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RESUMO

Os virus linfotropicos de células T humanas do tipo | (HTLV-I) e do tipo I
(HTLV-Il) sdo retrovirus humanos que causam destruicdo e/ou transformacédo nos
linfécitos T. A transmissdo ocorre através de relacbes sexuais, transfusdes
sanguineas e produtos hemoderivados, agulhas e seringas contaminadas, da mée
infectada para seu filho, especialmente através do aleitamento materno. No Brasil,
cerca de 750.000 pessoas sobrevivem com o virus. O diagnostico da infecgdo pelo
HTLV-I/1l é feito, habitualmente, com testes soroldgicos, baseados na pesquisa de
anticorpos contra antigenos do virus presentes no soro do individuo infectado. Como
0s genomas provirais do HTLV-l e HTLV-ll exibem grande homologia, ha uma
expressiva sororeatividade cruzada. Assim, em muitos casos, a deteccdo de
anticorpos anti-HTLV-I/ll embora caracterize a infeccédo viral, ndo permite que se
estabeleca a distincdo entre ambos os agentes. Os testes moleculares empregados
para o diagnéstico dos virus HTLV-I/ll, baseiam-se na pesquisa de seqliéncias
genbmicas provirais permitindo, com isso, o diagnostico da infeccdo pelo antes do
aparecimento de qualquer sinal ou sintoma. A carga proviral de HTLV em individuos
infectados pode ser determinada através da utilizacdo da PCR em tempo real, uma
técnica mais rgpida e com menor risco de contaminacdo que a PCR simples ou
nested PCR. Para isso, 63 amostras, sendo 33 amostras de individuos com
sorologia reagente para HTLV e 30 amostras de doadores de sangue da Fundacé&o
HEMOPE foram analisadas para identificacdo do tipo viral (I ou Il) e determinacéo da
carga proviral. A sensibilidade da PCR qualitativa, para identificacéo do tipo viral, em
relacdo a sorologia foi de 87,5% (IC 95%: 70,1 — 95,9%) e a especificidade foi de
100% (IC 95%: 85,9 — 100,0%). J& a sensibilidade e especificidade da PCR em
tempo real foram de 100% (IC 95%: 86,7 — 100,0%) e 96,67% (IC 95%: 80,9 —
99,8%), respectivamente. A carga proviral dos individuos reagentes na sorologia
variou entre 13 cépias/ 10° células PBMC e 343820 copias/ 10° células PBMC.
Nosso estudo também observou que os individuos com PET/MAH tiveram carga
proviral mais elevada que a dos individuos assintomaticos. A utilizacdo da PCR em
tempo real na rotina de monitoramento clinico dos individuos infectados permitird um
papel relevante na identificacdo do virus e na determinacdo simultdnea da carga
proviral, contribuindo para direcionar um tratamento adequado.

Palavras-chave: HTLV-I, PCR em tempo real, carga proviral.



ABSTRACT

The human lymphotropic T cell virus type | (HTLV-I) or type Il (HTLV-II) are
human retrovirus that cause the destruction or transformation of the T lymphocytes.
Its transmission occurs through sexual intercourse, blood and hemocomponents
transfusions, contaminated needles and syringes, from mother to child, especially
through breast feeding. In Brazil, 750000 people live with the infection. The diagnosis
of the HTLV-I-Il infection is usually done by serologic tests based on the detection of
antibodies against viral antigens in the infected serum. Since the proviral genomes of
the HTLV-I and HTLV-II have great homology, there is an expressive cross reactivity.
Therefore, in many cases, although the detection of HTLV antibodies characterizes
the viral infection, it does not allow the establishment of the viral type. Molecular tests
used to diagnose the HTLV-I/ll viruses are based on the search of the proviral
genomic sequences, and allow the diagnoses of the infection before the appearance
of any sign or symptom. The HTLV proviral load in infected individuals can be
determined through real time PCR, a faster and less contaminating method than the
simple PCR or the nested PCR. We analyzed 63 samples, from the Fundacé&o
HEMOPE, which 33 were samples from HTLV seropositive individuals and 30
samples from blood donors, to determine the viral type and the proviral load. The
qualitative PCR sensitivity in comparison to the serologic test (ELISA) was 87,5% (IC
95%: 70,1 — 95,9%) and the specificity 100% (IC 95%: 85,9 — 100,0%). The real time
PCR sensitivity and specificity in comparison to the serologic test (ELISA) was 100%
(IC 95%: 86,7 — 100,0%) e 96,67% (IC 95%: 80,9 — 99,8%) respectively. The
seropositive individuals proviral load ranged from 13 to 343820 copies/10° PBMC
cells. Our study also observed that individuals with TSP/HAM had higher proviral load
than those asymptomatic ones. The use of real time PCR in the clinical routine tests
of the infected individuals will have a relevant role in the identification of the virus
type and the determination of the proviral load, allowing an adequate treatment.

Key words: HTLV-I, Real time PCR, proviral load.
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1 INTRODUGAO

1.1 Caracteristicas dos virus linfotropicos de células T humanas

(HTLV-Il) sdo retrovirus humanos geneticamente relacionados, pertencentes a

Os virus linfotropicos de células T humanas do tipo | (HTLV-I) e do tipo Il

by

subfamilia Oncovirinae. Sdo constituidos de particulas esféricas, compostas de

core central elétron e envelope externo glicoprotéico. A por¢cao central do virion

contém duas copias de RNA (acido ribonucléico) de fita Unica de cadeias positivas

(contendo 9 quilobases), as enzimas transcriptase reversa, protease e integrase,

as proteinas da matriz viral e o capsideo protéico (Figura 1) (SEGURADO, 2001;

VERONESI, 2000). O genoma proviral é constituido dos seguintes genes (Figura

2):

env: codifica as proteinas externas do envelope (a precursora gp61/68 e
sua derivada gp46) e a proteina transmembrana (gp21);

pol: codifica as enzimas transcriptase reversa (p99), Rnase, endonuclease
e protease;

gag: codifica as proteinas do core viral (a precursora p52 e suas derivadas
pl5, pl9 e p24);

tax: codifica a proteina p40™ transativadora do segmento LTR (Long
Terminal Repeat) e de genes da célula eucariotica infectada;

rex: codifica a proteina p27', reguladora pés-transcricional da sintese de
proteinas estruturais do virus;

segmento LTR: presente nas extremidades do genoma proviral, contém as
regides reguladoras da transcrigao viral;

genes de funcgéo ainda pouco conhecida, rof e tof.
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Fonte: Veronesi (2000)
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Figura 1 - Representagdo esquemética da estrutura de um retrovirus humano.
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Figura 2 - Representacdo do genoma completo do HTLV-I (NATIONAL CENTER FOR

BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 1998).
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Os produtos da codificagdo desses genes provocam a producdo de
anticorpos especificos, permitindo as suas pesquisas por métodos soroldgicos.
(SEGURADO, 2001).

Os genomas provirais do HTLV-1 e HTLV-II exibem homologia genética de
65% e, no curso de suas infec¢des, ha codificacdo de produtos génicos
semelhantes (SODROSKI et al., 1984).

1.2 Aspectos clinicos e epidemiolégicos dos virus HTLV-l e Il

Os virus HTLV-I/lIl infectam, geralmente, células CD3 e CD4, causando
destruicdo e/ou transformacéo nos linfécitos T (SEGURADO, 2001). A transmissao
ocorre através de relagbes sexuais (MURPHY et al.,, 1989), transfusdes
sanguineas e produtos hemoderivados (SULLIVAN et al., 1991), agulhas e
seringas contaminadas (ROSENBLAT et al.,, 1990), da méae infectada para seu
filho, especialmente através do aleitamento materno (SAGY et al., 1990).

Apesar da infec¢do pelo virus se instalar principalmente na infancia, o
desenvolvimento da doenca ocorre em adultos ap0s a quarta década de vida
(BRASIL, 2003)

O HTLV-l tem sido associado a duas doencas: Leucemia/Linfoma de
células T do Adulto (ATLL) e Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada
ao HTLV-l (PET/MAH), a qual leva a reducdo gradual da forca muscular dos
membros inferiores e queixas sensitivas leves do tipo parestesia nas pernas e nos
pés (VERONESI, 2000). Relatos de casos tém mostrado a participacdo do HTLV-
Il em casos de mielopatias cronicas, clinicamente semelhantes aos de PET/MAH
(HJELLE et al., 1992).

O virus HTLV-I apresenta soroprevaléncias mais elevadas no sul do Japéo
(18% da populagéo com anticorpos anti-HTLV-I circulantes) (MOROFUGI-HIRATA
et al., 1993), na regido sudeste dos Estados Unidos (CANAVAGGIO et al., 1990),
nas ilhas do Caribe (WATTEL et al., 1992), na América Central e na do Sul
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(TRUJILLO et al., 1992), em regides da Africa habitada por pigmeus e, ainda, na
Melanésia (GOUBAU et al., 1993; YANAGIHARA et al., 1990).

JA& o HTLV-Il tem sido encontrado nos Estados Unidos, nos paises
europeus, na América do Sul e no Vietna (KHABBAZ et al., 1991; ZANETTI;
GALLI, 1992). Altas prevaléncias de anticorpos anti-HTLV-Il também tém sido
encontradas em populacdes indigenas das Américas.

No Brasil, as infecgbes pelo HTLV-I e Il foram demonstradas em varios
estudos (CORTES et al., 1989; MOREIRA et al., 1993; CASSEB et al., 1994;
GALVAO-CASTRO et al., 1997; CATALAN-SOARES et al., 2005). Nestes estudos,
as populacbes de risco foram identificadas como pacientes com AIDS,
homossexuais, prostitutas, doadores de sangue, pacientes poli transfundidos e
entre pacientes com linfomas e/ou com neuropatias periféricas (POMBO DE
OLIVEIRA et al., 1999; ARAUJO et al., 1998).

Os testes para HTLV-I/Il na triagem soroldgica dos hemocentros foram
introduzidos, primeiramente, no Japdo em 1986, nos Estados Unidos em 1988, e
no Brasil, apenas, em 1993, com o intuito de impedir a transmisséo transfusional
desses agentes virais em procedimentos hemoterapicos que empregam
hemocomponentes celulares. Dessa maneira, tem-se identificado parcela
significativa de portadores assintomaticos desses retrovirus em nosso meio
(SEGURADO, 2001). Os indices de infeccédo entre doadores tém oscilado entre
0,4/1000 doacbes em Santa Catarina, 7,5/1000 doacdes em Pernambuco e
10/1000 doagdes no Maranhdo (maior indice registrado) (CATALAN-SOARES et
al., 2005) (Figura 3), bastante superiores aos indices encontrados no Canada,
onde a positividade entre doadores é de 0,48/100000 pessoas-ano (CHIAVETTA
et al., 2003).
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Figura 3 — Prevaléncia soroldgica para HTLV-I/ll (/1000 doag¢bes) em doadores de sangue

nas capitais dos estados brasileiros e Distrito Federal.

1.3 Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial da infeccdo pelo HTLV-l e HTLV-Il pode ser
requisitado em diferentes situagdes clinicas (SEGURADO, 2001):

1) frente a um paciente que apresenta sintomas e/ou sinais sugestivos de
doengas causadas por esses retrovirus, para confirmagédo da hipotese
diagnostica clinica;

2) na triagem diagnéstica de individuos expostos ao HTLV-l ou HTLV-II,
como por exemplo, em comunicantes familiares ou parceiros sexuais de

portadores dessas infeccoes;
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3) na triagem compulséria de doadores assintomaticos de sangue ou

orgaos.

1.3.1 Diagnostico sorolégico

O diagndstico da infecgédo pelo HTLV-I/Il é feito, habitualmente, com testes
sorolégicos, baseados na pesquisa de anticorpos contra antigenos dos virus
presentes no soro do individuo infectado.

Vérios testes para o diagndstico soroldgico da infeccdo pelo HTLV estédo no
mercado, e incluem: i) teste de aglutinacdo de particulas de latex ou gelatina, ii)
ELISA - Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay, iii) RIPA -Radioimunoprecipitacao,
iv) IFI - Imunofluorescéncia Indireta e v) “Western blot”. Esses dois ultimos testes
séo usados como testes confirmatorios.

Devido a grande homologia entre os dois tipos de HTLV, a deteccdo de
anticorpos anti-HTLV-I/ll pelas provas sorolégicas convencionais embora
caracterize a infeccdo viral, ndo permite que se estabeleca o diagndstico
diferencial entre ambos os agentes.

Os testes sorologicos discriminatorios baseiam-se na pesquisa de
anticorpos circulantes voltados a epitopos ndo compartilhados, que sejam
especificos a um tipo de HTLV. Dessa maneira, sdo utilizados ensaios
imunoenzimaticos que utilizam peptideos sintéticos tipo-especificos, como
antigenos (LAL et al., 1991) ou, ainda, “Western blot” modificados, que incorporam
antigenos recombinantes tipo-especificos aos lisados virais totais (HADLOCK et
al., 1992).

No entanto, € importante ressaltar que, em alguns casos, mesmo 0s testes
soroldgicos discriminatérios ndo sao capazes de identificar o tipo de HTLV
responsavel pela infeccdo, dificultando, assim, o correto aconselhamento do
individuo (SEGURADO, 2001; SANTOS et al., 2003). Nesses casos sao indicados
a utilizagéo de testes moleculares.

Além disso, recentemente foram descobertos mais dois tipos de HTLV: o
HTLV-3 e o HTLV-4, que ao serem analisados atraves de testes soroldgicos
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confirmatoérios utilizados atualmente, demonstraram resultados indeterminados ou
falso-positivo HTLV-I, ou falso-positivo HTLV-II (CALATTINI et al., 2005; SWITZER
et al., 2006).

1.3.2 Diagnoéstico molecular

Os testes moleculares empregados para o diagnostico dos virus HTLV-I/II,
baseiam-se na pesquisa de seqUéncias gendmicas provirais em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) lisadas. Empregam-se técnicas de
amplificacdo de segmentos gendmicos, através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Esta técnica é capaz de identificar um Unico fragmento de DNA
e amplifica-lo (multiplica-lo) ao ponto de ser detectado. Com isso, o diagndstico da
infeccdo pelo HTLV ndo depende da resposta de anticorpos e o virus pode ser
detectado antes do aparecimento de qualquer sinal ou sintoma.

A PCR consiste na amplificacdo da sequéncia alvo em 3 etapas:
desnaturacdo do DNA, anelamento dos primers, e polimerizagdo. A deteccao do
produto amplificado € realizada por eletroforese em gel de agarose, com
visualizagao em luz ultravioleta.

Diferentemente de outros retrovirus, a carga viral circulante no sangue de
individuos infectados por HTLV é muito pequena. Portanto, a sua deteccédo por
métodos moleculares é realizada usando-se o DNA como &cido nucléico alvo.

Tém-se buscado amplificar as regides mais conservadas do genoma viral
(pol ou tax) utilizando primers consensuais, capazes de amplificar tanto as
sequéncias de HTLV-lI como HTLV-lIl. Com a finalidade de aumentar tanto a
sensibilidade como a especificidade, pode-se optar pela nested PCR (GALLEGO
et al., 2004) onde se procede uma segunda amplificacao, utilizando como molde o
produto da amplificacdo anterior e um par de primers, que se situe em posicao
interna ou flanqueada na sequéncia do DNA proviral a do par de primers

consensuais empregado na primeira amplificacao.
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A carga proviral de HTLV em individuos infectados pode ser determinada
através da utilizacdo da PCR em tempo real, uma técnica que permite o
acompanhamento continuo da amplificacdo, e com menor risco de contaminagao
gue a PCR simples ou nested PCR (MACKAY et al., 2002). Além disso, permite a
visualizacdo da deteccdo durante a amplificacdo, e vem sendo empregada para
determinacdo da carga proviral do virus HTLV devido a sua rapidez, precisdo e
acuracia.

Diferentes fluoréforos, moléculas que absorvem e emitem luz em um
comprimento de onda especifico, sdo usados na PCR em tempo real, (5'Nuclease,
SYBR® Green, FRET, Molecular Beacons). As mais comuns sédo a 5'Nuclease e
SYBR® Green (MACHAYI et al., 2002).

A 5'Nuclease, também conhecida como TagMan® (Figura 4), usa sondas
fluorogénicas na reacdo de amplificagcdo. A sonda é um oligonucleotideo que
possui um marcador fluorescente reporter no final 5° e um quencher proximo ao
final 3'. Devido a proximidade dos dois no oligonucleotideo, ndo ha emissao de
fluorescéncia. Mas durante a amplificacdo, a sonda que se hibridizou ao produto-
alvo sera clivada pela atividade da exonuclease da enzima Taq DNA polimerase,
separando o reporter do quencher. Assim, ocorrerd um aumento na intensidade de
fluorescéncia, permitindo a quantificacdo do produto-alvo (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2001).
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Figura 4 — Representagcdo esquematica da amplificacdo do DNA utilizando o TagMan®
(RESEARCH INSTITUTE OF VIROLOGY AND BIOMEDICINE).

O SYBR® Green é um corante que quando se liga a moléculas de dupla fita
de DNA, aumenta sua emissao fluorescente (Figura 5). A intensidade dessa
fluorescéncia é proporcional a carga viral inicial do individuo (MACHAY et al.,
2002; NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS,
2001). Uma das desvantagens do uso desse tipo de corante € que ele se liga a
gualquer fita dupla de DNA e ndo apenas ao produto-alvo. Isso pode ser
contornado, analisando-se a curva de dissociagdo do produto. Cada produto tem

pico de temperatura de dissociag¢édo especifico, o que diferencia o produto-alvo de
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produtos inespecificos (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS, 2001).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da amplificacdo do DNA utilizando o SYBR® Green
(SCHIMIDTA, 2004).



Bruna Cavalcanti Arruda PERGUNTA CONDUTORA 22

2 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o desempenho da PCR em tempo real para a quantificagcdo da carga viral
dos individuos infectados pelo virus HTLV-l em nossa regido?
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos tém demonstrado que a carga viral de HTLV-l em pacientes que
apresentam PET/MAH e Leucemia/Linfoma de células T do Adulto é
significativamente maior que a daqueles individuos assintomaticos, o que leva a
crer que ha uma correlacdo entre o desenvolvimento das doencas e a carga viral
(MONTANHEIRO et al., 2005; TAKANOUCHI et al., 2003; DEHEE et al., 2002).

A PCR em tempo real ja apresentou sucesso em quantificacées de outras
doencas (GUBALA, 2005; van der VELDEN et al., 2003; IKEWAKI et al., 2003).
Desse modo, € possivel que a carga viral de individuos infectados por HTLV-I seja
determinada através da mesma.

A utilizacdo desta técnica para obtencdo da carga viral de HTLV-I ird
permitir um melhor monitoramento clinico dos individuos infectados (DEHEE et al.,
2002), assim como podera identificar possiveis variantes virais na regiao (ja que
os primers utilizados sdo de sequéncias mais comuns) e a utilizacdo dos seus
resultados podera prever o inicio de doencas associadas, contribuindo para

direcionar um tratamento adequado.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o desempenho da técnica da PCR em tempo real para o diagnéstico
e quantificacdo da carga proviral dos individuos HTLV-I positivos, face a PCR
qualitativa, visando a sua utilizacdo na rotina laboratorial do Fundacédo de

Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE).

4.2 Especificos

a) ldentificar os individuos portadores do HTLV-I e Il positivos através da
PCR qualitativa.

b) Identificar os individuos portadores do HTLV-I positivos através da PCR
em tempo real.

c) Determinar e comparar a sensibilidade e especificidade de ambas as
técnicas usando o ELISA como padrao ouro.

d) Quantificar a carga proviral de HTLV-l nos individuos selecionados

através da PCR guantitativa em tempo real.
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5 METODOLOGIA

5.1 Populacao de estudo

A populacdo de estudo foi caracterizada por uma amostragem nao
probabilistica de conveniéncia, no periodo de novembro/2006 a abril/2007. A
mesma foi composta por individuos (n=33) com sorologia reagente para
anticorpos anti-HTLV, atendidos no ambulatério da Fundagcdo de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), bem como doadores de sangue (n=30),
sabidamente negativos.

Apds exame clinico-laboratorial padronizado, os individuos com sorologia
reagente no ELISA, teste de rotina utilizado na triagem, foram selecionados para a
realizagdo da PCR qualitativa. Como controle dessa abordagem, utilizamos os
doadores que apresentaram resultados nao regentes.

5.2 Consideragoes éticas

Os individuos envolvidos nesse estudo tiveram participacdo voluntaria e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo 1). Os
pacientes foram avaliados na Unidade de Hematologia do Hospital HEMOPE, no
Ambulatério de Triagem Neonatal com apoio de consultores em Psicologia,
Genética Médica e Servigco Social e responderam a um questionario semi-
estruturado (Anexo 2). Aqueles que apresentaram resultados positivos para HTLV
foram encaminhados para tratamento. O trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisas do CPgAM e HEMOPE (Anexos 3 e 4).
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5.3 Coleta de sangue

O sangue foi coletado em um tubo contendo EDTA como anticoagulante, e
utilizado para separacéo das células PBMC e obtencdo do DNA.

5.4 Obtencao e contagem de células PBMC

O sangue coletado em tubo contendo EDTA foi centrifugado a 300 x g por 7
minutos e o plasma desprezado. O sangue restante diluido com PBS (salina
tamponada com fosfato) 0,01 M, pH 7,2, em igual proporcéo (1:1). Em tubo Falcon
de 15 mL foram colocados 2 mL de Ficoll (Amersham Pharmacia) e o sangue
diluido em PBS depositado lentamente sobre o Ficoll. O tubo foi centrifugado por
30 minutos a 800 x g e em seguida o anel leucocitario formado, coletado e
transferido para outro tubo de 15 mL onde foi lavado mais duas vezes com PBS,
sendo submetido a centrifugacdo por 5 minutos a 300 x g entre as lavagens. O
pellet formado foi ressuspenso com 1 a 3 mL de PBS. Essa suspensao foi
colocada em camara de Newbauer para a contagem das células. Aliquotas
contendo 10° células foram separadas, centrifugadas e o pellet armazenado a —
20°C.

5.5 Extragao do DNA a partir de células PBMC

A extracdo de DNA foi realizada pelo kit “Purification and Extration DNA GFX
Column” (Amersham Pharmacia), seguindo as instru¢oes do fabricante.

As aliquotas contendo 10° células foi adicionado 500 pl de solucéo de
extragdo, misturado por vortex e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente
A mistura foi transferida para a coluna GFX e centrifugada a 5000 x g por 1 minuto

a temperatura ambiente.
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A solucao foi desprezada e a coluna recolocada no tubo. Mais uma vez,
adicionou-se 500 pl de solucdo de extracdo a coluna GFX e centrifugou-se por 1
minuto a 5000 x g a temperatura ambiente. Descartou-se a solugdo esvaziando o
tubo de coleta e colocou-se a coluna no tubo de coleta novamente. Adicionou-se
500 pul de solucéo de lavagem e centrifugou-se por 3 minutos a velocidade total. O
tubo de coleta foi descartado e a coluna GFX transferida para um novo tubo de

esteéril.

Acrescentou-se 200ul de agua bidestilada e autoclavada a coluna GFX,
incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugou-se por 1 minuto a
5000 x g a temperatura ambiente. A coluna GFX foi descartada e o tubo contendo

o DNA extraido armazenado a -20°C.

5.6 Nested PCR qualitativa

O DNA foi submetido a PCR qualitativa, realizada em 2 etapas de amplificacao.
Para o HTLV-I, na primeira amplificacéo, os seguintes primers foram utilizados:

SK110-pol: 5' - CCC TAC AAT CCAACCAGCTCAG-3
SK44-tax: 5' - GAG CCG ATA ACG CGT CCATCG -3

Na segunda amplificacao:

SK248-env: 5'- CTA GTC GAC GCT CCAGGATATGACC -3

SK249-env: 5' - CAG ACC GCC ACC GGT ACCGCTCGG C -3

A mistura da reacao de amplificagcdo para o HTLV-I, com volume final de 20
ul, continha Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, 5 pmol de cada
primer, 0,2 mM de dNTP (concentracdo final de 200 umols para cada
dnucleotideo), 0,5 U de Taq DNA Polimerase e 2 ul do DNA extraido do individuo.
A primeira amplificacdo teve um protocolo de ciclagem: 95°C por 7 minutos
(desnaturacdo), 1 minuto a 95°C, 72°C por 2 minutos e 55°C por 1,5 minuto (35
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ciclos), e, por fim, uma extensdo de 10 minutos a 72°C. J& na segunda
amplificacdo foi utilizada a mesma mistura de reacdo, trocando-se apenas 0S
primers a serem usados e acrescentando-se o 2 ul do amplicon da primeira
amplificacéo, diluido 1:100, seguindo-se uma desnaturagdo inicial de 5 minutos a
94°C; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e 58°C por 1 minuto;
seguido de uma extensdo de 10 minutos a 72°C (LEE et al., 2004, modificado). O
produto esperado era de 466 pb.

Para o HTLV-Il, na primeira amplificagdo, os seguintes primers foram
utilizados:

ET401-env/tax: 5'- CTC CTATTC TGG GAA CAA GGG GGT TT - 3

SK44-tax: 5' - GAG CCG ATA ACG CGT CCATCG - 3

Na segunda amplificacao:

ET403-env/tax: 5' - GGC TGG GGA CTA AAC TGG GAT CCT GG - 3

ET404-env/tax: 5' - CCA AAC ACG TAG ACG GGG GATCC -3

A mistura de reacdo para amplificacdo do HTLV-II, também com volume
final de 20 ul, continha Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 3,0 mM, 5
pmol de cada primer, 0,2 mM de DNTP (concentracéo final de 200 umols para
cada dnucleotideo), 0,2 ul de DMSO, 0,5 U de Taq DNA Polimerase e 2 ul do DNA
extraido do individuo. A primeira e segunda reacfes seguiram a mesma ciclagem
da primeira amplificacdo para HTLV-I. A segunda utilizou a mesma da mistura da
reagdo trocando-se, apenas, 0s primers e utilizando o 2 ul do amplicon, da
primeira amplificacdo, diluido 1:100, de acordo com (LEE et al., 2004, modificado).
O produto final esperado era de 821 pb.
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5.7 PCR em tempo real

5.7.1 Curva padrao

O plasmideo para construcdo da curva padrdo utilizada no experimento foi,
gentiimente, cedido pelo LASP — Laboratério Avancado de Saude Publica do
Centro de Pesquisas Gongalo Muniz na Bahia. Trata-se de um clone com dupla
insercao, contendo uma porcéo do intron 12 do gene da albumina e a regiao pol
do genoma do HTLV-I, contida entre as posicbes 4708 e 4953 (DEHEE et al,.
2002).

5.7.2 Quantificagao do HTLV-l nas amostras

Todas as amostras foram amplificadas em duplicata, utilizando-se os
seguintes primers (DEHEE et al., 2002).

SK110-pol: 5°- CCC TAC AAT CCAACC AGC TCAG -3

SK111-pol: 5°- GTG GTG AAG CTG CCATCG GGT TTT -3

5.7.3 Quantificagao da gene da albumina nas amostras

Todas as amostras foram amplificadas em duplicata, utilizando-se os
seguintes primers (DEHEE et al., 2002).

Alb-S: 5- GCT GTC ATC TCTTGT GGG CTG T-3
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Alb-AS: 5- AAACTC ATG GGAGCTGCTGGTT-3

A mistura da reacdo usada nas duas reacdes utilizou 2 ul do DNA, 10 uM

de cada primer e SYBR® Green Master Mix, em um total de 25 pl de reacao.

Tanto o HTLV-l quanto a albumina, seguiram o seguinte protocolo de
amplificacdo: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C; 15 segundos a 95°C e 1
minuto a 65°C (45 ciclos) e foram amplificados paralelamente no Rotor Gene 3000
(Corbett Life Science), no Laboratério de Virologia do LIKA (Laboratorio de

Imunopatologia Keizo Assami)/UFPE.

A quantificacdo da carga proviral de HTLV-l foi calculada segundo a
seguinte férmula: (média do nimero de copias de HTLV-l / média do numero de
copias da albumina) x 2 x 10° e expressos em nimero de cépias/ 10° células
PBMC (DEHEE et al., 2002).

5.8 Analise dos dados

O limite de deteccdo do DNA utilizando a PCR em tempo real para a
quantificacdo da carga proviral do HTLV-lI foi analisada através de diluicdes
seriadas (10° a 10°). A sensibilidade e a especificidade da PCR em tempo real

foram realizadas de acordo com Ferreira e Avila (2001).

Tabela 1 - Combinacao bindria entre os resultados provaveis obtidos em um determinado teste e o
diagnéstico verdadeiro da doenca.

DOENCA - Diagnéstico verdadeiro

TESTES Presente Ausente

Positivo Positivos verdadeiros Positivos falsos
A B

Negativo Negativos falsos Negativos verdadeiros
C D

Segundo Ferreira & Avila (2001)
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A sensibilidade (S) do teste foi dada pela percentagem de positivos entre 0s
individuos sabidamente chagasicos. A especificidade (E), pela percentagem de

negativos, entre individuos nao chagasicos, conforme as férmulas a seguir:

S= _A E= D
A+C B+D

Foi utilizado o pacote EPI-INFO 6.04 para analise dos dados e calculo de

intervalos de confianga, com grau de confianga de 95%.
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6 RESULTADOS

Foram analisadas 63 amostras: 33 amostras apresentaram sorologia
reagente para HTLV e 30 amostras foram ndo reagentes para HTLV.

O grupo de individuos com sorologia reagente era constituido de 27
mulheres com idade média de 47 anos, e 6 homens com idade média de 48 anos.
O grupo de individuos com sorologia ndo reagente era composto de 26 homens
com idade média de 35 anos e 4 mulheres com idade média de 35 anos.

6.1 PCR Qualitativa para HTLV-l e Il

Os resultados da analise da PCR qualitativa para HTLV (Figuras 5 e 6)
estdo demonstrados na Tabela 2. Todos os individuos com sorologia nédo reagente
(n=30) se mostraram também nédo reagentes na PCR qualitativa. Do grupo de
individuos com sorologia reagente (33), 4 apresentaram resultados nao reagente
na PCR qualitativa e 1 foi diagnosticado como HTLV-II positivo. A sensibilidade da
PCR qualitativa foi de 87,9% (IC 95%: 70,1 — 95,0%) e a especificidade foi de
100% (IC 95%: 85,9 — 100,0%).

Tabela 2 — Resultados da PCR Qualitativa para HTLV

SOROLOGIA REAGENTE PARA HLTV

PCR QUALITATIVA |Reagente Nao reagente
Positivo 29 0
Negativo 4 30
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123 456 7 891011 1213141516

Figura 6 — Amostra representativa da PCR qualitativa para HTLV-I. Linha 1 — padrdo de
peso molecular de 100pb (Biolabs); linhas 2, 3, 10 e 14 — amostras com resultados
negativos; linhas 4 a 9, 11 a 13 — amostras com resultados positivos; linha 15 — controle
positivo e linha 16 — controle negativo.

123456 7 8 91011121314

Figura 7 — Amostra representativa da PCR qualitativa para HTLV-Il. Linha 1 a 11 —
amostras negativas; linha 12 — controle positivos; linha 13 — controle negativo e linha 14 —
padréo de peso molecular de 100pb (Biolabs).
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6.2 Gene da Albumina

A construcao da curva padréo para a albumina foi realizada amplificando-se
diluicdes seriadas do plasmideo, em triplicata, que iam de 10° a 10° cépias/reacado
(Figura 7). Durante a fase exponencial da reacdo, na porcédo linear da curva, o
software do equipamento, coloca o threshold. O ponto da curva que intercepta
esse threshold € chamado de ciclo threshold (C;). A fluorescéncia emitida foi
plotada contra o C; gerando o grafico da curva padrao (Figura 8). O plasmideo
com diluicdo contendo 10° cépias/reacdo tinha um C; de 22,27 (+ 0,23). Cada
produto de amplificacdo tem uma temperatura de dissociagdo especifica. Apos a
amplificacéo, fizemos a dissociacdo dos produtos elevando-se a temperatura. A

temperatura de dissociacdo da albumina foi de 78,9°C (Figura 9).

Marm. Flucra.

| Threshold

u T T u T T T T T
3 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Figura 8 — Am;s)lificagéo da curva padrdo de albumina, mostrando a linha threshold, e os
padrées de 10° a 10°.
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Figura 9 — Regressao linear da curva padrao de albumina.
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Figura 10 —Curva de dissociacdo dos padrbes de albumina.
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6.3 HTLV-I

A construcdo da curva padrdo para HTLV-l também foi realizada
amplificando-se diluices seriadas do plasmideo, em triplicata, que iam de 10° a
10° cépias/reacdo (Figura 10). A fluorescéncia plotada contra o C; gerou o gréafico
da curva padrdo (Figura 11). O plasmideo com diluicdo contendo 10°
cOpias/reacdo tinha um C; de 22,59 (+ 0,09). Apés a amplificacdo, realizamos a
dissociacdo dos produtos elevando-se a temperatura. A temperatura de
dissociacéo do HTLV-I foi de 78,39°C (Figura 12). O limite inferior de deteccdo do

teste foi observado como sendo de 10 copias/reacéo.

Morm. Fluoro.
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Figura 11 — Amplificacéo da curva padrdo de HTLV-I, mostrando a linha threshold, e os
padrdes de 10° a 10°.
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6.4 Carga proviral de HTLV-I

Uma vez calculada a curva padrdo, o software automaticamente fez a
quantificacdo do numero copias de DNA de HTLV-I ou de albumina, relacionando
o C; da amostra com o C; da curva padrdo. Dessa maneira, foi calculada a carga
proviral de HTLV-I pela seguinte férmula: (média do numero de copias de HTLV-I /
média do nimero de cépias da albumina) x 2 x 10°. Os resultados foram

expressos em niimero de cépias/ 10° células PBMC.

A carga proviral dos individuos reagentes na sorologia (n=33) foi
quantificada através da PCR em tempo real. A carga proviral variou entre 13
copias/10° células PBMC e 343820 copias/ 10° células PBMC (Figura 13). Dos 30
individuos que foram nédo reagentes na sorologia, um mostrou uma carga proviral
de 308 copias/10°. A sensibilidade e especificidade da PCR em tempo real foram
de 100% (IC 95%: 86,7 — 100,0%) e 96,67% (IC 95%: 80,9 — 99,8%),
respectivamente (Tabela 3). Analisando os dados obtidos ndo houve diferenca

significativa entre o desempenho da PCR qualitativa e da PCR em tempo real.

Tabela 3 — Resultados da PCR em tempo real (quantitativa) para HTLV-I

SOROLOGIA REAGENTE PARA HLTV

PCR em Tempo Real | Reagente Nao reagente
para HTLV-I

Positivo 32 1

Negativo 0 29
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7 DISCUSSAO

O HTLV (do inglés Human T-cell lymphotropic virus) € um retrovirus com
distribuicdo mundial. Estima-se que haja no mundo, cerca de 15 a 20 milhdes de
pessoas infectadas por ele (PROIETTI et al., 2005). No Brasil, o Ministério da
Saude acredita que 750.000 pessoas sobrevivam com o virus (Brasil, 2003). Em
Pernambuco especificamente, estudo realizado por Catalan-Soares et al. (2005),
identificou taxa de prevaléncia de 7,5 em mil doa¢des de sangue.

A transmissdo do HTLV pode se dar através de transfusdo de sangue
contaminado pelo virus, compartilhamento de objetos cortantes ou perfurantes que
contenham sangue contaminado, pelo leite materno de mée infectada pelo virus
ou, ainda, por meio de relacbes sexuais ndo protegidas (MURPHY et al., 1989;
SULLIVAN et al., 1991; ROSENBLAT et al., 1990; SAGY et al., 1990; BRASIL,
2003; VERONESI et al., 2000).

As principais doencas associadas a infeccdo por HTLV-l sdo a
Leucemia/Linfoma de células T do adulto (ATLL) e a Paraperesia Espastica
Tropical/Mielopatia associada ao HTLV-I (PET/MAH).

Na ATL as manifestacBes clinicas se caracterizam por lesdes de pele
persistentes, hepatoesplenomegalia, presenca de linfocitos em forma de flower
cells, entre outras. A média de idade para aparecimento da doenca € de 40 anos e
a sobrevida desses pacientes, na maioria dos casos, nao ultrapassa 9 meses
(BRASIL, 2003).

A PET/MAH caracteriza-se pelo acometimento progressivo de fraqueza
muscular e espasticidade nos membros inferiores, distirbios de esfincter e
sensitivos (BRASIL, 2003).

Apenas 3 a 5% dos infectados com virus HTLV-I irdo desenvolver algum
tipo de afeccgéao (KAPLAN et al., 1990; BRASIL, 2003; ORLAND et al., 2003).

Desconhece-se a propor¢cdo de pessoas infectadas pelo HTLV-II que irda
desenvolver alguma das doenca associadas, em qualquer época das suas vidas.
Acredita-se, entretanto, que esta propor¢cdo deve ser menor que entre a dos
infectados pelo HTLV-1 (BRASIL, 2003)



Bruna Cavalcanti Arruda DISCUSSAO 41

Todavia, pessoas assintomaticas podem infectar outros individuos, dai a
importancia de se saber quem tem o virus, independentemente de ter ou ndo
algum sintoma.

Uma vez diagnosticada a infeccdo pelo virus, o Ministério da Saude
recomenda que o acompanhamento dos pacientes assintomaticos seja feito de 6
em 6 meses ou de 12 em 12 meses (BRASIL, 2003)

O diagnéstico laboratorial de triagem da infeccao é feito através de exames
sorologicos, principalmente pelo método de ELISA, com confirmacdo através do
método de “Western blot” para definicdo do tipo do virus (I ou II).

Nos casos em que o “Western blot” for inconclusivo (ndo determinar o tipo
do virus), deve utilizar-se os métodos moleculares (BRASIL, 2003; SWITZER et
al., 2006; SANTOS et al., 2003) que se caracterizam, especialmente o PCR, pela
elevada especificidade (GALLEGO et al., 2004).

A PCR em tempo real permite a deteccdo e quantificacdo de sequéncias
alvo pela medida continua do acumulo ou redugdo dos sinais de fluorescéncia
durante a amplificacdo da reacédo. Ela € realizada em sistema fechado, diminuindo
o risco de contaminacdo e eliminando a etapa de eletroforese em gel como na
PCR comum (GUNSON et al.,, 2006). Durante a PCR em tempo real, mais
precisamente durante o anelamento dos primers e a extensdo da sequéncia alvo,
guantidades maiores de SYBR® Green ligam-se as fitas duplas de DNA
sintetizadas, o que leva a um aumento de emissao de fluorescéncia. Quando o
DNA é novamente desnaturado no ciclo da PCR, o SYBR Green desprende-se,
diminuindo a emisséo de fluorescéncia (WATZINGER et al., 2006).

Segundo Gunson et al. (2006) essa propriedade do SYBR® Green de ligar-
se a fitas duplas tem vantagens e desvantagens. Ela permite que haja pequenos
erros de pareamento de bases durante a extensao, porém, mesmo assim, é capaz
de ligar-se e emitir fluorescéncia. Isso é de grande valia quando estudamos virus,
pois mesmo mutacdes ou mudancas em sequéncias de regides conservadas
podem levar a erros de pareamento de sondas, ocasionando resultados falso-

negativos. Com o SYBR® Green esta possibilidade ainda existe, mas € bastante
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reduzida se comparada a ensaios que utilizam sondas. Contudo, essa mesma
propriedade de ligar-se a qualquer dupla fita diminui a especificidade da reacéo.
Pode ocorrer emissdo de fluorescéncia mesmo quando a amostra é negativa
devido a ligacdo do SYBR® Green a dimeros de primer (GUNSON et al., 2006;
WATZINGER et al.,, 2006). Para evitar erros de analise, utilizamos a curva de
dissociacdo, a qual permite discriminar tamanhos de amplicons de dimeros de
primers.

A utilizagdo do SYBR® Green, no nosso estudo, foi baseada no fato de ser
um ensaio de menor custo, e de ndo necessitar de uma sonda especifica. Os
primers utilizados amplificam a regido pol do virus HTLV-Il, por ser uma regido
conservada e ja ser utilizada para a pesquisa de virus em varios estudos
(TOSSWILL et al., 1998; MONTANHEIRO et al., 2005; DEHEE et al., 2002).

A construcdo da curva padrao de HTLV-I foi realizada através de diluicdes
seriadas do plasmideo, que iam de 10° a 10°% Apés a realizacdo da PCR em
tempo real com as diluicbes em triplicatas, observou-se um limite inferior de
deteccéo de 10 copias/reacdo, onde a diluicdo de 10° cépias teve um C; de 22,59,
confirmando resultados anteriores de Lee et al. 2004.

No grupo com sorologia n&do reagente para HTLV, nosso controle, todos os
30 individuos também se mostraram nao reagente na PCR qualitativa. Entretanto,
um deles obteve na PCR em tempo real uma carga proviral de 308 cépias/ 10°
PBMC. Os testes da PCR qualitativa e da PCR em tempo real foram repetidos e
os resultados foram reprodutiveis.

Os resultados da carga proviral dos individuos com sorologia reagente
variou entre 13 a 343820 cépias/ 10° PBMC, resultados esses corroborados por
outros estudos (LEE et al,. 2004; NAGAI et al., 1998; MATSUZAKI et al., 2001).

Em consonancia com outros (MONTANHEIRO et al., 2005; MATSUZAKI et
al., 2001; NAGAI et al., 1998), nosso estudo também observou que os individuos
com PET/MAH tiveram carga proviral mais elevada que a dos individuos

assintomaticos.
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Todavia, ainda nao foi evidenciado cientificamente que exista uma relacao
inversa, ou seja, que os portadores de HTLV-l com alta carga proviral e sem
doenca clinica estabelecida estejam mais sujeitos a desenvolver as doencas
associadas ao virus. Para isto, conforme sugerido por Montanheiro et al. (2005)
seria necessario um acompanhamento a longo prazo dos portadores
assintométicos.

Caso se estabeleca que os portadores de HTLV-l com carga proviral
elevada sejam mais frequentemente acometidos por leucemias e doencas
neurologicas quando comparados aqueles com baixa carga viral, seremos levados
a questionar a atual orientacdo de acompanhamento do Ministério da Saude que
estaria dando um tratamento uniforme aos desiguais entre si. Nessa
eventualidade, dever-se-ia adotar, em relacdo a eles, uma estratégia de
acompanhamento clinico diferenciada na expectativa de que um diagndstico e
uma terapéutica mais precoces das doencas clinicas possam resultar em melhor

prognaostico.
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8 CONCLUSOES

1. N&o houve diferencga significativa na sensibilidade e na especificidade entre
a PCR qualitativa e a PCR em tempo real na identificagdo do virus HTLV-I.
No entanto, verificou-se a ocorréncia de resultados falso-negativos em
pouco mais de 10% dos testes com PCR qualitativa. Diante da reproducéo
dessa observacdo em amostragem mais ampla, a PCR em tempo real
assumiria um papel relevante na identificacdo do virus e na determinacao

simultanea da carga proviral.

2. O fato da PCR em tempo real identificar o tipo viral indica que essa técnica
podera ser implementada na rotina do HEMOPE, como teste confirmatério
e ainda tera a vantagem de quantificar a carga proviral dos portadores de
HTLV-I.
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APENDICE 1 - QUESTIONARIO
QUESTIONARIO

Projeto: Avaliagao da técnica de PCR em tempo real no diagnoéstico da

infecgao pelo HTLV-I

NOME COMPLETO:

IDADE:

SEXO:

DOADOR: o SIM o NAO

HA QUANTO TEMPO E DOADOR (ANOS)?

JA TEVE ALGUM DIAGNOSTICO DE INFECGAO POR HTLV? o SIM o NAO
QUANDO?

JA FEZ ALGUM TESTE CONFIRMATORIO PARA A INFECGAO POR HTLV?
o Western blot HTLV-I positivo

o Western blot HTLV-I | positivo

o Western blot indeterminado

o Western blot negativo
o PCR HTLV-l positivo
o PCR HTLV-l negativo
o PCR HTLV-Il positivo
o PCR HTLV-Il negativo
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Resumo
No presente estudo, 63 amostra provenientes do Hospital de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) foram analisadas através do ELISA. Os
resultados mostraram que 33 individuos apresentaram solologia reagente para o
HTLV-I, e 30 amostras foram ndo reagentes, constituindo o grupo controle. Essas
amostras foram analisadas para identificagao do tipo viral (I ou Il) e determinacgéo
da carga proviral, utiizando a PCR qualitatva e a PCR em tempo real,
respectivamente. A sensibilidade da PCR qualitativa, para identificacdo do tipo
viral, em relagcdo a sorologia foi de 87,5% (IC 95%: 70,1 — 95,9%) e a
especificidade foi de 100% (IC 95%: 85,9 — 100,0%). Ja& a sensibilidade e
especificidade da PCR em tempo real foram de 100% (IC 95%: 86,7 — 100,0%) e
96,67% (IC 95%: 80,9 — 99,8%), respectivamente. A carga proviral dos individuos
reagentes na sorologia variou entre 13 cépias/ 10° células PBMC e 343820 cépias/
10° células PBMC. Nosso estudo também observou que os individuos com
PET/MAH tiveram carga proviral mais elevada que a dos individuos

assintomaticos.

Palavras chaves: Virus Linfotrépico T Humano. Infeccbes por HTLV-I,

diagnostico molecular, Reagdo em Cadeia da Polimerase.
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Abstract
The HTLV proviral load in infected individuals can be determined through real time
PCR, a faster and less contaminating method than the simple PCR or the nested
PCR. We analyzed 63 samples, from the Fundacdo HEMOPE, which 33 were
samples from HTLV seropositive individuals and 30 samples from blood donors,
negative to HTLV-1, to determine the viral type and the proviral load, by qualitative
PCR and real time PCR, respectively. The qualitative PCR sensitivity in
comparison to the serologic test (ELISA) was 87,5% (IC 95%: 70,1 — 95,9%) and
the specificity 100% (IC 95%: 85,9 — 100,0%). The real time PCR sensitivity and
specificity in comparison to the serologic test (ELISA) was 100% (IC 95%: 86,7 —
100,0%) e 96,67% (IC 95%: 80,9 — 99,8%) respectively. The seropositive
individuals proviral load ranged from 13 to 343820 copies/10° PBMC cells. Our
study also observed that individuals with TSP/HAM had higher proviral load than
those asymptomatic ones. The use of real time PCR in the clinical routine tests of
the infected individuals will have a relevant role in the identification of the virus type

and the determination of the proviral load, allowing an adequate treatment.

Key words: Human T-cell lymphotropic virus, HTLV-l infections, molecular

diagnosis, Polimerase Chain Reaction.
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Introducgao

Os testes para HTLV-I/Il na triagem soroldgica dos hemocentros foram
introduzidos primeiramente no Japao em 1986, nos Estados Unidos em 1988, e no
Brasil apenas em 1993, com o intuito de impedir a transmisséo transfusional
desses agentes virais em procedimentos hemoterapicos que empregam
hemocomponentes celulares. Dessa maneira, tem-se identificado parcela
significativa de portadores assintomaticos desses retrovirus em nosso meio
(SEGURADO, 2001). Os indices de infeccédo entre doadores tém oscilado entre
0,4/1000 doacbes em Santa Catarina, 7,5/1000 doacdes em Pernambuco e
10/1000 doagdes no Maranhdo (maior indice registrado) (CATALAN-SOARES et
al. 2005), bastante superiores aos indices encontrados no Canada, onde a
positividade entre doadores € de 0,48/100000 pessoas-ano (CHIAVETTA et al.
2003).

O diagnéstico laboratorial da infeccdo pelo HTLV-l e HTLV-Il pode ser
requisitado em diferentes situacdes clinicas (SEGURADO, 2001): i) frente a um
paciente que apresenta sintomas e/ou sinais sugestivos de doencas causadas por
esses retrovirus, para confirmacédo da hipotese diagndstica clinica; ii) na triagem
diagnostica de individuos expostos ao HTLV-I ou HTLV-Il, como por exemplo, em
comunicantes familiares ou parceiros sexuais de portadores dessas infecgdes; iii)
na triagem compulsoria de doadores assintomaticos de sangue ou 6rgaos.

O diagnéstico da infeccdo pelo HTLV-I/II € feito habitualmente com testes
soroldgicos baseados na pesquisa de anticorpos contra antigenos dos virus
presentes no soro do individuo infectado. Varios testes para o diagndstico
soroldgico da infeccdo pelo HTLV estdo disponiveis no mercado, e incluem: i)
teste de aglutinacdo de particulas de latex ou gelatina; ii) ELISA-Enzyme-Linked-
Immunosorbent Assay; iii) RIPA-Radioimunoprecipitacao; iv) IFI-
Imunofluorescéncia Indireta e v) Western Blot. Os dois Ultimos sdo usados como
testes confirmatorios.

Devido a grande homologia entre os dois tipos de HTLV a deteccdo de
anticorpos anti-HTLV-I/ll pelas provas sorolégicas convencionais, embora

caracterize a infeccdo viral, ndo permite que se estabeleca o diagndstico
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diferencial entre ambos o0s agentes. Os testes soroldgicos discriminatorios
baseiam-se na pesquisa de anticorpos circulantes voltados a epitopos néao
compartilhados, que sejam especificos a um tipo de HTLV. Dessa maneira, séo
utilizados ensaios imunoenzimaticos que utilizam peptideos sintéticos tipo-
especificos como antigenos (LAL et al. 1991), ou ainda Western blot modificados,
gue incorporam antigenos recombinantes tipo-especificos aos lisados virais totais
(HADLOCK et al. 1992). No entanto, é importante ressaltar que em alguns casos,
mesmo 0s testes soroldgicos discriminatorios ndo sao capazes de identificar o tipo
de HTLV responsavel pela infeccdo, dificultando assim o correto aconselhamento
do individuo (SEGURADO, 2001; SANTOS et al. 2003).

Além disso, recentemente foram descobertos mais dois tipos de HTLV: o
HTLV-3 e o HTLV-4, que ao serem analisados atraves de testes soroldgicos
confirmatorios utilizados atualmente, demonstraram resultados indeterminados ou
falso-positivo HTLV-I ou falso-positivo HTLV-1l (CALATTINI et al. 2005; SWITZER
et al. 2006)

Os testes moleculares empregados para o diagnostico dos virus HTLV-I/II
baseiam-se na pesquisa de seqUéncias gendmicas provirais em células
mononucleares periféricas (PBMC) lisadas. Diferentemente de outros retrovirus, a
carga viral circulante no sangue de individuos infectados por HTLV é muito
pequena. Portanto, a sua detecgdo por métodos moleculares é realizada usando-
se o DNA como &cido nucléico alvo.

Tém-se buscado amplificar as regides mais conservadas do genoma viral
(pol ou tax) utilizando primers consensuais, capazes de amplificar tanto as
sequéncias de HTLV-l como HTLV-Il. A carga proviral de HTLV em individuos
infectados pode ser determinada através da utilizacdo da PCR em tempo real,
uma técnica mais rapida e com menor risco de contaminacdo que a PCR simples
ou nested PCR, pois a amplificacdo e a quantificacdo podem ser realizadas em
um unico tubo fechado (MACKAY et al. 2002). Além disso, permite a visualizacdo
da deteccdo durante a amplificacdo, e vem sendo empregada para determinagéo

da carga viral do virus HTLV devido a sua rapidez, precisao e acuracia.
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho da PCR em
tempo real no diagnéstico do HTLV-1, visando sua utilizagdo na rotina laboratorial
do HEMOPE.

MATERIAIS E METODOS

Populacao de estudo — A populacdo de estudo foi caracterizada por uma
amostragem ndo probabilistica de conveniéncia, no periodo de novembro/2006 a
abril/2007. A mesma foi composta por individuos com sorologia reagente (n=33)
para anticorpos anti-HTLV, atendidos no ambulatério da Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), bem como doadores de
sangue (n=30) da mesma Instituicao.

Apébs exame clinico-laboratorial padronizado, dos individuos com sorologia
reagente no ELISA, teste de rotina utilizado na triagem, foram selecionados para a
realizacdo da PCR qualitativa. Como controle dessa abordagem, utilizamos os
doadores que apresentaram resultados néao regentes.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do CPgAM e
HEMOPE entro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM/FIOCRUZ). Os
pacientes foram avaliados pelo médico responsavel pela Unidade de Hematologia
do Hospital HEMOPE, com apoio de consultores em Psicologia, Genética Médica
e Servico Social. Aqueles que apresentaram resultados positivos para HTLV foram

encaminhados para tratamento.

Obtencao e contagem de células PBMC - O sangue, coletado em tubo contendo
EDTA, foi primeiramente centrifugado a 300 x g por 7 minutos e o plasma
desprezado. O sangue restante foi diluido com PBS (salina tamponada com
fosfato) 0,01 M, pH 7,2, em igual proporg¢éo (1:1). Em tudo Falcon de 15 mL foram
colocados 2 mL de Ficoll (Amersham Pharmacia) e 5 ml do sangue diluido em
PBS depositado lentamente sobre o Ficoll. O tubo foi centrifugado por 30 minutos

a 800 x g e em seguida o anel leucocitario formado, coletado e transferido para
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outro tubo de 15 mL onde foi lavado mais duas vezes com PBS, sendo submetido
a centrifugagcdo por 5 minutos a 300 x g entre as lavagens. O pellet formado foi
ressuspenso com 1 a 3 mL de PBS. Essa suspenséao foi colocada em camara de
Newbauer para a contagem das células. Aliquotas contendo 10° células foram

separadas, centrifugadas e o pellet armazenado a —20°C.

Extragcdo do DNA a partir de células PBMC — A extracdo de DNA foi realizada
pelo kit “Purification and Extration DNA GFX Column” (Amersham Pharmacia),

seguindo as instrucdes do fabricante.

Nested PCR qualitativa — O DNA foi submetido a PCR qualitativa realizada em 2
etapas de amplificacéo.

Para o HTLV-l, na primeira amplificacdo, os seguintes primers foram
utilizados: SK110-pol: 5' - CCC TAC AAT CCA ACC AGC TCA G - 3' e SK44-tax:
5' - GAG CCG ATA ACG CGT CCA TCG - 3. Na segunda amplificacdo foram
utilizados: SK248-env: 5' - CTA GTC GAC GCT CCA GGA TAT GAC C - 3 e
SK249-enc: 5' - CAG ACC GCC ACC GGT ACC GCT CGG C - 3.

A mistura de reacéo de amplificacdo para o HTLV-I, com volume final de 20
ul continha Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl; 1,25 mM, 5 pmol de cada
primer, 0,2 mM de DNTP (concentracdo final de 200 pmols para cada
dnucleotideo), 0,5 U de Taq DNA Polimerase e 2 ul do DNA extraido do individuo.
A primeira amplificacdo ocorreu em 7 minutos a 95°C, 35 ciclos de 1,5 minuto a
55°C, 2 minutos a 72°C e 1 minuto a 95°C, e por fim uma extensdo de 10 minutos
a 72°C. J4 a segunda amplificacdo foi utilizada a mesma mistura de reacéo,
trocando-se apenas os primers a serem usados e utilizou-se o amplicon da
primeira amplificacdo diluido 1:100 seguindo-se uma desnaturacao inicial de 5
minutos a 94°C, 30 ciclos de 1 minuto a 58°C, 2 minutos a 72°C e 1 minuto a
94°C, seguido de uma extensdo de 10 minutos a 72°C (LEE et al. 2004). O

resultado final foi um produto de 466 pb.
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Para o HTLV-Il, na primeira amplificacdo, os seguintes primers foram
utilizados: ET401-env/tax: 5' - CTC CTATTC TGG GAA CAAGGG GGT TT - 3
SK44. Na segunda amplificagéo foram utilizados os primers: ET403 env/tax: 5' -
GGC TGG GGA CTA AAC TGG GAT CCT GG - 3' e ET404 env/tax: 5' - CCA AAC
ACG TAG ACG GGG GAT CC - 3.

A mistura de reacdo de amplificacdo para o HTLV-Il, também com volume
final de 20 pl continha Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 3,0 mM, 5 pmol
de cada primer, 0,2 mM de DNTP (concentracdo final de 200 umols para cada
dnucleotideo), 0,2 ul de DMSO, 0,5 U de Tag DNA Polimerase e 2 ul do DNA
extraido do individuo. A primeira e segunda amplificacBes seguiram a mesma
ciclagem da primeira amplificacdo a amplificagdo do HTLVI. A segunda
amplificacdo foi utilizada a mesma mistura principal trocando-se apenas o0s
primers e utilizando o amplicon da primeira amplificacdo diluido 1:100 de acordo
com (LEE et al. 2004). O resultado final foi um produto de 821 pb.

PCR em tempo real

O plasmideo para construcdo da curva padrao utilizada no experimento foi
gentilmente cedida pelo LASP — Laboratério Avancado de Saude Publica do
Centro de Pesquisas Goncalo Muniz na Bahia. Trata-se de um clone com dupla
insercdo contendo uma porcao do intron 12 do gene da albumina e a regido pol do
genoma do HTLV-I contida entre as posices 4708 e 4953 (DEHEE et al. 2002).

Quantificacdo do HTLV-lI nas amostras — Todas as amostras foram amplificadas
em duplicata utilizando-se os seguintes primers (DEHEE et al. 2002): SK 110: 5'-
CCC TAC AAT CCA ACC AGC TCA G -3 e SK 111: 5°- GTG GTG AAG CTG
CCATCGGGTTTT -3..

Quantificacdo da albumina nas amostras — todas as amostras foram amplificadas

em duplicata utilizando-se os seguintes primers (DEHEE et al. 2002): Alb-S: 5'-
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GCT GTC ATC TCT TGT GGG CTG T — 3" e Alb-AS: 5- AAA CTC ATG GGA
GCTGCTGGTT-3".

A mistura principal usada nas duas reac¢des utilizou 2 ul do DNA, 10 uM de
cada primer e SYBR® Green Master Mix, em um total de 25 pl de reagéo. Tanto o
HTLV-l quanto a albumina, seguiram o0 seguinte protocolo de amplificacdo: 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 45 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a
65°C e foram amplificados paralelamente no Rotor Gene 3000 (Uniscience) no
Laboratério de Virologia do LIKA (Laboratério de Imunopatologia Keizo
Assami)/UFPE.

A quantificagdo da carga proviral de HTLV-I foi calculada como a razdo
entre (média do numero de coépias de HTLV-I/média do nimero de copias da
albumina) x 2 x 10° e expressos em niimero de cépias/ 10° células PBMC (DEHEE
et al. 2002).

Analise dos dados

O limite de deteccdo do DNA utilizando a PCR em tempo real para a
quantificacdo da carga proviral do HTLV-lI foi analisada através de diluicdes
seriadas (10° a 10°%). A sensibilidade e a especificidade da PCR em tempo real

foram realizadas de acordo com Ferreira e Avila (2001).

Resultados

Foram analisadas 63 amostras: 33 amostras apresentaram sorologia reagente
para HTLV e 30 amostras foram ndo reagentes para HTLV.

O grupo de individuos com sorologia reagente era constituido de 27 mulheres
com idade média de 47 anos, e 6 homens com idade média de 48 anos. O grupo
de individuos com sorologia nao reagente era composto de 26 homens com idade
média de 35 anos e 4 mulheres com idade média de 35 anos.
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PCR Qualitativa para HTLV-l e Il

Os resultados da andlise da PCR qualitativa para HTLV (Figuras 1) estdo
demonstrados na Tabela 1. Todos os individuos com sorologia ndo reagente se
mostraram também néo reagentes na PCR qualitativa. Do grupo de individuos
com sorologia reagente, 4 apresentaram resultados ndo reagente na PCR
gualitativa. A sensibilidade da PCR qualitativa foi de 87,9% (IC 95%: 70,9 —
96,0%) e a especificidade foi de 100% (IC 95%: 85,9 — 100,0%)

Carga proviral de HTLV-I

Uma vez calculada a curva padréo, o software automaticamente fez
a quantificacdo do numero de DNA de HTLV-I ou de albumina, relacionando o C;
da amostra com o C; da curva padréo (Figura 2 e 3). Dessa maneira, foi calculada
a carga proviral de HTLV-I pela seguinte férmula: (média do nimero de copias de
HTLV-l / média do nimero de cépias da albumina) x 2 x 10°. Os resultados foram

expressos em niimero de cépias/ 10° células PBMC.

A carga proviral dos individuos reagentes na sorologia (n=33) foi
quantificada através da PCR em tempo real. A carga proviral variou entre 13
copias/10° células PBMC e 343820 cépias/ 10° células PBMC. Dos 30 individuos
que foram ndo reagentes na sorologia, um mostrou uma carga proviral de 308
copias/10® . A sensibilidade e especificidade da PCR em tempo real foram de
100% (IC 95%: 86,7 — 100,0%) e 96,67% (IC 95%: 80,9 — 99,8%),

respectivamente.

Analisando os dados obtidos ndo houve diferenca significativa entre o

desempenho da PCR qualitativa e da PCR em tempo real.

Discussao
O diagnostico laboratorial de triagem da infeccao pelo HTLV é feito através
de exames sorolégicos, principalmente pelo método de ELISA, com confirmacgao

através do método de “Western blot” para definicdo do tipo do virus (I ou II).
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Nos casos em que o “Western blot” for inconclusivo deve utilizar-se os
métodos moleculares (BRASIL 2003, SWITZER et al. 2006, SANTOS et al. 2003)
que se caracterizam, especialmente o PCR, pela elevada especificidade
(GALLEGO et al. 2004).

A PCR em tempo real permite a deteccdo e quantificacdo de sequéncias
alvo pela medida continua do acumulo ou redugdo dos sinais de fluorescéncia
durante a amplificacdo da reacédo. Ela é realizada em sistema fechado, diminuindo
o risco de contaminacdo e eliminando a etapa de eletroforese em gel como na
PCR comum (GUNSON et al. 2006). Durante a PCR em tempo real, mais
precisamente durante o anelamento dos primers e a extensdo da sequéncia alvo,
guantidades maiores de SYBR® Green ligam-se as fitas duplas de DNA
sintetizadas, o que leva a um aumento de emissao de fluorescéncia. Quando o
DNA é novamente desnaturado no ciclo da PCR, o SYBR Green desprende-se,
diminuindo a emisséo de fluorescéncia (WATZINGER et al. 2006).

Segundo Gunson et al. (2006) essa propriedade do SYBR® Green de ligar-
se a fitas duplas tem vantagens e desvantagens. Ela permite que haja pequenos
erros de pareamento de bases durante a extensao, porém, mesmo assim, é capaz
de ligar-se e emitir fluorescéncia. Isso é de grande valia quando estudamos virus,
pois mesmo mutacdes ou mudancas em sequéncias de regides conservadas
podem levar a erros de pareamento de sondas, ocasionando resultados falso-
negativos. Com o SYBR® Green esta possibilidade ainda existe, mas € bastante
reduzida se comparada a ensaios que utilizam sondas. Contudo, essa mesma
propriedade de ligar-se a qualquer dupla fita diminui a especificidade da reacéo.
Pode ocorrer emissdo de fluorescéncia mesmo quando a amostra é negativa
devido a ligacdo do SYBR® Green a dimeros de primer (GUNSON et al. 2006,
WATZINGER et al. 2006). Para evitar erros de analise, utilizamos a curva de
dissociacdo, a qual permite discriminar tamanhos de amplicons de dimeros de
primers.

A utilizagdo do SYBR® Green, no nosso estudo, foi baseada no fato de ser

um ensaio de menor custo, e de ndo necessitar de uma sonda especifica. Os
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primers utilizados amplificam a regido pol do virus HTLV-I, por ser uma regiado
conservada e ja ser utilizada para a pesquisa de virus em varios estudos
(TOSSWILL et al. 1998, MONTANHEIRO et al. 2005, DEHEE et al., 2002).

A construcao da curva padrédo de HTLV-I foi realizada através de diluices
seriadas do plasmideo, que iam de 10° a 10°% Apés a realizacdo da PCR em
tempo real com as diluicbes em triplicatas, observou-se um limite inferior de
deteccéo de 10 copias/reacdo, onde a diluicdo de 10° cépias teve um C; de 22,59,
confirmando resultados anteriores de Lee et al. 2004.

No grupo com sorologia ndo reagente para HTLV-1, nosso controle, todos
os 30 individuos também se mostraram ndo reagente na PCR qualitativa.
Entretanto, um deles obteve na PCR em tempo real uma carga proviral de 308
copias/ 10° PBMC. Os testes da PCR qualitativa e da PCR em tempo real foram
repetidos e os resultados foram reprodutiveis.

Os resultados da carga proviral dos individuos com sorologia reagente
variou entre 13 a 343820 cépias/ 10° PBMC, resultados esses corroborados por
outros estudos (LEE et al. 2004, NAGAI et al. 1998, MATSUZAKI et al. 2001).

Em consonancia com outros (MONTANHEIRO et al. 2005, MATSUZAKI et
al. 2001, NAGAI et al. 1998), nosso estudo também observou que os individuos
com PET/MAH tiveram carga proviral mais elevada que a dos individuos
assintomaticos.

Todavia, ainda nao foi evidenciado cientificamente que exista uma relacao
inversa, ou seja, que os portadores de HTLV-l com alta carga proviral e sem
doenca clinica estabelecida estejam mais sujeitos a desenvolver as doencas
associadas ao virus. Para isto, conforme sugerido por Montanheiro et al. (2005)
seria necessario um acompanhamento a longo prazo dos portadores

assintomaticos.

Conclusoes
Embora o presente estudo néo tenha evidenciado diferenca estatistica entre
esses dois métodos moleculares na identificacdo do HTLV |, verificou-se a

ocorréncia de resultados falso-negativos em pouco mais de 10% dos testes com
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PCR qualitativa. Diante da reproducdo dessa observacdo em amostragem mais
ampla, a PCR em tempo real assumiria um papel relevante na identificagdo do
virus e na determinacédo simultanea da carga proviral.

Caso se estabeleca que os portadores de HTLV-l com carga proviral
elevada sejam mais freqientemente acometidos por leucemias e doencas
neurologicas quando comparados aqueles com baixa carga viral, seremos levados
a questionar a atual orientacdo de acompanhamento do Ministério da Saude que
estaria dando um tratamento uniforme aos desiguais entre si. Nessa
eventualidade, dever-se-ia adotar, em relacdo a eles, uma estratégia de
acompanhamento clinico diferenciada na expectativa de que um diagndstico e
uma terapéutica mais precoces das doencas clinicas possam resultar em melhor

prognastico.
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SOROLOGIA REAGENTE PARA HLTV

PCR QUALITATIVA |Reagente Nao reagente
Positivo 29 0
Negativo 4 30

123 456 7 891011 1213141516

Figura 1 — Amostra representativa da PCR qualitativa para HTLV-I. Linha 1 — padrdo de
peso molecular de 100pb, linhas 2,3, 10 e 14 — amostras com resultados negativos. Linhas

4 a 9,11 a 13 — amostras com resultados positivos, linha 15 — controle positivo e linha 16 —

controle negativo.
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Figura 2 — Regresséo linear da curva padrao de HTLV-I.
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Figura 3 — Curva de dissocia¢éo dos padrées de HTLV-I.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO
Resolucao 196/96

Projeto: Avaliagao da técnica de PCR em tempo real no diagnéstico da
infecgao pelo HTLV-I

Eu, : RG
, aceito participar desse estudo, cujo objetivo é
analisar o desempenho da técnica molecular, reagdo em cadeia por polimerase
(PCR) em tempo real para a quantificacdo da carga viral dos individuos
infectados pelo virus linfotropicos de células T humanas (HTLV-l), sob a
responsabilidade da Dra. Bruna Cavalcanti Arruda. Fui informado que eu, como
doador de sangue, terei meu sangue coletado para os testes de triagem
sorologica, e o mesmo sera utilizado no estudo acima referido. Fui orientado
em relacdo aos beneficios desse estudo, que visa a padronizacdo de uma
técnica mais sensivel para a quantificacdo viral de HTLV-l. Fui informado
também que caso seja detectada a presenca desse virus no meu exame, serei
encaminhado para tratamento. Fui informado ainda que o material coletado
sera utilizado no Biologia Molecular da Fundacdo HEMOPE apenas para 0s
fins desta pesquisa e sera posteriormente desprezado segundo as Boas
Praticas de Laboratérios Clinicos e, portanto, ndo podera ser utilizado em
pesquisas posteriores. Fui informado que tenho liberdade de recusar ou retirar
0 consentimento sem sofrer nenhum tipo de penalizacdo ou pressao e que néo
serei ressarcido financeiramente para participar deste estudo.

Contato: Dra. Bruna Arruda Cavalcanti - CPgAM/FIOCRUZ — 9961-2431
Dra. Paula Loureiro — Fundagcdo HEMOPE — Tel: 3421-6946

Recife, de de 2006.

Paciente ou responsavel

Responséavel pela pesquisa
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ANEXO B - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do CPqAM

Comité de Etica
em Pesquisa
Titulo do Projeto: “Avaliacéo da técnica de PCR em tempo real no diagnéstico
da infecg@o pelo HTLV-I".
Pesquisador responsavel: Bruna Cavalcanti Arruda

Orientadora: Dr? Yara de Miranda Gomes
DECLARAGAO

O Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhées (CEP/CPgAM/FIOCRUZ), em 08 de novembro de 2006, recebeu
cpia do projeto supra citado, da folha de rosto e do parecer de aprovacéo do
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hemope (CEP Hemope), datado de
02 de outubro de 2008, sob registro n° 023/06-A.

De acorde com o parecer, o projeto esté aprovado para ser realizado em
sua dltima formatag&o. Ressaltamos que em caso de mudanca na metodologia
far-se-a necesséria a reavaliaggo do projeto em questio. Destacamos, ainda,
que faz-se necessdrio o envio de relatérios parcial e final da pesquisa,
conforme norma expressa no capitulo IX, artigo 2¢ da Resolugéo 196/96.

Recife, 30 de novembro de 2006

W/
et

timar

Observacéo:
Anexos:
e Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;
* Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 30/11/2007.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/in
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 T = (ﬁ fi
3 3 J_L-,l



Bruna Cavalcanti Arruda ANEXOS

ANEXO C - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do HEMOPE

T .
HEMOPE

Al Comité de Etica em Pesquisa

1 - DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL N° 023/06-A-

Titulo do Projeto: Avaliagdo da Técnica de PCR em Tempo Real no Diagnodstico da

Infecgao pelo HTLV-I

Instituigio Solicitante: Fundagédo Hemope

Local de Desenvolvimento do Projeto: Fundacac Hemope

Responsavel: Bruna Cavalcanti Arruda

Identidade: 5028117- SSP / PE

CPF: 029.726.754-01

Enderego: R. Padre Roma, 652, Ap. 202 - CEP 52060-080 - Parnamirim — Recife - PE
Telefone: (81) 3441-4725 — 9961-2431

Finalidade: Mestrado em Saude Publica

2 - PARECER DO CEP

O CEP - Comité de Etica em Pesquisa do Hemope, apbs acatar as consideracfes do
relator, membro deste Comité, relativamente as pendéncias apontadas no Parecer n°
023/06 e, em cumprimento aos dispositivos das Resolugbes 196/96 e complementares,
considera APROVADO o protocolo de pesquisa supracitado.

3 - INFORMAGOES COMPLEMENTARES

= O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 196/96 —
ltem IV.1.f), devendo receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
por ele assinado (ltem [V.2.d).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos serem analisadas as razoes da descontinuidade, pelo
CEP, que o aprovou (Res. CND Item Ill. 1.z), exceto quando perceber risco ou dano nao
previsto ao sujeito participante ou, quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (ltem V.3).

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em
outro centro e enviar notificacdo ao CEP e ANVISA, junto com o seu posicionamento.

= Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projetos do grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA,
0 pesquisador ou patrocinador deve envia-los também a ANVISA, junto com o parecer
aprovatadrio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. ltem Ill.2.e).

= Relatérios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolucao CNS-MS 196/96.

CEP Hemope, 02 de Outubro de 2006
Maria Emﬁgg; Santos
Coordenadora

Rua Joaguim Nabuco, 171 CEP: 52011-000 - Gragas - Recife -PE
Fone: (81) 3416-4660 Fone/Fax: (81) 3421-6946
E-mail: nesauisaf@hemone.ne.aov.br




