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HTIV-1 and HTIV-2 proviral load: a simple method using
quantitative real-time PCR
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Maradei-Pereira' e José Alexandre Rodrigues de Lemos! >

RESUMO

Os virus linfotropicos de células T humanas, quando integrados a0 genoma da célula hospedeira, provirus, tém como marcador
de replicagdo seu DNA proviral. A carga proviral parece ser um importante fator no desenvolvimento de patologias associadas
a estes retrovirus. Neste estudo foi desenvolvida uma metodologia para quantificagio absoluta da carga proviral dos HTLV-1 e
HTLV-2 através da PCR em tempo real. Cingiienta e trés amostras de doadores de sangue com teste de ELISA reagente foram
submetidas 2 metodologia, que utilizou o sistema TaqMan® para trés seqiiéncias alvo: HTLV-1, HTLV-2 e albumina. A quantificacdo
proviral absoluta foi determinada através da proporgio relativa entre o genoma do HTLV e o genoma da célula hospedeira,
levando em consideragio o niimero de leucocitos. O método apresentado é sensivel (215 copias/ml), pritico e simples para
quantificagdo proviral, além de eficiente e adequado para confirmagio e discriminagio da infecgio pelos tipos virais.
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ABSTRACT

When the human T cell lymphotropic virus (HTLV) is integrated with the host cell genome (provirus), its proviral DNA is a
replication marker. Proviral load appears to be an important factor in the development of diseases related to these retroviruses.
In this study, a methodology for absolute quantification of the HTLV-1 and HTLV-2 proviral load using real-time PCR was developed.
Fifty-three blood donor samples with positive ELISA test result were subjected to this methodology, which utilized the TaqMan®
system for three target sequences: HILV-1, HTLV-2 and albumin. The absolute proviral load was quantified using the relative
ratio between the HTLV genome and the host cell genome, taking into consideration the white blood cell count. The method
presented is sensitive (215 copies/ml), practical and simple for proviral quantification, and is efficient and appropriate for
confirming and discriminating infections according to viral type.

Key-words: HTLV. Quantitative real-time PCR. HTLV proviral load.

Os virus linfotrépicos de células T humanas (HTIV-1 e
HTLV-2) integram a familia Retroviridae, subfamilia
Oncovirinae, género Deltaretrovirus. Estes retrovirus tém sido
classificados na familia Retroviridae, baseados em seqiiéncias
genéticas e homologias estruturais®, caracterizando-se por
serem os tinicos virus diploides de polaridade positiva®. Estes
virus infectam linfdcitos, sendo o HTIV-1 com preferéncia
por células CD4* e o HTLV-2 por células CD8*, ambos com a

capacidade de se integrar no genoma da célula hospedeira
passando a se chamar de provirus.

Sdo transmitidos verticalmente'® ?® e horizontalmente,
através de contato sexual, transfusdo sanguinea e/ou uso de
drogas intravenosas'’ "> 2. A transmissdo hematogénica tem
sido considerada relevante na disseminacdo do HTIV-1 e do
HTLV-2 em dreas urbanas, entre UDI (usudrios de drogas
injetdveis) e doadores de sangue’ . Entretanto, estima-se que
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a transmissdo viral por transfusio ocorra em baixos, mas
significativos niveis®?.

As principais patologias associadas a infec¢ao pelo HTLV-
1 sdo: paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao
HTLV-1 (PET/MAH)® 2 %: linfoma/leucemia de células T do
adulto (LLcTA)'¢32; uveite associada ao HTLV-1 (HU)%; além
de outras manifestacdes como dermatite infecciosa*’. No
Brasil, todas as patologias relacionadas 2 infecg¢io pelo HTLV-1
ja foram descritas em individuos infectados.

Em Hemocentros e Servicos de Hemoterapia, a
implantagio de testes de triagem soroldgica para HTLV-1 e
para HTLV-2 fez-se em cumprimento a portaria do
Ministério da Sadde, de nimero 1376, de 19 de novembro
de 1993. De maneira que se tornou possivel identificar
doadores infectados que necessitavam de orientacdo e
acompanhamento, além de impedir que estes agentes virais
fossem transmitidos através de transfusao em procedimentos
hemoterdpicos que empregam componentes celulares.

0 diagnéstico sorolégico da infecgio pelos HTLV é baseado
na presenca de anticorpos, anti-HTLV, no soro do individuo.
Entretanto, esta técnica é limitada na verificacdo da infecgio
em alguns aspectos, como por exemplo, quando o individuo
infectado encontra-se no periodo de janela imunoldgica da
infec¢do ou, estd infectado por variantes imunoldgicas que ndo
estdo incluidas no teste de sorologia®'> .

Holland cols'* foram os primeiros a demonstrar que a
clivagem de uma sonda duplamente marcada, pela atividade
5' exonuclease da Tag DNA polimerase, poderia ser utilizada
para detectar produtos especificos em uma reagio de
PCR!'* 3, Cada sonda é composta de duas moléculas:
na extremidade 5' a molécula reporter dye, FAM
(6- carboxifluoresceina) e na extremidade 3' a molécula
quencher dye, TAMRA (6- carboxitetrametilrodamina).

£ a partir da molécula reporter dye que se observa 2
emissdo de fluorescéncia durante a fase de amplificacdo da
PCR. A molécula quencher dye modula através do principio
de transferéncia de energia ressonante (FRET), a energia
inerente a sonda intacta. Durante cada ciclo da PCR, uma
molécula reporter dye é clivada para cada seqiiéncia alvo
amplificada, sendo esta fluorescéncia lida em tempo real® ',

Nos ciclos iniciais da PCR hd pouca mudanga na emissao
do sinal fluorescente. Isto define a linha base (baseline) do
grifico de amplificacdo. Qualquer aumento na emissio de
fluorescéncia capaz de ultrapassar a baseline indica a
deteccdo de actimulos de produtos da PCR. Este parametro
ou Ct (cycle threshold) é tido como o niimero fracionado de
ciclos os quais actimulos de fluorescéncia ultrapassam o
limite fixado".

A deteccdo da carga proviral através da PCR em tempo
real é considerada relevante no monitoramento do niimero
de células sangiiineas periféricas infectadas e na avaliagio
da propensdo a patologias associadas ao HTLV-1. Alta carga
proviral de HTLV-1 em células sangiiineas periféricas tem sido
associada com alto risco para doencas neuroldgicas®. No
caso do HTIV-2, um nimero significativo de linfécitos

infectados pode contribuir para acelerar a imunodeficiéncia
e aumentar o risco de neuropatia em individuos co-infectados
com HIV-1'%,

A carga proviral pode servir de ferramenta para
monitoramento bioldgico da eficicia de quimioterdpicos e/
ou anti-retrovirais, no caso de pacientes em tratamento da
LLcTA® 8 sendo possivel 2 integra¢io deste método no
protocolo de manejo clinico de pacientes infectados por estes
virus®¥. A andlise da carga proviral associada a outros fatores,
pode atuar como um indicador na predisposicdo a doengas
associadas aos HTLV® '® 2!, Em portadores assintomdticos,
como doadores de sangue, a carga proviral pode ser um bom
indicador de curso da infec¢do nestes individuos.

Este estudo tem como proposta a padronizagio do método
da PCR quantitativa em tempo real para quantificagio absoluta
da carga proviral do HTLV-1 e do HTLV-2, bem como confirmar
e discriminar a infec¢io por ambos os tipos virais em
doadores de sangue com sorologia reagente para HTLV.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram analisadas cinqiienta e trés amostras
(n=53) de doadores de sangue da Fundacio HEMOPA, na
Cidade de Belém do Pard, considerados inaptos para o
processo de doaglo, porquanto na etapa de triagem
soroldgica terem tido resultado reagente no teste de ELISA
para HTLV. As amostras de sangue foram coletadas em tubos
de 5ml, contendo EDTA (anticoagulante etil-enediaminetetra-
dcido-acético). Todas as amostras foram submetidas a
contagem eletronica de leucdcitos, antes da etapa de extragdo
de DNA gendmico.

Triagem sorolédgica. A triagem soroldgica utilizou teste
ELISA segqiiencial, contendo antigenos selecionados que
detectam anticorpos IgA, IgM e IgD anti-HTLV (MUREX HTLV-
I/II — Abbott Divisio de Diagndstico). O teste ELISA foi
realizado em duplicata e foram consideradas amostras
sorologicamente reagentes, aquelas que exibiram valores de
densidade 6ptica 20% maior que o valor de cut-off da placa.

Extracdo de DNA. A extracio de DNA gendmico foi
realizada utilizando o kit de purificacio de DNA gendmico
GFX (Amersham Pharmacia Biotech), a partir de leucécitos
do sangue periférico, de acordo com instrugdes do fabricante.

PCR em tempo real. A PCR em tempo real utilizou o
sistema TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) de
trés seqiiéncias alvo: o gene da albumina, como controle
endbgeno e as regidoes nio homdlogas do gene pol do
HTIV-1 e do HTLV-2. Primers e sondas foram desenhados e
sintetizados pelo servico Assay-by-Design™ (Part Number
4331348) a partir de seqiiéncias de interesse enviadas a Applied
Biosystems. As seqiiéncias de primers e sondas utilizadas
na técnica da PCR em tempo real estdo descritas nas
Tabelas 1 e 2.

As reacdes da PCR foram preparadas utilizando o conjunto
de reagentes TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
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Tabela 1 - Seqiiéncia nucleotidica de primers utilizados na reacio da PCR.

Primer Seqiiéncias (5'-3")

HTIV-1 F GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC
HTIV-1 R GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT
HTIV-2 F CAACCCCACCAGCTCAGG
HTIV-2 R GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA
Albumina F GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA
Albumina R GGGCATGACAGGTTTTGCAATAITA

Tabela 2 - Seqiiéncia nucleotidica de sondas utilizadas na reagio da PCR.

Sonda Seqiiéncias (5'-3")

HTILV-1 FAM-ACAAACCCGACCTACCC-NFQ
HTIV-2 FAM-TCGAGAGAACCAATGGTATAAT-NFQ
Albumina FAM-TTGTGGGCTGTAATCAT-NFQ

Biosystems, Foster City, CA), contendo nucleotideos, tampao,
UNG, AmpliTaq®, referéncia passiva (ROX), de acordo com
instrugdes do fabricante. O protocolo de reagdo utilizou 15uL de
Master Mix, 10,5uL de 4gua, 1,5uL de Assay-by-Design (conjunto
de primer e sonda), 3UL de DNA, sendo 30uL o volume final.

Foi utilizada a plataforma ABI PRISM 7000 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), com o seguinte protocolo de
ciclagem: um ciclo de 50°C durante 2 minutos; um ciclo de
95°C durante 10 minutos; 50 ciclos de 90°C durante 50
segundos e 60°C durante 1 minuto.

Quantificacdo proviral absoluta. Para realizacio da
quantifica¢do absoluta, inicialmente, foi realizada uma
quantificaco relativa, baseada em uma proporgio que
derivou da relacdo quantitativa entre alvo e o controle
endogeno: Propor¢do do HTLV-1 ou HTLV-2 integrado no
Genoma (PHG):

2-CT Alvo

2 -CT Albumina

A equacdo final proposta para quantificacdo da carga
proviral absoluta do HTLV-1 ou HTLV-2, considerou a
contagem de leucdcitos por mm?® da seguinte forma:

2 -CT Alvo

) -CT Albumina

X Leucdcitos X 2 = copias DNA proviral/mm’®

0 ndimero “2” representa o par de cromossomos do
genoma celular ao qual o HTLV-1 ou o HTLV-2 pode se integrar.
Os valores de carga proviral foram expressos em niimero de
copias de DNA do HTLV-1 ou HTLV-2 integrados no genoma
do hospedeiro por mm?’ de sangue.

RESULTADOS

Atécnica da PCR em tempo real foi realizada em cingiienta
e trés amostras (n=53) de DNA proviral extraido de leucécitos
de sangue periférico, consideradas reagentes no teste
de triagem soroldgica, com o objetivo de confirmar,
discriminar e quantificar a infecgdo, nestes individuos.
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Neste estudo, todos os portadores de infeccio por HTLV
eram assintomdticos.

A média de idade dos doadores inaptos foi de 40,5 anos
(DP+12,9), sendo que dentre estes 18 (34%) pertenciam a0 sexo
feminino e 35 (66%) a0 sexo masculino. A contagem de leucécitos
exibiu uma média de 6643 (DP+2067) células por mm>,

Todas as amostras submetidas a técnica da PCR tiveram o
controle endégeno amplificado (n=53). O HTLV-1 foi detectado
em 35 (66%) amostras e o HTIV-2 em 18 (34%) amostras,
confirmando a infec¢io nestes individuos (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicio das amostras analisadas na PCR em relacdo ao tipo
do HTLYV infectante, sexo e faixa etdria.

Faixa etdria  Amostras Tipo viral Sexo

(anos) (n) 1 (n) 2 (n) M (n) F (n)
191-25 6 2 4 5 1
251-37 12 8 4 10 2
37 1-50 26 19 7 17 9
> 50 9 6 3 3 6

F: feminino; M: masculino; n: valor numérico referente ao item citado.

A quantificacdo proviral absoluta foi realizada, de acordo
com a metodologia descrita, em todas as amostras deste estudo,
exibindo uma média de carga proviral de 226 copias de DNA
proviral/mm?® (DP+423), variando entre 0,02 e 1503 c6pias/
mm’. Para andlise da sensibilidade da PCR, na deteccio dos
HTLV, foram realizados trés ensaios com amostras, em diferentes
dias e placas. A flutuagdo de resultados, ora positivos, ora
negativos na mesma amostra, nos trés ensaios, foi interpretada
como o limiar de sensibilidade que foi definido em 0,215 cdpias
de DNA por mm® ou uL (DP+0,209) ou 215 cdpias de DNA
por mL (DP+209).

Além disto, para validar o método foi realizado um segundo
ensaio com amostras em duplicata, cujo resultado foi avaliado
pelo teste ¢t de Student, resultando em p=0,269; o que mostra
que o método é reprodutivel e no se faz necessdria a realizagio
de réplicas durante procedimento de rotina.

DISCUSSAO

Atécnica da PCR vem sendo utilizada em diversos estudos
de quantificacdo de carga proviral dos HTLV em células
mononucleares de sangue periférico, tanto em individuos com
manifestacdes clinicas associadas a este retrovirus, como em
portadores assintomdticos®, os quais tém sido alvo destes
estudos® 172!,

Atécnica da PCR em tempo real agrega algumas vantagens, dentre
as quais: a utilizacio de sondas especificas, que atuam como
sinalizadores moleculares, o que torna o ensaio altamente
especifico'’; reacio em um s6 passo, o que elimina o processo pds-
PCR que diminui fontes de contaminagdes e erros®'’; além do que,
os valores de CT, gerados a partir do aumento do sinal fluorescente
associado aos produtos de PCR, s20 mais sensiveis do que os valores
end-point, pois as medidas sio feitas durante a fase exponencial,
onde os componentes da reacio nfo sdo limitados'!.
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Em nosso estudo, semelhante ao desenvolvido por Dehée
cols®, a metodologia utilizada na PCR em tempo real amplifica
as regides ndo-homologas do gene pol do HTLV-1 e do HTLV-
2, atuando como alvos. Como controle enddgeno, foi utilizado
o gene celular da albumina. A amplificacdo do gene da
albumina tem um importante papel como controle endégeno,
permitindo uma quantificacdo proporcional. Tal gene é
altamente conservado e atua de forma a normalizar variacdes
causadas por diferengas na contagem de leucdcitos, na
extracio de DNA e na presenca de inibidores da PCR® '8,

No estudo desenvolvido por Dehée cols®, células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas
para quantificagiio da carga proviral do HTLV-1, em individuos
portadores sintomdticos e assintomdticos. Para tanto, foram
construidos plasmideos, contendo uma por¢io do gene da
albumina e outra por¢do do gene pol do HTLV-1, o que
possibilitou a preparagdo de curvas padrio, feitas em
diluicdes seriadas a partir da concentragiio estoque. Apesar
de referida como uma curva padrio de ficil reproducio e
preparacdo, a construcdo de plasmideos torna a técnica
invidvel para rotina laboratorial.

Entretanto, nosso estudo demonstra que a extra¢iio de DNA
proviral, a partir de leucdcitos totais, assim como a contagem
de leucdcitos sio suficientes para analise da carga proviral dos
HTLV, em individuos infectados, tendo nosso grupo obtido
resultados similares aos do autor acima referido®. Pode-se
concluir, que a utilizacio da curva padrio é desnecessiria,
frente a presenca do controle endégeno e da contagem de
leucécitos para quantificacio proviral absoluta.

De tal maneira, podemos afirmar que a técnica da PCR
em tempo real, como proposta pelo nosso grupo, é uma
ferramenta ttil, simples, pritica, sensivel e reprodutivel para
quantificagdo da carga proviral do HTIV-1 e do HTLV-2, além
de altamente especifica e adequada, para deteccio e
discriminagdo da infeccio por estes retrovirus.
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