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RESUMO

Os HTLV-1, HTLV-2 e HIV compartilham as mesmas vias de transmissdo e as prevaléncias
de coinfeccdo HIV/HTLV-1 e HIV-HTLV-2 variam de acordo com a regido geografica, a
populagdo de estudo e a época em que foi realizada a pesquisa. Altas taxas de coinfeccdo foram
detectadas em pacientes com Aids em Sdo Paulo na década de 1990 e foram associadas ao uso
de drogas injetaveis (UDI). Neste estudo foi determinada a prevaléncia e os fatores de risco para
a coinfeccao HIV/HTLV em pacientes do CRT-DST/Aids de Sao Paulo. Amostras de sangue
de 1.608 pacientes que aceitaram participar do estudo foram encaminhadas ao Instituto Adolfo
Lutz para pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 por ensaio imunoenzimatico e Western Blot
(WB) e para pesquisa de DNA proviral pela PCR em tempo real pol. Na triagem sorologica,
51 soros resultaram reagentes para HTLV. Destes, pelo WB, 23 (1,43%) confirmaram infec¢ao
HTLV-1, 12 (0,75%) HTLV-2 ¢ 6 (0,37%) HTLV nao tipado. Pela PCR houve detecgao de mais
um caso de HTLV-1 (total 1,49%) e cinco casos de HTLV-2 (total 1,06%). Houve associacao
entre infeccdo HTLV-1/2 e género feminino (p=0.0027), cor negro/pardo (p=0.0332), infec¢ao
pelo HBV (p=0.0019), HCV ¢ UDI (p<0.0000). A PCR em tempo real foi util para confirmar
casos com resultado HTLV nao tipado e Indeterminado pelo WB e pode ser usada como primeiro
teste confirmatorio seguido do WB. A baixa prevaléncia de coinfeccao HIV/HTLV no presente
estudo parece estar relacionada a mudangas na populagdo exposta ao HIV e na troca de cocaina

injetavel por crack no momento atual.
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ABSTRACT

The HTLV-1, HTLV-2, and HIV share the same routes of virus transmission and high
prevalence rates of HIV/HTLV coinfections have been detected in AIDS patients from Sao
Paulo, during the 1990s, and were linked to injection drug use (IDU). The present study
searched for the current prevalence and risk factors for HIV/HTLV coinfections in patients
attended at AIDS Reference and Training Center in Sdo Paulo (CRT DST/Aids SP). Blood
samples of 1,608 patients that were enrolled in the study were sent to Instituto Adolfo Lutz
and analyzed for the presence of HTLV-1/2 specific antibodies by enzyme immunoassay
and Western Blot (WB), and for pol proviral DNA segments of HTLV-1 and HTLV-2 by
“in house” real-time PCR. The results obtained disclosed 51 reagents sera at screening.
By WB analysis, 23 (1.43%) confirmed HTLV-1 infection, 12 (0.75%) HTLV-2, and 6
(0.37%) HTLV not typed. The PCR confirmed one more case of HTLV-1 (total 1.49%) and
five of HTLV-2 (total 1.06%). Associations between HIV/HTLV coinfections and female
gender (p=0.0027), black/pardum color/race (p=0.0332), infection with HBV (p=0.0019),
HCV and IDU (p<0.0000) were detected. The real time PCR confirmed cases of HTLV not
typed and indeterminate on WB analysis, and could be used as the first confirmatory assay
followed by WB. The low prevalence rates of HIV/HTLV coinfections detected in the
present study could be related to changes in the exposure to HIV and cocaine inhalation/
smoking drug usage instead of injection at the present moment.

KEYWORDS: HTLV-1. HTLV-2. HIV. Coinfection. Prevalence. Risk factors.

INTRODUCAO

Os virus linfotropicos de células T humanas
(HTLV-1, HTLV-2 e HIV) sdo retrovirus com
potencial patogénico distinto. O HTLV-1 pode
causar leucemia/linfoma de células T do adulto
e paraparesia espastica tropical/mielopatia
associada ao HTLV-1 (TSP/HAM).? O HTLV-2
ndo esta associado a um tipo particular de doenga
embora casos de manifestagdes neurologicas
TSP/HAM
identificados.’® Ja o HIV ¢ o responsavel pela

semelhantes a tenham  sido
pandemia mundial de Aids.” Esses virus podem
infectar o mesmo individuo e a coinfec¢do pode
tanto acelerar como retardar o desenvolvimento

de doengas a eles relacionadas.®!!

Desde a década de 1990, o Instituto Adolfo
Lutz (IAL) de Sao Paulo vem realizando
estudos sobre a coinfeccdo HIV/HTLV e tem
detectado diferentes percentuais de positividade
para coinfec¢do HIV/HTLV-1 e HIV/HTLV-
2 relacionados a populagdo em estudo, a
categoria de exposicdo aos retrovirus humanos,
a localizacdo geografica dos individuos testados
e ao periodo em que foi realizado o estudo.!*?°
Por exemplo, foi encontrada prevaléncia de
13,2% (7,8% para HTLV-1 e 5,4% para HTLV-
2) e de 10,1% (4,0% para HTLV-1 e 6,0 para
HTLV-2) em pacientes com HIV/Aids do
Instituto de Infectologia Emilio Ribas, nos anos
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de 1992 e 1994,2!4 em contrapartida, em 2007,
foi encontrada prevaléncia de 5,8% sendo 3,3%
para HTLV-1 e 2,5% para HTLV-2 em pacientes
atendidos nos CRT DST/Aids SP (CRT)."

Apesar dos avancos nos ensaios de diagnostico
sorolégico destas infecgdes virais, ndo existe até
hoje um teste que seja 100% sensivel e especifico
para detectar todos os casos de infeccdo por
HTLV-1 e principalmente por HTLV-2 no
Brasil .22 Varios problemas foram encontrados,
como baixa sensibilidade e especificidade dos
testes de triagem sorologica 412133 e necessidade
de se reavaliar o valor do cutoff da reagdo.*
Ainda, devido ao grande numero de soros com
padrao indeterminado no teste confirmatdrio de
Western Blot (WB), foi sugerida a implantagao
de ensaios moleculares para confirmagdo
diagnostica.'®* Em trabalho conduzido por
Costa e colaboradores, foram padronizados
os ensaios de rea¢do em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real para HTLV-1 e HTLV-2,
comparando os resultados obtidos com os da
PCR convencional e do WB.?? Os resultados
mostraram que o ensaio confirmatério de WB
foi mais sensivel que a técnica molecular de
PCR, provavelmente pela interferéncia de fatores
como: baixa carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2
presente no sangue de portadores assintomaticos e
de mulheres infectadas por HTLV-2, de pacientes
submetidos a terapia antirretroviral (ARV) e
pacientes severamente imunossuprimidos com
baixo nimero de células TCD4+, como sugerido
por varios pesquisadores.”’? A despeito dessa
menor sensibilidade, a técnica de PCR em tempo
real se mostrou mais eficiente na elucidacdo de
amostras com padrao indeterminado no ensaio de
WB. Portanto, os ensaios soroldgico e molecular

foram complementares.?%%

Em fun¢do do fato da PCR em tempo real ser

um teste rapido, seguro, de menor custo e de facil

execugdo, ele pode ser aplicado como primeiro teste
confirmatorio de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2
seguido do WB. Isto reduziu em 44% o custo do
exame para o SUS.>?° No entanto, para que esta
técnica seja introduzida na rotina de Centros de
Referéncia em DST/Aids e em Laboratorios de
Diagnostico, ela deve ser avaliada quanto a outros
pardmetros clinicos e laboratoriais, que podem
influenciar nos resultados obtidos, como qualidade
do material a ser analisado, carga viral (CV) de

HIV, nimero de células TCD4+, entre outros.

Dessa forma, o presente estudo pretende
verificar qual o melhor teste confirmatorio ou
algoritmo de testes confirmatdrios para ser usado
com casuistica infectada pelo HIV e determinar
a prevaléncia de coinfeccdo HIV/HTLV-1/2 no

momento atual.

METODOLOGIA

Desenho do estudo

Estudo de corte transversal realizado em
pacientes infectados pelo HIV em um servigo
especializado em DST/Aids de Sao Paulo (CRT
DST/Aids SP). Tomando como base o total de
matriculados no servigo (+/-5.000 pacientes) e
em acompanhamento (2.000 pacientes) ¢ uma
prevaléncia estimada de coinfeccdo HIV/HTLV de
3 a 5% foi calculado o tamanho amostral. O projeto
foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa
(CEP) das Institui¢des envolvidas e encontra-
se aprovado na Plataforma Brasil recebendo o
namero CAAE 11302512.0.0000.0059.

Critérios de inclusédo

Individuos com infeccdo documentada para o

HIV segundo as normas do Ministério da Satde
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do Brasil, com idade > 18 anos e que realizam
seguimento ambulatorial regular no CRT DST/
Aids-SP.

Critérios de exclusao

Individuos que nao preencham os critérios de
inclusdo e que tenham qualquer condi¢do com
potencial de causar disfungdo imunovirologica
a excecao dos antirretrovirais (ex. uso de
corticosteroides, quimioterapia, radioterapia,
gestagdo) ou que tenham distirbios psiquiatricos,

dependéncia quimica etc.

Casuistica

Foram incluidos 1.608 pacientes que
compareceram no CRT DST/Aids de Sao Paulo
para monitoramento de células TCD4+ e CV de
HIV, no periodo entre agosto de 2013 a maio de
2014. Foi aplicado um questionario para coleta de
dados demograficos, clinicos e laboratoriais apds
consentimento (Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido).

Na mesma pungao para coleta de sangue para
CD4 foram coletados mais dois tubos de sangue
contendo anticoagulante EDTA (4 ml cada). Estes
foram encaminhados ao Instituto Adolfo Lutz
(IAL) para analise. Esses tubos foram identificados
com o numero de registro do paciente no CRT e ao
chegarem ao TAL receberam a numeracdo SIGH
(Sistema de Informacdo e Gestdo Hospitalar
elaborado pela Prodesp para o IAL).

O sangue foi separado em plasma e leucocitos
e armazenado a -20°C. A triagem sorologica de
infeccdo por HTLV-1/2 foi processada com o
plasma e as amostras reagentes foram submetidas
a analise confirmatoria por WB. Nos leucoécitos do
sangue foram pesquisados segmentos do genoma
proviral de HTLV-1 e de HTLV-2 (regido pol).

Sorologia

A determinagdo de anticorpos especificos
utilizado na triagem foi com o kit Murex HTLV-
I+II (Diasorin, UK) e o teste confirmatorio foi o
WB (HTLV Blot 2.4, MP Biomedicals, USA).
As reagOes foram conduzidas de acordo com as
instru¢des dos fabricantes e consideradas HTLV-1
soropositivo: reatividade para bandas dos genes
gag (pl9 com ou sem a p24) e env (GD21 e
rgp46-1); HTLV-2 soropositivo: reatividade para
bandas dos genes gag (p24 com ou sem a pl9)
e env (GD21 e rgp46-11); HTLV positivo, mas
ndo tipado: reatividade para bandas dos genes
gag (p19 e p24) e env (GD21); indeterminado:
reatividade para bandas especificas do HTLV, mas
que nao preenchem os critérios de positividade
para o HTLV-1, ou HTLV-2 ou HTLV.

PCR em tempo real (pol)

Aextragaode DNA comosleucocitos do sangue
foi realizada usando sistema robotizado da Roche
(Extrator MagNA Pure LC 2.0) e o Kit MagNA
Pure LC DNA isolation Kit I, Roche Diagnostics
GmbH - Roche Applied Science-Mannheim,

Germany, conforme orientag@o do fabricante.

Para a PCR em tempo real qualitativa
foi utilizado o sistema Tag Man® (Applied
Biosystems, USA) para trés sequéncias-alvo:
o gene da albumina humana como controle
endogeno e os genes pol de HTLV-1 e de
HTLV-2. Os primers e sondas, assim como 0s
protocolos de reagdo foram os descritos por Costa
e colaboradores em 2011.252¢

Os resultados obtidos foram analisados em
relagdo ao teste confirmatério WB, e calculado
o custo ao se utilizar o algoritmo que emprega
o WB como primeiro teste confirmatorio (A) e
o algoritmo que emprega primeiro a PCR em
tempo real (B). Foram considerados os valores de
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R$ 210,00 para cada teste de WB e de R$ 82,95
para a PCR em tempo real pol, tomando como
base cotacdo de precgos de julho de 2014.

Anéalise dos dados

Os dados foram analisados utilizando-se o
programa Epi Info versao 3.5.4, Julho 2012,
CDC, USA. Foram consideradas associacdes
estatisticamente significantes quando p < 0,05,
calculado pelo teste do qui-quadrado.

RESULTADOS

Foram obtidos 51 soros reagentes na
triagem (3,17%). Destes, houve confirmacdo
sorologica de infec¢do por HTLV-1 em 23
(1,43%) e infeccao por HTLV-2 em 12 (0,75%).
Seis soros resultaram positivos para HTLV

ndo tipado (0,37%), nove resultaram em perfil

indeterminado (0,56%) e um resultou negativo a
analise pelo WB. Pela PCR em tempo real houve
deteccao de 18 amostras de sangue positivas
para HTLV-1 (uma cujo soro havia resultado
HTLV nao tipado) e 11 amostras positivas para
HTLV-2 (uma com padrao HTLV néo tipado e
quatro com perfil indeterminado a analise pelo
WB). Apesar da PCR em tempo real ter sido
menos sensivel que o teste confirmatorio de
WB, foi capaz de identificar mais cinco casos de
infeccdo por HTLV-2 (total dezessete — 1,06%) e
um caso de infec¢do por HTLV-1 (vinte e quatro
— 1,49%). Os resultados, de acordo com dados
epidemiologicos, sdo apresentados na Tabela 1.
Comparando as caracteristicas da amostra
total (1.608 pacientes) com a coinfectada (50
pacientes), houve associagdo estatistica entre
infec¢do HTLV-1/2 e género feminino, cor/raca
negro/pardo, infec¢do pelos virus da hepatite B
e C (HBV e HCV) e UDI (Tabela 2).

Tabela 1. Infecgdo pelo HTLV em pacientes HIV positivos atendidos no CRT DST/Aids SP e caracteristicas
clinico demografico laboratoriais conforme descrito em metodologia.

Caracteristicas clinico

Indeterminado

demografico laboratoriais HTLV-1 (n=24) HTLV-2 (n=17) HTLV (n=4) (n=5)
Idade em anos? 49,5 (28-66) 50,0 (41-61) 51 (48-55) 50,4 (43-68)
Género®

masculino 14 (58,3%) 9(52,9%) 2 (50%) 1 (20%)
feminino 10 (41,7%) 8 (47,1%) 2 (50%) 4 (80%)
Corlraca®

negro/pardo 13 (54,2%) 11 (64,7%) 1 (25%) 2 (40%)
branco 8(33,3%) 5(29,4%) 3(75%) 3(60%)
amarelo 3(12,5%) 1(5,9%) 0 0
Categoria de exposicéo ao HIV®

sexual 5(20,8%) 1(5,9%) 1(25%) 0
uDl 10 (41,7%) 10 (58,8%) 2 (50%) 1(20%)
parc. UDI 3(12,5%) 4(23,5%) 1 (25%) 4(80%)
TS 3(12,5%) 0 0 0
outros 3(12,5%) 2 (11,8%) 0 0
Coinfecgdo HCV® 16 (66,7%) 12 (70,6%) 3(75%) 4(80%)
Coinfeccédo HBV® 12 (50%) 7(41,2%) 1(25%) 2 (40%)
Uso de TARV® 22 (91,7%) 17 (100%) 3(75%) 5 (100%)
WB +° 23 (95,8%) 12 (70,6%) 6 9
PCR +° 18 (75%) 11 (64,7%) 2 (50%) 4 (80%)

(LHTLV-L, 1HTLV-2)  (todos HTLV-2)

Legenda: @ - média (minima e maxima), ° - nimero (%), n - nimero de individuos, UDI - usuario de droga injetavel, parc. UDI - parceiro/a de UDI, TS -
transfusdo sanguinea, HCV - virus da hepatite C, HBV - virus da hepatite B., TARV — Terapia antirretroviral, WB — Western Blot, PCR — rea¢do em cadeia da
polimerase.
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Tabela 2. Comparagio de dados clinico demograficos da populagédo infectada pelo HIV (n=1.608) e a populacdo
coinfectada pelos HIV/HTLV (n=49) atendida no CRT DST/Aids SP.

Caracteristicas

clinico HIV (n=1.608) HIVIHTLV (n=50) p
demograficas

Idade em anos? 44 (19-83) 50 (28-68)

Género®

Masculino 1240 (77,1%) 26 (52%) 0,0056
Feminino 368 (22,9%) 24 (48%) 0,0027
Cor/raga®

negro/pardo 568 (35,3%) 27 (54%) 0,0332
branco 977 (60,8%) 19 (38%) 0,0345
amarelo 63 (3,9%) 4 (8%)

ubI® 66 (4,1%) 23 (46%) <0,0000
Coinfecgao HCV® 171 (10,6%) 35 (70%) <0,0000
Coinfeccdo HBV® 264 (16,4%) 22 (44%) 0,0019

Legenda: ?- média (minima e maxima), ®- nimero (%), n - nimero de individuos, UDI - usuario de droga injetavel, HCV - virus da hepatite C, HBV - virus da

hepatite B.

Emrelagdo ao custo dos ensaios confirmatdrios
e do melhor algoritmo de testes a ser empregado
em populacdo infectada pelo HIV, houve redugio

de 35,2% no custo para o SUS, quando aplicado

o algoritmo B que emprega a PCR em tempo real
como primeiro teste confirmatorio seguido do
WB (Tabela 3), confirmando dados anteriormente

obtidos em nosso laboratdrio.?%!

Tabela 3. Comparagdo de custo dos testes confirmatorios de Western Blot e PCR em tempo real para o diagndstico

de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2.

Algoritmo A Algoritmo B
Teste Custo Teste Custo
Western Blot PCR em tempo real
(n=51) R$ 10.710,00 (n=51) R$ 4.230,45

PCR em tempo real
(n=16) R$ 1.327,20
Custo total R$ 12.037,20

Western Blot
(n=17) R$ 3.570,00
R$ 7.800,45
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados obtidos corroboram achados
de outros estudos de que a prevaléncia de
coinfeccdo HIV/HTLV vem diminuindo em
Sdo Paulo com o passar dos anos: 13,2% em
1992; 10,1% em 1994 e 5,8% em 2007.'>!41
No presente estudo, tomando como base os
resultados confirmados de infeccdo por HTLYV,
houve deteccdo de 1,49% de infeccao por
HTLV-1, 1,06% por HTLV-2 ¢ 0,25% por HTLV

nao tipado, perfazendo um total de 2,8%.

A baixa prevaléncia de coinfeccdo HIV/
HTLV encontrada pode estar relacionada com
a introdu¢do da politica de redugdo de danos
no estado de Sdao Paulo que teve inicio em
Santos no ano de 1989, com a lavagem das
seringas e agulhas em solugdo de hipoclorito
e, posteriormente, com a primeira lei estadual
que legalizou a troca de seringas (Lei Estadual
9758, de 17/3/1997 e Decreto Estadual 42927,
de 13/3/1998). Pode também estar relacionada
a mudancas nas caracteristicas epidemioldgicas
da populagao exposta ao HIV e no tipo de drogas
ilicitas usadas no momento atual (crack ao invés
de cocaina injetavel).** De fato, apenas 4,1% do
total da amostra deste estudo teve o UDI como
categoria de exposicao ao HIV. No entanto,
houve associagdo entre infec¢do HTLV e UDI.
Isto pode ser explicado pelo fato de grande
parte dos pacientes coinfectados pelo HIV/
HTLV terem compartilhado seringas e agulhas
contaminadas na década de 1990, e a totalidade
deles terem relatado infecg¢do pelo HIV nos anos
de 1990 e 1991.

Embora a maioria da casuistica do estudo
fosse do género masculino; quando analisado o
grupo coinfectado HIV/HTLV houve diferenca

estatistica e associagdo positiva de infecgdo
HTLV com o género feminino. Ainda, houve
associacdo com cor negra/parda e infecgdo
pelo HCV e HBV, confirmando dados do Brasil

descritos na literatura.’-%-33-40

Quanto a PCR em tempo real, ela se mostrou
util para confirmar casos de infeccdo por HTLV-1
e principalmente por HTLV-2 em amostras
de sangue com resultado HTLV nio tipado e
indeterminado a andlise pelo WB corroborando

resultados obtidos em estudos anteriores.?->°

A menor sensibilidade da PCR em tempo
real em relagdo ao WB na populagdo infectada
pelo HIV pode estar relacionada a baixa carga
proviral de HTLV presente nesses pacientes, ao
pequeno numero de células CD4+ ou CD8+ no
momento do exame e a terapia antirretroviral
(TARV).?"3% De fato, quase que a totalidade
dos pacientes desse estudo estava em TARV ¢
com CV de HIV abaixo do limite de deteccao
do teste empregado (dados ndo apresentados).
E possivel que a TARV tenha afetado a carga
proviral de HTLV tornando-a indetectavel em
alguns casos. Outra possibilidade ¢ que a PCR
em tempo real pol tenha uma sensibilidade
inferior a PCR nested para HTLV, o que nédo
foi observado durante a padronizagdo do
teste.?2¢ Em relacdo ao numero de células
CD4+, uma analise preliminar ndo mostrou
associacdo de numero diminuido dessas células

e negatividade na PCR.

Quanto ao melhor teste confirmatorio e
algoritmo para ser empregado com populacdo
infectada pelo HIV fica claro que os testes de
WB e PCR em tempo real sdo complementares
e necessarios, e que a PCR como primeiro teste

confirmatorio reduz custos para o SUS.
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