, para deteccdo e identificacdo de HTLV-1/-2 808
Ensaios multiplex quantitativos de PCR em tempo HTLV, visando os genes
POL e TAX, demonstraram viabilidade no diagndstico e discriminacdo do
HTLV-1 e HTLV-2 %,

Portanto, os testes sorolégicos de triagem ndo diferenciam se a
infeccdo é causada por HTLV-1 ou HTLV-2, sendo necessérios testes de
elevada especificidade para a diferenciacao, principalmente, por doengcas como
HAM e ATLL causadas pelo HTLV-1 terem alta morbidade e mortalidade “°. A
implantacdo de um teste diagnostico molecular para deteccdo de HTLV-1 e
HTLV-2 no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(HCFMB) possibilitard a confirmacgéo e a definicdo do tipo viral, proporcionando
melhorias no tratamento dos individuos infectados. Com tal perspectiva, este
trabalho otimizou o teste descrito por Gongalves et al., (2022), de forma a obter
reducdo de custos em todo o fluxo de trabalho envolvido, adequando-o a

necessidade local do HCFMB.
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