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RESUMO

O grupo de virus linfotropicos para células T humanas (HTLV) apresenta quatro integrantes:
HTLV-1, 2, 3 e 4. Contudo, somente HTLV-1 e 2 apresentam relevancia epidemioldgica, com
prevaléncia média de 0,46% em doadores de sangue no Brasil. Conforme o Ministério da Saude,
o diagnostico de HTLV-1/2 é realizado por triagem com ELISA, seguida de confirmacéo pelos
testes de Western blot (WB), imunoensaio em linha (INNO-LIA) ou reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). O teste de INNO-LIA possui uma alta sensibilidade, resolvendo até 98%
dos casos, embora tenha um alto custo, enquanto o WB pode apresentar resultados
indeterminados em 30-60% dos casos. Em contrapartida a sensibilidade inferior, a PCR possui
alta especificidade em comparacgdo a estes métodos. Em virtude disso, os testes de amplificacdo
isotérmica de acidos nucléicos mediada por alca (LAMP) para HTLV-1/2 estabelecidos por
nosso grupo poderiam ser incorporados a rotina diagnostica como alternativa a PCR com
analise de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) ou a PCR em
tempo real (QPCR). Portanto, este estudo teve como objetivo otimizar os testes de LAMP e
determinar sua acurdcia, sensibilidade e concordancia frente aos resultados do testes
confirmatdrios sorologicos (WB e INNO-LIA) e moleculares (QPCR e PCR-RFLP) com
amostras de individuos monoinfectados por HTLV-1 e 2 (n=144) ou coinfectados por HIV
(n=92). Devido ao baixo desempenho de LAMP para HTLV-1 inicialmente, foram desenhados
novos iniciadores e ajustadas as concentracdes de betaina e magnésio. Apoés, este teste foi
realizado na populacéo coinfectada e mostrou uma acuracia de 90,24% em comparag¢do com a
gPCR, de 88,89% com a PCR-RFLP, e de 86,59% com o WB e INNO-LIA. Em relagéo ao
resultado do diagndstico definitivo, o teste de LAMP para HTLV-1 apresentou sensibilidade de
79,49%, resultando em valores similares a gPCR e a PCR-RFLP, que apresentaram taxas de
74,39% de 81,58%, respectivamente. LAMP para HTLV-2 obteve acuracia de 92,69% na
comparacdo com a qPCR, de 96,30% com a PCR-RFLP, de 82,93% com o WB, e de 81,71%
com o INNO-LIA. Na comparagdo com o diagndstico final, LAMP para HTLV-2 obteve
sensibilidade de 51,43%, contra 62,86% na qPCR e 54,29% na PCR-RFLP. De acordo com 0s
critérios do indice Kappa de Cohen, o teste de LAMP para HTLV-1 teve concordancia
considerada substancial com todas as demais técnicas, enquanto para HTLV-2 foi quase perfeita
na comparagdo com a PCR-RFLP, substancial com a gPCR, e moderada com as técnicas
sorologicas. As taxas de acuracia dos testes de LAMP em pacientes monoinfectados por HTLV-
1/2 foram de 89,26%, 89,58% e 87,50% nas comparacGes com 0 WB, a gPCR e a PCR-RFLP,
respectivamente. Em relacdo ao diagndstico final destas amostras, o teste de LAMP mostrou
maior sensibilidade para HTLV-1 (92,00%) e HTLV-2 (68,42%) na comparacdo com a gPCR
(86,40% e 36,84%, respectivamente). De modo geral, os testes de LAMP para HTLV-1 e 2
tiveram performance semelhante as outras técnicas moleculares. Por isso, estas técnicas
representam uma alternativa vantajosa no diagnostico destas infecgdes, pois possuem custo
reduzido, necessitam de estrutura laboratorial simples e apresentam menor de tempo de
execucao.

Palavras-chave: LAMP; HTLV-1; HTLV-2; acuracia; diagnostico confirmatoério; PCR.



ABSTRACT

The group of human T-cell lymphotropic viruses (HTLV) has four members: HTLV-1, 2, 3 and
4. However, only HTLV-1 and 2 have epidemiological relevance, with a mean prevalence of
0.46% in blood donors in Brazil. As Brazilian Ministry of Health recommends, the diagnosis
of HTLV-1/2 is performed by screening with ELISA, followed by confirmation with Western
blot (WB), in-line immunoassay (INNO-LIA) or polymerase chain reaction (PCR). The INNO-
LIA has high sensitivity and is capable to solve almost 98% of the cases, although it is
expensive. In turn, WB test can present indeterminate results in 30-60% of the cases. Although
PCR displays lower sensibility, its specificity is higher than those assays. Therefore, the loop-
mediated isothermal nucleic acid amplification (LAMP) tests for HTLV-1/2 established by our
research group could be used in the laboratorial diagnostic routine as an alternative to PCR with
restriction fragment length polymorphism analysis (PCR-RFLP) or real-time PCR (gPCR).
Thus, the aim of this project was to optimize the LAMP test for HTLV-1/2 and to determine
the accuracy, sensitivity and agreement score (Cohen's Kappa) of LAMP against serological
(WB and INNO-LIA) and molecular (PCR-RFLP and gPCR) assays. For this, we used DNA
samples from HTLV-1 and 2 monoinfected (n=144) or coinfected with HIV (n=92). Due to a
low performance of LAMP for HTLV-1, a new set of primers was designed and the reaction
conditions were adjusted. DNA samples from HIV-coinfected HTLV-1/2 carriers were tested
again by the LAMP test for HTLV-1, which showed an accuracy of 90.24% compared to the
gPCR, 88.89% against the PCR-RFLP, 86.59% compared with WB INNO-LIA. Based on the
definitive diagnostic results, HTLV-1 LAMP test showed a sensitivity of 79.49%, which were
similar to the rates of 74.39% and 81.58% respectively observed for gPCR and PCR-RFLP.
LAMP for HTLV-2 had an accuracy of 92.69% in comparison to gPCR, 96.30% with PCR-
RFLP, 82.93% against WB and 81.71% compared with INNO-LIA. In the analysis against the
definitive diagnostic, LAMP test for HTLV-2 presented a sensitivity of 51.43% against, while
the qPCR and the PCR-RFLP showed rates of 62.86% and 54.29%, respectively. The agreement
score between the HTLV-1 LAMP test and the other techniques (WB, INNO-LIA, gPCR and
PCR-RFLP) was considered strong, while the analysis of the LAMP test for HTLV-2 showed
an agreement almost perfect in the comparison with the PCR-RFLP, strong with the gPCR and
moderate compared to serological tests. The accuracy rates of the LAMP tests in samples from
HTLV-1/2 monoinfected patients were 89.26%, 89.58% and 87.50% in the comparisons with
WB, gPCR and PCR-RFLP, respectively. Considering the definitive diagnostic of these
patients, LAMP test showed higher sensitivity for HTLV-1 (92.00%) and HTLV-2 (68.42%)
compared to the qPCR (86.40% and 36.84%, respectively). In general, LAMP tests for HTLV-
1/2 showed similar results to the others molecular techniques in both studied populations.
Therefore, LAMP for HTLV-1/2 may represent an advantageous alternative for the diagnosis,
since it has lower cost, requires a less complex laboratory structure and presents a shorter
runtime.

Keywords: LAMP; HTLV-1; HTLV-2; accuracy; confirmatory diagnostic; PCR.
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1. INTRODUCAO

Os virus linfotrdpicos para células T humanas (HTLV) séo atualmente classificados na
ordem Ortervirales, familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género deltaretrovirus
(“International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)”, 2018), e foram 0s primeiros
retrovirus descritos em humanos, sendo identificados com a descoberta de HTLV-1, em 1980,
e de HTLV-2, em 1982 (GALLO, 2005). Em 2005, foram descritos os subtipos HTLV-3 e 4 a
partir de amostras de sangue de cacadores de gorilas nas selvas do Camardes, Africa Central
(MAHIEUX; GESSAIN, 2011).

Estudos epidemioldgicos, filogenéticos e de evolucdo viral sugerem que o inicio da
infecgdo pelo HTLV, em geral, ocorreu apos frequentes transmissdes do virus linfotropico para
células T simias (STLV) entre primatas humanos e ndo-humanos no continente africano (LIU
et al., 1996). No entanto, em contrapartida aos subtipos 3 e 4, que ndo apresentam relevancia
epidemioldgica em regides fora da Africa, HTLV-1 e 2 possuem uma distribuicio global, se
concentrando em regides endémicas na Africa, Oriente Médio, Asia e Américas (GESSAIN;
CASSAR, 2012; MAHIEUX; GESSAIN, 2011; MAUCLERE et al., 2011). Na América do Sul,
sua provavel disseminacdo ocorreu por meio das migracdes de populacdes humanas pré-
historicas vindas da Asia pelo Estreito de Bering, ha cerca de 11.000 a 13.000 anos (PAIVA et
al., 2015). Ap0s, se estabeleceu de forma endémica na populagéo brasileira, principalmente no
Norte e Nordeste do pais (CATALAN-SOARES; CARNEIRO-PROIETTI; PROIETTI, 2005).

A infeccdo por HTLV-1 esta associada ao desenvolvimento da leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATLL) e da mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical
(HAM/TSP), assim como outros sintomas neurolégicos e inflamatérios (ARAUJO; SILVA,
2006). Por outro lado, a infeccdo por HTLV-2 raramente é patogénica, havendo poucos relatos
de quadros atenuados de HAM/TSP (HJELLE et al., 1992; MURPHY et al., 1997), enquanto
as infeccdes por HTLV-3 e 4 ainda ndo foram associadas ao desenvolvimento de doencas.
Contudo, a maioria dos portadores de HTLV-1/2 permanece assintomatica ao longo da vida, e
0,5 a 5% dos individuos infectados por HTLV-1 desenvolvem doencas (ARAUJO; SILVA,
2006). Alem disso, uma vez que estes virus compartilham vias de transmissdo semelhantes a de
HIV e HCV, a presenca de coinfec¢des nao é incomum (BEILKE, 2012; SILVA et al., 2016).

A estratégia de diagnostico da infec¢do por estes virus ainda é motivo de discordancia
entre diferentes autores, pois ainda ndo ha uma técnica que seja considerada de referéncia para
sua identificagdo (CASSAR; GESSAIN, 2017; COSTA; MAGRI; CATERINO-DE-ARAUJO,
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2011; THORSTENSSON; ALBERT; ANDERSSON, 2002). Por este motivo, diferentes guias,
como o do Ministério da Saude do Brasil (2003), sugerem algoritmos a serem utilizados no
diagnostico de HTLV-1/2, com um conjunto de métodos para a triagem e confirmagao.

Dentre os métodos utilizados no diagnostico, estdo as técnicas moleculares, compostas
pela PCR e suas variantes, que determinam a presenca de sequéncias provirais em leucocitos
de sangue periférico (BECHERER et al., 2018; COSTA; MAGRI; CATERINO-DE-ARAUJO,
2011; SILVA et al., 2007; WATERS et al., 2011). Recentemente, nosso grupo de pesquisa
estabeleceu um teste de amplificag&o isotérmica de &cidos nucleicos mediada por alca (LAMP)
para a deteccdo destes virus (GOMES, YAGO, 2017), com base na metodologia descrita por
NOTOMI et al. (2000), que é uma técnica molecular com especificidade teoricamente superior
a da PCR, de execuc¢do mais pratica e com custo reduzido. Desta forma, para a avaliacdo deste
método, este trabalho teve como objetivo determinar a acuracia e a sensibilidade de LAMP no
diagndstico confirmatdrio de HTLV-1/2 utilizando amostras do Instituto Adolfo Lutz (IAL),

Sdo Paulo, e do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Rio de Janeiro.

1.1. Epidemiologia e transmissdo do HTLV

A transmissdo de HTLV ocorre principalmente por trés vias: (1) vertical, com destaque
para o aleitamento materno, enquanto a transmissao transplacentaria e durante o parto séo raras;
(2) por contato sexual; e (3) parenteral, por transfusdo de sangue e componentes sanguineos ou
por compartilhamento de agulhas (PAIVA; CASSEB, 2014). Esta infeccdo apresenta
prevaléncia mais elevada entre usuarios de drogas endovenosas (UDEV) em comparagdo com
doadores de sangue (CATERINO-DE-ARAUJO et al., 1998; KHABBAZ et al., 1992), sendo
HTLV-1 mais frequente entre UDEV no Brasil e Nova York (Estados Unidos), enguanto
HTLV-2 é mais prevalente entre UDEV na Europa e centros urbanos da América do Norte
(CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2015; PAIVA; CASSEB, 2014).

Diferente de outras infecc@es virais, em que se observa a sintese e liberacdo de virions,
na infeccdo por HTLV a viremia é indetectavel, sendo que a transmissao entre células ocorre
principalmente por uma estrutura denominada sinapse virologica, que apresenta semelhancas
com a sinapse imunoldgica (GRAKOUI et al., 2015). Nesta ultima, linfécitos T ativados na
interacdo com celulas apresentando antigenos polarizam seu centro organizador dos
microtibulos (MTOC) em direcédo a regido de contato, promovendo uma reestruturacao celular.

Esta resposta facilita a transferéncia de moléculas e sinais entre as células, ocorrendo ap6s o
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receptor de células T reconhecer o antigeno apresentado (JENKINS et al., 2009). Por sua vez,
na sinapse viroldgica, a polarizacdo do MTOC ocorre no sentido contréario, da célula infectada
para a célula-alvo, sendo acompanhada do acumulo de proteinas e do genoma viral na regido
de juncéo entre as células, permitindo a transmisséo da infeccdo (IGAKURA, 2003).

A distribuicdo dos casos de infec¢do por HTLV-1 ndo ocorre de modo homogéneo no
mundo, sendo observadas regides endémicas no Japdo, Caribe, Africa, América do Sul, e
Oriente Medio (HANAOKA; KUBO; SAITOH, 2012). Por sua vez, a infecgdo por HTLV-2 é
frequentemente encontrada em tribos indigenas das Américas do Norte, Central e do Sul, e
alguns grupos isolados na Africa (HALL et al., 1996). Na década de 1970, se observou a
disseminagéo deste virus entre UDEV dos Estados Unidos, Europa e Asia, sendo atualmente
frequentemente detectado em coinfeccdo com os virus das hepatites B e C e com HIV
(CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2015; SILVA et al., 2002; SILVA, 2009). No entanto,
devido a diversos fatores, como a auséncia de notificacdo de casos, ndo ha atualmente nimeros
precisos de portadores de HTLV-1/2 no mundo (HLELA et al., 2009), e estima-se que 5 a 10

milhdes de individuos estdo infectados (GESSAIN; CASSAR, 2012) (Figura 1).
Figura 1 — Distribuicdo global da infec¢do por HTLV-1.
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Legenda: Estimativa do nimero de portadores de infec¢do por HTLV-1 com base em aproximadamente 1,5 bilh&o
de individuos em areas conhecidamente endémicas, e através de dados epidemioldgicos obtidos de estudos
envolvendo gestantes, doadores de sangue e/ou diferentes populagfes de adultos. Em alguns paises, &reas
endémicas para HTLV-1 estdo limitadas a residentes de determinadas regides, tais como Mashad, no Ird, Provincia
de Fujian, na China, Tumaco, na Colémbia e Austréalia Central.

Fonte: GESSAIN; CASSAR (2012).

No Brasil, estudos multicéntricos com base na triagem sorolégica em hemocentros
revelaram uma prevaléncia média de 0,46% de portadores da infecgdo por HTLV-1/2, sendo as

maiores frequéncias encontradas em capitais de Estados das regibes Norte e Nordeste
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(CATALAN-SOARES; CARNEIRO-PROIETTI; PROIETTI, 2005) (Figura 2). Outro estudo
de base populacional geral realizado em Salvador, Bahia, revelou uma prevaléncia de 1,76% na
populacéo desta cidade (DOURADO et al., 2003).

Figura 2 — Distribuicdo das infec¢des por HTLV-1/2 no Brasil.
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Legenda: Prevaléncia das infec¢fes por HTLV-1/2 (apresentada por 1000 doagGes) foi determinada através de
triagem soroldgica por ELISA em doadores de sangue em capitais de 26 Estados e Distrito Federal.
Fonte: CATALAN-SOARES; CARNEIRO-PROIETTI; PROIETTI (2005).

1.2. Estrutura viral

A particula de HTLV é envelopada, contendo as glicoproteinas virais gp46 e gp21 e,
eventualmente, proteinas de superficie celular, como por exemplo moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), e apresenta um nucleocapsideo constituido pelas
proteinas p15, p19 e p24. A estrutura de nucleocapsideo contém um genoma diploide de RNA
de fita simples, que esta associado a protease (p10), a transcriptase reversa (p55) e a integrase
(p32), que sdo enzimas de importancia catalitica na replicacédo viral (COFFIN, 1996)

Como caracteristica dos retrovirus, a molécula de RNA contida no virion de HTLV é
transcrita para DNA, por atividade da transcriptase reversa, ap6s infeccdo celular. Em seguida,
a estrutura resultante de DNA viral ¢é integrada ao DNA celular pela proteina viral integrase. A
partir deste momento, este material genético caracteriza-se como provirus, apresentando uma
extensdo aproximada de 9kb (SEIKI et al., 1983). Os provirus de HTLV-1/2/3/4 apresentam
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regides denominadas de repeti¢cdes terminais longas (LTR, do inglés long terminal repeats),
que contém sequéncias promotoras e elementos de estimulo da transcri¢do. Além disso, estdo
presentes regides que codificam para proteinas estruturais (genes gag, env e pol), e a regido pX,
que contém quatro janelas de leitura aberta (ORF-I, I, 111, e 1V, do inglés open read frames)
(Figura 3), parcialmente sobrepostas, que codificam para as proteinas reguladoras Tax e Rex,
que facilitam a transmissdo viral e permitem o estabelecimento de infecgéo persistente
(KANNIAN; GREEN, 2010), além de diferentes proteinas auxiliares, de acordo com o subtipo
de HTLV (KANNIAN; GREEN, 2010; ROMANELLI et al., 2013).

Figura 3 — Representagdo da organizacédo genémica de HTLV-1, 2, 3, e 4.
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5'LTR mmmp gag pro p°|
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5'LTR s gag B I’Ov_ pol
HTLV-4
SLTR mes) gag pro pol

Legenda: Estruturas representam o DNA proviral, incluindo as LTR 5" e 3. A identificagdo dos genes est4
destacada em caixas de texto, que constituem as regides codificantes para suas respectivas proteinas. Em verde,
estdo destacadas as ORFs (open reading frames) que codificam para as proteinas reguladoras Tax e Rex. Estruturas
laranjas indicam ORFs que codificam para proteinas auxiliares, enquanto regibes em laranja claro indicam
supostas ORFs de HTLV-3 e 4, presumidas a partir de andlises de suas sequéncias genbmicas.

Fonte: ROMANELLI et al., 2013.

1.3. Analise filogenética de HTLV

De modo geral, a andlise filogenética de HTLV é realizada por comparacdo entre
sequéncias derivadas de segmentos das regides env ou LTR (EIRAKU et al., 1996; KASHIMA
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et al.,, 2006; MAGRI et al., 2012; VANDAMME et al., 1998) por apresentarem alta
variabilidade. De acordo com as sequéncias destas regides, podem ser discriminados sete
genotipos de HTLV-1: (1) 1a, ou Cosmopolita, que apresenta distribuicdo mundial; (2) 1b, da
Africa Central; (3) 1c, da Melanésia (Nova Guiné e Australia), que possui sequéncia altamente
divergente; (4) 1d, isolado a partir de pigmeus da Republica Centro-Africana e de dois pacientes
de Camardes e Gabdo; (5) 1e, isolado de uma Unica amostra de pigmeu Efe na Republica
Democrética do Congo; (6) 1f, detectado em um individuo no Gabdo (KASHIMA et al., 2006);
e 19, descrito em cacadores da Africa Central (WOLFE et al., 2005).

O subtipo Cosmopolita (HTLV-1a) apresenta maior prevaléncia mundial (MIURA et
al., 1994), sendo subdividido em cinco grupos: (1) A, Transcontinental; (2) B, Japonés; (3) C,
Caribe/Africa; (4) D, Norte da Africa; e (5) E, Negros do Peru (KASHIMA et al., 2006) (Figura
4). O subgrupo Transcontinental (1aA) apresenta ainda outras denominagdes geograficas como:
Latino Americano, Oriente Médio e Sul Africano (Figura 4). Em um estudo com amostras
coletadas em Estados das regibes Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil, foi
observado o predominio do genotipo Cosmopolita transcontinental (1aA), com 81,6% dos
isolados pertencendo ao subgrupo Latino Americano, e todos os isolados de descendentes de
japoneses (1,6%) caracterizados como Cosmopolita japonés (1aB) (KASHIMA et al., 2006).

Por sua vez, 0 HTLV-2 pode ser subdividido em quatro genotipos: (1) 2a, predominante
entre UDEV dos Estados Unidos e Europa, e em amerindios do México e Brasil; (2) 2b, referido
como subtipo paleoindio, sendo também encontrado em populacdes de UDEV dos Estados
Unidos e Europa, e em tribos indigenas isoladas da Colémbia e Argentina, além de ser
endémico em regides do continente africano (MAUCLERE et al., 2011); (3) 2c, classificado a
partir de indios Caiapds, sendo praticamente restrito ao Brasil (EIRAKU et al., 1996); e (4) 2d,
isolado de individuo pigmeu Efe do Congo (VANDAMME et al., 1998) (Figura 5). Em uma
coorte de portadores de HTLV-2 do Rio de Janeiro, Brasil, foi observado predominio do subtipo
2¢ (GOMES, YAGO, 2017).
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Figura 4 — Arvore filogenética da regido LTR de HTLV-1.
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Legenda: Arvore construida através do método Neighbor-joining. As sequéncias Pygl9 (HTLV-1d) e MEL5
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Fonte: KASHIMA et al. (2006).
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Figura 5 — Andlise filogenética da regido LTR de HTLV-2.
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Legenda: Arvore construida pelo método Neighbor-joining utilizando STLV-2 como referéncia de comparagéo.
Fonte: Adaptado de VANDAMME et al. (1998).

De acordo com FURUKAWA et al. (2000), a analise de variabilidade genética do gene
tax de HTLV-1 permite a discriminacdo de dois subgrupos, taxA e taxB, sendo taxA pertencente
ao subtipo Transcontinental (HTLV-1aA), enquanto taxB esta associado ao subtipo Japonés
(HTLV-1aB), conforme definido pela analise filogenética da regido LTR. Corroborando dados
anteriores, que demonstraram que o gendtipo taxA de HTLV-1 é o mais prevalente no Brasil
(KASHIMA et al, 2006), foi mostrado que este gendtipo também é o predominante na coorte
acompanhada no INI, Rio de Janeiro (GOMES, YAGO, 2017).

A proteina viral Tax (p40) apresenta multiplas funcGes, sendo observada sua interacao
com diferentes fatores de transcri¢do, como por exemplo CREB/ATF, o fator de resposta ao
soro (SRF), o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), e o fator nuclear kB (NF-kB). Assim,
a proteina Tax é central no processo de desenvolvimento de doencas na infeccdo por HTLV-1,
pois regula a expressdo de genes virais e a funcdo de diferentes genes celulares relacionados ao
controle dos processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, de reorganizacdo do
citoesqueleto, adesao celular e de reparo do DNA (AZRAN; SCHAVINSKY-KHRAPUNSKY;
ABOUD, 2004; BOXUS et al.,, 2008; CURIS et al.,, 2016; HLEIHEL et al., 2018;
NEJMEDDINE et al., 2005; NEUVEUT; JEANG, 2000; SAGGIORO, 2011; WU et al., 2004).
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1.4. Diagnostico laboratorial das infec¢des por HTLV-1/2

Em todo o mundo, o diagndstico das infeccbes por HTLV ¢é realizado por triagem
soroldgica usando ensaios imunoenzimaticos (ELISA) colorimétricos ou quimioluminescentes,
ou testes de aglutinacdo de particulas. Seguidamente, sdo empregados testes confirmatorios
soroldgicos, tais como Western blot (WB), imunofluorescéncia, imunoensaio em linha (INNO-
LIA) e/ou moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) qualitativa ou em tempo
real (QPCR). Contudo, ndo ha definicdo de uma técnica de referéncia para o diagndstico das
infeccBes por HTLV-1/2, sendo utilizado um conjunto de métodos para triagem e confirmacéo
(CASSAR; GESSAIN, 2017; THORSTENSSON; ALBERT; ANDERSSON, 2002).

O teste de WB afere a presenca de anticorpos reativos para as proteinas do core viral
(Gag) (p19, p24, p26, p28, p32, p36 e p53) e do envelope (Env) (gp46, rgp46-1, rgp46-11, GD21)
(WHO, 1991). Uma vez que ndo é necessaria a reatividade contra todas as proteinas, a base
minima necessaria para definicdo de resultados positivos constitui reacdo com pl9 e/ou p24,
com GD21 e com o peptideo recombinante de gp46 (rgp46-1 e/ou rgp46-11) para a determinacgéo
de infeccdo por HTLV-1, HTLV-2, ou coinfeccéo. Por isso, resultados indeterminados, ou seja,
com reatividade fora do padrdo de positividade, ndo sdo incomuns. Em populacdes de alto risco,
cerca de 50% dos resultados indeterminados por WB séo positivos para HTLV-2, quando
avaliados por PCR (MORIMOTO et al., 2007; NOVOA et al., 2007; OLAH et al., 2010). No
entanto, apesar dos resultados indeterminados, o teste de WB ainda se mostra mais sensivel que
aPCR (COSTA et al., 2011). Sao relatadas diferentes causas para este fenbmeno, como: reacédo
cruzada com antigenos de Plasmodium falciparum em regides endémicas para ambas as
infeccdes (MAHIEUX et al., 2000), infeccdo por HTLV-3 e 4 (CALATTINI et al., 2009) e
longo periodo de soro-conversdao (MARTINS et al., 2010). Ainda, resultados indeterminados
no WB para HTLV-1 podem mostrar-se positivos na PCR. Estudos relatam que na realizacao
de testes moleculares em desfechos indeterminados por WB, 12,5% dos casos foram positivos
em doadores de sangue no Iran (ZANJANI et al., 2010), e 14,7% na Argentina (BERINI et al.,
2006). Além disso, baixos niveis de carga proviral foram detectados em 42% de pacientes com
sintomas neuroldgicos e 44% dos doadores de sangue nos Estados Unidos (YAO et al., 2006).

A razdo da alta frequéncia de resultados indeterminados no WB para HTLV-1/2 ainda
ndo foi completamente elucidada. Em estudo conduzido no Japdo por KURAMITSU et al.
(2017), foi realizada a analise filogenética e a quantificacdo da carga proviral em portadores de

infeccdo por HTLV-1 com WB indeterminado, mostrando que esses individuos apresentavam
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mediana de carga proviral 70 vezes inferior a de pacientes com WB positivo. Em relacdo a
analise filogenética, as amostras foram caracterizadas como subtipo japonés (HTLV-1aB),
embora ndo tenham formado um grupamento genético Unico. Curiosamente, foram observados
cbédons de parada prematura nas regides codificantes para a polimerase viral (Pol) e/ou proteinas
Tax, Env, p12 e p30. Os autores sugeriram que tais mutacdes resultariam na diminuigédo de
producdo de antigenos virais, promovendo menor estimulacdo de respostas imunoldgicas do
individuo e, por isso, interferindo nos resultados de WB. Dessa forma, tem sido sugerido que o
diagndstico soroldgico seja complementado por técnicas moleculares.

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude (2003), o diagndstico de infeccBes por
HTLV-1/2 é realizado por triagem sorolégica com o teste de ELISA. Resultados positivos e
indeterminados necessitam de confirmacéo, e recomenda-se o0 uso de WB, imunofluorescéncia,
ou de PCR (Figura 6). No entanto, ndo ha disponivel teste comercial de imunofluorescéncia, e
o0 teste de WB para HTLV-1/2 mais comercializado no Brasil (HTLV Blot 2.4, Genelabs,
Estados Unidos) ainda apresenta altos indices de resultados inconclusivos em regides
endémicas. Esses resultados sdo compostos por padrdes indeterminados, ou por tipagem viral
indefinida, e na cidade de S&o Paulo, Brasil, foram observados em 35% casos, podendo alcangar
taxas de até 65% dos individuos infectados em areas intertropicais (FILIPPONE et al., 2012;
JACOB et al., 2008). Outro teste confirmatorio, o0 INNO-LIA (INNO-LIA Score HTLV-I/II,
Fujirebio, Bélgica), embora apresente alta sensibilidade e especificidade (CAMPOS et al.,
2017), é um teste caro e apresenta uso limitado no Brasil. Por isso, o diagnéstico confirmatorio
empregando técnicas moleculares tem se mostrado uma alternativa.

De acordo com o estudo de CAMPOS et al. (2017), a sensibilidade e especificidade dos
diferentes métodos utilizados no diagnéstico confirmatério das infec¢es por HTLV-1/2 variam
consideravelmente entre ensaios soroldgicos e moleculares, particularmente em populacdes
coinfectadas com HIV. Tendo como referéncia o diagndstico definitivo obtido com o conjunto
dos testes empregados, os testes sorologicos de INNO-LIA e WB apresentaram sensibilidade
de 97,2% e 82,4%, respectivamente, enquanto as técnicas moleculares, de gPCR e de PCR com
analise do polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP), apresentaram taxas
de 68,9% e 68,4%, respectivamente. Com relacdo a especificidade, foram observadas taxas
mais elevadas dentre os métodos moleculares, que apresentaram valores de 100% e 79,6% para
a gPCR e a PCR-RFLP, respectivamente. Por outro lado, o INNO-LIA e o0 WB apresentaram
especificidade de 80% e 60%, respectivamente. Além disso, COSTA et al. (2011) também
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demonstraram que a PCR é capaz de detectar o provirus de HTLV-1/2 em amostras de sangue

de individuos com sorologia indeterminada.

Figura 6 — Representacéo do algoritmo de diagnéstico para as infeccGes de HTLV-1/2.
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Legenda: Dois testes de ELISA sdo realizados como triagem soroldgica, onde os resultados reagentes ou

discordantes seguem para confirmacdo por Western blot (WB), imunoensaio em linha (INNO-LIA) e/ou reacdo
em cadeia da polimerase (PCR).

Dessa forma, estes autores sugerem que testes confirmatorios sorologicos e moleculares
sejam usados de modo complementar, sendo os testes moleculares aplicados inicialmente, pois
apresentam custo reduzido, e somente amostras negativas seriam submetidas aos testes WB ou
INNO-LIA. Embora esta abordagem nao descarte a utilizacdo do WB e INNO-LIA, ela permite

uma reducdo consideravel no nimero de amostras a serem confirmadas por estas técnicas.

1.5. Teste de LAMP para detec¢do de HTLV-1/2

Diferente da PCR, a amplificacdo de DNA na metodologia de LAMP ocorre a partir de
sucessivas etapas de reiniciacdo da sintese sempre que uma cadeia de fita simples é liberada
apos deslocamento decorrente da producdo de uma nova dupla-fita. Esse fenbmeno somente €
possivel com o uso de uma DNA polimerase com atividade de deslocamento, em conjunto com
dois pares de iniciadores, um interno e outro externo, conferindo a capacidade da técnica de
amplificar o material genético em temperatura constante. Por este motivo, a técnica de LAMP

nédo requer estrutura laboratorial complexa, pois o teste pode ser executado em bloco aquecedor.
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Os iniciadores utilizados em LAMP séo especialmente desenhados para reconhecerem
seis regides distintas no DNA-alvo, o que confere alto nivel de especificidade e reduz o risco
de possiveis amplificacdes inespecificas (NOTOMI et al., 2000). Além disso, esta técnica tolera
um pequeno numero de incompatibilidades entre a sequéncia dos iniciadores e do DNA-alvo,
diferentemente da PCR, em que polimorfismos genéticos nas regifes de hibridizacdo dos
iniciadores podem reduzir a eficiéncia da reacdo. WANG et al. (2016) descreveram que na
técnica de LAMP ndo se observa alteracdo do limite de deteccdo, mesmo na presenca de 12 a
14 nucleotideos discordantes nas regides de hibridizacdo dos iniciadores.

Os iniciadores internos séo denominados FIP (do inglés forward inner primer) e BIP
(do inglés backward inner primer), que contém duas sequéncias distintas correspondendo as
sequéncias senso e anti-senso do DNA-alvo: uma para iniciacdo da reacdo (F2 ou B2) e outra
para auto-iniciacéo das etapas seguintes (F1c ou B1c) (Figura 7). De modo geral, os segmentos
internos a regido a ser amplificada, denominadas F2 e B2, séo delimitadas pelos iniciadores
externos F3 e B3. S&o definidas F1c e B1c as regides internas aos segmentos complementares
a F2 e B2 (Figura 7). A juncéo das sequéncias referentes aos segmentos de F1c e F2, e de Blc
e B2, da origem aos iniciadores FIP e BIP, respectivamente (Figura 7) (NOTOMI et al., 2000;
PARIDA et al., 2008).

Figura 7 — Representacdo do desenho de iniciadores para a técnica de LAMP.
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Legenda: Apresentacao da posicéo dos seis iniciadores: FIP/BIP, F3/B3 e FLP/BLP.
Fonte: PARIDA et al. (2008).

A amplificacdo de DNA pela técnica de LAMP ocorre em duas etapas: uma nao-ciclica
e outra ciclica. Na primeira, conforme ilustrado na Figura 8, existe a formacao de uma estrutura
de DNA com al¢cas em ambas as extremidades, que serve de base para amplificacdo por LAMP.
Quando a fita dupla de DNA atinge a condicdo de equilibrio dindmico a temperatura de 65°C,

o0 iniciador FIP ¢é capaz de anelar-se a sua sequéncia complementar no DNA-alvo através do
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segmento F2 (Figura 8A, etapa 1), dando inicio a sintese de uma nova cadeia de DNA pela Bst
DNA polimerase, que, através da sua atividade de deslocamento da dupla-fita, libera uma das
fitas do DNA-alvo (Figura 8A, etapa 2). Posteriormente, a ligagdo do iniciador externo F3 a sua
sequéncia complementar no DNA permite a extensdo de uma nova fita (Figura 8A, etapa 3),
formando uma fita dupla de DNA, e assim, deslocando e liberando a cadeia de DNA sintetizada
a partir de FIP (Figura 8A, etapa 4).

Devido a complementariedade de F1c e F1 nesta fita simples de DNA, forma-se uma
estrutura de alga em sua extremidade 5' (Figura 8A, etapa 5). Este DNA de fita simples, por sua
vez, atua como molde para a extensdo do terminal 3’ de BIP (Figura 8A, etapa 6), sendo a dupla-
fita resultante deslocada pela fita de DNA produzida a partir do iniciador externo B3 (Figura
8A, etapa 7). Atraves deste processo, a fita de DNA contendo BIP é liberada como uma fita
simples e, devido a complementariedade das regides Blc e B1, é formada uma estrutura de alca
na extremidade 5’ (Figura 8A, etapa 8). A hibridizac&o entre F1c e F1 no terminal 3’ desta fita
da origem a uma estrutura com algas em ambas as extremidades, semelhante a um halter (Figura
8A, etapa 8), que serve de base para a etapa de amplificacéo ciclica (PARIDA et al., 2008).

Ap0s extensdo do terminal 3’ de F1 na extremidade 3' da estrutura em halter produzida
na etapa ndo-ciclica, a etapa ciclica de LAMP tem inicio com a hibridizacdo de FIP a regido
F2c da alca desta mesma estrutura (Figura 8B, etapa 8). Este evento da inicio a sintese de uma
nova fita de DNA, gerando uma molécula contendo a estrutura original em halter, que desloca
a fita de DNA produzida anteriormente, que passa a ter uma estrutura de alga com haste duas
vezes mais longa, contendo duas cdpias da sequéncia-alvo (Figura 8B, etapa 9). Uma estrutura
de alca é formada no terminal 3’ livre desta fita devido a complementariedade das regides B1c
e B1. Com isso, a partir desta extremidade, a sintese de DNA ocorre a partir de sua propria
estrutura como molde, liberando a cadeia complementar ligada a FIP (Figura 8B, etapa 9). A
ligacdo do iniciador BIP a regido B2c do DNA-alvo da inicio a sintese de uma nova molécula
de dupla-fita que, por sua vez, promove um novo deslocamento e libera uma das fitas de DNA
(Figura 8B, etapa 10).
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Figura 8 — Amplificaco de DNA pela técnica de LAMP.
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Legenda: (A) Fase ndo-ciclica de LAMP, descrita nas etapas de 1-8, em que é formada uma estrutura de DNA
com alcas em ambas extremidades. (B) Fase de amplificacdo ciclica de LAMP, apresentada nas etapas 9—11, que
ocorre a partir da estrutura de DNA gerada na fase ndo-ciclica. (1) Hibridizacdo do segmento F2 de FIP a sequéncia
alvo do DNA. (2) Sintese de fita complementar de DNA pela Bst DNA polimerase por extensdo de FIP. (3)
Hibridizacdo do iniciador externo F3. (4) Sintese da fita de DNA a partir de F3, e (5) deslocamento da fita
complementar contendo FIP, (6) levando a formacdo de uma estrutura de alca em sua extremidade 5’ devido a
hibridizacdo das regifes F1c e F1. A hibridizacdo de BIP a esta molécula da inicio a sintese de nova fita de DNA
na extremidade 3', (7) que é subsequentemente deslocada pela fita sintetizada a partir de B3. (8) A fita simples de
DNA gerada ap6s deslocamento sofre hibridizacdo entre as regiGes F1c e F1 na extremidade 3’ e de Blc e B1 na
extremidade 5', formando uma estrutura em halter que serve como ponto de partida para a etapa de amplificacao
ciclica. (9) Amplificagdo exponencial da fita em forma de halter, empregando apenas os iniciadores internos, FIP
e BIP. O produto da reacdo é constituido de estruturas de diferentes tamanhos, que consistem em repeticGes
alternadamente invertidas na mesma cadeia, gerando estruturas ramificadas.

Fonte: PARIDA et al. (2008).

Além disso, a fita liberada na etapa anterior (etapa 9) da origem a uma nova molécula

de fita simples com estrutura em halter, reiniciando a amplificacdo da sequéncia-alvo de LAMP
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(Figura 8B, etapa 11). Como resultado deste processo, sdo geradas moléculas de DNA de
tamanhos distintos, contendo mdultiplas copias da sequéncia-alvo. Os produtos desta
amplificacdo podem ser representados como moléculas de DNA constituidas por varias
repeticOes alternadamente invertidas da estrutura de halter, e estruturas ramificadas com
maltiplas alcas (Figura 8B) (PARIDA et al., 2008).A amplificacdo de DNA pelo método de
LAMP pode ser acelerada pela adi¢éo de dois iniciadores de al¢a (loop), denominados LF e LB,
que sdo complementares as regides de alca da fita simples de DNA em forma de halter. Estes
iniciadores fornecem sitios adicionais de iniciacdo da sintese de DNA, acelerando assim a
amplificacdo da sequéncia-alvo, e reduzindo o tempo de reacdo (Figura 9) (NAGAMINE;
HASE; NOTOMI, 2002; PARIDA et al., 2008).

Figura 9 — Iniciadores de alca na técnica de LAMP.
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Legenda: A reacdo de LAMP pode ser acelerada com o uso de iniciadores para as regides de al¢a na estrutura de
DNA formada durante a fase ndo-ciclica de LAMP, denominados LF e LB. Estes iniciadores, complementares as
regides de alga, possibilitam sitios adicionais de inicia¢do da sintese de DNA, acelerando a amplificacdo de DNA
e reduzindo o tempo de reacéo.

Fonte: PARIDA et al. (2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Recentemente, nosso grupo de pesquisa estabeleceu testes de LAMP para a deteccédo de
HTLV-1 e 2 que apresentaram sensibilidade superior & PCR. A técnica de LAMP apresenta
vantagens em relacdo a PCR, tais como: (1) amplificacdo de DNA em condicGes isotérmicas,
risco reduzido de amplificacdo inespecifica devido ao uso de trés pares de iniciadores; (2) alta
sensibilidade; (3) facil execucdo, pois ndo requer estrutura laboratorial sofisticada, podendo ser
realizada em banho-maria ou bloco aquecedor; e (4) produgdo massiva de amplicons, cujo
resultado pode ser determinado visualmente com a adi¢do de corantes de DNA.

Estas caracteristicas fazem desta técnica uma opgéo valiosa como método molecular no
algoritmo de diagnostico das infec¢bes por HTLV-1/2, principalmente se implementada antes
dos métodos soroldgicos. Por isso, a definicdo da acuracia dos testes de LAMP com amostras
previamente caracterizadas por diferentes metodologias € necessaria para a sua implementacao

na rotina diagnostica.
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3. OBJETIVO GERAL

Determinar a acuracia e sensibilidade do teste de amplificacdo isotérmica de acidos

nucleicos mediada por alca (LAMP) na confirmacéo de infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar os testes de LAMP para HTLV-1/2 e comparar seu desempenho utilizando as
enzimas Bst 2.0 WarmStart e Bst Large Fragment DNA polimerase.

Determinar a acuracia e sensibilidade dos testes de LAMP para HTLV-1/2.

Determinar a acurcia e sensibilidade dos testes de LAMP, tendo como referéncia somente
os resultados de métodos moleculares (PCR-RFLP e qPCR).

Determinar o nivel de concordancia dos testes de LAMP para HTLV-1/2 com os diferentes

métodos de diagndstico confirmatorio.
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5. METODOLOGIA
5.1. Desenho do estudo e casuistica

Estudo transversal para avaliacdo do método de LAMP, com uso de amostras de DNA
proviral de HTLV-1 e 2, coletadas entre 2012 e 2015, de individuos diagnosticados em uma
coorte de portadores de HIV, em estudo realizado no IAL, S&o Paulo (CAMPOS et al., 2017).

Amostras com resultado reagente (OD/cut-off >1,1) ou indeterminado (OD/cut-off entre
0,9 e 1,1), em pelo menos um de dois testes de ELISA (Murex e Gold ELISA) (n=127), foram
submetidas a confirmacdo pelos testes soroldgicos de WB e INNO-LIA, e testes moleculares
de gPCR e PCR-RFLP (CAMPOS et al., 2017). Em 108 casos, foi confirmada infeccédo por
HTLV-1 (n=56), por HTLV-2 (n=45), coinfec¢do por HTLV-1 e HTLV-2 (n=1), e por HTLV,
porém sem definicdo do tipo viral (n=6). Nas 19 amostras restantes, nove tiveram padrdo
indeterminado pela analise com testes sorolégicos e foram negativas nos testes moleculares,
enquanto dez apresentaram resultado negativo em todos os testes confirmatérios (Figura 10).

Figura 10 — Fluxograma de testagem realizado pelo IAL.
Triagem por ElAs (Murex e Gold Elisa)
n=2991

Etapa Confirmatéria
n=127

Excluidos
n=2864
- Negativos em ambos os testes

Western Blot: INNO-LIA:
n=127 n=127

HTLV-1=49 -  HTLWV-1=50
HTLV-2 =29 - HTWv-2=41
HTLV-1+2=2 - HTWV-1+2=1
HTLV=9 - HTWw=13
IND=17 - IND=3
NEG =2 - NEG=0

qPCR:

n=122
HTLV-1=41
HTLV-2 =29
HTLV-1+2 =1
NEG =32
ND=5

PCR-RFLP:
n=117
HTLV-1=44
HTLV-2 =24

HTLV-1+2=0
NEG =30
ND =10

Resultado Final:
n=117

HTLV-1=56
HTLV-2 =45
HTLV-1+2=1
HTLV=6
IND=9
NEG =10

Legenda: Portadores de HIV (n=2991) foram testados para HTLV-1/2 por ELISA (Murex e o Gold Elisa).
Amostras positivas em pelo menos um dos testes seguiram para confirmacao (n=127) com quatro testes (Western
Blot, INNO-LIA, gPCR e PCR-RFLP), que compuseram o resultado final, podendo ser: positivo para HTLV-1 ou
HTLV-2, coinfeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 (HTLV-1+2), infeccdo por HTLV sem tipagem viral, indeterminado
(IND) ou negativo (NEG). ND, ndo determinado.
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Esses pacientes foram divididos em dois grupos: G1, constituido de individuos que se
infectaram por via parenteral e tinham conhecimento do diagndstico hd um longo tempo, cuja
grande maioria fazia o uso de terapia antirretroviral (TARV), e G2, composto por pacientes
com diagndstico recente de infecgdo por HIV, e que, portanto, ainda ndo faziam uso de TARV.

Além disso, foram selecionadas amostras de DNA de individuos com diagnostico de
infec¢do por HTLV-1 (n=125) e HTLV-2 (n=19), a partir de biorrepositério constituido durante
0 acompanhamento de coorte do INI pelo Laboratdrio de Pesquisa Clinica em Neuroinfeccoes
(LAPCLIN-NEURO), no periodo de 2014 a 2017. Essas amostras haviam sido submetidas a
triagem por ELISA e posterior confirmacgdo por WB (n=121) e/ou PCR (n=144). Parte destas
amostras foi utilizada para otimizagédo do teste de LAMP para HTLV-1 (n=31). Na comparagéo
da performance dos diferentes testes, os ensaios de LAMP para HTLV-1 e 2 foram realizados
em paralelo a PCR-RFLP e a qPCR, enquanto os resultados de WB foram recuperados de banco
de dados do LAPCLIN-NEURO.

5.2. Critérios de inclusdo e exclusdo de participantes, e coleta de dados

Né&o foram recrutados novos participantes. No entanto, o Unico critério para selecdo das
amostras de DNA proviral proveniente do IAL foi a disponibilidade de volume suficiente para
a realizacéo das reacdes de LAMP (minimo de 10ul). Por isso, foram utilizadas nesta pesquisa
92 amostras dos seguintes grupos: HTLV-1 (n=39), HTLV-2 (n=35), HTLV néo tipado (n=3),
sorologia indeterminada (n=5) e negativas (n=10), que foram identificadas somente por codigos
numéricos (001 a 127).

Em relacdo aos portadores de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 provenientes do INI,
foram incluidos individuos maiores de 18 anos, com diagndstico inicial realizado por ELISA e
confirmado por WB e/ou PCR, que continham amostra com volume suficiente para realizacao
dos testes, e que assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do estudo

original. Foram excluidos pacientes coinfectados por HIV, HBV e HCV.

5.3. Aspectos éticos

Amostras de DNA proviral de HTLV-1 e HTLV-2 utilizadas neste projeto derivam do
estudo “Vigilancia e diagnostico de infec¢ao por HTLV-1 e HTLV-2 em populagdo infectada
pelo HIV-1 de Sdo Paulo” aprovado pelo CTC-IAL (protocolo 106D/2012), e pelo Comité de
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Etica em Pesquisa (CEP) do IAL (CAAE 11302512.0.0000.0059). As amostras foram mantidas
em freezer -20°C sob a guarda/responsabilidade da Dr* Adele Caterino de Aradjo, no Centro de
Imunologia do IAL, Séo Paulo. O TCLE deste projeto original previa a comparacao de varios
testes soroldgicos e moleculares para a confirmacdo do diagnostico de infeccdo por HTLV-1 e
2, e 0s resultados prévios utilizados para comparacdo foram publicados por CAMPOS et al.
(2017), sem a necessidade de identificacdo dos participantes da pesquisa, cujas amostras
receberam apenas numeros de identificacdo de 001 a 127.

O projeto foi aprovado em 23 de julho de 2018 pelo Comité Técnico Cientifico do IAL,
em 07 de dezembro de 2018 pelo CEP do INI (CAAE 98332818.9.0000.5262), e em 11 de abril
de 2019 pelo CEP do IAL (CAAE 98332818.9.3000.0059). O Termo de Transferéncia de
Material (TTM) foi celebrado entre o INI e 0 IAL em 08 de agosto de 2019, por documento
aprovado pelo Nucleo de Inovacdo Tecnologica (NIT)-GESTEC/FIOCRUZ, pela Procuradoria
da FIOCRUZ e pelo IAL.

Para o uso das amostras provenientes do INI, foi obtida aprovacéo e assinatura de TCLE
no estudo “Diagnostico confirmatorio das infeccbes por HTLV-1/2 pela técnica de LAMP?”,
sob coordenacédo do Dr. Otavio de Melo Espindola (LAPCLIN-NEURO), aprovado pelo CEP
do INI em 17 de fevereiro de 2014 (CAAE: 23369813.7.0000.5262).

5.4. Extracdo de DNA a partir de sangue periférico

A extracdo de DNA de leucocitos de sangue periférico de pacientes do 1AL foi realizada
com o sistema robotizado da Roche (Extrator MagNA Pure LC 2.0) e o kit MagNA Pure LC
DNA isolation kit I (Roche Diagnostics), conforme descrito por CAMPOS et al. (2017). Com
relacdo as amostras do INI, a extracéo foi realizada com o kit Puregene Blood Core B (Qiagen),
seguindo instrucdes do fabricante. Resumidamente, 300uL de sangue periférico em EDTA em
um microtubo de 1,5 mL foram adicionados de 900 pL de solucéo para lise de hemécias. Apds
homogeneizacdo, o material foi incubado a temperatura ambiente por 1 minuto, ou até a lise de
hemacias, sendo posteriormente centrifugado a 16.000 x g por 20 segundos para sedimentacéao
dos leucdcitos. O sobrenadante foi descartado com uma micropipeta, sendo deixado um residuo
de aproximadamente 50 pL. Apos a ressuspensdo das células, foram adicionados 300 uL de
solucdo de lise celular e, ap6s homogeneizagdo, as amostras foram mantidas por 1 minuto a

temperatura ambiente. Subsequentemente, 100uL de solugdo de precipitacdo de proteinas
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foram adicionados nas amostras, que foram agitadas vigorosamente por 15 segundos, e
centrifugadas a 16.000 x g por 1 minuto para sedimentacdo do precipitado proteico. O
sobrenadante resultante foi vertido para um microtubo de 1,5mL contendo 300 pL de
isopropanol (Merck) e, apds homogeneizacdo por inversao (50 vezes), o DNA precipitado foi
sedimentado por centrifugacdo a 16.000 x g por 1 minuto. Apos descarte do sobrenadante, o
DNA foi lavado duas vezes com 600uL de etanol a 75% por centrifugacéo a 16.000 x g por 1
minuto. O sobrenadante da ultima lavagem foi completamente removido com o auxilio de uma
micropipeta, e 0 DNA precipitado secado ao ar por 5 minutos, sendo homogeneizado em 100uL
de solucéo de reidratacdo. A amostra obtida foi incubada durante a noite a temperatura ambiente
para total dissolucdo do DNA, e estocada a -20°C até a sua utilizac&o.

5.5. Testes de LAMP para a detec¢do de HTLV-1/2

5.5.1. Iniciadores para LAMP

Foram utilizados iniciadores previamente descritos para HTLV-1 e 2 (GOMES, YAGO,
2017) (Tabela 1). Enquanto o conjunto de iniciadores de HTLV-1 foi desenhado exatamente
conforme a referéncia ATK (GenBank J02029, nucleotideos 7386-7689), no de HTLV-2 foram
considerados dois polimorfismos (A7819G e A7991G) presentes na referéncia Mo (GenBank
M10060, nucleotideos 7757-7992). Novos iniciadores foram desenhados para HTLV-1 neste
estudo com o programa PrimerExplorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/) utilizando a sequéncia
parcial do gene tax da linhagem ATK (nucleotideos 7874-8323) como referéncia. Esta regido
foi selecionada, pois, na analise com sequéncias de HTLV-1 (n=80) de pacientes da coorte do
INI/FIOCRUZ (GenBank MF277043-MF277122), apresentava somente um polimorfismo
genético. Foram utilizadas as seguintes condicGes: (i) Iniciadores com 15 a 25-mer; (ii)
temperatura de dissociagdo (Tm) das regides F1c/Blc de 64°C a 66°C; (iii) Tm das regides
F2/B2 e F3/B3 de 59°C a 61°C; (iv) contetdo de GC entre 40% e 60%; (v) valor da mudanca
de energia livre (AG), para determinar a estabilidade dos iniciadores, menor que —3 kcal/mol
para no terminal 5' e menor que —4kcal/mol no terminal 3' dos iniciadores, e de —2,5 kcal/mol
na verificacdo de dimeros; (vi) distancia de 120 a 160-pb entre F2 e B2, alca (regido entre F1c
e F2) com 40 a 60-pb, distancia de 0 a 60-pb entre F2 e F3 e de 0 a 100-pb entre F1c e Blc. A
formacdo de dimeros foi conferida com a plataforma Multiple Primer Analyzer (Thermo

Fisher), sendo descartados os conjuntos de iniciadores contendo qualquer possivel ligacéo
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estavel (AG > -5 kcal/mol) entre iniciadores na regido 3'. A especificidade dos iniciadores para
HTLV-1 foi avaliada in silico por alinhamento com a sequéncia da linhagem Mo de HTLV-2
(GenBank M10060) com o programa BioEdit v7.2.5. Conjuntos com pelo menos um iniciador
com homologia >50% foram descartados. A analise da formacdo de hairpin foi feita com o
programa OligoAnalyzer Tool (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer), e foram

descartados os conjuntos de iniciadores com temperatura de dissociagdo >50°C.

Tabela 1 — Iniciadores de LAMP para HTLV-1/2 previamente descritos.

LAMP Iniciadores? Sequéncias (5'—>3')° Posigdes*

(F1c: 7545-7524)
(F2: 7464-7582)
(Blc: 7557-7578)
(B2: 7634-7617)

FIP-1  5'-gagtcgagggataaggaactgtctgtccagagcatcagate-3'

BIP-1  5'-cacccagagaacctctaagaccaaggagggtggaatgttg-3'

HTLV-1 F3-1  5'-ctgtgtacaaggcgactg-3' 7386-7403
B3-1  5'-ggtgggttccatgtatcc-3' 7689-7672
LF-1  5'-agagctgagccgataacg-3' 7523-7506
LB-1  5'-ccgccaatcactcatacaac-3' 7594-7613

(Flc: 7887-7869)
(F2: 7810-7828)

(Flc: 7824-7914)
(F2: 7967-7950)

FIP-2  5'-gatacagggagccctcacgcacacaggggcagtcatag-3'

BIP-2  5'-gcctggtgtacaggacttctcccgtcattgaaggtccat-3'

HTLV-2 F3-2  5'-tcaccaaggtgcctctaa-3' T757-7774
B3-2  5'-gcaagggccggaaatcat-3' 7992-7975
LF-2  5'-ggttggaacattgtggtgg-3' 7868-7850
LB-2  5'-tccatcttaacaaccccagg-3' 7924-7943

Notas: Iniciadores descritos por GOMES, YAGO (2017). LAMP, amplificacdo isotérmica mediada por alca.

2 Iniciadores FIP e BIP sdo constituidos pelas juncfes das sequéncias F1c+F2 e B1c+B2, respectivamente.

bAs regides F1c/B1c estdo destacadas em negrito, e as regides F2/B2 estdo sublinhadas.

¢ Posicdes referentes as sequéncias das linhagens ATK (Genbank J02029) e Mo (Genbank M10060) de HTLV-1 e
HTLV-2, respectivamente.

5.5.2. Otimizacao da técnica de LAMP para a amplificacédo de tax de HTLV-1

A comparacdo das enzimas Bst Large Fragment e Bst 2.0 WarmStart DNA polimerase
(New England Biolabs) no teste de LAMP foi executada com os iniciadores descritos na Tabela
1, nas seguintes concentrac6es: 40 pmoles de iniciadores FIP e BIP, 5 pmoles dos iniciadores
F3 e B3, e 20 pmoles dos iniciadores LF e LB (Invitrogen). As reac0es foram realizadas com

tampdo de reagdo 1x, 8U de enzima, 0,4 mM de desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs)
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(Invitrogen) e 5uL de amostra de DNA a 20 ng/pL (100 ng) em volume final de 25 pL. As
amostras de DNA utilizadas (n=31) foram derivadas de pacientes da coorte do INI/FIOCRUZ
que continham carga proviral baixa ou indetectavel e que ja haviam sido submetidas a técnica
de LAMP com os iniciadores para HTLV-1 previamente descritos (Tabela 1). Os testes com a
DNA polimerase Bst Large Fragment foram realizados com 6mM de MgSOs e 0,8 M de betaina
(GOMES, YAGO, 2017), enquanto nos testes com a enzima Bst 2.0 WarmStart foram utilizadas
concentragdes de betaina variando de zero a 1,6 M (Sigma-Aldrich), e de sulfato de magnésio
(MgSO0.) variando de 3 a 6 mM. Uma vez que o tampao de reacdo contém 2 mM de MgSOs,
foi realizada a adigéo de 1 a4 mM de MgSOa.

Para otimizacao das condic¢des de reagdo com os iniciadores desenhados nesse estudo,
foi utilizada a DNA polimerase Bst Large Fragment e concentracdes de betaina variando de 0,8
al,2 M, e de MgSO; variando de 3 a 6 mM.

5.5.3. Condicdes da reacdo de LAMP

Os testes de LAMP foram realizados com a DNA polimerase Bst Large Fragment, em
volume final de 25 pL, com tampdo de reacdo 1x, 8U de enzima e 0,4 mM de
desoxinucleotideos trifosfatados (ANTPs) (Invitrogen), 40 pmoles de iniciadores FIP e BIP, 5
pmoles dos iniciadores F3 e B3, e 20 pmoles dos iniciadores LF e LB (Invitrogen), 6 mM de
sulfato de magneésio (MgSOs). Betaina foi adicionada nas concentragdes de 1,0 M e 0,8 M nas
reacdes para HTLV-1 e HTLV-2, respectivamente.

Apos adicdo de 5 uL. de DNA a 16,5 pL da mistura de reacdo contendo MgSQa, betaina,
dNTPs, iniciadores e agua, foi realizada a pré-desnaturacdo do DNA no Termociclador modelo
T-100 (Bio-Rad) por incubacéo a 95°C por 5 minutos, 65°C por 1 minuto e 22°C por 5 minutos,
sendo os microtubos transferidos para banho de gelo. Em seguida, as rea¢fes foram adicionadas
de 3,5 ul de mistura contendo tampéo de reacédo e Bst DNA polimerase, e incubadas a 65°C por
1 hora. Posteriormente, a reacao foi incubada a 80°C por 10 minutos para inativacdo da enzima.

Os resultados foram revelados por eletroforese em gel de agarose a 2% (Invitrogen) em
tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x (Invitrogen), contendo GelRed™ 0,5x% (Biotium), com
aplicacdo de 2 pL do produto da reacdo acrescido de 8 uL de TBE 1x e 2 pL de corante
BlueJuice™ 10x (Invitrogen). A corrida foi realizada a 100V por 1h, e os resultados revelados
por transiluminacdo UV e fotografados em Sistema L-Pix (Loccus Biotecnologia, Brasil).

Como controles negativos, foram realizadas reagdes contendo apenas agua ou 100 ng de DNA
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humano comercial (Promega). Foram consideradas positivas as reagfes com padrdo de
amplificagdo caracteristico de LAMP, ou seja, formacdo de rastro na raia pelo material genético

amplificado, e consideradas negativas as amostras com auséncia de amplificag&o.

5.6. Quantificacdo da carga proviral (CPV) de HTLV-1/2

A CPV de HTLV-1/2 foi determinada por gPCR utilizando o equipamento Rotor-Gene
Q (Qiagen). Inicialmente, amostras de DNA de sangue periférico do biorrepositorio do
LAPCLIN-NEURO/INI foram quantificadas em espectrofotometro UV (BioPhotometer
Eppendorf) e diluidas para 20 ng/uL. As reacdes foram realizadas em duplicata com o reagente
Rotor-Gene Probe PCR kit (Qiagen) e 5 pL de DNA diluido, num volume final de 25 pL. Como
referéncia, foi amplificado um segmento de 79-pb do gene da 3-globina humana, utilizando 50
pmoles dos iniciadores B-glob-F (5'-GCAAGAAAGTGCTCGG TGC-3') e B-glob-R (5-TCAC
TCAGTGTGGCAAAGGTG-3") e 2,5 pmoles da sonda 3-glob (5-TAGTGATGGCCTGGCTC
ACCTGGAC-3) marcada com 5-FAM e 3-TAMRA. Para detec¢édo das células infectadas, foi
realizada a amplificacdo de um segmento de 159-pb do gene tax de HTLV-1/2, utilizando 15
pmoles dos iniciadores SK43 (5-CGGATACCCAGTCTACGTGT-3') e SK44 (5-GAGCCGA
TAACGCGTCCATCG-3') e 5 pmoles da sonda SK45 (5-ACGCCCTACTGGCCACCTGTC-
3') marcada com 5'-FAM e 3-TAMRA. As reacdes foram submetidas ao seguinte ciclo de
amplificacdo: ativacao/desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 47 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 5 segundos e de hibridizacdo/extensdo a 60°C por 15 segundos, sendo
a fluorescéncia detectada ao final de cada ciclo. Para determinar o nimero total de células em
cada reacao foi utilizada uma curva-padréo construida com diluicdes a 1:2 de amostra de DNA
humano comercial (Promega), variando de 12,5 a 400 ng por reacdo. A curva-padrdo para
determinacdo do numero de células infectadas foi construida com diluicdes a 1:2 de DNA da
linhagem TARL-2, que apresenta uma copia do provirus de HTLV-1 por célula, variando de
3,125 a 200 ng por reagdo. As curvas-padrdo apresentaram R? >0,998, e a CPV de HTLV-1/2
foi calculada como o percentual de células infectadas na populacdo de leucdcitos de sangue

periférico, com a seguinte formula: [(copias de tax)/(copias de S-globina/2)] x 100.
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5.7. PCR-RFLP para detec¢éo de HTLV-1/2

A PCR convencional para deteccdo dos provirus foi realizada com a enzima Platinum ™
Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 15 pmoles dos iniciadores SK43 e SK44, que geram um
amplicon de 159-pb. Como controle da qualidade da amostra de DNA, foi realizada a
amplificacdo do gene da -globina humana com 50 pmoles dos iniciadores 3-glob-F e B-glob-
R. As reacOes foram realizadas em volume final de 50 pL contendo: 1x tampéo de PCR, 2mM
MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP e 1,25U de Taq DNA polimerase e 5 pL. de DNA sem diluig&o.
As reacOes foram submetidas ao seguinte ciclo de amplificagdo: desnaturacao inicial a 95°C por
3 minutos, 45 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, hibridizacdo a 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, seguido de extenséo final a 72°C por 5 minutos.
Posteriormente, 15 pL dos produtos da PCR foram submetidos a eletroforese a 100V por 90
minutos em gel de agarose a 2% em tampdo TBE 1x contendo GelRed™ 0,5x. Amostras com
amplificagdo do gene da B-globina humana e sem amplificagdo do alvo de HTLV-1/2 foram
consideradas negativas.

O produto das reagdes positivas para HTLV (20uL) foi submetido a digestdo com 20U
de Tagla (New England Biolabs), conforme instrucfes do fabricante, em um volume final de
30 pL, para andlise do polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP). As
reacdes foram incubadas a 65°C por 4 horas e o resultado revelado por eletroforese em gel de
agarose a 2% em tampdo TBE 1x contendo GelRed™ 0,5x a 100V por 90 minutos. Nas
amostras positivas para HTLV-1 sdo observados dois fragmentos (139-pb e 20-pb), nas
amostras de HTLV-2 sdo observados trés fragmentos (85-pb, 54-pb e 20-pb), e amostras

positivas para ambos os virus apresentam quatro fragmentos (139-pb, 85-pb, 54-pb e 20-pb).

5.8. Plano de analise

Tabelas 2 x 2 foram construidas com os resultados dos testes, e foram utilizadas para
calculo das taxas de acuracia e sensibilidade com o programa R versao 3.6.8, e 0s intervalos de
confianca 95% foram definidos pelo método de Clopper-Pearson. A concordancia entre os
testes foi calculada pelo indice Kappa de Cohen com o programa GraphPad Prism 5. Contudo,
devido ao desenho do estudo, que resultou na auséncia de resultados falso-positivos, ndo foi

possivel calcular as taxas de especificidade dos testes de LAMP para HTLV-1/2.
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A partir dos resultados dos testes confirmatorios realizados no 1AL foi, primeiramente,
determinada a acurécia e sensibilidade dos testes sorologicos (WB e INNO-LIA) e moleculares
(QPCR e PCR-RFLP), em conjunto ou individualmente, tendo como referéncia o diagndstico
definitivo obtido pelo padrdo-ouro, representado pelo somatorio de todas as metodologias. A
analise comparativa dos testes de LAMP também foi realizada frente ao diagndstico definitivo,
ou em relacdo aos resultados do conjunto de métodos moleculares ou sorolégicos, ou ainda em
relacdo a cada método de diagnostico, separadamente. Nao foram incluidas nas anélises as
amostras com resultado negativo na triagem por ELISA.

Para analisar a influéncia da quantidade de DNA e do nimero de copias dos provirus
nos resultados de LAMP, foram utilizados os resultados de Ct (Cycle threshold) na gPCR para
0 gene pol de HTLV-1/2 e para o gene da albumina humana (alb), respectivamente, descritos
no estudo de CAMPOS et al. (2017). Dessa forma, foi determinada a carga proviral relativa de
HTLV-1/2 pelo método de delta delta Ct (2-24Y), descrito por LIVAK; SCHMITTGEN (2001).

Nos calculos de acuracia, sensibilidade e concordancia, as amostras foram estratificadas,
sendo analisados o total de amostras de HTLV-1 e 2, de HTLV-1 ou HTLV-2, separadamente,
ou ainda discriminados por grupo com ou sem o uso de TARV (G1 e G2, respectivamente). No
que diz respeito aos testes realizados no IAL (Tabela Suplementar 1), foram consideradas
positivas as amostras identificadas como HTLV-1, HTLV-2 ou HTLV, e negativas as amostras
com resultado negativo ou indeterminado, conforme descrito por CAMPOS et al. (2017).

A partir dos resultados dos testes confirmatorios realizados no INI, foram calculadas a
acuracia, a sensibilidade e concordancia dos ensaios de WB, gPCR, PCR-RFLP, e de LAMP
no diagnéstico de infecgdes por HTLV-1 e 2, separadamente, tendo como referéncia o
diagnostico definitivo obtido com o padrdo-ouro, representado pelo somatorio das técnicas de
WB e PCR-RFLP.

A concordancia entre os diferentes métodos foi avaliado pelo coeficiente Kappa de
Cohen, no qual seus valores sdo indicados em um indice: menor que zero, insignificante; entre
zero e 0,20, minima; entre 0,21 e 0,40, razoavel; entre 0,41 e 0,60, moderada; entre 0,61 e 0,80,
substancial; e entre 0,81 e 1, quase perfeita (LANDIS; KOCH, 1977).

Por fim, o calculo do custo dos algoritmos de confirmacéo das infec¢des por HTLV-1/2
foi realizado levando-se em consideracdo os seguintes valores por teste: INNO-LIA, R$ 161,00;
WB, R$ 125,00; gPCR, R$ 18,79; PCR-RFLP, R$ 19,45; LAMP revelado com SYBR Green |,
R$ 9,99. Os custos de cada teste foram definidos de acordo com os protocolos do LAPCLIN-
NEURO e cotacGes de abril de 2020.
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6. RESULTADOS
6.1. Otimizacao do teste de LAMP para a deteccdo molecular de HTLV-1

Inicialmente, foi avaliada a possibilidade de substituicdo da Bst Large Fragment DNA
polimerase, presente no teste de LAMP previamente estabelecido (GOMES, YAGO, 2017),
pela versdo Bst 2.0 WarmStart, cuja atividade é inibida em temperaturas abaixo de 45°C.
ConcentracBes de magnésio e de betaina, que influenciam a eficiéncia da reacdo de LAMP,
foram ajustadas para o teste com a enzima Bst 2.0 WarmStart. Foram testadas concentragdes de
3 a6 mM de sulfato de magnésio (MgSOas), que apresentaram resultados similares (Figura 11),
e por isso foi selecionada a concentracdo de 4 mM. Em seguida, foram avaliadas concentragdes
de betaina de 0 a 1,6 M. A concentragdo de 0,2 M de betaina ndo impediu a geracdo de
amplificacdo inespecifica, enquanto a concentracdo de 1,6 M inibiu a reacdo por completo
(Figura 12). Por isso, foi selecionada a concentragéo intermediaria de 0,8 M.

O desempenho das enzimas Bst 2.0 WarmStart e Large Fragment foi comparado com
amostras de DNA de 31 portadores de HTLV-1. O teste de LAMP com a enzima Bst Large
Fragment apresentou desempenho ligeiramente superior ao da Bst 2.0 WarmStart (Figura 13),
sendo obtida sensibilidade de, respectivamente, 93,55% (29 positivos em 31 casos) e 87,10%

(27 positivos em 31 casos) em relacdo ao resultado do diagnostico definitivo.

Figura 11 — Avaliacéo da concentragdo de magnésio na reacdo de LAMP para HTLV-1.
3mM 4mM 5mM 6 mM

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Legenda: ConcentracBes de magnésio variando de 3—-6 mM foram testadas em reagdo com a enzima Bst 2.0
WarmStart DNA polimerase. As reacfes foram realizadas com 100 ng de DNA, e incubadas a 65°C por 1h.
Eletroforese em gel de agarose a 2% com GelRed 0,5x em TBE 1x foi realizada a 100V por 1h usando 2 L dos
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produtos das rea¢des. Linha 1, peso molecular de 100-pb; linhas 2, 5, 8 e 11, controle negativo (agua); linhas 3, 6,
9 e 12, controle negativo (DNA humano); linhas 4, 7, 10 e 13, amostra positiva para HTLV-1.
Figura 12 — Avaliacéo da concentracdo de betaina na reagdo de LAMP para HTLV-1.

oM 0,2M 0,4M 0,8M 1,2M 1,6 M
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

19

Legenda: Reac¢Bes com a enzima Bst 2.0 WarmStart DNA polimerase foram realizadas com concentragdes de
betaina de 0-1,6 M, em duplicata, e 100 ng de DNA, e incubadas 65°C por 1h. Eletroforese em gel de agarose a
2% com GelRed 0,5x em TBE 1x foi realizada a 100V por 1h com 2 L dos produtos das reagdes. Linha 1, peso
molecular de 100-pb; linhas 2, 5, 8, 11, 14 e 17, controle negativo (agua); linhas 3, 6, 9, 12, 15 e 18, controle
negativo (DNA humano); linhas 4, 7, 10, 13, 16 e 19, amostra positiva para HTLV-1.

Figura 13 — Comparacéo entre DNA polimerases Bst 2.0 WarmStart e Large Fragment.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

WWWWW il i |

Amostra | CPV (%) | Amostra | CPV (%) | Amostra | CPV (%) | Amostra | CPV (%)

1 1,85 9 0,31 17 0,03 25 0,00
2 1,54 10 0,22 18 0,03 26 0,00
3 1,48 11 0,21 19 0,02 27 0,00
4 1,07 12 0,10 20 0,01 28 0,00
5 0,87 13 0,07 21 0,01 29 0,00
6 0,86 14 0,06 22 0,01 30 0,00
7 0,65 15 0,04 23 0,00 31 0,00
8 0,43 16 0,03 24 0,00

Legenda: Reagdes foram realizadas com as enzimas Bst 2.0 WarmStart (acima) e Bst Large Fragment, (abaixo),
com incubagdo a 65°C por 1h. Eletroforese em gel de agarose a 2% com GelRed 0,5x em TBE 1x foi realizada a
100V por 1h com 2 pL dos produtos das reac@es. Linha 1: peso molecular de 100-pb; linha 2: controle negativo
(4gua); linha 3, controle negativo (DNA humano); linhas 4 a 34, amostras positivas para HTLV-1, numeradas de



38

1 a 31, com valores de carga proviral (CPV) em percentual de células infectadas em leucdcitos de sangue
periférico, conforme indicado no quadro associado.

6.2. Teste de LAMP para HTLV-1 e 2 em amostras do IAL

Considerado o desempenho superior da DNA polimerase Bst Large Fragment na
amplificacdo da sequéncia-alvo de HTLV-1, essa enzima foi utilizada nos testes de LAMP para
HTLV-1 e HTLV-2 com as amostras de DNA fornecidas pelo IAL (n=92), cujos resultados
estdo descritos na Tabela Suplementar 1. Embora ndo utilizadas nos célculos de acuracia e de
sensibilidade, todas as amostras com resultado negativo na triagem com dois testes de ELISA
(n=10) também se mostraram negativas nos testes de LAMP. Dessa forma, as analises seguintes
foram realizadas com os resultados de 82 amostras.

De modo geral, a acuracia do teste de LAMP para HTLV-1/2 foi mais baixa em relacéo
aos testes sorologicos (59,75%) se comparada com as técnicas moleculares (73,17%) (Tabela
3), 0 que também foi observado na analise realizada individualmente contra WB (57,32%),
INNO-LIA (60,98%), gPCR (75,61%) e PCR-RFLP (75,31%) (Tabela 3). A acurécia do teste
de LAMP para HTLV-1 utilizando-se como referéncia cada um dos diferentes métodos de
diagnostico, isoladamente, apresentou melhor desempenho na comparacdo a qPCR (80,49%),
seguida da PCR-RFLP (76,54%) e dos testes de WB e INNO-LIA (74,39%) (Tabela 3). Em
todas as comparagdes com outros metodos de diagndstico, o teste de LAMP para HTLV-1
apresentou acuracia inferior no grupo de pacientes coinfectados com HIV e em uso de TARV
(grupo G1) em relacdo ao grupo sem terapia (grupo G2). Além disso, a acuracia do teste de
LAMP para HTLV-1 foi inferior a do teste para HTLV-2 em todas as situagdes, especialmente
no grupo que faz uso de TARV. O teste de LAMP para HTLV-2 apresentou acuracia mais
elevada em relacéo a combinacdo de testes moleculares (92,68%) do que a de testes sorologicos
(80,49%); assim como em relacdo a gPCR (92,68%) e a PCR-RFLP (96,30%) se comparadas
ao WB (82,93%) e INNO-LIA (81,71%), separadamente (Tabela 3).

O teste de LAMP para HTLV-1 apresentou resultados discrepantes dos demais métodos
de diagnostico confirmatorio, principalmente em individuos em uso de TARV (Tabela 4). O
teste de LAMP para HTLV-1 neste grupo apresentou concordancia razoavel com o WB (0,34)
e com 0 INNO-LIA (0,29), e moderada ou razoavel em relacdo a qPCR (0,42) ou a PCR-RFLP
(0,33), respectivamente (Tabela 4). Por outro lado, no grupo que nédo faz o uso de terapia, foi
obtida uma concordancia substancial com os testes moleculares (Tabela 4: kappa de 0,79 com
a gPCR e 0,80 com a PCR-RFLP). Ja a concordancia total do teste de LAMP para HTLV-2
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com a PCR-RFLP foi considerada quase perfeita (0,90), e substancial em comparagdo com a
gPCR (0,80) (Tabela 4).



Tabela 3 — Acurécia dos testes de LAMP paraHTLV-1e HTLV-2.

40

LAMP  Virus Testes Testes WB INNO-LIA gPCR PCR-RFLP
sorologicos moleculares

HTLV-1/2 59,76 73,17 57,32 60,98 75,61 75,31
(4834a7044) (62,2428236) (4591a68,18) (4957a71,56) (64,88a8442) (64,67 a84,22)

Total  HTLVA 75,61 78,05 74,39 74,39 80,49 76,54
(64,88a8442) (67,54a8644) (6356a83,84) (6356a83,40) (70,26a8842) (65,82 a85,25)

LV 80,49 92,68 82,93 81,71 92,68 96,30
(7026a8842)  (84,75a97,27)  (7302a90,34) (71,63a89,38) (84,75a97,27) (89,56 a99,23)

L1/ 50,00 66,67 56,25 52,08 66,67 66,67
(3523a64,77)  (51,50a79,60) (41,18a7052) (37,19a66,71) (51,59a79,60) (51,59 a79,60)

ol HTLVA 66,67 72,92 66,67 64,58 72,92 66,67
(5159a79,60) (58,15a84,72) (51,59a79,60) (4946a77,84) (58,15a84,72) (51,59 a79,60)

LV 81,25 93,75 85,42 77,08 91,67 97,92
(67,37a91,05) (82,80298,69) (72,24a93,93) (62,69a87,97) (80,02a97,68) (88,93 a 99,95)

TLV-1/0 73,53 82,35 67,65 76,47 88,24 87,88
(55.64a87,12)  (6547a9324) (49,47a82,61) (588328925 (72,55a96,70) (71,80 a 96,60)

e HTLVA 88,24 94,12 85,29 88,24 91,18 90,91
(7255296,70)  (80,32299,28)  (68,94a9505) (7255a96,70)  (76,32298,14) (75,67 a 98,08)

LV 85,29 91,18 79,41 88,24 94,12 93,94
(689429505 (76,32a98,14)  (62,10a91,30) (7255a96,70)  (80,32299,28) (79,77 a 99,26)

Notas: Valores de acurdcia (%), e do intervalo de confianga 95% entre parénteses, dos testes de LAMP calculadas em relagdo aos resultados de diferentes testes de
diagnostico. WB, Western blot; INNO-LIA, Imunoensaio em linha, qPCR, rea¢do em cadeia da polimerase em tempo real; PCR-RFLP, PCR e ensaio de polimorfismo do
tamanho dos fragmentos de restricdo. G1, pacientes coinfectados com HIV em uso de TARV (n=48). G2, pacientes coinfectados com HIV sem uso de TARV (n=34).



Tabela 4 — indice de concordancia entre o teste de LAMP e outros métodos de diagnostico.
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LAMP Virus WB INNO-LIA JPCR PCR-RFLP
0.12 0,19 0,51 0,50
) -0,06 a 0, 06 a0, 32a0, 32a0,
HTLV-1/2 (-0,06 a 0,31) (0,06 2 0,031) (0,32 2.0,69) (0,32 2.0,68)
0,47 0,47 0,57 0,50
] 28a0, 28a0, 38a0, 31a0,
Total HTLV-1 (0,28 2.0,66) (0,28 2 0,66) (0,38 20,76) (0,31 20,69)
LV 0,54 0,59 0,80 0,90
’ au, ) a ’ ) av, y al,
(0,3320,75) (0,418 a (0,76) (0,65 2 0,95) (0,78 2 1,00)
011 0,04 0,33 0.33
) -0,13a0, -0,13 a0, 07 a0, 740,
HTLV-1/2 (-0,13 a 0,35) (-0,1320,21) (0,07 2 0,60) (0,7 20,59)
0,34 0,29 0,42 0.33
) ,09a0, 03 a0, 15a0, ,06 a0,
Gl HTLV-1 (0,09 2 0,059) (0,03 2 0,55) (0,15 2 0,68) (0,06 2 0,58)
0,54 0,47 0.73 0.92
) 250, 23a0, 48 a (0, 77al,
HTLV-2 (0,25 2 0,84) (0,23 20,70) (0,48 a (0,98) (0,77 a1,00)
0,33 0,49 0,76 0.75
) ,01a0, 23a0, 53a0, 5320,
HTLV-1/2 (0,01 a 0,65) (0,2320,78) (0,5320,97) (0,5320,97)
0,66 0.73 0.79 0.80
) 3820, 4920, 5320, 54al,
G2 HTLV-1 (0,38 20,93) (0,49 20,98) (0,5320,97) (0,54 2 1,00)
0,52 0.75 0,87 0.86
HTLV-2 (0,21 20,83) (0,52 20,97) (0,69 a 1,00) (0,68 a 1,00)

Notas: Nivel de concordancia pelo indice Kappa de Cohen com o intervalo de confianca 95% indicado entre parénteses. WB, Western blot; INNO-LIA, Imunoensaio em
linha, gPCR, reacdo em cadeia da polimerase em tempo real; PCR-RFLP, PCR e ensaio de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo; IND, indefinido. G1,
pacientes coinfectados por HIV em uso de TARV (N=48). G2, pacientes coinfectados por HIV sem o uso de TARV (n=34).
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Amostras de HTLV-2 com resultado positivo no teste de LAMP em individuos com e
sem TARYV apresentaram carga proviral relativa 59,71 e 18,38 vezes maior do que amostras
com resultado negativo, respectivamente (Tabela 5). Por outro lado, tal diferenca ndo foi
observada nas amostras de HTLV-1, em que amostras dos dois grupos com resultado positivo
no teste de LAMP apresentaram niveis de carga proviral relativa ligeiramente inferior as das

amostras com resultado negativo (Tabela 5), sugerindo problemas na eficiéncia dos iniciadores.

Tabela 5 — Carga proviral relativa de HTLV-1/2 conforme resultados do teste de LAMP.

Grupos LAMP - HTLV-1 LAMP - HTLV-2

Negativo (n=7) Positivo (n=11) Negativo (n=3) Positivo (n=7)

Média Ctyol 33,57 34,55 39,00 33,14

Media Ctaib 26,86 26,91 27,67 27,71

Gl ACt 6,71 7,64 11,33 5,43

AACt 0 0,93 0 -5,90

2-AACt 1,00 0,53 1,00 59,71
Negativo (n=3) Positivo (n=9) Negativo (n=2) Positivo (n=10)

Média Ctpol 30,00 29,89 39,00 31,00

Meédia Ctanp 25,50 23,89 26,50 22,70

G2 ACt 4,50 6,00 12,50 8,30

AACt 0 1,50 0 -4,20

2-Anct 1,00 0,35 1 18,38

Notas: Calculo de quantificacdo relativa pelo método de delta delta Ct (2-24¢Y). G1, pacientes coinfectados por
HIV em uso de TARV. G2, pacientes coinfectados por HIV sem o uso de TARV.

6.3. Desenho e padronizacao de novos iniciadores de LAMP para HTLV-1

Para melhorar a eficiéncia do teste de LAMP na deteccdo de HTLV-1, um novo conjunto
de iniciadores foi desenhado a partir da sequéncia do gene tax da linhagem ATK (GenBank
J02029). Foram obtidos 100 conjuntos, cada um deles contendo iniciadores FIP, BIP, F3 e B3,
que foram testados in silico, individualmente, para a formacao de dimeros e de estruturas de
hairpin. O conjunto de iniciadores com os melhores resultados de acordo com os parametros
definidos foi utilizado no desenho dos iniciadores LF e LB. Na Tabela 6, estdo apresentadas as
sequéncias dos iniciadores obtidos, que amplificam um fragmento de 135-pb, e na Figura 14

estdo indicadas suas respectivas posi¢cGes em relacdo a sequéncia da linhagem ATK.
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Tabela 6 — Novos iniciadores de LAMP para HTLV-1.

LAMP Iniciadores? Sequéncias (5'—>3")° Posicoes®

(Flc: 8012-7993)
(F2: 7948-7966)
(Blc: 8014-8033)
(B2: 8082-8063)

FIP-1  5'-tgccaggctgttagcgtgacgaagactgtttgeccacca-3'

BIP-1  5'-aacggcctccttecgttccacgtgccatcggtaaatgtee-3'

HTLV-1 F3-1  5'-caggggccctaataattctacc-3' 7925-7946
B3-1  5'-agggcccggaaatcatagg-3' 8101-8083
LF-1  5'-cctagcaggctggaaaaggg-3' 7986-7967
LB-1  5'-ctcaaccctcaccactcca-3' 8034-8052

Notas: Sequéncias dos iniciadores para amplificacdo isotérmica mediada por alca (LAMP).

2 niciadores FIP e BIP sdo constituidos pelas juncdes das sequéncias F1c+F2 e B1c+B2, respectivamente.
®As regides F1c/B1c estdo destacadas em negrito, e as regides F2/B2 estdo sublinhadas.

¢ Posicdes referentes as sequéncias da linhagem ATK (Genbank J02029).

Figura 14 — Novos iniciadores do teste de LAMP desenhados para o gene tax de HTLV-1.
7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990

S T e 1 S S e T I A I
CAGGGGCCCTAATAATTCTACCCGAAGACTGTTTGCCCACCACCCTTTTCCAGCCTGCTAGGGCACCCGTCACGC
8000 8010 8020 8030 8040 8050 8060 8070

T e e e e e T I e I
TAACAGCCTGGCAAAACGGCCTCCTTCCGTTCCACTCAACCCTCACCACTCCAGGCCTTATTTGGACATTTACCG
8080 8090 8100

P O A L I
ATGGCACGCCTATGATTTCCGGGCCCT

Legenda: Os iniciadores foram desenhados utilizando o programa PrimerExplorer V5 a partir de sequéncias do
gene tax do protétipo de HTLV-1 (ATK, GenBank J02029). As posi¢des dos nucleotideos referentes ao genoma
do protétipo estdo indicadas, e as regides que correspondem aos sitios de hibridizacdo dos iniciadores estéo
destacadas em: (i) verde: F3/B3; (ii) azul: F2/B2; (iii) cinza: F1c/B1c; e (iv) amarelo: LF/LB.

Na Figura 15, a concentracdo Otima de betaina na mistura de reacdo foi testada
utilizando 0,8 M, 1,0 M e 1,2 M do reagente em amostras com carga proviral indetectavel. As
reacdes contendo 1,0 M e 1,2 M de betaina apresentaram melhor resultado que a concentracao
de 0,8 M. Por isso, foi escolhida a concentracao de 1,0 M para a execucao dos ensaios seguintes.

Da mesma forma, concentragdes de 3, 4, 5 e 6 mM de MgSO4 foram avaliadas com uma
amostra positiva para HTLV-1 na reacdo de LAMP contendo novos iniciadores. A amplificacdo
do material genético ocorreu com intensidade semelhante na presenca de todas as concentracées
testadas de MgSO4 (Figura 16), sendo selecionada a concentracdo de 6 mM para realizagdo dos

testes subsequentes de LAMP com os novos iniciadores para HTLV-1.
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Figura 15 — Padronizacao da concentracéo de betaina na reacdo de LAMP para HTLV-1.
0,8M 1,0M

L 2: 8 & 5 6 I 8 9 10" 11 32 13 14" 15 71§ 17

18 19 20 21 22 23 24 25 26

1,2M

Legenda: As reagfes com os novos iniciadores foram realizadas a 65°C por 1h com concentracGes de betaina de
0,8M,1,0Me 1,2 M, e com 100 ng de DNA de portadores de HTLV-1 com carga proviral indetectavel por gPCR.
O resultado foi revelado por corrida de eletroforese em gel de agarose a 2% em 1x TBE, com 2 pL dos produtos
das reacgdes, a 100V por 1h. Linha 1 e 18: peso molecular de 100-pb; linhas 2, 10 e 19: amostra negativa para
HTLV-1; linhas 3, 4, 5, 11, 12, 13, 20, 21 e 22: amostras positivas no teste de LAMP para HTLV-1 com iniciadores
antigos; linhas 6-9, 14-17 e 23—26: amostras negativas no teste de LAMP para HTLV-1 com iniciadores antigos.

Figura 16 — Padronizacéo da concentracdo de magnésio na reacéo de LAMP para HTLV-1.

3mM 4AmM 5mM emM
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

Legenda: As reagdes com os novos iniciadores foram realizadas a 65°C por 1h com concentragdes de magnésio
de 3,4, 5e 6 mM, e com 100 ng de DNA de paciente positivo para HTLV-1. O resultado foi revelado por corrida
de eletroforese em gel de agarose a 2% em 1x TBE, com 2 pL dos produtos das rea¢des, a 100V por 1h. Linha 1:
peso molecular de 100-pb; linhas 2, 5, 8 e 11: controle negativo (&gua); linhas 3, 6, 9 e 12: amostra de DNA
negativa para HTLV-1; linhas 4, 7, 10 e 13: amostra de DNA positiva para HTLV-1.
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6.4. Teste de LAMP com novos iniciadores para HTLV-1 em amostras do IAL

Amostras de DNA do IAL foram submetidas ao teste de LAMP para HTLV-1 com
novos iniciadores e, por isso, foram recalculados a acurcia e os indices de concordancia. De
39 amostras de HTLV-1, conforme diagnostico de referéncia, 16 haviam sido negativas no teste
de LAMP. Apos a reavaliagdo com novos iniciadores, oito amostras inicialmente negativas
apresentaram resultado positivo. Por consequéncia, a acuracia do teste de LAMP para HTLV-
1 passou de 78,05% (Tabela 3) para 95,12% na comparagdo com os testes moleculares (Tabela
7), e de 75,61% (Tabela 3) para 90,24% na comparacdo com os testes soroldgicos (Tabela 7).
O teste de LAMP para HTLV-1 com o0s novos iniciadores apresentou niveis mais elevados de
acuracia na comparacao com a qPCR, subindo de 80,49% (Tabela 3) para 92,68% (Tabela 7),
seguida da PCR-RFLP, que passou de 76,54% (Tabela 3) para 91,36% (Tabela 7), e dos testes
de WB e INNO-LIA, com elevacao de 74,39% (Tabela 3) para 89,02% (Tabela 7).

A estratificacdo dos resultados pelo uso de TARV revelou que a acuracia de LAMP para
HTLV-1 com novos iniciadores se manteve sistematicamente menor em pacientes em TARV
na comparagao com o grupo sem tratamento (Tabela 7). Por outro lado, a acuracia de LAMP
para HTLV-1 com novos iniciadores (Tabela 7) se mostrou superior na compara¢do com
iniciadores de estudo prévio (Tabela 3). Uma vez que os resultados de LAMP para HTLV-1
foram alterados com a mudanca de iniciadores, foi recalculada a acuracia dos testes de LAMP
para HTLV-1 e HTLV-2 juntos (Tabela 7). Na comparacdo com testes moleculares, a acuracia
passou de 73,17% (Tabela 3) para 85,37% (Tabela 7), enquanto na comparacdo com testes
sorologicos, subiu de 59,76% (Tabela 3) para 68,29% (Tabela 7). Esta melhoria na performance
dos testes de LAMP também foi evidenciada na comparacao individualizada com os demais

testes, e na avaliacdo estratificada de acordo com o uso de TARV (Tabela 7).



Tabela 7 — Acurécia do teste de LAMP com novos iniciadores para HTLV-1.
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Virus LAMP Testes Testes WB INNO-LIA gPCR PCR-RFLP
Soroldgicos Moleculares
Total (1=62) 90,24 95,12 89,02 89,02 92,68 91,36
(81,68295,69) (87,98298,66) (80,18294,86) (80,18294,86) (84,75a97,27) (83,00 a 96,45)
85,42 91,67 87,50 85,42 89,58 87,50
HTLV-1 GL(n=48) (7591 20333) (80,02a97,68) (74,75a95.27) (72.24293.93) (77.34a9653) (74,752 9527)
62 (v=3t) 94,12 97,06 88,24 91,18 94,12 96,97
(80,32299,28) (84,67299,93) (7255296,70) (76,32298,14) (80,32299,28) (84,24 a 99,92)
Total (v=52) 68,29 85,37 67,07 68,29 85,37 87,65
(57,08a78,13) (7583a92,20) (5581a77,06) (57,08a78,13) (7583a92,20) (78,47 a93,92)
60,42 85,42 64,58 60,42 81,25 85,42
HTLV-12 GL(N=48) 45 97a7423)  (72.240293.93) (49,46 a77,84) (4527a7423) (67.37a91,05) (72,24 293,93)
62 (v=3t) 76,47 85,29 70,59 79,41 91,18 90,91
(58,83289,25) (68,94a9505) (52,52a84,90) (62,10a91,30) (76,32a98,14) (75,67 a98,08)

Notas: Valores de acurécia (%), com o intervalo de confianca (95%) entre parénteses, dos testes de LAMP calculadas em relagdo aos resultados de diferentes testes de
diagnostico. WB, Western blot; INNO-LIA, Imunoensaio em linha, qPCR, rea¢do em cadeia da polimerase em tempo real; PCR-RFLP, PCR e ensaio de polimorfismo do
tamanho dos fragmentos de restrigdo. G1, pacientes coinfectados com HIV em uso de TARV (n=48). G2, pacientes coinfectados com HIV sem uso de TARV (n=34).
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Com a troca dos iniciadores para HTLV-1, também foi necessaria a reavaliacdo dos
coeficientes de concordancia dos diferentes métodos de diagndstico confirmatdrio com o teste
de LAMP para HTLV-1 (Tabela 8), ou ainda de LAMP para HTLV-1 e HTLV-2 combinados
(Tabela 8). Considerando apenas o teste para HTLV-1, foi observada uma concordancia
substancial entre o teste de LAMP e todos os demais testes de referéncia (Tabela 8). Novamente,
os niveis de concordancia dos resultados do teste de LAMP foram sistematicamente inferiores
no grupo em TARV em relacdo ao grupo sem tratamento, embora tenham sido observados
indices de concordancia substancial (entre 0,61 e 0,80) no primeiro e de substancial a quase
perfeita (entre 0,81 e 1) no segundo (Tabela 8). A concordancia do teste de LAMP foi maior
com testes moleculares, com valor de 0,79 com a qPCR, e de 0,77 com a PCR-RFLP, do que
com testes sorologicos, de 0,73 com 0 WB e INNO-LIA (Tabela 8).

Tabela 8 — indice de concordancia (Kappa) do teste de LAMP para HTLV-1.

Virus LAMP WB INNO-LIA gPCR PCR-RFLP
Total (n=82) 0,77 0,77 0,84 0,77
~°“) (0,63a091) (0,63a091) (0,72a0,94) (0,63a0,91)
_ 0,75 0,67 0,78 0,75
HTLV-L GL(n=48)  457%2004) (0472088 (0,61a096) (0,56 a0,94)
G2 (n=34) 0,73 0,80 0,87 0,93
(0,48a0,98) (0,59a1,00) (0,68a1,00) (0,78 a1,00)
Total (n=82) 0,26 0,24 0,69 0,69
(0,06a0,46) (0,08a0,40) (0,53a0,85) (0,59 a0,89)
_ 0,16 0,61 0,69
HTLV-1/2 - GL(n=48) 4 573 0,39) 0,00 (0,38a0,87) (0,48 a0,90)
_ 0,38 0,54 0,81 0,81
G2(n=34)  )062070) (027a081) (0,61a1,00) (0,61a1,00)

Notas: Nivel de concordancia pelo indice Kappa de Cohen com o intervalo de confianca (95%) indicado entre
parénteses. WB, Western blot; INNO-LIA, Imunoensaio em linha, gPCR, reagcdo em cadeia da polimerase em
tempo real; PCR-RFLP, PCR e ensaio de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo; IND, indefinido.
G1, pacientes coinfectados por HIV em uso de TARV (N=48). G2, pacientes coinfectados por HIV sem o uso de
TARV (n=34).

Considerando os resultados de LAMP para HTLV-1 e 2, foi observada maior variacao
da concordancia com os demais testes, especialmente em relacéo aos testes sorologicos (Tabela
8). Enquanto a comparacdo com os testes moleculares resultou em indices considerados
substanciais, com valores de 0,69 em relacdo a qPCR e de 0,70 com a PCR-RFLP, a comparacéo
com testes soroldgicos retornou indices muito baixos, com valores de 0,26 e de 0,24 para o0 WB
e 0 INNO-LIA, respectivamente (Tabela 8). Na analise de concordancia entre o teste de LAMP

e INNO-LIA foi obtido um indice de 0,00 no grupo em uso de TARV, pois a contagem de casos
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definidos como verdadeiro negativo foi nula, dado que todas as amostras tiveram conclusao do
diagndstico.

Foi determinada a acurcia e a sensibilidade dos testes sorologicos (WB e INNO-LIA)
e moleculares (QPCR e PCR-RFLP) utilizados pelo IAL (Tabelas Suplementares 2, 3 e 4).
Como definido anteriormente, dez amostras negativas por ELISA ndo foram incluidas na
analise, pois ndo haviam sido submetidas aos testes confirmatorios no estudo original, assim
como nao seriam avaliadas na rotina clinica, reduzindo com isso o tamanho da amostra para 82
individuos. Testes soroldgicos apresentaram maior acuracia do que testes moleculares, sendo
obtidos valores de 98,78% e 80,49%, respectivamente (Tabela Suplementar 2). Foi observada
uma sensibilidade de 98,70% para os testes soroldgicos e de 79,22% para 0s testes moleculares.
Individualmente, o teste de INNO-LIA apresentou a melhor performance, com acuracia de
97,56% e sensibilidade de 97,40%, seguido do WB, que apresentou valores de acurécia e
sensibilidade de 84,15% e 83,12%, respectivamente (Tabela Suplementar 3). Quanto aos
métodos moleculares, a PCR-RFLP apresentou valores de acurdcia e sensibilidade de,
respectivamente, 70,37% e 68,42%, que se mostraram similares aos da gPCR, com 68,29% e
66,23%, respectivamente (Tabela Suplementar 4). Com amostras do IAL, os testes de LAMP
para HTLV-1/2 apresentaram acuracia de 65,85% e sensibilidade de 63,64% (Tabela 9). A
acuracia e sensibilidade de LAMP para HTLV-1 (90,24% e 79,49%, respectivamente) se
mostraram superiores as do teste para HTLV-2 (79,27% e 51,43%, respectivamente) (Tabela
9). Como mostrado anteriormente, a acuracia e sensibilidade de LAMP foram mais elevadas na
populacédo de pacientes sem TARV (grupo G2) (Tabela 9).

Na comparacdo do teste de LAMP (Tabela 9) com a qPCR e PCR-RFLP (Tabela
Suplementar 2), LAMP mostrou desempenho similar aos demais; a deteccdo de HTLV-1 foi
ligeiramente superior a gPCR, que apresentou acuracia de 87,80% e sensibilidade de 74,39%,
e a PCR-RFLP, que teve acurécia 88,89% e sensibilidade de 81,58%, enquanto a deteccdo de
HTLV-2 foi ligeiramente inferior (Tabela Suplementar 2, qPCR: acuréacia de 84,15% e
sensibilidade de 62,86%; PCR-RFLP: acuracia de 80,25% e sensibilidade de 54,29%).



Tabela 9 — Acuracia e sensibilidade do teste de LAMP em amostras de pacientes do 1AL coinfectados.
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Grupo Virus Resultado ~  Acu récl;_iaAl(\g/oP) Sensibilidade (%)
HTLV-1/2 t 409 258 (54,5655;;18755,97) (51,8%356;4,30)
Total HTLV-1 t 301 483 (81,69805235,69) (63,5195450,70)
HTLV-2 ’ 108 411; (68,879952877,43) (33,95915428,62)
HTLV-1/2 t 209 109 (45,267054724,23) (45,26705;14724,23)
GL  HTLV-1 ! 201 261 (74,78575535,27) (57,71757981,38)
HTLV-2 t g ;; (62,67S)7é10§7,97) (20,2%251616,50)
HTLV-1/2 t 200 ?, (55,6743555’7, 12) (49,167859874,72)
G2 HTLV-1 t 100 222 (80,3?245159,28) (51,5%35357,91)
HTLV-2 t 100 168 (65,4872{;1353,24) (35,4%25554,80)

Notas: Valores de acuracia e sensibilidade (%), com o intervalo de confianca (95%) entre parénteses, calculados
a partir de tabelas de contingéncia construidas com resultados de LAMP utilizando-se como referéncia o
diagnéstico final obtido por Campos et al. (2017). O teste de PCR-RFLP, particularmente, ndo foi realizado em
uma amostra do grupo G2, totalizando 81 amostras na andlise desta técnica. PCR-RFLP, PCR e ensaio de
polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo. qPCR, PCR em tempo real; G1, pacientes coinfectados
com HIV em uso de TARV (n=48). G2, pacientes coinfectados com HIV sem uso de TARV (n=34).

6.5. Teste de LAMP em amostras de individuos monoinfectados por HTLV-1 e 2

Ap0s realizadas as analises com amostras do IAL de individuos co-infectados com HIV,
amostras de 144 individuos do INI/FIOCRUZ, monoinfectados por HTLV-1 ou HTLV-2,
foram avaliadas (Tabela Suplementar 5). O teste de LAMP para HTLV-1/2 apresentou boa
acuracia em relacdo aos resultados obtidos por WB (89,26%), qPCR (89,58%), e PCR-RFLP
(87,50%) (Tabela 10). O calculo de acuracia de LAMP para HTLV-1 e 2, separadamente,
demonstrou uma superioridade do teste para HTLV-1, com valores de 91,35%, 92,80% e
89,60% na comparacdo com o WB, a gPCR e a PCR-RFLP, respectivamente; enquanto isso,
LAMP para HTLV-2 mostrou niveis de acuracia de, respectivamente, 70,59%, 68,42% e

73,68% contra 0s mesmos testes (Tabela 10).
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Tabela 10 — Acurécia do teste de LAMP nas amostras do INI.

Virus WB (n=121) PCR (n=144)  PCR-RFLP (n=144)
+ — Acurcia + - Acurdcia + — Acurécia
+ 105 0 114 14 122 6
HTLV-1/2 89,26 89,58 87,50

13 3 (82,33a94,15) 1 15 (83,40a94,05) 12 4 (80,97 a92,42)

+ 93 1 91,35 107 8 92,80 112 3 89,60
8 2 (84,21a9597) 1 9 (86,77a96,65 10 0 (82,87 a94,35)

12 0 70,59 7 6 68,42 10 3 73,68
5 0 (44,04a8969) 0 6 (43,45a87,42) 2 4 (48,80a90,85)

LAMP HTLV-1

+

HTLV-2

Notas: Valores de acuracia (%) dos testes de LAMP calculados em relacdo aos resultados de diferentes testes de
diagnostico. WB, Western blot; gPCR, reacdo em cadeia da polimerase em tempo real; PCR-RFLP, PCR e ensaio
de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restri¢do.

Posteriormente, foi calculado o indice kappa de Cohen de concordancia dos testes de
LAMP com cada um dos testes empregados em amostras de pacientes do INI. O indice mais
alto foi observado em comparagdo com a gPCR (0,61), particularmente na reacdo para HTLV-
1 (0,63), sendo classificado como substancial, a0 mesmo tempo em que foi considerado
moderado no teste para HTLV-2 (0,42) (Tabela 11). Da mesma forma, no teste de LAMP para
HTLV-2, a concordancia com a PCR-RFLP tambem apresentou indice moderada (entre 0,41 e
0,60) (Tabela 11). Todas as demais comparac@es resultaram em indices considerados razoavel
(entre 0,21 e 0,40) ou minimo (abaixo de 0,20). Nas analises de concordancia do teste de LAMP
com o WB e a PCR-RFLP foram obtidos indices nulo e de -0,04, respectivamente, pois, mais
uma vez, a contagem de casos do grupo verdadeiro negativo foi nula, ja que todas os pacientes

apresentaram conclusdo do diagnostico para um dos tipos virais.

Tabela 11 — Indice de concordancia (Kappa) do teste de LAMP com amostras do INI.

Virus WB (%) GPCR (%) PCR-RFLP (%)
HTLV-1/2 (o,og . Ec;>,54) (0,44(1) . %),78) (0’08’5348)
LAMP  HTLV-1 (_0,0%280760) (o,4§) ':%,85) (-0,0-7050-40,04)
HTLV-2 0,00 (o,1§) ': %,74) (-0,03’220,84)

Notas: Nivel de concordancia pelo indice Kappa de Cohen com o intervalo de confianca 95% indicado entre
parénteses. WB, Western blot; gPCR, reagdo em cadeia da polimerase em tempo real; PCR-RFLP, PCR e ensaio
de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restri¢do; IND, indefinido.
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Na amostra de pacientes do INI, todos os individuos apresentaram resultado conclusivo
de infecgdo por HTLV-1 ou HTLV-2. Por isso, somente os valores de sensibilidade foram
calculados para as técnicas de diagnostico confirmatdrio usando-se como referéncia o
diagnéstico definitivo obtido na avaliacdo combinada por WB e PCR-RFLP. O teste de WB se
mostrou o mais sensivel, com taxa de 98,35% (Tabela 12), e com valores de 98,08% e 100%
na deteccdo especifica de HTLV-1 e HTLV-2, respectivamente. Na avaliacdo dos testes
moleculares, a PCR-RFLP apresentou a maior sensibilidade, com 93,06%, seguida dos testes
de LAMP e de gPCR, com taxas de sensibilidade de 88,89% e 79,86%, respectivamente. Na
identificacdo de portadores de infeccdo por HTLV-1, esta mesma dindmica se manteve, em que
a PCR-RFLP apresentou maior sensibilidade, com taxa de 97,60%, enquanto os testes de LAMP
para HTLV-1 e a qPCR apresentaram sensibilidade de 92,00% e 86,40%, respectivamente. Por
outro lado, dentre os testes moleculares, o teste de LAMP para HTLV-2 apresentou a maior
taxa de sensibilidade, no valor de 68,42%, seguido da PCR-RFLP e da gPCR, que resultaram

em valores de 63,16% e 36,84%, respectivamente.
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Tabela 12 — Sensibilidade dos testes de WB, gPCR, PCR-RFLP e LAMP em amostras de pacientes do INI.

s WB (n=121) gPCR (n=144) PCR-RFLP (n=144) LAMP (n=144)
rupos
+ - Sensibilidade + - Sensibilidade + —  Sensibilidade  + - Sensibilidade
-0 0 (94,16 a 99,80) 0 0 (72,37 a 86,08) 0 0 (87,60 a 96,62) 0 0 (82,89 a 93,51)
- 0 0 (93,232 99,77) 0 0 (79,12 2 91,87) 0 0 (93,15 a 99,50) 0 0 (85,78 a2 96,10)
a0 100 T2 36,84 127 63,16 136 68,42
-0 0 (80,49 a 100,00) 0 0 (16,29 a 61,64) 0 0 (38,36 a 83,71) 0 0 (43,45 a87,42)

Notas: Valores de sensibilidade (%) calculados a partir de tabelas de contingéncia construidas com resultados de LAMP utilizando-se como referéncia o diagnéstico
definitivo obtido a partir da combinacdo dos resultados de WB e PCR-RFLP. WB, Western blot; PCR-RFLP, reacdo em cadeia da polimerase e ensaio de polimorfismo
do tamanho dos fragmentos de restricdo; qPCR, PCR em tempo real.
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6.6. Custo de algoritmos para o diagndéstico confirmatério de HTLV-1/2

Na Tabela 13 sdo apresentados os custos de diferentes algoritmos para o diagnostico
confirmatdrio. Dentre os algoritmos, a combinacdo de LAMP revelado por SYBR Green |, com
a realizacdo de WB nas amostras negativas apresentou o menor custo. Contudo, o uso de LAMP
em conjunto com INNO-LIA resultou no diagnostico de sete amostras a mais na comparagao
do teste de LAMP associado ao WB (Tabela Suplementar 1, IDs: 18, 19, 22, 25, 28, 37 e 83).
Além disso, em todas as combinacdes, o teste de LAMP apresentou melhor custo (R$ 9,99) que
os demais testes moleculares, custando cerca de metade do valor da gPCR (R$ 18,79) e da PCR-
RFLP (R$ 19,45).

De modo geral, os algoritmos convencionais apresentaram custo mais elevado em
relacdo aos algoritmos alternativos iniciados por técnicas moleculares. Esta diferenca foi ainda
maior quando utilizado o INNO-LIA em substitui¢cdo ao WB.

Tabela 13 — Custo de algoritmos para o diagnostico confirmatério de HTLV-1/2.

Algoritmo convencional

Testes INNO-LIA + gPCR  INNO-LIA + PCR-RFLP INNO-LIA + LAMP
Quantidade 82 +13 82 +13 82 +13
Custo total R$ 13.446,33 R$ 13.454,87 R$ 13.331,82

Testes WB + gPCR WB + PCR-RFLP WB + LAMP
Quantidade 82+ 24 82+ 24 82 +24
Custo total R$ 10.701,06 R$ 10.716,84 R$ 10.489,67

Algoritmo alternativo

Testes gPCR + LIA PCR-RFLP + LIA LAMP + LIA
Quantidade 82 +31 82 + 29 82 + 33
Custo total R$ 6.532,13 R$ 6.264,03 R$ 6.131,88

Testes gPCR + WB PCR-RFLP + WB LAMP + WB
Quantidade 82 +31 82 + 29 82 + 33
Custo total R$ 5.416,13 R$ 5.220,03 R$ 4.943,88

Notas: Foram definidos dois algoritmos centrais, denominados convencional (iniciado por testes soroldgicos) e
alternativo (iniciado por testes moleculares), levando em consideracdo o diagndéstico de amostras do IAL (n=82).
No algoritmo convencional, amostras com padrdo indeterminado ou positivo, porém sem defini¢éo do tipo viral,
nos métodos sorolégicos (INNO-LIA ou WB) seguiram para teste por métodos moleculares (QPCR, PCR-RFLP
ou LAMP). No algoritmo alternativo, as amostras com resultado negativo nos métodos moleculares foram testadas
por testes sorologicos. O custo do teste de LAMP consiste na reacao revelada com o corante SYBR Green .
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, a técnica de LAMP foi testada em amostras de DNA de portadores de
infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2 que possuiam diagnostico definido por diferentes técnicas, e
provenientes de dois centros de saude: 1AL, em S&o Paulo, e o INI, no Rio de Janeiro. As
amostras do IAL haviam sido coletadas de individuos infectados com HIV para um estudo de
avaliacdo da performance de diferentes métodos de diagnostico para HTLV-1/2 nesta
populacdo (CAMPOS et al., 2017), enquanto amostras de DNA armazenadas no LAPCLIN-
NEURO do INI haviam sido coletadas para 0 acompanhamento de uma coorte de portadores de
infecgdo por HTLV-1 e 2. Desta forma, comparamos os resultados obtidos pelo teste de LAMP
com as demais técnicas usadas no diagnostico confirmatorio das infecgdes por HTLV-1 e 2.

Tendo em vista que o material genético fornecido pelo 1AL era finito, limitando assim
a repeticdo de ensaios, o teste de LAMP deveria apresentar alta eficiéncia. O mesmo fabricante
da DNA polimerase Bst Large Fragment utilizada na reacdo de LAMP dispde de uma versédo
denominada Bst 2.0 WarmsStart, que representa um homologo recombinante desenhado in silico
a partir da DNA polimerase | do Bacillus stearothermophilus. A enzima Bst 2.0 WarmStart €
ligada reversivelmente a um inibidor da sua atividade, que se dissocia a temperaturas acima de
45°C, liberando assim a acdo de sintese de DNA pela enzima. Esta caracteristica é vantajosa
quando comparada a Bst Large Fragment, que € mantida inativa até o inicio da reacdo por
incubacdo em banho de gelo. Além disso, conforme descricdo do fabricante, esta nova geracao
da enzima apresenta maior atividade e menor taxa de amplificacdo inespecifica (TANNER;
ZHANG; EVANS, 2015). Por isso, a substituicdo da DNA polimerase Bst Large Fragment pela
versdo Bst 2.0 WarmStart poderia melhorar a execucéao dos testes de LAMP para HTLV-1/2.

No entanto, inicialmente, foi necessario otimizar as condi¢fes de reacdo com esta nova
enzima, particularmente, as concentracdes de magnésio, que é um cofator da atividade de DNA
polimerases, e de betaina, que é um facilitador da etapa de amplificacdo por reduzir a formacéo
de estruturas secundarias presentes em regides do DNA ricas em GC (HENKE et al., 1997). De
acordo com LIU; DONG; LIU (2015), regi6es com baixo conteddo GC sdo amplificadas com
maior eficiéncia na presenca de baixos niveis de betaina (inferior a 0,4 M). Contudo, o provirus
de HTLV-1 apresenta alto contelldo de GC (cerca de 53%), 0 mesmo percentual observado no
gene tax (ZANELLA et al., 2016), enquanto a sequéncia-alvo deste gene na reacdo de LAMP
apresenta conteudo de 56,1% (GOMES, YAGO, 2017). Por isso, diferentes concentracGes de

betaina foram avaliadas nas reagcdes de LAMP para HTLV-1 com a enzima Bst 2.0 WarmStart.
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Embora o uso de diferentes concentragdes de magnésio ndo tenha surtido efeito na
capacidade de deteccdo de HTLV-1, a presenca de betaina em baixa concentragcdo ndo impediu
a geracdo de amplificacdo inespecifica, provavelmente, por permitir a ligacdo dos iniciadores
com regides de DNA que ndo representavam seus alvos. Por outro lado, concentracdes elevadas
de betaina podem inibir a amplificagdo, como observamos na reacdo com 1,6 M, pois, segundo
MA et al. (2017), a betaina funciona como uma barreira na hibridizagdo molecular, tornando
instaveis as pontes de hidrogénio formadas entre o DNA e os iniciadores. Por isso, foi escolhida
uma concentragdo intermediaria de betaina (0,8 M), a mesma estabelecida na realizacdo dos
testes de LAMP com iniciadores previamente descritos (GOMES, YAGO, 2017).

Na comparacdo de reagdes de LAMP para HTLV-1 com as DNA polimerases Bst Large
Fragment e Bst 2.0 WarmStart, foram selecionadas amostras de DNA de pacientes com
diagnostico de infeccdo por HTLV-1, que apresentavam carga proviral detectavel, variando de
0,01% a 1,85% (n=22) ou com niveis indetectaveis (n=9), o que representa uma frequéncia de
células de sangue periférico carreando o provirus abaixo do limite de deteccdo do teste (uma
célula infectada em 10.000 células). Nestes testes, a enzima Bst Large Fragment possibilitou a
obtencdo de um namero ligeiramente maior de resultados positivos. A reacdo contendo a DNA
polimerase Bst Large Fragment apresentou maior sensibilidade (93,6%) que o teste com a Bst
2.0 WarmStart (87,1%), contrariando as informacdes do fabricante, que informa desempenho
superior da enzima de nova geragdo. Contudo, a eficiéncia de LAMP néo depende somente da
capacidade de sintese da DNA polimerase, mas também da performance dos iniciadores. Com
iSso, para manter a coeréncia no preparo das reacdes de LAMP para HTLV-1 e HTLV-2, foi
dispensada a comparacdo entre as enzimas Bst Large Fragment e Bst 2.0 WarmsStart no teste
de LAMP para HTLV-2, e mantido, portanto, o protocolo de LAMP previamente estabelecido.

A partir disto, amostras provenientes do IAL foram testadas pela técnica de LAMP
utilizando-se iniciadores previamente descritos (GOMES, YAGO, 2017). Para um melhor
entendimento das andlises de acuracia e do indice de concordancia, as amostras também foram
divididas de acordo com os resultados para HTLV-1 e HTLV-2. Conforme esperado, a acuracia
de LAMP se mostrou baixa em comparacdo com métodos sorolégicos, como ja demonstrado
para a PCR-RFLP e a qPCR. A acurécia do teste de LAMP para HTLV-1 no grupo de
individuos em TARV (grupo G1) apresentou uma grande diferengca com o grupo sem tratamento
(grupo G2), o que néo se observou no teste de LAMP para o HTLV-2. A avaliacdo de amostras

com resultados discordantes entre LAMP e outras técnicas moleculares identificou cinco
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amostras naqueles que ndo fazem uso de TARV, enquanto nos que fazem foram detectados 16
resultados discordantes com a gPCR e 17 na comparagdo com a PCR-RFLP.

A partir desta analise, foi identificado que o teste de LAMP para HTLV-1 necessitava
de ajustes. Possivelmente, a baixa performance deste teste estava associada a capacidade de
ligacdo dos iniciadores as sequéncias-alvo. A partir de dados de estudo prévio realizado por
nosso grupo com pacientes do INI (GOMES, YAGO, 2017), em que foram identificados
genotipos de HTLV-1aA, foi observado que na regido do terminal 3” do iniciador externo F3
estava presente um polimorfismo de alta frequéncia (C7401T, em 88,75% das amostras) (Figura
Suplementar 1). O terminal 3” de iniciadores é responsavel por conferir especificidade, uma vez
que variacdes nesta regido podem inibir a sintese de uma nova fita pela DNA polimerase devido
a falta de complementariedade com a fita-molde. MEAGHER et al. (2018) descreveram que a
formacéo de dimeros e de estruturas de hairpin nos iniciadores pode ter grande participacao no
baixo desempenho de LAMP. Estas estruturas sdo formadas quando iniciadores se ligam entre
si, permitindo a amplificacdo de suas proprias sequéncias (dimeros), ou apos se dobrarem sobre
sua propria estrutura, estabelecendo uma auto-hibridizacdo, dando origem ao hairpin, que pode
ocorrer principalmente em iniciadores longos, tais como FIP e BIP. Estes fenbmenos consomem
reagentes da mistura de reacdo e prejudicam seu funcionamento.

Portanto, no desenho de novos iniciadores de LAMP para HTLV-1, foi selecionada uma
regido do gene tax com baixa frequéncia de polimorfismos e com baixa identidade genética
com HTLV-2. O conjunto escolhido neste estudo foi selecionado dentre outros levando em
consideracdo diversos parametros além dos calculados pelo programa PrimerExplorer V5,
como a formacdo de estruturas de hairpin e dimeros, diferentemente do conjunto descrito
previamente. Contudo, na regido de ligacdo de LF foi observada frequéncia de um polimorfismo
em 97% da coorte do INI (Figura Suplementar 2), porém, localizado fora dos terminais 5’ € 3°.
Ao contrario do iniciador F3, cuja funcdo é critica na iniciacdo da etapa ciclica de LAMP, o
iniciador LF € dispensavel, pois os iniciadores de al¢a (LF e LB) atuam na aceleracdo da reacéo,
gerando resultados positivos em menor intervalo de tempo (PARIDA et al., 2008).

Para dar inicio a avaliacdo dos novos iniciadores de LAMP para HTLV-1, foi necessario
novo ajuste das concentracdes de magnésio e betaina. A variacdo da concentracdo de magnésio
ndo resultou em alteracdo na performance de LAMP, enquanto o aumento da concentracdo de
betaina de 0,8 M para 1,0 M melhor a capacidade de detec¢do do teste. Foi notado, ainda, em
todas as concentracdes de betaina utilizadas, a amplificacdo de uma amostra que ndo havia sido

positiva quando testada com os iniciadores estabelecidos previamente.
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Devido ao volume escasso, as amostras provenientes do AL foram submetidas a apenas
mais um ensaio de LAMP para HTLV-1 com os novos iniciadores desenhados neste estudo. A
partir disso, amostras previamente negativas se mostraram positivas. Portanto, a implementagéo
destes iniciadores resultou em uma melhora relevante da acurécia de LAMP para HTLV-1 em
relacdo aos resultados anteriores, o que também elevou a acurécia do teste considerando ambos
os virus. Além disso, o coeficiente de concordancia entre os testes confirmatorios realizados
pelo IAL e o teste de LAMP para HTLV-1, ou para HTLV-1 e 2, considerando-se os resultados
com 0s novos iniciadores, se mostrou superior ao calculado com a reacéo antiga. Contudo, no
alinhamento das sequéncias dos iniciadores com os gendtipos HTLV-1b (Africa) e HTLV-1c
(Melanésia), foram identificados sitios de polimorfismo genético, incluindo um na regido 3’ do
iniciador B3 (Figura Suplementar 2). Portanto, a eficicia desses iniciadores em infecc¢Oes por
HTLV-1 de outros genotipos ainda precisa ser avaliada.

Devido a amostra utilizada no estudo apresentar tamanho diferente do estudo original
de CAMPOS et al. (2017), foi recalculada a acuracia e sensibilidade de todos os testes
realizados no IAL na identificacdo de casos de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2. Como
observado por CAMPOS et al. (2017), o conjunto de testes sorologicos foi capaz de confirmar
a quase totalidade de casos, compondo majoritariamente o diagndstico definitivo. Contudo,
15% (12/82) das amostras analisadas por WB apresentaram resultado indeterminado, dos quais
50% (6/12) foram positivos nos testes de LAMP (cinco para HTLV-2 e um HTLV-1). Este
resultado corrobora com o relato de SOLDAN et al. (1999), que também observaram que
metade das amostras com resultado indeterminado no WB (4/8) é positiva pela técnica de PCR.
E possivel que esse efeito esteja associado & baixa estimulacdo antigénica devido a carga
proviral reduzida em decorréncia de provirus defectivos (KURAMITSU et al., 2017). Além
disso, outro fator que pode promover este fenbmeno é o periodo de soroconversdo destes
individuos (CAMPQS, 2016). Estudos em que foi realizado o acompanhamento soroldgico e
molecular de individuos com resultados indeterminados no diagnostico de infeccdo por HTLV
(GLOWACKA et al., 2013; MARTINS et al., 2010) demonstraram que a soroconversao, em
alguns casos, pode demorar quatro anos, em media (MARTINS et al., 2010), podendo ser
agravado naqueles individuos que fazem uso de imunossupressores. Integrando este raciocinio,
um estudo realizado em modelo animal infectado com STLV, integrante do grande grupo PTLV
(Virus linfotrépicos para células T de primatas), do qual o HTLV pertence, associou a presenca

de polimorfismos nos genes pol e rex com a soroconversao tardia (DUBE et al., 2013). Portanto,
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0 uso de testes moleculares preenche as limitacdes de testes soroldgicos, aprimorando assim o
algoritmo de diagnostico das infec¢bes por HTLV-1/2.

Na comparacéo individualizada de testes moleculares com os resultados do diagnostico
definitivo, o teste de LAMP apresentou resultados semelhante aos demais métodos moleculares
(gPCR e PCR-RFLP). De modo geral, os testes de LAMP para HTLV-1 e 2 apresentaram taxas
de acurécia e sensibilidade similares & gqPCR e a PCR-RFLP. No entanto, em individuos
coinfectados por HIV que fazem uso de TARV, em que o diagndstico molecular é dificil, a
acuracia e sensibilidade dos testes de LAMP foram ligeiramente superiores, enquanto em
individuos sem uso de TARV, o teste de LAMP apresentou performance ligeiramente inferior.
Contudo, na PCR-RFLP, vale destacar que foram obtidos dois resultados falsos-positivos para
HTLV-1. Conforme discutido por CAMPOS et al. (2017), mutacBes na sequéncia do gene tax
destas amostras podem ter alterado o sitio de restricdo da endonuclease Tagla, impedindo que
a enzima realizasse a digestdo do amplicon, levando a classificacdo equivocada do tipo viral.

As amostras provenientes do IAL ndo haviam sido submetidas a quantificagdo de DNA
por espectrofotometria ou outro método. Contudo, CAMPOS et al. (2017) apresentaram 0S
valores de Ct da qPCR para os genes da albumina humana e pol de HTLV-1 e 2. Ha uma relacao
diretamente inversa entre o Ct e 0 nimero de copias de uma sequéncia alvo presente na reacao
de PCR. Desta forma, foi possivel calcular o delta delta Ct (2-22<Y), que permite analisar de
forma relativa a carga proviral presente na amostra. Como esperado, esta analise mostrou que
no teste de LAMP para HTLV-2, o nimero de cdpias do provirus nas amostras impactou a
obtencdo de resultados positivos, pois amostras com resultado positivo possuiam carga proviral
relativa mais elevada. No teste de LAMP para HTLV-1, este fato parece ndo ter sido relevante
para as diferencas entre os testes moleculares quanto ao nimero de amostras que retornaram
resultados positivos. Desta forma, é possivel que o teste de LAMP para HTLV-1, agPCR e a
PCR-RFLP realizadas no IAL apresentam limites de deteccdo semelhantes.

O teste de LAMP também foi testado em amostras de pacientes da coorte acompanhada
pelo LAPCLIN-NEURO, do INI/FIOCRUZ, com o intuito de avaliar sua acuréacia e
sensibilidade em individuos que ndo apresentam a coinfeccdo com HIV. Apesar desta técnica
ter obtido taxas de acuracia elevadas na comparacdo com outras metodologias, o indice de
concordancia Kappa apresentou resultados controversos, como por exemplo, o valor de -0,04
na comparacdo com a PCR-RFLP em amostras de HTLV-1, apesar da taxa de 89,60% de
observacdes concordantes. Dessa forma, embora o indice Kappa de Cohen tenha indicado uma

concordancia insignificante entre os testes, tal calculo considera a concordancia obtida em
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relacdo a esperada pelo acaso. Estes achados séo explicados por contagens baixas ou nulas no
grupo de verdadeiros negativos, o que é esperado na realizacdo de testes para confirmacgao
diagndstica apds triagem. Portanto, seria necessario um tamanho amostral elevado para a
obtencéo de resultados mais fidedignos.

O teste de LAMP para HTLV-1 e 2 apresentou melhor desempenho na populagdo
monoinfectada por estes virus do que em individuos coinfectados por HIV, sugerindo que a
coinfeccdo com HIV afeta o diagnéstico molecular por LAMP. Este resultado, além do pior
desempenho no diagnéstico de individuos que fazem o uso de TARV corroboram com relatos
da literatura (COSTA, 2010; COSTA; MAGRI; CATERINO-DE-ARAUJO, 2011). CAMPOS
et al. (2017) também obtiveram performance inferior dos testes moleculares em pacientes que
faziam o uso de TARV, e sugeriram uma possivel flutuacéo da carga proviral de HTLV-1/2 em
decorréncia da TARV, uma vez que se observa uma diminui¢ao do nimero de células infectadas
por HTLV-1/2 ap6s um ano de terapia continua (MACHUCA,; SORIANO, 2000). Soma-se a
isso o fato da TARV possivelmente selecionar populacdes de celulas T CD4 carreando provirus
defectivos, o que dificultaria a ligacdo dos iniciadores de testes moleculares as suas regides
complementares no provirus (ABRAMS; AKAHATA; JACOBSON, 2011; BERINI et al.,
2006; CAMPOS; GONCALVES; CATERINO-DE-ARAUJO, 2017; CANEPA et al., 2015).

As taxas de sensibilidade do teste de LAMP para HTLV-1 indicam que este apresentou
melhor desempenho que o teste para HTLV-2. Deste modo, os baixos niveis de carga proviral
comumente associados a infeccao por HTLV-2 em comparagdo com HTLV-1, como observado
por nosso grupo (GOMES, YAGO, 2017) e por outros autores (LEE et al., 2004; MURPHY et
al., 2004), podem explicar tal diferenca. Outra possibilidade seria a realizacdo de ajustes nos
iniciadores para HTLV-2, como na reacdo de LAMP para HTLV-1. Diferente desse ultimo,
ainda ndo estavam disponiveis sequéncias provirais da coorte do INI quando foram desenhados
os iniciadores para HTLV-2, e, por isso, a referéncia utilizada foi o genétipo Mo (HTLV-2a).
Este gendtipo apresenta uma identidade maior com o circulante no Brasil (HTLV-2c) do que
com os demais, contudo hd um polimorfismo no terceiro nucleotideo do terminal 3’ do B3
(presente em 100% das nossas amostras) (Figura Suplementar 3), que possivelmente afetou a
performance do teste (GOMES, YAGO, 2017). Além disso, alteracdes como a inclusdo de um
segmento de quatro timinas na confeccdo FIP e BIP, que atuam na formacdo das alcas nas
extremidades 5’¢ 3’, facilitariam a formagdo da estrutura em halter, que constitui a base de
amplificagdo de LAMP na fase ciclica (PARIDA et al. 2008). A realizagdo desta avaliacdo em

estudo futuro com amostras da coorte do INI, devido ao esgotamento daquelas fornecidas pelo
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IAL, permitird melhorar a performance do teste de LAMP para HTLV-2 e diminuir o niUmero
de resultados falsos-negativos.

Algumas estratégias para detecgdo molecular de agentes etioldgicos fazem uso de etapas
de enriquecimento de DNA ou RNA com o intuito de aumentar a sensibilidade dos testes, como
ja descrito para retrovirus, inclusive para HTLV-1. Neste procedimento, o material genético
retroviral é concentrado por meio de sonda, 0 que aumenta significativamente a sensibilidade
pois diminui a quantidade de DNA necessario para tornar o teste positivo (MIYAZATO et al.,
2016; TANO et al., 1995). No entanto, este processo acarretaria 0 aumento do custo e do tempo
de realizacdo da técnica, de forma que o custo-beneficio seria prejudicado.

Apesar de ndo demonstrado neste estudo, a reacdo de LAMP pode ser revelada com a
com a utilizagdo de corantes fluorescentes, como: SYTO 9, SYTO 13, SYTO 16 (Invitrogen)
(QUYEN etal., 2019), ou SYBR Green | (Thermo Fisher). Desta forma, foi realizado o calculo
do custo de LAMP com a revelacdo por adi¢do de corante SYBR Green | ao final da reacéo.
Deste modo, com a analise do custo-beneficio dos algoritmos de confirmacao calculada a partir
das amostras do IAL (n=82), foi possivel comparar diferentes técnicas entre si.

Como esperado, a aplicacdo de técnicas moleculares em etapa anterior as sorologicas
representou uma reducdo de 40 a 63% do custo de confirmacao. Contudo, apesar da combinagéo
de menor custo ser a dos testes de LAMP e WB, a sensibilidade das técnicas deve ser um fator
a ser considerado (Tabela Suplementar 3). Desta forma, o teste de INNO-LIA em substituicdo
ao de WB na combinagdo com técnicas moleculares apresentou melhor performance, como
também mostrado em outros estudos (CAMPOS et al., 2017, 2019; CAMPOS; GONCALVES;
CATERINO-DE-ARAUJO, 2017), pois no algoritmo alternativo apresentou menos desfechos
negativos e/ou indeterminados. Individualmente, a sensibilidade de LAMP foi menor que a da
PCR-RFLP, de respectivamente 63,64% e 68,42%. Porém, quando comparado o desfecho entre
essas duas técnicas somadas ao INNO-LIA, a combinacdo com a PCR-RFLP identificou apenas
uma amostra a mais do que a associa¢do com LAMP (Tabela Suplementar 1, ID 102). Somando
a isso o fato de ndo haver diferenca relevante no custo total (R$ 6.131,88 para LAMP + INNO-
LIA e R$ 6.264,03 para PCR-RFLP + INNO-LIA), esses dois algoritmos apresentaram o
melhor custo-beneficio no que diz respeito apenas ao valor e cobertura das técnicas.

O teste de INNO-LIA, aléem do alto custo, apresenta grande complexidade na
interpretacdo de resultados. Por sua vez, o teste de WB, que também possui alto custo, apresenta
problemas com a frequéncia de resultados indeterminados, especialmente no diagnéstico de

HTLV-2, sendo por isso necessario o uso de métodos moleculares de forma complementar. Por
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isso, cabe aos laboratdrios decidir qual a metodologia mais adequada para o diagnostico
confirmatdrio. Dois fatores importantes para a escolha do método a ser usado sdo a estrutura
laboratorial e o tempo de execucdo. A qPCR é um teste de rapida resposta, contudo, necessita
de alto investimento na compra de equipamento termociclador com sistema Otico para a
deteccdo de amplificacdo em tempo real. Em contrapartida, a PCR-RFLP é uma técnica
realizada em termociclador convencional, portanto, de menor custo, o que reduz o valor do
investimento inicial em relagdo & qPCR. No entanto, a PCR-RFLP é executada em trés etapas:
(1) amplificagéo, (2) digestdo das amostras positivas com endonucleases, e (3) eletroforese em
gel de agarose para revelacao do resultado. Além disso, a execuc¢do de todas as etapas da PCR-
RFLP requer areas separadas para a manipulacdo do DNA antes e ap6s a amplificagdo.

Diferente dos métodos moleculares, os testes de INNO-LIA e WB s&o comercializados
e, portanto, detém metodologia padronizada. Geralmente, as diferentes variantes da PCR séo
estabelecidas internamente pelos laboratorios e, por isso, podem apresentar diferengas, como a
DNA polimerase utilizada ou as sequéncias dos iniciadores de acordo com o alvo escolhido no
genoma viral, o que pode resultar em custo e taxas de sensibilidade e especificidade distintas
entre os testes utilizados por diferentes laboratorios.

Contudo, uma das limitacdes de nosso estudo foi a impossibilidade de defini¢do da taxa
de especificidade dos testes de LAMP para HTLV-1/2. A especificidade de um teste ¢é calculada
pela proporc¢do de resultados negativos do teste dentro da populacédo negativa. Dessa forma, a
presenca de resultados falso-positivos reduz a especificidade do teste. Contudo, a triagem inicial
por ELISA elimina a grande maioria dos individuos com resultado negativo, 0 que aumenta a
prevaléncia de resultados positivos. Além disso, a utilizagdo do somatorio de testes soroldgicos
(WB e INNO-LIA) e moleculares (JPCR e PCR-RFLP) como padrédo-ouro reduz drasticamente
a quantidade de individuos sem definicdo precisa do diagndstico. Por isso, devido ao desenho
do estudo, que resultou na auséncia de resultados falso-positivos, ndo foi possivel calcular as
taxas de especificidade de LAMP.

De modo geral, o teste de LAMP se mostra vantajoso, pois permite a amplificacdo de
DNA em termociclador convencional, ou em equipamentos mais simples, como o termobloco
ou banho-maria. Além disso, a adi¢do de corantes de DNA a reacdo permite a revelacao do teste
sem a necessidade de abertura do tubo de reacdo, necessitando apenas de exposicao a luz azul,
reduzindo assim as chances de contaminacdo. Portanto, demonstramos que o teste de LAMP
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa apresentou performance semelhante a outros testes

moleculares, sugerindo que pode ser implementada em substituicdo a g°PCR e a PCR-RFLP, e
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complementar a rotina diagnostica com testes sorolégicos. Além disso, a transformacéo do teste
de LAMP em um produto podera resultar em um teste padronizado e melhorar o custo-beneficio
do algoritmo de diagndstico das infecgdes por HTLV-1/2.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo, podemos concluir que:

A DNA polimerase Bst Large Fragment apresentou melhor desempenho que a Bst 2.0
WarmStart com os iniciadores desenhados neste estudo, particularmente para HTLV-1.
Os testes de LAMP para HTLV-1 e HTLV-2 mostraram boa acuréacia na comparacdo dos
resultados de testes moleculares com referéncia, tanto na populacdo de individuos
monoinfectados quanto na de pacientes coinfectados com HIV.

Em relacdo ao diagnostico final, as taxas de sensibilidade dos testes de LAMP para HTLV-
1 e 2 foram semelhantes as dos testes moleculares em pacientes coinfectados por HIV.
Em pacientes monoinfectados por HTLV-1/2, na comparagdo com o diagnostico definitivo,
o teste de LAMP para HTLV-2 apresentou sensibilidade superior a g°PCR e a PCR-RFLP,
enquanto o teste para HTLV-1 se mostrou superior somente a qPCR.

Como observados para as demais técnicas moleculares, os testes de LAMP apresentaram
taxas de sensibilidade inferiores as técnicas sorologicas de WB e INNO-LIA.

O teste de LAMP desenvolvido por nosso grupo de pesquisa e avaliado nesse estudo pode
ser usado como uma alternativa no diagndéstico confirmatério das infec¢bes por HTLV-1/2
em substituicdo a qPCR e a PCR-RFLP.
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Tabela Suplementar 1 — Resultados de testes confirmatérios com amostras do IAL.
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ID tubo Grupo ELISA - Final WB INNO-LIA gPCR PCR-RFLP Resultado Final LAMP
1 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
2 Gl HTLV HTLV HTLV Neg Neg HTLV Neg
3 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
4 G1 HTLV-1 HTLV HTLV Neg HTLV-1 HTLV-1 Neg
5 G1 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
6 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg Neg HTLV-1 Neg
7 G1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 Neg
8 G1 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
9 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
10 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
11 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg Neg HTLV-1 Neg
12 G1 HTLV-2 IND HTLV-2 HTLV-2 Neg HTLV-2 Neg
13 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
14 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
15 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1
16 Gl HTLV-1 HTLV HTLV HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
17 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
18 Gl HTLV-2 HTLV HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
19 Gl HTLV-2 IND HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
20 G1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
21 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
22 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
23 Gl HTLV HTLV HTLV Neg Neg HTLV Neg
24 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1
25 G1 HTLV-2 HTLV HTLV-2 HTLV-2 Neg HTLV-2 Neg
26 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg Neg HTLV-1 Neg
27 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
28 Gl HTLV-2 IND HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
29 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
30 G1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
31 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
32 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
33 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
34 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
35 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
36 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg
37 Gl HTLV-2 IND HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
38 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
39 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
40 Gl HTLV-2 IND HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
41 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
42 Gl HTLV-2 IND HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
43 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
44 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2 Neg
46 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
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ID tubo Grupo ELISA - Final WB INNO-LIA gPCR PCR-RFLP Resultado Final LAMP
48 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg HTLV-1 HTLV-2 Neg
49 Gl HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
50 Gl HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg HTLV-2 HTLV-2
66 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
67 G2 HTLV-2 HTLV-2 IND Neg Neg HTLV-2 Neg
68 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
71 G2 HTLV-2 IND HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
72 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 Neg
74 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg Neg HTLV-1 Neg
76 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg HTLV-2 Neg
79 G2 HTLV IND HTLV Neg Neg HTLV Neg
81 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
82 G2 HTLV-2 IND HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
83 G2 HTLV-2 IND HTLV-2 Neg HTLV-2 HTLV-2 Neg
84 G2 HTLV-1 IND HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
88 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
89 G2 HTLV-2 IND HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
90 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
91 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
93 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg HTLV-2 Neg
95 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
96 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
97 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
98 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
100 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR HTLV-1 HTLV-1
101 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
102 G2 HTLV-2 Neg IND Neg HTLV-2 HTLV-2 Neg
103 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
104 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 Neg
105 G2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
106 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
107 G2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2
112 G2 IND rgp46-11 e GD21 gp21-1/11 Neg Neg IND Neg
114 G2 IND rgp46-1 e GD21 gp21-I/11 Neg Neg IND Neg
115 G2 IND p2le pl9 gp21-1/11 Neg Neg IND Neg
116 G2 IND p24 p19-1/11 e gp21-1/11  Neg Neg IND Neg
117 G2 IND p24, GD21 gp21-1/11 Neg Neg IND Neg
118 Gl Neg - - - - Neg Neg
119 G2 Neg - - - - Neg Neg
120 G2 Neg - - - - Neg Neg
121 G2 Neg - - - - Neg Neg
122 G2 Neg - - - - Neg Neg
123 G2 Neg - - - - Neg Neg
124 G2 Neg - - - - Neg Neg
125 G2 Neg - - - - Neg Neg
126 G2 Neg - - - - Neg Neg
127 G2 Neg - - - - Neg Neg

Notas: IND, indeterminado; NR, ndo realizado.



74

Tabela suplementar 2 — Acurécia e sensibilidade de testes realizados pelo 1AL.

Testes soroldgicos Testes moleculares
Grupo  Virus + — Acurdcia Sensibilidade + — Acurécia Sensibilidade
+ 76 1 61 16
HTLV-1/2 98,78 98,70 80,49 79,22
- 0 5 0 5
+ 4
Total HTLV-1 390 100 100 3 92,68 89,74
- 0 43 2 41
+ 34 1 25 10
HTLV-2 98,78 97,14 87,80 71,43
- 0 47 0 47
HTLV-1/2 v 480 100 100 36 12 75,00 75,00
- 0 O 0 O ’ ’
+ 25 2 24 3
Gl HTLV-1 95,83 92,59 93,75 88,89
- 0 21 0 21
+ 19 0 11 8
HTLV-2 100 100 83,33 57,89
- 0 29 0 29
+ 28 1 25 4
HTLV-1/2 97,06 96,55 88,24 86,21
- 0 5 0 5
+ 12 0 11 1
G2 HTLV-1 100 100 97,06 91,67
- 0 22 0 22
HTLV-2 + 15 1 14 2
97,06 93,75 94,12 87,50
- 0 18 0 18

Notas: Valores de acuracia e sensibilidade (%) calculados a partir de tabelas de contingéncia construidas com
resultados de testes soroldgicos (WB e INNO-LIA) e de testes moleculares (QPCR e PCR-RFLP) utilizando-se
como referéncia o diagndstico definitivo descrito por Campos et al. (2017). G1, pacientes coinfectados com HIV
em uso de TARV (n=48). G2, pacientes coinfectados com HIV sem uso de TARV (n=34). Total de 82 amostras.
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Tabela Suplementar 3 — Acurécia e sensibilidade de WB e INNO-LIA (I1AL).

WB INNO-LIA
Grupo  Virus + — Acurdcia Sensibilidade + — Acurécia Sensibilidade

+ 64 13 75 2

HTLV-1/2 84,15 83,12 97,56 97,40
- 0 5 0 5

Total HTLV-1 363 96,34 92,31 363 96,34 92,31
- 0 43 0 43
22 13 33 2

HTLV-2 84,15 62,86 97,56 94,29
- 0 47 0 47

HTLV-1/2 v o420 87,50 87,50 480 100 100
- 0 0 ’ ’ 0 0
25 2 24 3

Gl HTLV-1 95,83 92,59 93,75 88,89
- 0 21 0 21
12 7 19 0

HTLV-2 85,42 63,16 100 100
- 0 29 0 29
+ 22 7 27 2

HTLV-1/2 0 79,41 75,86 0 s 94,12 93,10
11 1 12 0

G2 HTLV-1 97,06 91,67 100 100
- 0 22 0 22
11 5 14 2

HTLV-2 85,29 68,75 94,12 87,50
- 0 18 0 18

Notas: Valores de acuracia e sensibilidade (%) calculados a partir de tabelas de contingéncia construidas com
resultados de testes de WB e INNO-LIA utilizando-se como referéncia o diagndstico definitivo descrito por
Campos et al. (2017). G1, pacientes coinfectados com HIV em uso de TARV (n=48). G2, pacientes coinfectados
com HIV sem uso de TARV (n=34). Total de 82 amostras.
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Tabela suplementar 4 — Acurécia e sensibilidade da qPCR e PCR-RFLP (IAL).

gPCR PCR-RFLP
Grupo  Virus + — Acurdcia Sensibilidade + — Acurécia Sensibilidade
+ 51 26 52 24
HTLV-1/2 68,29 66,23 70,37 68,42
- 0 5 0 5
+ 29 10 31 7
Total HTLV-1 87,80 74,39 88,89 81,58
- 0 43 2 41
+ 22 13 19 16
HTLV-2 84,15 62,86 80,25 54,29
- 0 47 0 46
+ 28 20 30 18
HTLV-1/2 58,33 58,33 62,50 62,50
- 0 0 0 O
+ 18 9 21 6
Gl HTLV-1 81,25 66,67 83,33 77,78
- 0 21 2 19
+ 10 9 7 12
HTLV-2 81,25 52,63 75,00 36,84
- 0 29 0 29
+ 23 6 22 6
HTLV-1/2 82,35 79,31 81,82 78,50
- 0 5 0 5
+ 11 1 10 1
G2 HTLV-1 97,06 91,67 96,97 90,91
- 0 22 0 22
+ 12 4 12 4
HTLV-2 88,24 75,00 87,88 75,00
- 0 18 0 17

Notas: Valores de acuracia e sensibilidade (%) calculados a partir de tabelas de contingéncia construidas com
resultados de testes de qPCR e PCR-RFLP utilizando-se como referéncia o diagndstico definitivo descrito por
Campos et al. (2017). G1, pacientes coinfectados com HIV em uso de TARV (n=48). G2, pacientes coinfectados
com HIV sem uso de TARV (n=34). Total de 82 amostras.
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LPCN WB gPCR PCR-RFLP LAMP Resultado Final LPCN WB gPCR PCR-RFLP LAMP Resultado Final
01 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 32 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
02 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 33 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
03 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 34 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
04 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 35 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
05 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 36 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
06 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 37 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
07 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 38 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
08 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 39 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
09 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 40 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
10 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 41 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
11 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 42 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
12 IND HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 43 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
13 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 44 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
14 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 45 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
15 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 46 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
16 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 47 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
17 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 48 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
18 IND HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 49 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
19 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 50 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
20 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 51 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
21 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 52 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
22 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 53 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 54 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
24 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 55 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 56 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
26 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 57 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
27 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 58 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
28 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 59 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
29 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 60 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
30 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 61 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
31 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 62 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
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LPCN WB gPCR PCR-RFLP LAMP Resultado Final LPCN WB gPCR PCR-RFLP LAMP Resultado Final
63 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 93 HTLV-2 Neg Neg Neg HTLV-2
64 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 94 HTLV-2 Neg Neg Neg HTLV-2
65 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 95 HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 HTLV-2
66 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 96 HTLV-2 Neg Neg Neg HTLV-2
67 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 97 HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 HTLV-2
68 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 98 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
69 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 99 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
70 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 100 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
71 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 101 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
72 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 102 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
73 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 103 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
74 NR HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 104 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
75 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 105 HTLV-1 Neg Neg HTLV-1 HTLV-1
76 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 106 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
77 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 107 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
78 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 108 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 Neg HTLV-1
79 HTLV-2 Neg HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 109 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
80 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 110 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
81 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 111 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
82 HTLV-2 Neg HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 112 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
83 HTLV-2 Neg HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 113 HTLV-1 Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
84 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 114 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
85 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 115 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
86 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 116 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
87 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 117 IND Neg HTLV-1 Neg HTLV-1
88 NR HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 118 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
89 HTLV-2 Neg Neg HTLV-2 HTLV-2 119 HTLV-1 Neg Neg HTLV-1 HTLV-1
90 NR Neg HTLV-2 Neg HTLV-2 120 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
91 HTLV-2 Neg HTLV-2 Neg HTLV-2 121 HTLV-1 Neg Neg HTLV-1 HTLV-1
92 HTLV-2 Neg Neg Neg HTLV-2 122 HTLV Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
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LPCN WB gPCR PCR-RFLP LAMP Resultado Final LPCN WB gPCR PCR-RFLP LAMP Resultado Final
123 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 134 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
124 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 135 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
125 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 136 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
126 HTLV-1+2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 137 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
127 HTLV-1 Neg HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 138 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
128 IND Neg HTLV-1 Neg HTLV-1 139 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
129 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 140 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
130 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 141 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
131 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 142 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
132 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 143 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1
133 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 144 HTLV HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1

Notas: IND, indeterminado; NR, néo realizado.
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Figura Suplementar 1 — Polimorfismos nas regides de tax de HTV-1 correspondentes aos iniciadores de LAMP previamente descritos
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Legenda: Andlise realizada com o programa BioEdit v7.2.5 comparando as regiGes em tax de HTLV-1 onde ocorrem as hibridiza¢cbes com os iniciadores. Foram
considerados 0s seguintes gen6tipos determinados por analise filogenética da LTR: HTLV-1aB, Cosmopolita Japonés; HTLV-1aA_ AL, Cosmopolita Transcontinental
grupo América Latina; HTLV-1aA_OM, Cosmopolita Transcontinental grupo Oriente Médio; HTLV-1aD, Norte da Africa; HTLV-1b, Africa; e HTLV-1c, Melanésia.
Foi utilizada a sequéncia ATK (HTLV-1aB), (GenBank J02029), como referéncia. As posi¢des dos nucleotideos séo referentes ao genoma do protétipo, e estdo indicadas
por setas, e as regiGes que correspondem aos sitios de hibridizacdo dos iniciadores estdo destacadas em: (i) verde: F3/B3; (ii) azul: F2/B2; (iii) cinza: F1c/Blc; e (iv)
amarelo: LF/LB.



Figura Suplementar 2 — Polimorfismos nas regifes de tax de HTLV-1 correspondentes aos iniciadores de LAMP desenhados neste estudo.
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Legenda: Analise realizada com o programa BioEdit v7.2.5 comparando as regides em tax de HTLV-1 onde ocorrem as hibridizagdes com os iniciadores. Foram
considerados 0s seguintes genétipos determinados por andlise filogenética da LTR: HTLV-1aB, Cosmopolita Japonés; HTLV-1aA_ AL, Cosmopolita Transcontinental
grupo América Latina; HTLV-1aA_OM, Cosmopolita Transcontinental grupo Oriente Médio; HTLV-1aD, Norte da Africa; HTLV-1b, Africa; e HTLV-1c, Melanésia.
Foi utilizada a sequéncia ATK (HTLV-1aB), (GenBank J02029), como referéncia. As posi¢des dos nucleotideos sdo referentes ao genoma do protétipo, e estdo indicadas
por setas, e as regiGes que correspondem aos sitios de hibridizacdo dos iniciadores estdo destacadas em: (i) verde: F3/B3; (ii) azul: F2/B2; (iii) cinza: F1c/Blc; e (iv)

amarelo: LF/LB.
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Figura Suplementar 3 — Polimorfismos nas regides de tax de HTLV-2 correspondentes aos iniciadores de LAMP previamente descritos.
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Legenda: Analise realizada com o programa BioEdit v7.2.5 comparando as regides em tax de HTLV-2 onde ocorrem as hibridizagdes com os iniciadores. Foram
considerados os seguintes gen6tipos determinados por analise filogenética da LTR: HTLV-2a, predominante nos Estados Unidos, Europa e amerindios do México e Brasil,;
HTLV-2b, Paleo-indiano; HTLV-2c, Caiapds; e HTLV-2d, pigmeu Efe do Congo. Foi utilizada a sequéncia Mo (HTLV-2a), GenBank M10060, como referéncia. As
posi¢des dos nucleotideos que se referem ao genoma do protétipo estéo indicadas por setas, e as regides que correspondem aos sitios de hibridizacdo dos iniciadores estdo
destacadas em: (i) verde: F3/B3; (ii) azul: F2/B2; (iii) cinza: F1c/B1c; e (iv) amarelo: LF/LB.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.065.937

Apresentagao do Projeto:

Os virus linfotrépicos para células T humanas (HTLV) constituem um grupo de quatro subtipos distintos de
retrovirus: HTLV-1, 2, 3 e 4. No entanto, somente HTLV-1 e 2 apresentam relevancia epidemioldgica, e no
Brasil observa-se prevaléncia média de 0,46% em doadores de sangue. Estes virus infectam linfocitos T, e
sua transmissdo pode ocorrer por via vertical, predominantemente pelo aleitamento materno, ou por via
horizontal, através de via sexual ou por transfusdo de produtos sanguineos contaminados. Conforme
recomendacgdo do Ministério da Saude, o diagnéstico das infecgdes por HTLV-1/2 é realizado por triagem
sorolégica por ELISA, seguida de confirmagédo dos casos reativos pelos testes de Western blot (WB),
imunofluorescéncia, ou reagdao em cadeia da polimerase (PCR). O teste de WB pode apresentar resultados
indeterminados em 50-60% dos casos, principalmente em portadores de HTLV-2. No entanto, a técnica de
WB ainda apresenta sensibilidade mais elevada que a PCR. Por outro lado, métodos moleculares
apresentam alta especificidade, gerando resultados definitivos na detecgéo e subtipagem viral. Dessa forma,
grupos de pesquisa tém sugerido uma atualizagédo do algoritmo de diagnéstico confirmatério das infecgdes
por HTLV-1/2, em que a utilizagao inicial de métodos moleculares possibilitaria a confirmagéo de um grande
numero de amostras, e somente casos com resultado negativo seriam submetidos ao WB. Em virtude disso,
os testes de amplificagdo isotérmica de acidos nucléicos mediada por alga (LAMP) para HTLV-1 e 2,
estabelecidos por nosso grupo de pesquisa, poderiam ser utilizados em laboratérios de rotina diagnéstica
como uma alternativa a PCR convencional ou
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em tempo real. Por isso, este projeto tem como objetivo determinar a acuracia dos testes de LAMP para
HTLV-1/2 na confirmacdo das infecgdes por estes virus. Para tal, serdo utilizadas 92 amostras de DNA
proviral obtidas de individuos com resultado reagente ou indeterminado na triagem sorolégica de infecgao
por HTLV-1 e HTLV-2 por ELISA, sendo que 77 apresentaram diagnoéstico definitivo de infecgdo por HTLV-1
e/ou 2. A populagédo de estudo foi previamente caracterizada no Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, e
apresentam registros de resultados de: dois testes distintos de ELISA (Murex e Gold ELISA), WB,
imunoensaio em linha (INNO-LIA), PCR em tempo real, e nested-PCR com subtipagem viral pela técnica de
polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP). Dessa forma, esperamos demonstrar que os testes de
LAMP para HTLV-1 e 2 possuem sensibilidade e especificidade comparaveis a PCR, e que representariam
uma alternativa vantajosa, por apresentar custos reduzidos e requerer estrutura laboratorial simples em
comparagao a PCR em tempo real, e menor risco de amplificagdes inespecificas e de tempo de execugéo
em relagdo a PCR convencional.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL:

Determinar a acuracia do teste de amplificagao isotérmica de acidos nucléicos mediada por alga (LAMP) na
confirmagao de infecgdo pelos virus linfotrépicos para células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1/2).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Determinar a acuracia do teste de LAMP para HTLV-1/2, utilizando-se como referéncia o resultado final
obtido com métodos confirmatérios sorolégicos e moleculares.

« Determinar acuracia do teste de LAMP para HTLV-1/2, tendo-se como referéncia somente os resultados
de métodos confirmatérios moleculares (nested-PCR-RFLP e qPCR).

* Determinar o nivel de concordancia do teste de LAMP para HTLV-1/2 com os diferentes métodos
sorolégicos e moleculares de diagnéstico confirmatério.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos previstos, diretos ou indiretos, sdo minimos. Nao havera riscos relacionados a coleta de amostras,
pois serdo utilizadas amostras derivadas de estudo anterior. Informagdes que possam identificar os sujeitos
da pesquisa também ndo serdo utilizadas, pois as amostras encontram-se codificadas. Além disso, somente
serdo utilizados dados de dominio publico para a realizagdo de andlises de comparagdo entre os resultados
dos diferentes métodos de diagnéstico avaliados.
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Beneficios:

N&o ha beneficios diretos. Contudo, com a determinacgdo da acuracia dos testes de LAMP, esta técnica
representaria uma alternativa vantajosa, pois apresenta custos reduzidos e requer estrutura laboratorial mais
simples em comparagdo com a PCR em tempo real, e menor risco de amplificagdes inespecificas e de
tempo de execugdo em relagdo a PCR convencional.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Este projeto € um estudo de corte transversal para avaliagdo de método de diagndstico, e sera usada uma
amostra de conveniéncia, composta de DNA proviral de HTLV-1/-2 obtida de individuos infectados,
previamente identificados em uma coorte de portadores de infecgdo por HIV, em estudo realizado no
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo (CAMPOS et al, 2017). Amostras de sangue que apresentaram resultados
reagentes ou indeterminados em pelo menos um de dois testes de ELISA (Murex e Gold ELISA), foram
submetidas a confirmagéao soroldgica pelos testes de WB, INNO-LIA, e molecular de qPCR, e nested-
PCRRFLP (CAMPOS et al, 2017). Em 108 casos foram confirmadas infec¢do por HTLV-1 (n=56), HTLV-2
(n=45), coinfec¢ao por HTLV-1 e HTLV-2 (n=1) e infec¢do por HTLV, sem definicdo do subtipo viral (n=6).
Em nove amostras foi detectado padréo indeterminado & analise pelos testes soroldgicos e estas resultaram
negativas nos testes moleculares, e em dez amostras os quatro testes confirmatérios resultaram negativos.
Os dados obtidos neste projeto serdo comparados com os dados publicados por CAMPOS et al. (2017), e
ndo sera necessaria a coleta de novos dados sécio demograficos e clinicos, ou outras informagdes que nao
sejam publicas. Teremos acesso apenas aos numeros de identificacdo das amostras (1 a 127). Ha que se
destacar que devido ao término ou volume insuficiente de DNA, fardo parte desta pesquisa 92 amostras dos
seguintes grupos: HTLV-1 (n=39), HTLV-2 (n=35), HTLV nao tipado (n=3), indeterminadas na sorologia
(n=5) e negativas (n=10).

2) Técnica de LAMP para a amplificagdo do gene tax de HTLV-1 e 2: Amostras de

DNA de 92 individuos com resultados reagentes ou indeterminados por ELISA (CAMPOS et al., 2017) serdo
submetidas aos testes de LAMP para HTLV1 e 2 estabelecidos por nosso grupo de pesquisa (GOMES,
2017). Os testes de LAMP serédo realizados com 5ul de DNA, num volume final de 25ul, em reagdes
contendo: 8U de Bst DNA polimerase em 1X tampao de amplificagéo isotérmica (New England Biolabs),
0,4mM de dNTPs (Invitrogen), 0,8M de betaina (Sigma-Aldrich), e concentragao final de 6mM de MgSO4.
Os iniciadores serdo adicionados nas seguintes concentragcdes nas reacdes de LAMP para HTLV-1 e
HTLV2: FIP e BIP a 40 pmoles, F3e B3 a5
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pmoles, e LF e LB a 20 pmoles. As reagdes serdo incubadas a 64°C por 1h, e inativadas a 80°C por 10 min.

Os resultados serdo avaliados por eletroforese em gel de agarose a 2% (Invitrogen) em 1X tampéao
TrisBorato-EDTA (TBE) (Invitrogen), contendo 0,5X GelRed (Biotium), sendo aplicados 2ul do produto da
reacgdo, acrescido de 8ul de 1X TBE e 2ul de corante de aplicagdo (10X Blueduice, Invitrogen). A corrida
sera realizada a 100V por 1h, e os resultados revelados por transiluminagédo UV e fotodocumentados
(Sistema L-Pix, Loccus Biotecnologia, Brasil). Como controles negativos, serao realizadas reagdes contendo
apenas agua, ou DNA de individuo com sorologia negativa para HTLV-1/2. Serdo consideradas positivas as
reagdes com padrdo de amplificagdo tipico de LAMP, e negativas as amostras com auséncia de
amplificagdo. O resultado das reagdes também sera revelado por adigcdo de SYBRGreen (Invitrogen) aos
tubos, e fotodocumentados

durante transiluminacdo UV. Espera-se auséncia de fluorescéncia nos tubos com resultado negativo, e
fluorescéncia verde nos tubos com reagéo positiva.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

E solicitada dispensa do TCLE para as inclusdes deste estudo com base no seguinte argumento:

"As amostras de DNA proviral de HTLV-1 e HTLV-2 que serao utilizadas no presente projeto decorrem do
estudo "Vigilancia e diagnéstico de infecgdo por HTLV-1 e HTLV-2 em populagéo infectada pelo HIV-1 de
S&o Paulo" aprovado pelo CTC-IAL numero 106D/2012, e CEP-IAL numero de protocolo CAAE
11302512.0.0000.0059. Elas estao sob a guarda/responsabilidade de Adele Caterino de Araujo, no Centro
de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo, sala 1119, em freezer -20°C. As amostras que ainda
existem no laboratério sao finitas, e no presente estudo serdo empregados apenas 10ul, ndo havendo sobra
de material. Ressalta-se que houve assinatura de TCLE do projeto original que previa a comparacgéo de
varios testes sorolégicos e moleculares para a confirmagdo do diagnéstico de infecgdo por HTLV-1 e
HTLV2.

Assim, ndo havera necessidade de novo TCLE tampouco de identificagcdo dos sujeitos da pesquisa. Os
dados que serdo utilizados para comparagéo dos resultados obtidos sdo de dominio publico, ja que foram
publicados em CAMPOS et al. 2017. Além disto, os tubos contendo as amostras de DNA proviral de HTLV-1
e HTLV-2 receberdo apenas o numero de identificagdo da amostra (1 a 127). Sendo assim, sera solicitada a
dispensa de aplicagédo de TCLE. Por outro lado, os responsaveis por esta pesquisa se comprometem a
garantir a fidedignidade das informacgdes relacionadas ao estudo, preservar o sigilo das informagdes
individuais e incluir todos os participantes em uma futura publicagéo."

Também foram apresentados o TCLE do projeto anterior, citado na justificativa do pedido de dispensa, a
aprovacao do projeto pelo |IAL, assinada por seu diretor, um acordo de colaboragdo em
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projeto de pesquisa, assinado pelos pesquisadores e diretores do INI e IAL, termo de compromisso com o
sigilo da pesquisa.

Também esta apresentado nesta versdo do projeto de pesquisa o regulamento do biorepositério das
amostras no INI.

Recomendagoes:

Néao ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Uma vez que o protocolo obedece as normas de condugdo de pesquisas em seres humanos
regulamentadas pelo CNS/MS, indicamos sua aprovagéo de acordo com a Res. CNS no. 466/12 pelo CEP-
INI com a previsdo de relatérios semestrais de acompanhamento.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagi
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/10/2018 Aceit
do Projeto ROJETO 1213962.pdf 11:07:08
Declaracéo de Biorrepositorio.pdf 18/10/2018 |OTAVIO DE MELO Aceit
Manuseio Material 11:04:27 |ESPINDOLA
Biolégico /

Biorepositério /
| Biobanco

TCLE / Termos de | TCLE_projeto_anterior.pdf 11/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceitr
Assentimento / 13:50:42 |ESPINDOLA

Justificativa de
|Auséncia

TCLE / Termos de |Dispensa_TCLE.pdf 11/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceitt
Assentimento / 13:50:13 |ESPINDOLA

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_Yago_REV.docx 11/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceit
Brochura 13:47:21 ESPINDOLA

Investigador

Declaracédo de Aprovacao_CTC_IAL_DG_IAL.pdf 04/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceit
Instituicao e 22:24:11 ESPINDOLA

Infraestrutura

Declaragéo de a_ctc_0005_001_acordo_de_colaboraca|] 04/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceitt
Pesquisadores o_em_projeto_de_pesquisa_assinada.p 22:22:51 ESPINDOLA

df
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QG

Declaragéo de a_ctc_0004_001_termo_de_anuencia_d| 04/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceit

Pesquisadores e participacao externo.pdf 22:21:51 ESPINDOLA

Declaragéo de a_ctc_0003_001_termo_de_anuencia_d| 04/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceit

Pesquisadores e_participacao_ial_assinado.pdf 22:21:40 | ESPINDOLA

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 04/09/2018 |OTAVIO DE MELO Aceit
22:07:29 |ESPINDOLA

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:

UF: RJ
Telefone:

RIO DE JANEIRO, 07 de Dezembro de 2018

Avenida Brasil 4365
Bairro: Manguinhos

Municipio:

(21)3865-9585

Assinado por:

Léa Ferreira Camillo Coura

RIO DE JANEIRO

(Coordenador(a))

CEP: 21.040-360

E-mail:

cep@ini.fiocruz.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: DETERMINAQAO DA ACURACIA DO TESTE DE LAMP PARA A CONFIRMAGCAO DE
INFECCAO POR HTLV-1/2.
Pesquisador: Marcus Tulius Teixeira da Silva
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 98332818.9.3001.0059
Instituigdao Proponente: Instituto Adolfo Lutz
Patrocinador Principal: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - INI/FIOCRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.260.960

Apresentagao do Projeto:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL nimero 3.130.994, de 04/02/2019.

Objetivo da Pesquisa:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL nimero 3.130.994, de 04/02/2019.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL numero 3.130.994, de 04/02/2019.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL numero 3.130.994, de 04/02/2019.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Analise ética com base na carta de "Resposta as Pendéncias CEPIAL", assinada pela pesquisadora do
Instituto Adolfo Lutz (IAL) Adele Caterino de Araujo, de 08/02/2019, e documentos complementares,
postados em 21/03/2019.

- Quanto a apresentagdo do documento de autorizagdo para transferéncia das amostras do IAL para o
Instituto Nacional de Infectologia (INI) / FIOCRUZ / RJ, a pesquisadora justificou que os documentos A-NIT-
IAL-0016- Termo de Transferéncia de Material e A-NIT-IAL-0017- Guia de remessa do TTM somente
poderdo ser preenchidos e assinados pelo diretor apés a aprovagéo do projeto pelo CEPIAL e seu cadastro
final no Conselho Técnico Cientifico.
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A pesquisadora encaminhou anexos os seguintes documentos que comprovam a Autorizagdo de
Transferéncia: a-ctc-0001-001_formulario_de_identificacao_do_projeto e a-ctc-0002-
001_formulario_para_manifestacao_de_diretores, assinados e datados em junho de 2018 quando foi
submetido o projeto a apreciagdo pelos responsaveis no Centro de Imunologia e onde constava o envio de
material biolégico.

Apresentou documento atualizado, de 07/02/2019, assinado por ela prépria, com a ciéncia e a anuéncia da
responsavel pela Unidade Técnica DST , Elaine Lopes Oliveira, e da diretora do Centro de Imunologia,
Carmem Aparecida de Freitas Oliveira, sobre a transferéncia de amostras de DNA proviral HTLV 1/2 do IAL
para o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas / FIOCRUZ / RJ.

Esclarecimento aceito.

- Na primeira relatoria teve-se o questionamento "Foi apresentada uma justificativa para dispensa do TCLE
baseada no TCLE de estudo anterior; entretanto, ndo constava no TCLE que as amostras seriam
armazenadas para estudos posteriores. Estava descrito no projeto anterior essa previsdo? Como justificar o
armazenamento ndo previsto e ndo declarado para uso em pesquisas futuras no TCLE ? Esclarecer".

A pesquisadora Adele Caterino de Araujo assim esclareceu: “Em relagdo ao TCLE do projeto de Vigilancia e
diagnéstico de infecgdo por HTLV-1 e HTLV-2 em individuos infectados pelo HIV, de fato ele ndo previa
armazenamento de amostra para uso futuro. No entanto, ele previa na 12 fase detectar substancias no
sangue que apontam para a presenca do virus e na 22 fase analisar a quantidade de virus circulante através
da deteccdo do seu material genético. Ocorre que houve a padronizagédo e validagdo parcial da PCR em
tempo real (QPCR) no formato multiplex para o diagnéstico confirmatério e determinagéo de carga proviral
de HTLV-1 e HTLV-2, porém sua validagdo de acordo com as normas estabelecidas pelo IAL em seu
documento P-SG-0022-004 - Validagdo de métodos de ensaio de diagnéstico do IAL, foi recentemente
finalizada (dezembro de 2018). Portanto, o material biolégico (DNA proviral) estava em uso e nao
armazenado para uso no futuro e sera empregado na validagdo da técnica LAMP”.

Esclarecimento aceito.

- Outro questionamento levantado na primeira relatoria: "Como explicar a frase - As amostras que ainda
existem no laboratério sao finitas, e no presente estudo serdo empregados apenas 10ul, ndo havendo sobra
de material - ? Afinal, usar - apenas 10uL - esgota a amostra em repositério? Ha somente 10uL de amostra
em repositério, e essa é razdo de considerar que as amostras séo -
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finitas - ?"

A pesquisadora do IAL Adele Caterino de Araujo esclareceu que “de fato com todos os testes realizados
para validagdo da gPCR no IAL, restaram 92 amostras com volume aproximado de 10 microlitros que serdo
enviadas ao RJ, ndo havendo sobra de material biolégico para ser armazenado no biorrepositério do
INI/FIOCRUZ/RJ, tampouco no IAL".

Esclarecimento aceito.

- Foi apresentado o documento “Esclarecimentos sobre biorrepositério sob a guarda de Adele Caterino de
Araujo: Normas Basicas para sua Utilizag&do” para o protocolo de pesquisa “Determinacado da acuracia do
teste de amplificacao isotérmica de acidos nucleicos mediada por al¢ca (LAMP) para a confirmacgao de
infeccdo pelos virus linfotrépicos para células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1/2)", assinado e sem data,
onde descreve-se: responsabilidade de guarda, restricdo de acesso, condigdes de armazenamento,
acondicionamento, local e temporalidade das amostras biolégicas.

Documento de acordo.

Recomendacoées:

Em proxima edigdo do protocolo de pesquisa, apresentar ao CEPIAL os documentos referentes a
transferéncia do material biolégico humano.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O protocolo de pesquisa, pela analise do conjunto dos documentos, foi considerado aprovado do ponto de
vista ético.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O protocolo de pesquisa teve a primeira andlise ética em reunido ordinaria de 17 de janeiro de 2019, e apés
as respostas as pendéncias e a apresentacdo de documentos complementares, com base nas deliberagoes

do colegiado foi aprovado a luz da Resolugao CNS 466/2012.

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

Xl - Do pesquisador responsavel

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

Enderego: Av. Dr. Amaldo 355 - 3° andar - Sala 90

Bairro: Cerqueira César CEP: 01.246-902
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepial@ial sp.gov br
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XI.2 - Cabe ao pesquisador:

ma

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou a CONEP, aguardando a decisdo de aprovagao

ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; c) desenvolver

o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; e) apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f) manter os dados da pesquisa em arquivo,

fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores

associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou

a CONEP, interrupgéo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Os relatérios deverdo ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para analise do

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/03/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1273091 .pdf 22:09:05
Outros Docs_Anuencia_Chefias_IAL_06_2018. | 21/03/2019 |Marcus Tulius Aceito

pdf 22:08:21 Teixeira da Silva
Outros Anuencia_das_chefias_para_envio_de_| 21/03/2019 |Marcus Tulius Aceito
amostras 2019.pdf 22:07:56 | Teixeira da Silva
Outros ESCLARECIMENTOS_SOBRE_BIORR | 21/03/2019 [Marcus Tulius Aceito
EPOSITORIO_SOB_A_GUARDA_DE_A| 22:07:06 |Teixeira da Silva
DELE_CATERINO_DE_ARAUJO .pdf
Outros Resposta_CEPIAL_08022019.pdf 21/03/2019 |Marcus Tulius Aceito
22:03:16 | Teixeira da Silva
Declaragéo de CTC_0005_001_acordo_de_colaboraca | 11/12/2018 |Deolinda Valéria Aceito
Instituicéo e o_em_projeto_de_pesquisa_assinada_A| 15:19:04 [Martins Pereira
Infraestrutura CA.pdf
Declaragéo de CTC_0004_001_termo_de_anuencia_de| 11/12/2018 |Deolinda Valéria Aceito
Pesquisadores __participacao externo.pdf 15:16:11 Martins Pereira
Declaracéo de CTC_0003_001_termo_de_anuencia_de| 11/12/2018 |Deolinda Valéria Aceito
Pesquisadores participacao ial assinado.pdf 15:15:45 | Martins Pereira
Qutros 34K_2018_Ciencia_DG.pdf 11/12/2018 |Deolinda Valéria Aceito
15:13:23 [ Martins Pereira
Qutros 34K_2018_cadastro_provisorio.pdf 10/12/2018 | Deolinda Valéria Aceito
18:00:18 [Martins Pereira
Declaragéo de Biorrepositorio.pdf 18/10/2018 | OTAVIO DE MELO Aceito
|Manuseio Material 11:04:27 |ESPINDOLA
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Biolégico / Biorrepositorio.pdf 18/10/2018 |OTAVIO DE MELO Aceito
Biorepositorio / 11:04:27 |ESPINDOLA

Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE_projeto_anterior.pdf 11/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceito
Assentimento / 13:50:42 |ESPINDOLA

Justificativa de
Auséncia

TCLE / Termos de |Dispensa_TCLE.pdf 11/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceito
Assentimento / 13:50:13 |ESPINDOLA

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_Yago_REV.docx 11/09/2018 | OTAVIO DE MELO Aceito
Brochura 13:47:21 ESPINDOLA

Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

SAO PAULO, 11 de Abril de 2019
Assinado por:
Luz Marina Trujillo
(Coordenador(a))
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INSTITUTO DE PESQUISA
CLiNICA EVANDRO CHAGAS - Wﬂl"
IPEC / FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Diagnéstico confirmatério das infecgdes por HTLV-1/2 pela técnica de LAMP
Pesquisador: OTAVIO DE MELO ESPINDOLA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 23369813.7.0000.5262

Instituigdo Proponente: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC / FIOCRUZ
Patrocinador Principal: Fundagdo Oswaldo Cruz

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 531.383
Data da Relatoria: 10/02/2014

Apresentagao do Projeto:

A apresentacdo do estudo é clara e bem fundamentada. O estudo se justifica pela dificuldade atual de um
diagnostico de certeza da infecgdo pelo HTLV 1/2 e pela possibilidade de desenvolvimento de técnicas
diagnosticas mais precisas.

Objetivo da Pesquisa:

Trata-se de um estudo objetivando a implementacéo e avaliagdo de um novo método molecular (LAMP)
para o diagnéstico confirmatério da infecgao pelo HTLV 1/2

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O estudo traz beneficios potencias no desenvolvimento de técnicas diagndsticas mais acuradas para o
diagnéstico, no entanto ndo ha beneficio direto para o paciente uma vez que o teste ndo esta validado para
o uso clinico. Riscos minimos relativos a coleta de sangue em veia periférica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Estudo relevante e bem fundamentado.
Realizadas adequagdes no projeto e TCLE solicitadas por este comité.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
TCLE esta adequado apdés as modificagdes solicitadas

Endereco: Avenida Brasil 4365

Bairro: Manguinhos CEP: 21.045-900
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3865-9585 E-mail: cep@ipec fiocruz.br
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Recomendacgoes:

Aprovagéo

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O projeto e o temo de apresentacéo obrigatéria (TCLE) encontram-se adequados as resolugdes atuais.
Realizadas adequacgdes no projeto e TCLE sugeridas por este comité.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

RIO DE JANEIRO, 17 de Fevereiro de 2014

Assinador por:
Léa Ferreira Camillo-Coura

(Coordenador)
Endereco: Avenida Brasil 4365
Bairro: Manguinhos CEP: 21.045-900
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3865-9585 E-mail: cep@ipec.fiocruz.br
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