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RESUMO

Introducgao: Os objetivos deste trabalho sdo: analisar a associagéo
entre indicagdes clinicas do exame e o diagnostico obtido por meio
da broncoscopia flexivel com significAncia estatistica e estabelecer
a razao de chances do diagnostico endoscopico diante da indicagéo
clinica. Método: No periodo de fevereiro de 1997 a junho de 2014
foram analisadas 941 broncofibroscopias no Servico de Cirurgia
Toracica do Ambulatorio de Especialidades de Piracicaba. Para se
associar as variaveis utilizou-se o teste estatistico exato de Fisher,
teste Qui Quadrado e a Regressao Logistica para se obter a razdo
de chances entre as variaveis em que encontrou-se associagao.
Resultados: Encontrou-se associagdo com significancia estatistica e
estabeleceu-se a razdo de chances com intervalo de confianca de 95%
respectivamente, para as seguintes variaveis estudadas: 1) atelectasia

*Nao ha conflitos de interesse.
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e carcinoma epidermdide, 18,5%; 2) tosse persistente e baciloscopia
positiva para o bacilo da tuberculose, 34,8%; 3) processo intersticial e
baciloscopia para tuberculose, 20,2%; 4) processo intersticial pulmonar
e cultura positiva para tuberculose, 25,5%. Conclusao: A atelectasia foi
preditor de carcinoma epidermoide e o processo intersticial pulmonar
e/ou tosse foram preditores de tuberculose. Levando-se em conta os
limites do estudo deve-se aguardar trabalhos com maior consisténcia
para consolidar estes resultados.

PALAVRAS CHAVES: Doencas respiratorias, neoplasias,
tuberculose, micose, broncoscopia.

ABSTRACT

Introduction: This paper aims to analyze the association between
clinical indications of the exam and the diagnosis obtained through
flexible bronchoscopy with statistical significance and to establish the
odds ratio of the endoscopic diagnosis in view of the clinical indication.
Method: From February 1997 to June 2014, 941 bronchofibroscopies
were analyzed at the Thoracic Surgery Service of the Piracicaba
Specialty Ambulatory. To associate the variables, Fisher’s exact
statistical test, Chi-square test and Logistic Regression were used to
obtain the odds ratio between the variables in which the association was
found. Results: Found an association with statistical significance and
established the odds ratio with a 95% confidence interval, respectively,
for the following variables: 1) atelectasis and squamous cell carcinoma,
18.5%; 2) persistent cough and smear positive for tuberculosis, 34.8%;
3) intersticial process and bacilloscopy for tuberculosis, 20.2%;
4) pulmonary interstitial process and positive culture for tuberculosis,
25.5%. Conclusion: Atelectasis was a predictor of squamous cell
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carcinoma, and the pulmonary interstitial process and/or cough were
predictors of tuberculosis. Taking into account the limits of the study,
more consistent data should be awaited to consolidate these results.

KEY WORDS: Respiratory diseases, neoplasms, tuberculosis,
mycosis, bronchoscopy.

INTRODUGAO

A fibrobroncoscopia é um procedimento endoscépico que visa o
diagnostico e terapéutica da via aérea. Gustav Kilian em 1897 utilizou o
broncoscopio rigido para estudo da via aérea e lkedaem 1966 aprimorou
este método com o implemento da fibra dptica.? Com a broncoscopia
flexivel o estudo da via aérea ficou viavel em ambientes ambulatoriais,
com sedacao e anestesia local da laringe, traquéia e brbénquios.?
Desta forma sé&o realizados bidpsias e lavado broncoalveolar do local
da via aérea onde exista suspeita de doencga clinica ou por imagem.*
Os objetivos deste trabalho foram: a) analisar a associagao entre os
registros das indicagdes dos exames e o diagnaostico definitivo; b) Nas
associagdes com significado estatistico verificar a razdo de chance
entre indicacgao clinica e o diagnostico endoscopico.

METODO

Trata-se de um estudo transversal com analise retrospectiva
de prontuarios pesquisando exames endoscoépicos respiratérios
realizados no Servico de Saude do Municipio de Piracicaba. A
amostra foi composta pela soma dos exames executados em dois
periodos (02/1997 a 12/2005 e 01/2006 a 06/2014), perfazendo 941
exames. Os pacientes tiveram os exames indicados por médicos de
clinicas privadas, sistema de saude suplementar e do sistema unico de
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saude do Municipio de Piracicaba. Todos os exames foram realizados
pelo mesmo médico de forma ambulatorial em local preparado para
ressuscitacdo cardiorrespiratéria se necessario.® Os aparelhos
utilizados pertenciam a Prefeitura Municipal de Piracicaba e a Secretaria
de Saude do Estado de Sao Paulo (DIR 15), cujas marcas e modelos
eram: Pentax FB 15 P e Olympus BF P20 D respectivamente. Foi
utilizada sedagao com diazepan (2,5 - 5mg) ou midazolan (1 - 2mg) e
anestésico local (lidocaina) nas apresentacgdes: solugao a 2%, gel 2%
e spray 10%.3

A via de introducido do aparelho em quase a totalidade dos casos
foi via nasal, e quando isto ndo foi possivel, foi utilizada a via bucal.
Percorria-se a via aérea da laringe até brbnquios segmentares
e/ou sub-segmentares. As biopsias endobrénquicas foram realizadas
por visao direta da lesao enquanto que os lavados bronco-alveolares
foram obtidos dos segmentos ou subsegmentos nos locais de
alteracao tipificados pelos laudos dos exames de imagem (radiografia
e/ou tomografia de térax) e pela analise das imagens pelo médico
responsavel pela broncoscopia. A quantidade de soro fisiolégico a
0,9% injetada pelo canal de trabalho do aparelho endoscépico que
estava com a extremidade distal locada no segmento pulmonar
supostamente doente foi de aproximadamente 80 mililitros.® Este
soro banhava o segmento alvo e era aspirado pelo mesmo canal
de trabalho sendo coletado em frascos estéreis e enviado para o
Servico de Analises Clinicas do Municipio de Piracicaba para
pesquisa de bacilo alcool acido resistente (BAAR), pesquisa de
fungos, pesquisa de células neoplasicas, citolégico e cultura para
o bacilo da tuberculose. A bidépsia endoscoépica foi realizada nos
casos com lesdao endobrdénquica visivel, mas ndo foram realizadas
biopsias transbrénquicas. As bidpsias realizadas eram enviadas
para o Laboratorio Municipal de Piracicaba para processamento de
anatomo patoldgico. Os resultados tanto do lavado bronco-alveolar
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como o estudo histopatolégico eram entregues ao paciente apos
analise. No retorno do paciente ao ambulatério de cirurgia toracica
0 médico executante do exame tomava conhecimento e deliberava
sobre os encaminhamentos necessarios do ponto de vista assistencial
compilando os resultados em planilha do servigco e no prontuario
do paciente. A desinfec¢cdo do aparelho se féz com glutaraldeido a
2% por periodo de 30 a 40 minutos conforme Rulata (1995) citado
por Grande et al.” ou com acido peracético na diluicdo preconizada
pelo fabricante, 0,2% durante 30 minutos. Sendo que para os dois
produtos as etapas eram as seguintes: limpeza mecanica e enxague;
imersdo do aparelho na solucdo desinfectante, enxague com agua
estéril; enxugar e guardar em armario limpo SOBEED (2006).8°

Associou-se os resultados dos achados laboratoriais do lavado
broncoalveolar e do anatomo patoldégico com as seguintes indicagodes:
aumento de hilo pulmonar, atelectasia, broncopneumonia, controle
de tratamento cirurgico, hemoptise, estadiamento, lesdo pulmonar
a esclarecer, processo intersticial, controle de tratamento, tosse
persistente e ndo mencionado. Utilizou-se para a analise estatistica o
programa SAS [Testes de Normalidade, Qui Quadrado e Teste Exato
de Fisher e Regressao Logistica] para obter-se a razdo de chances
entre as associagbes que se mostraram significativas. Significancia
estatistica estabelecida foi de p< 0,05. Durante as analises o programa
anulava os exames cujo preenchimento no banco de dados fosse
inadequado, por isto, o tamanho da amostra (n) variava a cada analise
estatistica inferencial.

RESULTADOS

Das 941 broncofibroscopias, 635 foram realizadas em pacientes
do sexo masculino e 306 no sexo feminino, com idade variando
entre 13 e 95 anos.
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As idades dos pacientes nestes 941 exames nao apresentaram
uma distribuicdo gaussiana baseado na analise de normalidade pelos
testes de Shapiro-Wilk (p<0,0001); Kolmogorov-Smirnov (p<0,01);
Cramer-Von Mises (p<0,005) e Anderson-Darling (p<0,005). A idade
maxima foi de 95 anos; percentil 75 foi de 67 anos; mediana foi
de 59 anos; percentil 25 foi de 48 anos e a idade minima foi de 13
anos. Ocorreu um Obito apds a realizagdo de um exame em virtude
da insuficiéncia coronariana, sendo este caso responsavel por uma

mortalidade na casuistica de 0,1%.

Na amostra de 941 broncoscopias obteve-se o0s seguintes

resultados estatisticos descritos nas Tabelas 1, 2, 3, 4.

Tabela 1. Distribuicdo de 80 neoplasias pulmonares conforme tipo histoldgico

Numero de exames Percentagem
CA* epidermdide 51 64%
CA grandes células 9 11%
CA pequenas células 10 12 %
Adenocarcinoma 9 1%
Tumor Carcindde 1 1%

*CA: carcinoma

Tabela 2. Distribuicdo de 24 exames citologicos positivos para células neoplasicas,

conforme tipo histologico

Citol. Pos. Cel. Neo** Percentagem
CA* epidermdide 15 62%
Sem confirmagéao de histologico 6 25%
CA grandes células 1 4%
CA pequenas células 1 4%
Adenocarcinoma 1 4%

*Ca: carcinoma;
**CITOL. POS. CEL. NEO: citolégico positivo para células neoplasicas
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Tabela 3. Distribuicdo de 69 diagndsticos de tuberculose

Numero de exames Percentagem
BAAR+ * 28 40%
CULTURA BK+** 20 30%
BAAR+ e CULTURA BK+ 21 30%

*BAAR+: baciloscopia positiva para bacilo alcool acido resistente;
**CULTURA BK+: cultura positiva para e bacilo da tuberculose

Tabela 4. Indicacgdes clinicas das 941 broncofibroscopias em numeros absolutos
e percentuais

ATEL. BCP TP L.P. HEM. P.l. AH. EST. C.T. N.M.

46 24 53 341 52 22 13 12 71 335

5% 2% 6% 36% 5% 2% 1% 1% 7% 35%

Linha 1 [ATEL.: atelectasia; BCP: broncopneumonia de repeticédo; T.P.: tosse persistente;
L.P.: lesao pulmonar; HEM.: hemoptise; P.I.: processo intersticial pulmonar; A.H.: aumento de
hilo pulmonar; EST.: estadiamento; C.T.: controle de tratamento; N.M.: ndo mencionado].

Linha 2 [nimero de exames realizados por indicagéao].
Linha 3 [percentagem por indicacao]

As associagdes entre as variaveis com significancia estatistica pelo
teste Qui Quadrado e Fischer (Tabela 5):

Tabela 5. Associagdes com significancia estatistica

Indicagbes Diagnéstico prx* N i
Atelectasia CA Epidermode* < 0,0001 920
Tosse persistente BAAR+** 0,015 806
Processo intersticial BAAR+ 0,0009 806
Processo intersticial Cultura de BK+*** 0,012 621

*CA Epidermoéide: carcinoma epidermode;

**BAAR+: baciloscopia positiva para o bacilo alcool acido resistente;

***Cultura de BK+: cultura positiva para o bacilo da tuberculose;

****P: significancia estatistica;

*****N: numero de exames selecionados pelo programa estatistico para cada associagao.
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Aplicando-se a regressao logistica para variaveis da amostra cujas
associagbes tiveram significancia estatisticA (Tabela 6):

Tabela 6. Chance de ocorrer a variavel 2 em pacientes portadores da variavel 1

Variavel 1/Variavel 2 OR**** Intervalo prosie
ariave ariave .

de Confianga 95%
Atelectasia/CA* Epidermdde 18,50% 8,3% - 41,2% < 0,0001
Tosse Persistente/Baar+** 34,80% 14,7% - 82,9% 0,017
Processo Intersticial***/Baar+ 20,20% 7,1% - 57,3% 0,002
Processo Intersticial/Cultura Para Tuberculose Positiva 25,50% 8,1% - 80,2% 0,019

*CA: cancer;

**BAAR+: baciloscopia positiva para bacilo alcool acido resistente;
**PROCESSO INTERSTICIAL: processo intersticial pulmonar;

****OR: razdo de chances;
*****p: significancia estatistica

DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou a realidade da endoscopia respiratoria
dentro do servico publico na cidade de Piracicaba. As indicacdes
dos exames provieram de varios médicos e o acondicionamento do
material coletado foi realizado por equipes diferentes, fatores estes
que podem ser considerados como vieses que puderam ter interferido
nos resultados.

Outro fato a ser considerado € o desenho do trabalho que por se tratar
de um estudo retrospectivo dependia de coleta de dados que por vezes
nao eram encontrados em planilhas e nem mesmo nos prontuarios,
levando a uma mudanca do numero de casos quando associou-se as
variaveis duas a duas, uma vez que o sistema estatistico descartava
0s exames cujos resultados estavam incompletos.

Dentre os 941 exames ocorreram 969 indicacoes. Isto se deve ao
fato de que alguns exames tiveram mais de uma indicagcao (Tabela
4). Nao foram realizadas biopsias transbrénquicas buscando evitar
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complicagbes em ambiente ambulatorial. Nos casos em que tal
procedimento era indicado, os pacientes foram encaminhados para
instituicbes hospitalares com retaguarda adequada.

Encontrou-se na amostra atual uma citologia positiva para células
neoplasicas em 24 exames em um total de 80 diagndsticos de
neoplasias confirmadas histologicamente perfazendo uma cifra de
30%. Em trabalho anterior do grupo o percentual foi de 40,6%,™
inferior aos resultados de Gonzales et al.,'" onde os autores encontram
88,4%. Estes resultados, levaram a rever os processos de coleta de
acondicionamento e de analise laboratorial do material.

A atelectasia pulmonar € achado radiolégico muitas vezes associado
a neoplasias pulmonares.” Isto também foi demonstrado nos
resultados atuais, tanto pela associagao significativa com o carcinoma
epidermdide como pela razao de chance de 18,15% (p<0,0001) para
que um paciente com atelectasia fosse portador desta neoplasia.

A tosse persistente é sintoma relevante para pesquisa clinica, de
tuberculose.’”? Os achados demonstram associagcao significativa
entre tosse persistente e tuberculose com razdo de chance de 34,8%
(p<0,0001) para que pacientes com tosse fossem portadores de
tuberculose. Isto reforga a importancia da pesquisa de tuberculose
na vigéncia de tosse, consagrado na literatura principalmente quando
este sintoma persiste por mais de duas semanas.'?

Outro achado pertinente em relagdo a tuberculose foi a associacéo
significativa entre processo intersticial pulmonar com baciloscopia
positiva e cultura positiva para o bacilo da tuberculose confirmando
achados de trabalho anterior do servigo publicado em 2007'°. Na
amostra atual além da associacao ser mantida, a razao de chance para
um paciente com processo intersticial ter tuberculose foi de 20,02%
(p=0,002) e 25,5% (p=0,019) levando-se em conta a baciloscopia e a
cultura positiva para o bacilo da tuberculose respectivamente.
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Dentre os 69 casos com diagndstico de tuberculose, 28 ndo foram
encaminhados para cultura, portanto n&o foi possivel excluir a
possibilidade da presenca de bacilo alcool acido resistente, e estes
pacientes foram submetidos ao tratamento para tuberculose. Em 41
pacientes as culturas se mostraram positivas para Mycobacterium
tuberculosis, confirmando o diagnostico de tuberculose. Nestes exames
apenas 21 mostraram baciloscopia positiva, entao, a cultura de BK
aumentou o diagnostico em 48,7%, isto demonstra a importancia de
se solicitar este exame durante a investigagao com suspeita clinica
ou radiolégica de tuberculose. Na literatura encontrou-se aumento
relativo de 59% quando se considera a cultura no diagndstico para a
tuberculose, (White e Zoman) citados por Silva® assim como 43% no
trabalho anterior.™

Nao se observou complicagdes nos exames realizados, achados
estes que coincidem com os resultados de Wood-Backer et al.’®, em
gue poucos eventos adversos significativos foram relatados durante
exames endoscopicos respiratorios. Nesta amostra todos os pacientes
eram avaliados antes do procedimento pelo médico responsavel e
caso existisse alguma alteracido clinica que pudesse comprometer
0 exame, este era suspenso e remarcado em momento oportuno ou
encaminhado para instituicao hospitalar. Possivelmente esta selecao
dos pacientes contribuiu para os resultados relatados.

No entanto, ocorreu um Obito em virtude de insuficiéncia coronariana
durante a execucao da broncoscopia flexivel. Rand et al.'® relataram
como graves as complicagOes cardiolégicas durante as broncoscopias..
Diante deste desfecho a mortalidade em 941 exames foi de 0,1%.
Na literatura Markus et al.'” e Facciolongo et al.’®, encontraram
uma mortalidade de 0,02% em seus estudos com casuisticas de
200.596 e 20.986 exames respectivamente. Costa et al.# publicaram
mortalidade semelhante a deste estudo, com 1.949 exames realizados.
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Possivelmente esta diferenca entre a mortalidade deste estudo e a
encontrada por Markus e Facciolongo se deva ao tamanho da amostra.

CONCLUSOES

Na amostra deste estudo a atelectasia foi preditora de carcinoma
epidermdide; o processo intersticial pulmonar e/ou tosse foram
preditores de tuberculose pulmonar. Levando-se em consideracao os
limites do trabalho, ressalta-se a necessidade de outros estudos mais
robustos para consolidar os resultados.
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Artigo de revisdao

Diagnéstico molecular de virus T-linfotréopico humano
(HTLV): histoérico e estado da arte*

Molecular diagnosis of human T-lymphotropic virus
(HTLV): history and state of the art

Adele Caterino-de-Araujo'; Maria Gisele Gongalves'

'Centro de Imunologia. Instituto Adolfo Lutz. Coordenadoria de Controle de
Doencas. Secretaria de Estado da Saude. Sao Paulo, Brasil.

RESUMO

Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (nucleic acid
amplification techniques, NAATs) que pesquisam partes do genoma
proviral de virus T-linfotropicos humanos (human T-lymphotropic
virus, HTLVs) sdo importantes ferramentas para a caracterizagao
molecular, diagndstico e quantificacdo de carga proviral. No Brasil,
os HTLV-1 e HTLV-2 sdo endémicos, e o diagndstico diferencial entre
eles é de suma importancia, uma vez que o HTLV-1 esta relacionado
a doengas graves como a mielopatia associada ao HTLV-1 e a
leucemia/linfoma de células T adultas, enquanto o HTLV-2 parece
nao ser patogénico. Este trabalho realiza uma revisdo narrativa
das NAATs utilizadas ao longo dos anos na pesquisa de HTLVs;
apresenta um quadro com dados de autor/ano de publicacao, local de
realizacao do trabalho, técnica empregada, genes alvo e objetivo do
estudo. Outrossim, relata causas de possiveis falhas no diagndstico
molecular; apresenta novas metodologias e pesquisas sobre técnicas
que mais se adequam a realidade brasileira; esclarece sobre a
necessidade de se implantar o diagndstico molecular na rede publica

*Derivagao: Artigo derivado em parte da tese de doutorado intitulada “Padronizagéo e validagdo da PCR em tempo real
para a deteccao rapida e quantificacao de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2", defendida por Maria Gisele Gongalves
junto ao Programa de Pés-graduagao em Ciéncias/Coordenadoria de Controle de Doengas, Secretaria de Estado da
Saude, Sédo Paulo, em 29 de maio de 2019.
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de saude, tomando como base seu melhor custo-beneficio para
laboratérios que dispdem de infraestrutura e pessoal capacitado.
Concluindo, fornece informagdes uteis para a implementacao de
politicas publicas de saude dentro do ambito do SUS, uma vez que a
infecgado por HTLV-1 vem ganhando notoriedade junto ao Ministério
da Saude do Brasil e a Organizagédo Mundial da Saude, por ser
de alta prevaléncia em varias partes do mundo, estar associada a
doencas de alta morbidade e letalidade, carecer de cura, e sO ser
controlada com medidas de prevengao da infeccdo que dependem
do diagnostico.

PALAVRAS-CHAVE: virus T-linfotropico humano (HTLV); virus
T-linfotrépico humano 1 (HTLV-1); virus T-linfotrépico 2 (HTLV-2);
Diagndstico; Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT);
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

ABSTRACT

Nucleic acid amplification techniques (NAATs) that search for
segments of the proviral genome of human T-lymphotropic viruses
(HTLVs) are important tools for molecular characterization,
diagnosis, and proviral load quantification. In Brazil, HTLV-1 and
HTLV-2 are endemic, and the differential diagnosis between them is
very important since HTLV-1 is related to severe diseases such as
HTLV-1-associated myelopathy and adult T-cell leukemia/lymphoma,
while HTLV-2 appears to be non-pathogenic. This narrative review
describes the NAATs used over the years in HTLV diagnosis;
presents a table with data on author/year of publication, place of
work, technique used, target genes, and the objective of the study.
It reports the causes of possible failures in molecular diagnosis;
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presents new methodologies and research on techniques that best
fit the Brazilian laboratory conditions and supplies. It clarifies the
need to implement HTLV molecular diagnosis in the public health
network, based on its best cost-benefit ratio for laboratories that
have infrastructure and trained personnel. In conclusion, it provides
useful information for the implementation of public health policies
within the scope of the unified system of health (Sistema Unico de
Saude, SUS), since HTLV-1 infection has been gaining notoriety with
the Ministry of Health of Brazil and the World Health Organization,
as it is highly prevalent in various parts of the world, it is associated
with diseases of high morbidity and mortality, has no cure, and can
only be controlled with infection prevention measures that depend
on the diagnosis.

KEYWORDS: human T-lymphotropic virus (HTLV); human
T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1); human T-lymphotropic virus 2
(HTLV-2); Diagnosis; Nucleic acid amplification techniques (NAAT);
Polymerase chain reaction (PCR).

Apresentacao

O diagnéstico laboratorial de infeccdo pelos virus T-linfotropicos
humanos 1 e 2 (human T-lymphotropic virus 1 and 2, HTLV-1 e
HTLV-2) se baseia na triagem soroldgica para pesquisa de anticorpos
especificos presentes em fluidos biolégicos como sangue e liquido
cefalorraquidiano, utilizando ensaio imunoenzimatico (enzyme
immunoassay, EIA) ou de quimioluminescéncia (chemiluminescence
immunoassay, CLIA), seguido pelo teste complementar (confirmatorio
e discriminatoério de infecgdo por HTLV-1 e HTLV-2) de Western blotting
(WB) ou imunoensaio de linha (line immunoassay, LIA)." No entanto, o
WB (mais utilizado no Brasil) apresenta altos percentuais de resultados
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inconclusivos (HTLV nao tipados ou indeterminados), principalmente
em casos de coinfec¢cdes pelos virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), virus da hepatite B (hepatitis B virus, HBV) e virus da hepatite
C (hepatitis C virus, HCV), além de ter alto custo.® Recentemente,
o LIA foi apontado como uma alternativa ao WB, por apresentar
maior sensibilidade, tanto para casos de monoinfeccdo por HTLV-1
como para casos de coinfecgdes;*® porém, este ensaio também é
considerado de alto custo.

Uma opcgao para o diagnostico confirmatério de HTLV-1 e HTLV-
2 consiste em técnicas moleculares que pesquisam segmentos do
genoma proviral desses virus presentes em células mononucleares
do sangue periférico e de outros fluidos bioldgicos, utilizando técnicas
de amplificagdo de acidos nucleicos (nucleic acid amplification
techniques, NAATs), em seus mais variados formatos. As NAATs
podem ser utilizadas também para a caracterizacao molecular, como
para o monitoramento de carga viral.

O presente trabalho propde-se a apresentar uma revisao narrativa
sobre as técnicas moleculares usadas no diagnostico de HTLVs ao
longo dos anos, desde as mais simples até as de ultima geracao,
contextualizando seu emprego, critérios de positividade e resultados
obtidos, apontando possiveis causas de resultados falso-negativos,
e chamando a atencdo para as técnicas de melhor custo-beneficio
advindas de pesquisas recentes conduzidas no Brasil e que se
adequam as diferentes infraestruturas laboratoriais € aos insumos
disponiveis no comércio.

Histérico
Os HTLVs pertencem a familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae,
género Deltaretrovirus.” Sao virus RNA que possuem a enzima
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transcriptase reversa (TR), capaz de converter seu RNA em DNA
complementar, e nesta forma, inserir-se no DNA da célula hospedeira,
caracterizando o que é conhecido como provirus.

Até o momento foram descritos quatro tipos de HTLV: os dois
primeiros, HTLV-1 e HTLV-2, foram descritos nos anos de 1980
e 1982 respectivamente, sendo que o HTLV-1 foi isolado de
células do sangue periférico de pacientes com linfoma cutédneo de
células T,2 e o HTLV-2, de células de bagco de um paciente com
tricoleucemia de células T.° Estes virus receberam a denominacgéao
de virus linfotrépicos de células T humanas (atualmente virus
T-linfotropicos humanos) por infectarem predominantemente, mas
nao exclusivamente, os linfécitos T, dado que o HTLV-1 infecta
preferencialmente os linfécitos T CD4+,"° enquanto o HTLV-2,
os linfécitos T CD8+." Sado endémicos em populacdes de varias
regides geograficas, e diferem quanto a patogenicidade: o HTLV-1
€ responsavel por doengas de alta morbidade e letalidade, como a
mielopatia associada ao HTLV-1 ou paraparesia espastica tropical
(HTLV-1-associated myelopathy/ tropical spastic paraparesis,
HAM/TSP) e a leucemial/linfoma de células T adultas (adult T-cell
leukemia/lymphoma, ATL), ja o HTLV-2 parece nao ser patogénico.?
Ademais, apresentam distribuicdo geografica distinta: o HTLV-1 é
endémico no sudoeste do Japéo, certas regides do Caribe, América
do Sul (destacando o Brasil), regido intertropical da Africa e Oriente
Médio, além de algumas ilhas da Melanésia,'? enquanto o HTLV-2 é
endémico em populagdes nativas, como indigenas das Américas e
tribos de Pigmeus na Africa, e em usuarios de drogas injetaveis de
regides urbanas.™

Em 2005, foram descritos o HTLV-3 e o HTLV-4 em individuos
assintomaticos (cacadores) de Camardes, na Africa Central.
Estes tipos virais ndo tém importancia clinico-epidemioldgica, nao
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havendo até o momento descrigdo de doencga, tampouco de regides
e populagdes endémicas.’™

Epidemiologia no Brasil

Estima-se que o Brasil seja o pais com o maior numero absoluto
de infectados por HTLVs no mundo. E um pais endémico tanto para
a infecgcdo por HTLV-1 como para HTLV-2, no entanto, os dados
de prevaléncia na populagdo geral sdo escassos, e as informacgdes
existentes referem-se a algumas populagdes e regides geograficas.
Segundo dados de 2020 que constam do Boletim Epidemioldgico
sobre HTLV do Ministério da Saude, ha entre 800.000 e 2,5 milhdes
de pessoas vivendo com HTLV no Brasil, com prevaléncias que
variam de acordo com a regidao geografica, grupo étnico, nivel
socioecondmico e categorias de risco para adquirir a infec¢céo.' Por
exemplo, na populacédo geral de Salvador, Bahia, foi encontrada
prevaléncia de 1,48%; em doadores de sangue de todo o pais as
prevaléncias variaram entre 0,03% e 0,48%, e em gestantes entre 0
e 1,05%. No geral, as maiores prevaléncias foram encontradas nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, e as menores prevaléncias na
regido Sul. Em populag¢des vulneraveis (usuarios de drogas ilicitas
injetaveis, homens que fazem sexo com homens, homens e mulheres
trabalhadores do sexo, pessoas com outras infecgbes sexualmente
transmissiveis, principalmente HIV, HBV e HCV), foram detectadas
altas prevaléncias, que variaram entre 0,7% e 5,3%."® Ainda, neste
mesmo Boletim foram apontadas as principais vias de transmissao/
aquisicao destes virus no momento atual, quais sejam: vertical
(principalmente pelo aleitamento materno), sexual (por meio do
sexo sem uso de preservativo), e parenteral (por compartilhamento
de seringas e/ou agulhas infectadas, acidentes com material
perfurocortante, tatuagens, escarificacao, autoflagelacao).’ Ha que
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se destacar que a transmissao parenteral por sangue e transplante
de 6rgaos e tecidos infectados praticamente nédo existe, pois a
sorologia para HTLV tornou-se obrigatéria em bancos de sangue do
pais em 1993, e em doadores e receptores de 6rgaos e tecidos em
2009.18

Estrutura da particula viral e genoma dos HTLVs

Os HTLVs sao particulas esféricas do tipo C, com cerca de 100
nanémetros (nm) de didmetro. Apresentam uma camada bilipidica
externa, com um envelope glicoproteico formado por uma proteina
de superficie e uma transmembrana, que recobre outra estrutura
interna, denominada de core. O core contém varias copias da
transcriptase reversa (TR) ligadas a duas moléculas idénticas de fita
simples de RNA, que no HTLV-1 possui 9.032 pares de base (pb) e no
HTLV-2, 8.952 pb. O material genético viral (RNA) codifica proteinas
(p) estruturais e reguladoras da expressao do virus. O gene gag
codifica uma proteina interna do core que, por acdo da protease,
produz trés novos peptideos: matriz (MA, p19), capsideo (CA, p24)
e nucleocapsideo (NC, p15). Essas proteinas s&o rearranjadas para
formar os componentes principais da estrutura do virus maduro.®
Durante a maturacdo, o capsideo se condensa para formar uma
estrutura eletro densa, que é caracteristica dos virus do tipo C; o
gene env codifica uma proteina precursora do envelope (ENV), que,
por clivagem proteolitica e subsequente glicosilagcao, produz duas
glicoproteinas (gp): uma constitui a membrana externa (gp46), e a
outra, a transmembrana viral (gp21) (Figura 1).

Diagndstico molecular de virus T-linfotropico humano (HTLV):
histérico e estado da arte/Caterino-de-Araujo A e Gongalves MG

pagina 20



BEPA 2021;18(212):14-62

MA p19
NC p15

Membrana :
lipidica ‘20 : [\ 3l
. ‘ N
l y; "\
- A\
RNA -—*" P ‘l °‘l ’ .
\ & “j '
. A
Protease — — - : "N . L
' 4 ' o/ ,, R,
/ :' ' { ¥ n," -’1_;4"/-;. |1 ’
ENV gp46 ," ( ~ ‘(( /) LV' )
g N AL )
ENV gp21 ™ | & 2.5 -
CA p24

Legenda: ENV, envelope viral; TR, transcriptase reversa; MA, matriz; NC,
nucleocapsideo; CA, capsideo; gp, glicoproteina; p, proteina. Adaptado de http://
himmahlinda.web.unej.ac.id/wp-content/uploads/sites/98/2015/05/hiv.png

Figura 1. Estrutura basica dos HTLVs

Diversamente de outro retrovirus humano (HIV), os HTLVs
apresentam replicacdo muito lenta e raramente sao encontrados
livres na circulacdo e em outros fluidos biolégicos, apenas no interior
de células mononucleares na forma de provirus (DNA). Portanto, a
pesquisa desses virus é realizada no interior de células infectadas.
Sua multiplicacéo se da por processo de mitose e sua transmissao pelo
contato célula-célula por microtubulos celulares, sinapse ou formacao
de biofilme.9:20

O genoma proviral dos HTLVs contém os genes estruturais gag e
env, o gene funcional pol, os genes reguladores tax e rex na regiao
pX, e os genes reguladores transcritos no sentido anti senso que
codificam as proteinas HBZ (HTLV-1 bzip fator) no HTLV-1, e APH-2
(antisense protein of HTLV-2) no HTLV-2, e nas extremidades contém
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a regiao terminal de longa repeticao (long terminal repeat, LTR 5’ e 3’),
importante na integragdo do DNA proviral ao DNA da célula hospedeira
e na regulacao transcricional do seu genoma.’™ O gene env codifica as
proteinas do envelope viral (proteina de superficie - gp46 e proteina
transmembrana - gp21), as quais sado imunogénicas e, portanto,
importantes para a resposta celular e humoral. A regiao pX participa
da transcricdo viral codificando as proteinas reguladoras Tax, Rex,
e as proteinas acessorias p12, p13 e p30 no HTLV-1; e p10, p11 e
p28 no HTLV-2. No HTLV-1, essas proteinas sao importantes para a
infectividade viral, a proliferacao e imortalizagcdo das células, e ainda,
podem influenciar a patogénese.?’

pl2
A

H p30

p13
H Tax

,’/,’\
senso
— Rex
5 LTR | gag gal oy Fe—————— —
I Regido pX

genes estruturais

anti senso
Figura 2. Representagao esquematica do genoma proviral de HTLV-1

Histérico do diagnéstico molecular de HTLV

O primeiro trabalho descrevendo a sequéncia completa de
nucleotideos do HTLV-1 data de 1983.22 Posteriormente, varios
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estudos foram realizados e apontaram que os genomas do HTLV-1
e do HTLV-2 eram estaveis. Entre o HTLV-1 e o HTLV-2 havia uma
semelhanca genémica de aproximadamente 60%, sendo menor para
as sequéncias LTR (30%) e maior dentro dos genes regulatérios tax/
rex (75% e 80%, respectivamente).?*-2° Antes de 1988, as sequéncias
de nucleotideos de HTLV-1 eram obtidas por clonagem molecular em
fagos, seguida de subclonagem em vetor pBR322.2226 A partir daquele
ano, com o desenvolvimento e o aprimoramento da técnica de reacao
em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR), houve
um rapido progresso no estudo da epidemiologia molecular, em
razdo da sua simplicidade, eficiéncia e rapidez.?’” Resumidamente,
a PCR amplifica DNA, mesmo presente em pequenas quantidades,
utilizando sequéncias iniciadoras (também conhecidas como primers)
complementares ao segmento do gene que se pretende amplificar,
desoxirribonucleotideos e DNA-polimerase termorresistente, sendo
a mais conhecida, a Tag DNA-polimerase. A reacao ocorre em
termocicladores, onde ciclos repetitivos de reagao tém inicio com a
desnaturacédo da dupla fita de DNA a altas temperaturas (94-98°C),
seguida de diminui¢cao de temperatura para pareamento dos primers
(50-65°C), e aumento de temperatura para a extensdo/alongamento
da fita de DNA (72 °C, quando usada a Taq). Apos 30 ciclos de
amplificacdo, cada dupla fita de DNA resulta em aproximadamente
um milhao de copias (2" onde o n € o numero de ciclos, portanto, 2%°).
Para confirmar que se trata de segmento amplificado do tamanho
esperado, o produto € submetido a eletroforese em gel de agarose
junto a marcadores de peso molecular (DNA Ladder), e visibilizado
usando corantes que se intercalam a dupla fita de DNA e emitem
fluorescéncia quando expostos a luz ultravioleta.?”

Além de material para o sequenciamento,a PCR seguidada pesquisa
de sitios de restricdo enzimatica possibilitou a subtipagem de HTLVs
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pelo polimorfismo no tamanho dos fragmentos (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP) obtidos na regido LTR do genoma viral,
mostrando que havia subtipos virais, geograficamente distintos.28-3°
Posteriormente, o sequenciamento da regidao LTR e de outras regides
do genoma proviral dos HTLVs viabilizou a analise filogenética de
novos isolados virais, por meio da comparacao das sequéncias com
outras ja reconhecidas e depositadas no GenBank [base de dados de
sequéncias genéticas de dominio publico produzido e mantido pelo
National Center for Biotechnology Information (NCBI), localizado no
National Institutes of Health (NIH), USA].

Outra aplicacdo da PCR referiu-se ao diagnéstico confirmatorio
de infeccdo pelos HTLVs. Desde o inicio da década de 1990 foram
utilizadasaPCReanestedPCR (nPCR), visto que, esta ultima consistiu
de uma segundareacado de PCR com o produto amplificado da primeira
reacdo e através do uso de primers internos a este segmento. Elas
eram visibilizadas com corantes de DNA ou sequéncias internas ao
DNApesquisado (sondas ou probes) marcados com material radioativo
ou fluorescente (hibridizag&o), e investigavam diferentes segmentos
do genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 (LTR, pol, env e tax).*'-*® No
entanto, elas foram utilizadas na auséncia de uma padronizagdo em
relacdo aos primers/probes e regiao a ser pesquisada. Ademais, nao
houve critério unico para se considerar uma amostra como sendo
positiva, ou seja, alguns estudos consideraram positivas amostras
que identificavam apenas um segmento de uma regidao do genoma
proviral, enquanto outros, somente nas ocasidoes em que havia
positividade para pelo menos dois segmentos de regides gendmicas
distintas.333%43Porém, foi padronizada uma técnica simples de nPCR,
que permitia a amplificacao de parte da regido pX (tax) comum aos
dois tipos virais, mas que apresentava trocas de nucleotideos que
restringiam os sitios de acao das enzimas Taql e Sau3 (PCR-RFLP),
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possibilitando discriminar HTLV-1 de HTLV-2.44 Apesar de esta técnica
ser da década de 1990, é usada ainda hoje rotineiramente no Brasil,
para diagndstico confirmatorio e discriminatério de HTLV-1 e HTLV-2
por varios grupos de pesquisa, e também no exterior, com a ressalva
de que em alguns laboratérios emprega-se apenas a Taql.3841:44-50 A
Figura 3 mostra como sao detectados os produtos destas diferentes
técnicas de PCR quando submetidos a eletroforese em gel de agarose
junto a marcador de peso molecular.

nPCR env HTLV-1 PCR-RFLP tax (Tagl)

M -- ++ ++++ HTLV-1 HTLV-2 M

PCR-RFLP LTR (HTLV-2a6) PCR-RFLP LTR (HTLV-2aBr)

M ND Dra Ban Ava Sau Bgl Sma Sst M M ND Dra Ban Ava Sau Bgl Sma Sst M

Legenda: M, marcador de peso molecular (DNA Ladder); Taql, enzima de restricdo derivada de
Thermus aquaticus |; Dra, enzima derivada de Deinococcus radiophilus Il; Ban, enzima derivada
de Bacillus aneurinolyticus Il; Ava, enzima derivada de Anabaena variabilis Il; Sau, enzima
derivada de Staphylococcus aureus |; Bgl, enzima derivada de Bacillus globiguii lacking |; Sma;
enzima derivada de Serratia marcescens |; Sst, enzima derivada de Streptomyces stanford Il.

Figura 3. Amostras representativas do perfil de bandas de produtos de diferentes
tipos de PCR para deteccgao e caracterizagdo de HTLV-1 e HTLV-2
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Também em meados de 1990, foi produzido um kit para o
diagndstico molecular confirmatério de infecgdo por HTLV-1/2 pela
empresa ROCHE, o Amplicor HTLV-I/Il. Tal teste empregava a
técnica de nPCR-hibridization com detec¢do de cor, e pesquisava
segmento po/de HTLV-1/2.5" Porém, este kitndo foiusado como rotina
diagndstica ou pesquisa no Brasil, tampouco ao redor do mundo,
havendo poucas publicagdes disponiveis.®'%2 Assim, pela escassa
procura, sua producdo foi descontinuada.Posteriormente, foram
desenvolvidas as técnicas de PCR em tempo real ou quantitativa
(gPCR), utilizando diferentes protocolos de reagéo, primers, probes
e sistemas de deteccao (SybrGreen e sondas de hidrélise), nos
formatos single e multiplex. As qPCR apresentam vantagem em
relacdo as PCR convencionais, pois permitem a amplificacdo e a
deteccdo simultanea do produto de PCR na fase exponencial da
reacao, utilizam sistema fechado em todas as etapas da reacao
e softwares para edicdo e analise dos resultados. Os resultados
sao expressos em Ct (cycle threshold) ou Cq (Cycle quatification),
que consiste no numero do ciclo em que o sinal de fluorescéncia
emitido durante a qPCR atinge um limiar significante acima da
fluorescéncia de fundo, sendo que a fluorescéncia aumenta a cada
ciclo até atingir o platé (end-point). Valores de Cq baixos indicam
maiores quantidades de DNA-alvo presente na amostra, pois sao
necessarios menos ciclos de amplificacao para atingir o limiar, o que
permite mesmo em ensaios qualitativos ponderar sobre flutuagdes
na CPV no seguimento de pacientes (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de amplificagdo obtidas com a técnica de qPCR

Foram escolhidos para as padronizagdes de qPCRs para HTLVs a
pesquisados segmentos pol e tax, porapresentaremmenorvariabilidade
genética, e utilizados como controle endégeno/gene de referéncia da
reacao, segmentos dos genes humanos: albumina, beta-actina, beta-
globulina, HLA-DQ, VER-3, RNAse P, CD81, GAPDH, e RPP30. Como
material de referéncia foram usadas linhagens infectadas por HTLV-1
ou HTLV-2 (MT2, MT4, TL-Om1, C19) e plasmideos (Quadro 1).

Muitos laboratérios passaram a empregar as qPCRs com finalidade
diagnodstica e também de monitoramento de carga proviral (CPV) nos
pacientes.5°6.6063-87 Entretanto, poucos foram os laboratérios que, ao
emprega-las, tiveram o cuidado de, além de padroniza-las para as
condicdes do seu laboratorio, valida-las.”®89% Na pratica, na maioria
das vezes, as técnicas moleculares in-house para o diagnostico de
HTLV-1/2 ndo foram validadas e vém sendo empregadas como rotina
em varios servicos no pais. Além disto, elas apresentam formatos
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distintos, impossibilitando uma analise comparativa dos resultados
obtidos, por diferentes grupos de pesquisadores.

O unico estudo multicéntrico de proficiéncia intra- e inter-laboratorial
para determinagcdo de CPV de HTLV-1 disponivel na literatura foi
realizado no Japéao, em 2010.% Os autores demonstraram claramente
a necessidade de unificar os protocolos de reacao, pois utilizando as
mesmas amostras de DNA testadas em diferentes laboratorios e por
diferentes analistas, usando a qPCR padronizada em cada um deles,
mostraram numa primeira avaliagcdo, o quao variaveis podem ser 0s
resultados obtidos. Numa segunda etapa, uma vez definido o protocolo,
e utilizando as mesmas amostras de DNA, plasmideos contendo aregiéo
pX como material de referéncia e controle interno de normatizagéo da
reagao, os resultados obtidos entre os analistas foram semelhantes.%
Houve também por parte dos cientistas japoneses a padronizacao de
um material de referéncia para ser usado na quantificacdo de CPV de
HTLV-1; linhagem TL-Om1 infectada por HTLV-1 e diluida em células
Jurkat. Este material foi usado como referéncia por nove laboratérios
do pais, com pouca variabilidade nos resultados obtidos.%® Atualmente
existe um kit comercial para pesquisa de HTLV-1/-2 com proposta de
comercializagdo no Brasil pela empresa Medivax. Ele emprega um
plasmideo composto porregides dos segmentos po/doHTLV-1e HTLV-2
com estimativa de deteccado de até duas copias de HTLV, de acordo
com a concentracao apresentada pelo plasmideo. Todavia, ndo consta
seu registro na ANVISA, e ainda necessita ser avaliado com painel
de amostras de DNA de pessoas infectadas pelos HTLV-1/2 do Brasil.
Ainda, outro ensaio de qPCR de procedéncia nacional, amplamente
divulgado em congressos e na midia desde o ano de 2010, nao logrou
ser produzido e comercializado, ndo havendo, igualmente, seu registro
na ANVISA (Rocha Junior, 2014; Patente BR 102014024905-2 A2,
depositada em 06/10/2014 e publicada em 12/04/2016).
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No que concerne aos ensaios padronizados de gPCR no formato
multiplex, varios estudos foram realizados,%*6.75789 porém, nenhum
deles possibilitou sua utilizagao para pesquisa simultanea de HTLV-1,
HTLV-2egenedereferéncia, usandodiferentes plataformas ereagentes,
como ocorreu com um trabalho desenvolvido em 2019 no Instituto Adolfo
Lutz de S&o Paulo.®® Por meio dele, foi possivel padronizar e validar
duas qPCRs para os segmentos pol e tax, capazes de detectarem
HTLV-1, HTLV-2 e gene da albumina humana (trip/lex) em uma unica
reagao, por meio do uso de nove marcas de reagentes (master mix)
disponiveis no mercado nacional e duas plataformas de PCR em tempo
real (ROCHE e ABI). Essas qPCRs multiplex empregaram plasmideos
na construcao de curvas padrao, e podem ser usadas na determinagao
de CPV de HTLV-1 e HTLV-2.6 O uso de plasmideos ja havia sido
descrito anteriormente para a quantificacdo de CPV de HTLV-1,5%8°
e foi corroborado em estudo recente desenvolvido por um grupo de
pesquisadores de Mato Grosso do Sul, que ressaltaram seu uso e
menor custo em relagdo a compra e manutencao de linhagens celulares
para esta finalidade.®” Em relagdo a outros avangos que se referem as
NAATs, em 2014 foi padronizada uma gPCR para tax de HTLV-1 no
formato digital (dgPCR ou droplet digital, ddgPCR) e comparada com
a qPCR convencional. Ela mostrou ser mais sensivel e util tanto para a
detecg¢do quanto para a quantificagédo de CPV em amostras de sangue
e liquido cefalorraquidiano.®® A técnica foi empregada também na
preparacao e titulacdo de material de referéncia pelos pesquisadores
do Japao.*®* Resumidamente, a ddqPCR é uma gPCR em que a amostra
a ser amplificada € particionada em 20.000 gotas (emulsdo agua/dleo)
juntamente com os reagentes inerentes a uma reagdo de PCR. Em
cada uma destas gotas ocorre uma reagao de PCR independente; com
isso, sdo geradas 20.000 replicatas de uma reacao. Posteriormente,
cada uma destas gotas € analisada por um sistema semelhante a
um citdmetro de fluxo, no qual se detectam gotas positivas (que
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tiveram amplificacdo da sequéncia-alvo e emitiram fluorescéncia) e/
ou negativas. E uma técnica que requer reagentes de elevado custo e
equipamento sofisticado, e se presta principalmente para pesquisa em
material biolégico com baixa CPV e de dificil obtengdo. Nao necessita
de curva-padrao para a determinagao de CPV.

Em 2018, foi padronizada uma ddgPCR para deteccédo de segmentos
tax de HTLV-1 e HTLV-2, demonstrando o6timos resultados para o
diagnostico, bem como, para a determinagdo de CPV, e no descarte
da infeccdo em amostras com resultado indeterminado a analise pelo
WB.**Devido a alta sensibilidade da ddqPCR, a técnica foi utilizada em
lavado broncoalveolar de aborigenes australianos que apresentavam
bronquiectasia, e foi possivel confirmar a presenca de HTLV-1c neste
material bioldégico e sua associagdo com a doenga. Foram utilizados
como alvos as regides tax e gag de HTLV-1."° Apesar desses avancos,
as técnicas de gPCR em seus varios formatos ainda sao técnicas de
elevado custo e que necessitam de infraestrutura laboratorial. Uma
alternativa interessante de NAAT ¢é a técnica conhecida como LAMP
(Loop-Mediated Isothermal Amplification) ou amplificagcdo isotérmica
mediada por alca,’” onde sdo empregados varios conjuntos de
primers € uma polimerase com alta atividade de deslocamento de fita,
além de uma atividade de replicacdo. Em sintese, 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 apds deslocamento decorrente da produgdo de uma nova
dupla-fita. Esse fenbmeno somente é possivel por meio do uso de uma
DNA polimerase com atividade de deslocamento (DNA polimerase Bst,
isolada da bactéria Bacillus stearothermophilus), em conjunto com
dois pares de primers, um interno e outro externo. Estes primers séo
especialmente desenhados e reconhecem seis regides distintas no
DNA-alvo, o que confere alto nivel de especificidade e reduz o risco de
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possiveis amplificagcdes inespecificas. A técnica é realizada em tubos
a uma temperatura constante variando entre 60-65 °C, usando apenas
um banho-maria ou bloco aquecedor. A reacao pode ser seguida em
tempo real com a adigao de corantes como SYBR green para criar uma
mudanca de cor visivel a olho nu, sem necessidade de aparelho (Figura
5), ou pode ser medida com maior acuracia utilizando equipamento
apropriado.®

" Water HTLV-1 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-1

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

Figura 5. Visualizagdo da técnica de LAMP para HTLV-1 e HTLV-2 com a adigao
de corante SYBR green aos tubos de reagado. Fonte: Gomes et al., 20202

Recentemente, no Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas, FIOCRUZ-RJ, foi padronizada e validada a estratégia LAMP
para o diagnostico de HTLV-1 (tax) e HTLV-2 (tax) usando amostras de
pacientescom HAM/TSP e deindividuos infectados porHTLV-1e HTLV-2
do Rio de Janeiro e de S&o Paulo, exibindo resultados de sensibilidade
e especificidade semelhantes aos obtidos com as técnicas de qPCR
(tax) e PCR-RFLP (tax)'°'1°2, Demonstra ser uma técnica promissora
para laboratérios que nao dispdem de infraestrutura e equipamentos
de PCR e gPCR.Nos ultimos anos, foram desenvolvidas técnicas
sofisticadas que detectam segmentos de DNA, como: microarrays
(microarranjos de DNA) para triagem em bancos de sangue, sendo
que uma delas incluiu a pesquisa de HTLV-1 e HTLV-2;'° biossensores
eletroquimicos para detectar fragmentos de DNA de HTLV-1;14105 ¢
um sistema universal do tipo point-of-care totalmente automatizado
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para quantificacdo de CPV de HTLV-1.7% Este ultimo sistema foi
idealizado por pesquisadores da Alemanha como uma plataforma de
trabalho que se assemelha a uma centrifuga; nele é feita a extracao
de RNA gendmico, transcrigdo para c-DNA, amplificagcdo e deteccéao
do material amplificado usando a técnica LAMP, com finalizacdo em
2h e 10min'®. Apesar dessas inovagdes tecnolégicas, elas ainda nao
se aplicam a realidade brasileira. Ademais, essas técnicas nao foram
validadas para uso com amostras clinicas de pacientes de diferentes
regides geograficas, tampouco se encontram disponiveis no comércio.

Enfim, devido a alta sensibilidade e especificidade diagndstica,
diferentes ensaios moleculares voltados ao HTLV foram publicados ao
redor do mundo e estdo compilados ao final deste texto, no Quadro
1, que reune informacgdes sobre a autoria, técnica empregada, genes
alvo e objetivo do estudo, entre outros.*31-102.118-127

Limitagoes das técnicas moleculares de diagnéstico

As NAATs podem sofrer interferéncia e acarretar em erros ou
dificuldades no diagndstico de HTLVs devido a varios motivos, os
quais incluem: transporte e armazenamento incorreto da amostra
biolégica (degradacao do material genético); ma qualidade do material
a ser amplificado (sujidades presentes nas amostras); escolha
inadequada de primers/probes; baixa CPV, principalmente de HTLV-2
(abaixo do limite de deteccao da técnica utilizada); tratamento com
antirretrovirais (flutuagcdes de CPV); mutagdes pontuais em regides
promotoras do LTR viral e em regides que codificam proteinas
estruturais e reguladoras, principalmente de envelope viral (dificulta
ou impede pareamento de primers/probes); presenga de particulas
virais defectivas (principalmente de LTR 5’, mas também de outros
segmentos do genoma viral); entre outras.*32:4254.56.77.79,86.96,102,107-117
No entanto, apesar dessas limitagdes, poucos sdo os casos de
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resultados falso-negativos nos testes moleculares usados atualmente
para o diagnostico de HTLVs que pesquisam as regides pol ou tax.
Em casos nos quais o teste molecular resulte negativo, mas na
triagem sorologica sejam detectados altos titulos de anticorpos e/ou
em pacientes com sintomas compativeis com doengas relacionadas
ao HTLV-1, sugere-se recorrer ao teste confirmatoério sorolégico LIA,
ou realizar um novo teste molecular para pesquisa de outra regiao
do genoma proviral'. Recentemente, foi descrito em um paciente
da Argentina, presenca de particula defectiva em tax e sugerido
padronizacdo de ensaios multiplex utilizando combinacao de mais
de um alvo para o diagnostico.'® Essa sugestdo €& corroborada
pelos trabalhos desenvolvidos no Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo,
que revelam falhas no diagndstico molecular quando se emprega
apenas um teste molecular e existe a presenca de particula proviral
defectiva.% 115117

Consideragodes finais

Em margco de 2018 foi redigida uma carta aberta a Organizagao
Mundial da Saude (World Health Organization, WHO) pelos
pesquisadores Fabiola Martin, Yutaka Tagaya e Robert Gallo,
publicada na revista The Lancet, solicitando ao Dr. Tedros Adhanom
(Diretor-Geral) maior atengédo ao HTLV-1 e sua erradicagao, devido a:
gravidade das doencgas a ele relacionadas, alta prevaléncia mundial,
desprover de cura, e apresentar a possibilidade de ser controlado
adotando-se medidas de prevencao datransmissao queincluem: maior
conhecimento e divulgacdo do que é o HTLV-1, diagndstico correto,
sorologia no pré-natal, entre outros.'® Para uma maior compreensao
do problema exposto, € valido ressaltar que, o HTLV-1 sequer consta
da lista de infec¢gbes/doencgas negligenciadas da WHO e do Ministério
da Saude do Brasil, e ndo é de notificagdo compulsoria.
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Nao obstante, existem grupos de pesquisadores espalhados em
todo o mundo que se dedicam ao estudo e a divulgagdo dos HTLVs;
€ o0 caso da Associagao Internacional de Retrovirologia (International
Retrovirology Association, IRVA) que tem publicado protocolos clinicos
para manejo da ATL e HAM/TSP (guidelines), noticias de eventos
importantes sobre HTLV, e pesquisas recentes (publicacdes) de todas
as partes do mundo.™® Em 2018, a IRVA instituiu o Dia Mundial do
HTLV - 10 de Novembro, ™ e desde entdo, varias atividades vém
sendo desenvolvidas nesta data, na intencdao de promover maior
visibilidade ao HTLV.

Outra iniciativa bem-sucedida foi a criacdo, em 2020, do HTLV
Channel no site de compartilhamento de videos YouTube."®' Este canal
foi idealizado por duas pesquisadoras brasileiras, Tatiane Assone e
Carolina Rosadas, com o objetivo de divulgar e discutir questdes
relacionadas a varios aspectos da infeccdao por HTLV, incluindo
pesquisa basica e aplicada, diagnodstico, comorbidades, tratamento,
prevengao, e direitos humanos. Em linguagem simples, as lives sao
direcionadas ao publico em geral, portadores, pacientes e familiares
de pessoas infectadas por HTLV, além de pesquisadores, médicos e
outros profissionais da area da saude.™’

Todavia, sem duvida alguma, um grande impulso ao HTLV-1 vem
sendodadonos ultimos anos pelaCoordenacao-Geralde Vigilanciadas
Infeccdes Sexualmente Transmissiveis, do Departamento de Doencgas
de Condigdes Crbnicas e Infecgcdes Sexualmente Transmissiveis, da
Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério da Saude (CGIST/
DCCI/SVS/MS), napessoadaDra.Angélica EspinosaBarbosa Miranda
e apoiado pelo Diretor-Geral do DCCI, Dr. Gerson Fernando Mendes
Pereira, que abracaram a causa, e decidiram elaborar com o auxilio
de grupo técnico de especialistas em HTLV, o documento intitulado
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para HTLV (PCDT-HTLV),
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e incluir o HTLV em outro Protocolo de Infeccbes Sexualmente
Transmissiveis.2'3No PCDT-HTLYV, o Instituto Adolfo Lutz, na pessoa
da pesquisadora Adele Caterino de Araujo, foi convidado a participar
e coordenar o capitulo de Diagndstico Laboratorial. Uma prévia do
PCDT-HTLV foi apresentada durante um Webinar comemorativo ao
Dia Mundial do HTLV em 10 de novembro de 2020, cuja integra se
encontra disponivel no HTLV Channel.™* Outra live sobre diagndstico
também se encontra no mesmo canal e destaca a atuacao do Instituto
Adolfo Lutz em 30 anos de pesquisa em HTLVs."® Concluindo,
com a notoriedade que o HTLV-1 vem ganhando junto a WHO que
recentemente elaborou um relatorio técnico sobre HTLV-1 e incluiu o
teste molecular no diagndstico confirmatério,’*®e com a concluséo do
PCDT-HTLV e envio a CONITEC para sua implementacao dentro do
ambito do SUS, as técnicas moleculares farao parte do algoritmo de
testeslaboratoriais para HTLV de maneirauniversal no Brasil. Portanto,
essa revisao narrativa auxiliara na implantacao desta politica publica
de enfrentamento ao HTLV, fornecendo subsidios para a escolha dos
testes que mais se adequam a realidade brasileira.
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Quadro 1. Técnicas moleculares usadas no diagndéstico confirmatério e
discriminatério, caracterizacdo molecular e determinagédo de carga proviral de
HTLV-1 e HTLV-2.

Autor(es) . Critério/ L.
e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo sensibilidade Aplicagdo
Matsumoto . - Diagndstico de HTLV-1
et al, 1990%* Tokio, Japdo nPCR pX (tax) e comparagdo com IF
Padronizagdo
Heneine et oo |tax HTLV-1 diagndstico
al, 1992 Atlanta, EUA nPCR-hibridizagao liquida pol HTLV-2 confirmatrio/
discriminatério
Tuke et al., Londres, NPCR-RELP tax HTLV-1 e -2 Diagnostico diferencial
19914 Reino Unido Taqgl e Sau3A de HTLV-1 e HTLV-2
De-Araujo et 530 Paulo e e |tax/rex HTLV-1 Dlag.nostlclo.
» (casos) nPCR-hibridizagdo liquida confirmatério e
al, 1994 L) e HTLV-2 L o
Italia (teste) discriminatdrio.
. nPCR-hibridizacdo Dlag.nostlclo.
Garin et al, NP Lo confirmatdrio e
Zaire, Africa liquida, para LTR, pol e tax 2 PCR+ L
199433 HTLV-1 e HTLV-2 discriminatério. Uso
em WB-Indeterminado
Vallejo e nPCR-hibridizagdo 1,5pgMT2e Pgdroplz.agao
s . . pol diagndstico
Garcia-Saiz, |Madri, Espanha |liquida, para env 5 pg Mo confirmatorio/
1995 HTLV-1 e HTLV-2 1,5 pg MT2 e Mo L .
discriminatdrio
vrielink et 1\ va Jersey, Eua|NT CR-hibridizacdo e pol HTLV-1/-2 para cdlculo detectar HTLV-1/2
al, 1997 detecgdo por cor sensibilidade e .
especificidade (Amplicor HTLV-I/
P Il Roche)
Catermq— Sdo Paulo nPCR para HTLV-1 tax Dlag.nostlclo'
de-Araujo et |(casos) o HTLV-2 onv confirmatério e
al, 1998% Italia (teste) discriminatdrio.
Liuetal, S50 Francisco, nPCR-h|b~r|d|zagao Em populagdo dg risco
52 e deteccdo por pol HTLV-1/-2 como teste de triagem
1999 EUA . . ..
cor (kit Roche) e confirmatério
. nPCR-hibridizagdo LTR,gag,pol, tax,env Para detectar HTLV-
Soldan et Washington, .. 1/-e em amostras
I liquida p/ HTLV-1 e -2
al, 1999 EUA RT-PCR tax de sangue com
WB-Indeterminado
gag HIV-1 Padronizagdo
Vet et al env HIV-2 10 cépias de diagndstico
P Nova York, EUA |RT-PCR multiplex Beacon |tax HTLV-1 P e -
1999 cada gene confirmatdrio/
pol HTLV-2 discriminatério
Plasmideo (MR)
EUA, Paraguai, Diagnostico
Poiesz et C;gnzzzzz nPCR-hibridizacso para  |pol HTLV-1 Melhor para HTLV-2 zgnmﬁr;?:tggzsgara
al, 2000% HTLV-1 e HTLV-2 e HTLV-2 P paragdo com
(casos) WB em populagdo
EUA (teste) de UDI e indigenas
Diagndstico
Castro-Costa Ceara. Brasil PCR LTR, tax, gag confirmatdrio
et al, 200118 ’ nPCR pol, env em casos de TSP
HTLV-soronegativos
Césaire et Martinica (casos) pol HTLV-1, Diagnostico na
al, 2001% Franca (teste) GPCR TagMan albumina hu (Cl) coinfec¢do HIV/HTLV-1
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Determinagdo de

Deheé et Martinica (casos) PCR TaaMan ZI%IUH;:;Y:P;U @) |10 copias CPV de HTLV-1 em
al, 2002% Franca (teste) q q P TSP/HAM e portador
MT2 (MR) . .
assintomatico
Diagndstico
segurado et o2 o o, Brasil |77 CR-RFLP HTLV-1 Tax fi(i)sr:cr]irnr:}i;otg?ic?
al, 20021 ! e HTLV-2 LTR o
e caracterizagdo
molecular
Diagndstico
confirmatério e
Colin et al, . discriminatério
2003120 Acre, Brasil nPCR HTLV-1 e -2 pol HTLV-1 e -2 em doadores
de sangue com
WB-Indeterminado
tax HTLV-1 Diagndstico
. LTR HTLV-2, BHosuee.
Estes e Sevall, EUA gPCR multiplex beta-globina 48 cpias confirmatério e CPV
20035 HTLV-1 e HTLV-2 & P em pacientes de
hu (C) ambulatério de HTLV
MT2 e Mo (MR)
LV-1
Kamihira et il::e)fc:;lc\)/bina 301 cépias/10* Determinaéo de CPV
al,, 2003 Nagasaki, Japdo |qPCR HTLV-1 hu (C1) PBMC d(e):;l’;.\;—rlaignﬁ;'rliéiico
plasmideo (MR) P
Diagndstico
confirmatério e
Santos et Ceara (casos) S
al, 2003121 Bélgica (testes) nPCR tax HTLV-1 e -2 discriminatorio
em casos
WB-Indeterminados
Diagndstico
. Mais sensivel que |confirmatério e
LV-1e-2 Y
Gallego 3: Cordob.a, nPCR-RFLP tax HTLV-1 e a PCR-hibridizagdo |discriminatério e
al., 2004 Argentina Tagl e Sau3A ~
pol para HTLV-2 comparagao com
PCR-hibridizagdo pol
- "
~ . tax MT2 1.6 copias/10 Para determinar
Lee et al, Sao Francisco, HTLV-1 .
6 gPCR SybrGreen tax Mo L " CPV e relacionar
2004 EUA HLA-DQ (C1) 2.8 copias/10 com patogdnese
HTLV-2 patog
Diagnostico
ol e env confirmatério e
Mangano et |Buenos Aires, nPCR lt)ax 2 PCR+ discriminatério
al, 20044 Argentina nPCR-RFLP . em doadores
beta-actina hu (Cl)
de sangue com
WB-Indeterminado
~ . Para comparar CPV de
a'vl'uzrggzst EE‘ZFra"C'SCO' GPCR SybrGreen tax HTLV-1 e HTLV-2, e de
! HTLV-2a e HTLV-2b
Diagndstico
Vallinoto et Par4, Brasil nPCR-RFLP para pX (cjci)snc?irnr:]ii?cz?ise
al, 2004 ! HTLV-1 e HTLV-2 LTR -
para caracterizagdo
molecular
. Diagndstico
Laurentino Par4, Brasil nPCR-RFLP para tax confirmatério e
et al, 2005% ! HTLV-1 e HTLV-2

discriminatério
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Determinagdo de

. pol HTLV-1
Montanheiro | . . . -~ " CPV de HTLV-1 em
et al, 2005 Sdo Paulo, Brasil |gPCR TagMan albumina hu (CI) |10 cépias/10*PBMC TSP/HAM e portador
MT-2 (MR) i
assintomatico
Olindo et Determinagdo de CPV
al. 20055 Martinica gPCR TagMan pol HTLV-1 de HTLV-1 e progressao
! para doenca
pol HTLV-1 Determinagdo de CPV
Yakova et Martinica (casos) albumina hu (Cl) em doengas do tecido
al, 20057 Franga (teste) APCR TagMan plasmideo e conectivo e casos de
MT-2 (MR) artrite reumatdide
Determinagdo de
tax HTLV-1
Best et al., . CPV de HTLV-1 em
20067 Lima, Peru gPCR SybrGreen VER—3I(CI) TSP/HAM e portador
Plasmideo (MR) . (s
assintomdtico
Costa et al nPCR-hibridizagdo ::fr:;glzi‘;z?;:;ca
. |Sdo Paulo, Brasil [liquida com 3P e pol 120 pg DNA ~
2006 . e comparagdao com
fosfatase alcalina - -
marcagao radioativa
Diagndstico
confirmatério e
Kashima et |Sdo Paulo e Rio e
al, 200622 de Janeiro, Brasil PCR tax e LTR dISCI’ImIna‘tOI’I?
e caracterizagdo
molecular
Diagndstico
pX confirmatdrio e
zruzzoaozl Par3, Brasil :EEE RFLP LTR HTLV-1 discriminatério
! e HTLV-2 e caracterizagao
molecular
Tamegdo- pol HTLV-1 - 3 N
Lopes et Par4, Brasil gPCR TagMan e HTLV-2 zii:spis/mm Es\t/e(rj:w?f\iolde
al, 20067 Albumina hu (Cl) g
Diagnostico
Vallinoto et NPCR-RFLP pX confirmatorio e
Marajé, Brasil LTR HTLV-1 discriminatorio
al, 2006 nPCR R
e HTLV-2 e caracterizagao
molecular
pol HTLV-1 Diagnostico
Vitone et beta-globina confirmatdrio e
al, 20067 Bolonha, Itdlia  |qPCR SybrGreen hu (C1) 10 copias Slzcsgn;::atorlo
MT-2 (MR) WB-indeterminados
Diagndstico
. . firmatori
Berini et Buenos Aires, nPCR pol HTLV-1 e -2 zci)sncrirnr:]i?ma?cz(r)is
al, 2007*° Argentina PCR-RFLP tax
em casos
WB-indeterminados
Diagnostico
Casseb et Sdo Paulo, Brasil |PCR-RFLP tax confirmatério e
al, 2007%* o
discriminatdrio
Diagnostico em
Ishak et al, Par. Brasil PCR-RFLP para px e env Egrzl:::g:z\lgdr:gena
2007 ! HTLV-1 e HTLV-2 Tagl &

triagem e HTLV-2
positiva
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Morimoto et

nPCR para HTLV-1

Diagnostico
confirmatério e

al, 2007% Parana, Brasil o HTLV-2 LTR, env, tax 2 PCR+ discriminatorio
e uso em
WB-indeterminados
. Diagndstico
Pimenta et Paraiba, Brasil  |[nPCR LTR, tax confirmatdrio
al, 2007*%
em lactantes
Diagndstico
Zehender et Lima, Peru nPCR-RFLP tax fici)snc?irnr':i:fcz(r)is
al, 2007> ! nPCR LTR .
e caracterizagdo
molecular
Diagnostico
Arruda et Pernambuco pol HTLV-1 Sens.ibili.dade cc.)nﬁ.rrqatér’ig e
al 20087 Brasil ! gPCR SybrGreen env/tax HTLV-2 qualitativa 87.9% |discriminatério e
! albumina hu (Cl) |e para CPV 100% determinacgdo de CPV
de HTLV-1 e HTLV-2
Diagnostico
tax cc.mﬁ.rm.atc')rlio. e
Dal Fabro et |Mato Gr0559 PCR-RELP Hinfl (HTLV-1) discriminatério
al, 200814 do Sul, Brasil Aval (HTLV-2) em casos com
WB-indeterminado
em gestantes
Diagndstico
Montanheiro | |PER-RFLPe tax - . con%‘irmatério e
et al, 2008% Sdo Paulo, Brasil |gPCR TagMann para pol 10 copias/10*PBMC discriminatorio e CPV

HTLV-1 e HTLV-2

de casos de HTLV-2

tax HTLV-1, -2, -3

Diagndstico

Besson e Gab3o (casos) tax STLV-1e 3 1a 10 copias confirmatdrio e
Kazaniji, Franca (teste) gPCR multiplex Beacons |[MT4, C19, em pelo menos discriminatério e
20097° HTLV-3 (MR) 100 células CPV em paises onde
albumina hu (Cl) circulam estes virus
Diagnostico
Costa e PCR-RFLP tax confirmatério e
Segurado, Sdo Paulo, Brasil |[nPCR-hibridizacdo ¢/ discriminatdrio
2009% fosfatase alcalina pol em casos de
WB-indeterminado
tax (HTLV-1, Padronizagdo e
Moens et Peru, Franga, . -2 e STLV-3) va!hdagao de qPCR,
al., 2009% Bélgica gPCR triplex Sybr Green beta-globina triplex pzjlra retrovirus
hu (CI) e qPCR S|r.1g|e para
beta-globina
L, Diagndstico
Nascimento Goias, Mato con%‘irmatério e
Grosso do nPCR tax e LTR S
et al, 2009'* sul. Brasil discriminatdrio
! em quilombolas
Primo et _ ' Determinagdo de
al 20097 Bahia, Brasil gPCR TagMan pol HTLV-1 CPV em TSP/HAM
! e dermatites
o/ HTLV-1 e -2 - . s
Andrade et |Minas Gerais, 'le/ITZ e plasma Sens;bllldadeo Dlag.nostlc’o'
al., 2010°" Brasil qPCR TagMan (MR) 99,4% e 98,5% em |confirmatodrio e

Albumina hu (Cl)

relagdo ao WB

discriminatério
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tax HTLV-1
RNAse P, Melhores
L beta-globina, resultados Ensaio de
Kamihira et . N . , N
al 2010% Tokio, Japao gPCR TagMan beta-actina, com plasmideo proficiéncia intra- e
! CD81 hu (Cl) como MR, mas inter-laboratorial
Linhagens e necessita de Cl
plasmideo (MR)
Determinagdo de
infeccdo durante
. . . soroconversao
Martins et Minas Gerais,
al, 20107 Brasil nPCR env HTLV-1 de !ongt? tgmpo
e diagndstico
confirmatdrio em casos
WB-indeterminado
Diagndstico
Olah et al, - . PCR-RFLP tax (Tagl e Sau3A) confirmatorio de
2010° Sdo Paulo, Brasil |gPCR TagMan para pol (HTLV-1 e -2) HTLV-2 em casos de
HTLV-1 e HTLV-2 WB-Indeterminado
e CPV de HTLV-2
PCR-RFLP tax (Taqt) Sensibilidade Diagnéstico
Costa et al, . ., InPCR pol (HTLV-1 e -2) o . L
6 Sdo Paulo, Brasil PCR77,4% e confirmatdrio e
2011 gPCR TagMan para pol (HTLV-1 e -2) PCR 79.25% discriminatério
HTLV-1e -2 albumina hu (c) |9 1E57%
Determinagdo de CPV
Neto et al, - . de HTLV-1 e associagdo
20117 Sdo Paulo, Brasil |gPCR SybrGreen tax (HTLV-1) com mutacdo em
TRE na LTR
pol (HTLV-1), Padronizagdo e
Waters et Rio de Janeiro, tax (HTLV-2) e determinagdo de
B Brasil gPCR multiplex Albumina hu (CI)  |1-10 cépias CPV e diagndstico
al., 20117 , X -
Irlanda plasmideo, MT2 confirmatdrio em casos
e CEM (MR) WB-indeterminados
2 PCR+ associado Diagnéstico
Zanjani et Mashhad, Ira PCR gag, tax (HTLV-1) ~ Jcom malo_r DO no confirmatorio em casos
al, 2011% pol (HTLV) EIA e perfil rgp46-I, WB-indeterminado
GD21, gp21
Diagnostico
Berini et Buenos Aires, nPCR pol Z(i)srl?irnr'?iizg(r)ic?
al, 20128 Argentina PCR-RFLP tax
em casos de
WB-indeterminado
Determinagdo de CPV
Cabral et . ., |gPCR TagMan pol HTLV-1
al, 20127 Sdo Paulo, Brasil nPCR tax (HTLV-1) de HTI._V—1 em PBMCe
RNA viral em plasma
Determinagdo de
CPV de HTLV-1 na
Olavarria et . . pol HTLV-1 TSP/HAM e portador
al, 2012% Bahia, Brasil GPCR TagMan Albumina hu (Cl) assintomatico,
estabilidade de CPV
com o tempo
Cutoff para N
Furtadoet  [Minas Gerais, pol (HTLV-1) TSP/HAM 114 Determinacgo de CPV
al 2012% Brasil gPCR SybrGreen Albumina hu (Cl) copias/10° PBMC de HTLV-1 e curva ROC
! MT2 (MR) ’  |pararisco de TSP/HAM

sensibilidade 78,2%
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Diagnostico
confirmatério e

De Oliveira  |Piaui (casos) nPCR-RFLP pX discriminatério de
etal, 2012°7 |Para (teste) nPCR LTR HTLV-1 e HTLV-2
e caracterizagdo
molecular
Ribeiro et Minas Gerais, pol-alb (HTLV-1) Conﬁrnja(iao
al, 20122 |Brasil GPCR TagMan pol (HTLV-2) transmissao
! vertical de HTLV
Souza et i _ Determin?gé_o
al 20129 Maranhdo, Brasil |gPCR TagMan pol de prevaléncia
! em gestantes
Diagnostico
ggit;ft 2 Ipars, Brasi PCR-RFLP tax Z?srl?.rnrf.ﬁgﬁf g
HTLV-1 e HTLV-2
. tax (HTLV-1) Diagnostico
Castro et Coérdoba, . L. confirmatério e
. gPCR SybrGreen albumina hu (Cl) |3 cépias .
al, 2013% Argentina MT2 (MR) monitoramento de
CPV de HTLV-1
Rosadas et  |Rio de Janeiro, Tax (HTLV-1) .. Validagdo de
al, 2013 [Brasil dPCR TagMan beta-actina hu (c1) |+ %P qPCR HTLV-1
Abad- Tax (HTLV-2) Determinar efeito
Fernandez Madri, Espanha |gPCR TagMan GAPDH (Cl) 50 copias/10°PBMC |de raltegravir na

et al, 20143

Plasmideo (MR)

infec¢do por HTLV-2

Galetto et

Rio Grande do

PCR-RFLP para

Determinar

127 ) ) ) pol prevaléncia de
al, 2014 Sul, Brasil HTLV-1 e HTLV-2 coinfecciio HIV/HTLV
Teste confirmatdrio
Ishihara et . - pX (HTLV-1) .
al, 2014% Nagasaki, Japao |gPCR e ng-PCR beta-globina hu(Cl) pe}ra HTLV-1 pos
triagem pelo CLIA
Teste confirmatdrio
em casos de
pol, tax, LTR WB-indeterminado e
Canepa et . nPCR (HTLV-1) CPV baixa. Pesquisa
g6 Argentina ~
al, 2015 gPCR SybrGreen pol (HTLV-1) de mutagdes
albumina hu (Cl) pontuais em tax e
LTR e caracterizagdo
filogenética.
Nasir et al Diagnostico
2015% ’ |Nigéria, Africa  [qPCR tax HTLV-1 confirmatério e
CPV de HTLV-1
tax (HTLV-1 e -2) Diagnéstico
Campos et . ., InPCR-RFLP confirmatério em
. Sao Paulo, Brasil pol (HTLV-1 e -2) . .
al., 2017 gPCR TagMan albumina hu (CI) casos de coinfecgdo
HIV/HTLV
Diagnostico
Paiva et al, S50 Paulo. Brasil nPCR-RFLP tax confirmatodrio e
2017 ! gPCR TagMan pol (HTLV-1 e -2) discriminatério e CPV
de casais discordantes
Padronizagao,
. pol (HTLV-1,-2,C1) |, cépias para HTLV- |validac3o e diagnéstico
Sdo Paulo e L . -
. 1 19 cépias HTLV-2 |confirmatdrio em
Gongalves,  |Recife (casos), PCR multiplex TagMan |/ (HTLV-1,-2,C1) 3 copias para ensaio triplex com 9
2019% S50 Paulo, g plex-laq pias p p

Brasil (testes)

Albumina Hu (Cl)
Plasmideos (MR)

HTLV-1
31 copias HTLV-2

marcas de reagentes
e 2 plataformas de
PCR (Roche e ABI)
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Mato Grosso

tax (HTLV-1)

Padronizagdo e
validagdo do uso

(HTLV-1 e -2)

Bandenra;et do Sul e Riode [gPCR TagMan Beta a,djma hu (C1) de plasmideos para
al, 2020 . . Plasmidio (px) e -
Janeiro (Brasil) TARL-2 (MR) construgdo de curva
padrdo para HTLV-1
. pX (HTLV-1) . s
:frzr(;‘l't;‘j et |japso dqPCR RNAseP 2,71 cépias/100cel 2:2?\:12?2::‘?;0 .
’ TL-Om1 cells (MR)
. tax HTLV-1 Quantificacdo de
Slr ”;gtlt:%et \E’\(Ja:h'”gton' ddgPCR RPP30 (Cl) CPV de HTLV-1 em
i casos de HAM/TSP
Diagnostico
confirmatorio,
Hedberg et |Suécia e Reino ddaPCR tax HTLV-1 determinacdo de
al., 2018* Unido q e HTLV-2 CPV, descarte de
infecgdo em casos
WB indeterminados
Yurick et al gag e tax (HTLV-1) E:Zir;zsizgtzgiz
201910 Australia ddgPCR RPP30 (Cl) associada a0 HTLV-1c
usando PCRduplex
Rio de Janeiro, Padronizagdo e
Gomes et al, FB{;ES(;L(E:E?O LAMP, PCR-RFLP ZZ faH;I)'(V_l e-2) ig::;ﬁ:g:i:z validagdo da técnica
101,102 -
2020 esiopaulo  |FR (HTLV-1 e -2) GPCRe PCR-RFLP |- MPHTLV para
diagndstico
(casos)
nPCR LTR, env, tax Pesq’wsa de .
particulas defectivas
Campos et Sdo Paulo, Brasil (HTLV-1 e -2) e negatividade nos
al. 20201 ' PCR-RFLP tax (HTLV-1 e -2) ensa‘?os e
gPCR pol (HTLV-1 e -2) de diagnéstico
Apresentagdo de
Blanco et Cérdoba, gPCR IZZ\I,(TTT,:V le-2) caso de HTLV-1 com
al., 2021*¢  |Argentina nPCR ! presenca de particula

defectiva em tax

Legenda: PCR, reacdo em cadeia da polimerase; nPCR, PCR nested ou aninhada; PCR-RFLP,
PCR seguida de pesquisa de tamanho de fragmentos de restricdo enzimatica; g°PCR, PCR em
tempo real ou quantitativa; dqPCR, PCR quantitativa digital; ddqPCR, PCR quantitativa digital
em gotas; ClI, controle interno de reagdo; MR, material de referéncia; CPV, carga proviral; WB,
Western blotting; TSP, paraparesia espatica tropical; HAM, mielopatia associada ao HTLV-1;
MT-2, linhagem celular infectada por HTLV-1; Mo, linhagem celular infectada por HTLV-2
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Informe epidemiolégico

Monitoramento das Linhagens do SARS-CoV-2 no Estado:
Panoramas por Departamento Regional de Saude (agosto de 2021)
Monitoring of SARS-CoV-2 Lineages in the State: an overview by

Regional Health Department (August 2021)

Centro de Vigilancia Epidemioldgica “Alexandre Vranjac”, Instituto Adolfo Lutz.

Coordenadoria de Controle de Doencgas. Secretaria de Estado da Saude.
Sao Paulo, Brasil.

As instituicbes oficiais responsaveis pelas informacdes e pelas
acdes na Vigilancia em Saude no estado de S&o Paulo s&o o Centro
de Vigilancia Epidemioldégica (CVE/CCD/SES-SP), o Centro de
Vigilancia Sanitaria (CVS/CCD/SES-SP) e o Instituto Adolfo Lutz
(IAL/CCD/SES-SP). Tais 6rgaos tém atribuicao definida na legislagéo
do SUS, e sdo parte da Politica Nacional de Vigilancia em Saude,
descrita pelo Conselho Nacional de Saude em sua Resolugdo n° 588,
de 12 de julho de 2018.

Na vigilancia epigenémica oficial do SARS-CoV-2 do estado de Sé&o
Paulo, foi obtido um panorama inicial de ocorréncia das linhagens do
novo coronavirus nas diferentes regides de saude, com a selecao
de amostras positivas de relevancia clinico-epidemiolégica, com
representatividade estatistica, pelas Vigilancias Municipais, pelos
Grupos de Vigilancia Epidemioldgica, em conjunto com os Laboratérios
Regionais do Instituto Adolfo Lutz.

O Biobanco COVID-19 recebe o0 material destinado ao
sequenciamento, verifica as amostras, procede ao correto
acondicionamento e realiza a separagido adequada, para
encaminhamento ao Laboratorio Estratégico do Instituto Adolfo Lutz,
que realiza os processos de sequenciamento do genoma completo
do virus. De posse dos resultados obtidos, o Centro de Vigilancia
Epidemiologica realiza as investigacdes, para que o0s casos de
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ocorréncia das Variantes de Atencao possam ser confirmados, nos
termos da legislagao do estado. A partir do panorama de circulagao
do SARS-CoV-2 em cada Departamento Regional de Saude (DRS/
SES-SP), o sequenciamento € atualmente realizado pela selecédo das
amostras por analises prospectivas para a identificagdo da ocorréncia
de casos e acompanhamento da disseminacao da doenga no espaco
e no tempo, identificando municipios que apresentem um risco alto
de casos e Obitos em comparagao aos municipios vizinhos, como
descrito na Portaria CCD/6/2021.

Do ponto de vista epidemioldgico, as agbes devem ser tomadas de
maneira abrangente, e ndo em universos restritos e, no estado de Sao
Paulo, heterogéneo por natureza, as informagdes geradas a partir de
dados que compreendam todo o territorio tendem a gerar conclusoes
incorretas. Por este motivo, trabalhar por regides de saude torna-
se mais adequado, pois estas apresentam particularidades, como a
tradicdo de construcao das politicas regionalizadas, a dinamica de
movimento populacional, as caracteristicas geograficas, as condicdes
socioecondmicas e orcamentarias e a participacao nas diferentes
Redes Regionais de Atencédo a Saude.
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS |
GRANDE SP

EleiaLutz

A Grande Sdo Paulo é a maior regido metropolitana do Brasil, com cerca de 21 milh&es de
habitantes, e uma das dez regi6es metropolitanas mais populosas do mundo. Relne 39

municipios do estado de Sdo Paulo em intenso processo de conurbacéo.

®B117 wP1l2 wP1l7 mB16172 mPl

Monitoramento das Linhagens do SARS-CoV-2 no estado de Sao Paulo:
Panoramas por Departamento Regional de Saude (agosto de 2021)

pagina 65



BEPA 2021;18(212):63-82

As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regides

DRS |I
ARACATUBA

FleiaLutz

A regido de salde de Aragatuba é composta por 40 municipios e ocupa cerca de 7,5% do
territério estadual. A distribuicdo da populagdo de mais de 720.000 habitantes se d&, em sua

maioria, nos municipios (26) que tém menos de 20 mil habitantes.
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS Il
ARARAQUARA

fleiaLutz

A regido de salde de Araraquara é composta por 24 municipios, e compreende uma populagdo
de cerca de um milh&o de habitantes. Os municipios integram e polarizam a Regido

Administrativa Central do Estado de Sao Paulo.

P2 wP12 P11 wB117 wP1l7 wWP4 mP1
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS IV
BAIXADA
SANTISTA

fleiaLutz

A regido de salde da Baixada Santista é composta por 9 municipios e faz parte da primeira
regido metropolitana brasileira sem status de capital estadual. A populagdo compreendida é de

mais de 2 milhdes de habitantes fixos.
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS V
BARRETOS

fleiaLutz

A regido de salde de Barretos é composta por 18 municipios e possui populagdo estimada de
mais de 400 000 habitantes. Compreende uma area superior a 7.600 km2 e integra uma das

cinco regides imediatas da Regido Geografica Intermediaria de Ribeirdo Preto.
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS VI
BAURU

fleiaLutz

A regido de salde de Bauru compreende 68 municipios, e possui por volta de 700.000
habitantes. Por constituir um entroncamento rodo-hidro-ferroviédrio, é uma regido privilegiada

para o comércio, as comunicagdes e os transportes.

0,24%
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS VI
CAMPINAS

EleiaLutz

A regido de salde de Campinas é composta por 42 municipios, com uma populagdo estimada
de mais de 3 milhdes de habitantes. £ uma das mais dindmicas no cenério econémico brasileiro

e representa, aproximadamente, 2% do PIB nacional e 7,5% do PIB paulista.

WB.1631 WAY3 NP1
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS VII|
FRANCA

fleiaLutz

A regido de salde de Franca abrange 22 municipios, e compreende uma populagdo de mais de
420.000 habitantes. Como a DRS de Barretos, é uma das cinco regides imediatas que comp&em

a Regido Geografica Intermedidria de Ribeirdo Preto.
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS IX
MARILIA

fleiaLutz

A regido de salde de Marilia é composta por 62 municipios, com mais de 160.000 habitantes.
Abrange uma quantidade de municipios muito superior a da Regido Administrativa de Marilia e

possui fronteira com o Estado do Parana.

P2 WP1
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS X
PIRACICABA

fleiaLutz

A regido de saude de Piracicaba engloba 26 municipios, com popula¢do de mais de 1,5 milhdo
de habitantes, o que representa 3,25% da populacédo paulista. A regido possui diversas

universidades, formando um importante polo de pesquisa e de desenvolvimento tecnoldgico.

WP4 WP12 WP1
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS XI
PRESIDENTE
PRUDENTE

EleiaLutz

A regido de salde de Presidente Prudente abrange 45 municipios, com uma populacdo de
quase 1 milh&o de habitantes. Faz fronteira com os estados do Parana e do Mato Grosso do Sul,

sendo rota nacional e internacional (rodeios/leilées de gado/turismo).

2,13%
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS XII
REGISTRO

fleiaLutz

A regido de salde de Registro é composta por 15 municipios. A populagdo estimada é de
aproximadamente 300.000 habitantes. a regido estd a meio caminho de Curitiba, e possui

atividade econdmica baseada na agricultura.

1,91%
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS X|II
RIBEIRAO
PRETO

A regido de salde de Ribeirdo Preto abrange 26 municipios e possui populagdo de mais de 1,7

fleiaLutz

milhdo de habitantes. E uma regido economicamente forte e soma o potencial diversificado de

empresas agricolas, industriais, comércio e servi¢os, com PIB de quase 70 bilhdes de reais.

1,55%

WC37 WP2 NP1

Monitoramento das Linhagens do SARS-CoV-2 no estado de Sao Paulo:
Panoramas por Departamento Regional de Saude (agosto de 2021)
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS XIV
SAO JOAO DA
BOA \/lSTA EoaLutz

A regido de salde de S&o Jodo da Boa Vista abrange 20 municipios, com uma populagdo de

aproximadamente 490.000 habitantes e drea de mais de 6.000 km2. As cidades da regido

apresentam alta qualidade de vida nos aspectos social, cultural, educacional e ambiental.

P2 WP4 EP1

Monitoramento das Linhagens do SARS-CoV-2 no estado de Sao Paulo:
Panoramas por Departamento Regional de Saude (agosto de 2021)
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS XV
SAQO JOSE DO
RIO PRETO

fleiaLutz

A regido de salde de S&o José do Rio Preto compreende 102 municipios, e a populagdo
atendida ultrapassa 1 milhdo de pessoas. E uma regido que possui ampla estrutura na area da

salde, principalmente em assisténcia hospitalar.

WB.117 WP12 WP17 HP1

Monitoramento das Linhagens do SARS-CoV-2 no estado de Sao Paulo:
Panoramas por Departamento Regional de Saude (agosto de 2021)
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS XVI
SOROCABA

fleiaLutz

A regido de salde de Sorocaba é responsével pelo atendimento a 48 municipios, com uma
populacdo total de mais de 2 milhdes de habitantes. Dentre as regides metropolitanas do

estado, Sorocaba é a que possui maior producdo agricola.

WB.1128 WP.12 WB.117 WP1

Monitoramento das Linhagens do SARS-CoV-2 no estado de Sao Paulo:
Panoramas por Departamento Regional de Saude (agosto de 2021)
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As Linhagens do SARS-CoV-2 nas Regibes

DRS XVII
TAUBATE

[eiaLutz

A regido de salde de Taubaté concentra mais de 2,5 milhdes de habitantes em seus 39
municipios de abrangéncia. Esta situada entre as duas regides metropolitanas mais importantes

do pais: Sdo Paulo e Rio de Janeiro, e se destaca pela diversificada atividade econémica.

P11 NP5 WP15 NB.1617.2 WP.1

Monitoramento das Linhagens do SARS-CoV-2 no estado de Sao Paulo:
Panoramas por Departamento Regional de Saude (agosto de 2021)
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As Linhagens do SARS-CoV-2 no Estado

PANORAMAS
NO ESTADO

fleiaLutz

OCORRENCIA

Obtido pelas sequéncias
depositadas no GISAID nos
Gltimos 21 dias.

DETECCAO
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Resumo

Comparacao da resposta inflamatéria nas lesdes
musculares causadas pelos venenos das serpentes
Bothrops jararacussu e Crotalus durissus terrificus

Maria Beatriz Bernardez Amorim; Luis Roberto de Camargo Gongalves

(orientador)

Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias. Coordenadoria de Controle de
Doencas. Secretaria de Estado da Saude. Sao Paulo, Brasil — 2019.

RESUMO

No Brasil ocorrem anualmente cerca de 30.000 acidentes ofidicos,
sendo os géneros Bothrops e Crotalus responsaveis por 90% e 8%
desses acidentes, respectivamente. Os envenenamentos botrépicos
caracterizam-se por intensas reag¢des inflamatorias locais, podendo
evoluir para grandes perdas teciduais, com sequelas debilitantes. Ja o
envenenamento crotalico, caracteriza-se por sintomas neurotoxicos,
além de disturbios hemostaticos e resposta inflamatoria local
praticamente inexistente. Os dois venenos s&o altamente miotoxicos.
O presente trabalho visou caracterizar a resposta inflamatéria na
lesdo muscular causada pelos venenos de Bothrops jararacussu e de
Crotalus durissus terrificus. Nossos resultados mostraram que os dois
venenos, em doses subletais, causam intensa lesao muscular com o
aumento da creatinoquinase (CK) sérica e alteragdes morfoldgicas nas
fibras musculares causando ruptura dessas fibras, além da presenca
de mionecrose e aumento do influxo leucocitario. O envenenamento
no musculo gastrocnémio por Cdt e Bjussu, elevou o influxo de
leucdcitos, a atividade da mieloperoxidase atingiu seu pico 24 horas
apos os envenenamentos, sendo a atividade mais exacerbadano grupo
VBjussu, enquanto o acumulo de células mononucleares ativadas foi
crescente apds o envenenamento por Bjussu até o periodo de 48
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horas, no VCdt expressando atividade enzimatica de N-acetil-3-D-
glicosaminidase que ocorreu de maneira fraca no periodo de 48 e
72 horas. Sobre a interagao leucocito endotélio, o VCdt apresentou
resposta inflamat6ria na musculatura esquelética elevando o rolling
celular no periodo de 2 horas e a adeséao celular no periodo de 24
horas, o VBjussu aumentou todos os parametros analisados. No
tecido conjuntivo, o VCdt apresentou uma resposta inflamatoria fraca
no mesentério no periodo de 2 horas, sem elevar o rolling e adesao
celular quando comparado ao VBjussu. Sugerindo que o VBjussu
induz uma interacao leucdcito-endotélio, enquanto no VCdt essa
interacdo é mais tardia, menos intensa e provavelmente devida a
um efeito secundario, como o inicio do processo de regeneragao da
musculatura esquelética em resposta a fatores liberados do tecido
lesado.

PALAVRAS CHAVE: Bothrops jararacussu, Crotalus durissus
terrificus, inflamacao, lesdo muscular.
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Comparison of the inflammatory response in muscle
injuries caused by the venoms of the snakes Bothrops
Jjararacussu and Crotalus durissus terrificus

Maria Beatriz Bernardez Amorim; Luis Roberto de Camargo Gongalves

(orientador)

Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias. Coordenadoria de Controle de
Doencas. Secretaria de Estado da Saude. Sao Paulo, Brasil — 2019.

ABSTRACT

In Brazil, about 30,000 accidents occur annually, with the genus
Bothrops and Crotalus responsible for 90% and 8% of these accidents,
respectively.Bothrops envenoming are characterized by intense local
inflammatory reactions, and massive tissue losses, with debilitating
sequelae. Crotalic envenoming is characterized by neurotoxic
symptoms, as well as hemostatic disturbances and virtually no local
inflammatory response. The two envenoming are highly myotoxic. The
present work aimed to characterize the inflammatory response in the
muscular injury caused by the envenoming of Bothrops jararacussu
and Crotalus durissus terrificus.Our results showed that the two venom,
in sublethal doses, cause intense muscular injury with the increase
of serum creatine kinase (CK) and morphological alterations in the
muscle fibers causing rupture of these fibers, besides the presence
of myonecrosis and Increase in leukocyte influx. Envenoming in the
gastrocnemius muscle by Cdt and Bjussu elevated the leukocyte
influx, the myeloperoxidase activity reached its peak 24 hours after the
envenoming, and the activity was more exacerbated in the VBjussu
group, while the accumulation of cells Activated mononuclear cells
were increasing after Bjussu envenoming up to 48 hours, in the VCdt
expressing enzymatic activity of N-acetyl-B-D-glycosamidase that

Comparacgao da resposta inflamatéria nas lesées musculares causadas pelos venenos das serpentes
Bothrops jararacussu e Crotalus durissus terrificus/Amorim MBB e Gongalves LRC(orientador)

pagina 85



BEPA 2021;18(212):83-86

occurred weakly in the period of 48 and 72 hours. On the leukocyte
endothelium interaction, the VCdt presented inflammatory response
in the skeletal musculature raising the cell rolling in the period of
2 hours and cell adhesion in the period of 24 hours, the VBjussu
increased all the parameters analyzed. In the connective tissue, the
VCdt presented a weak inflammatory response in the mesentery in the
period of 2 hours, without raising the rolling and cell adhesion when
compared to VBjussu. Suggesting that VBjussu induces a leukocyte-
endothelium interaction, while in the VCdt this interaction is more late,
less intense and probably due to a side effect, such as the onset of the
skeletal muscle regeneration process in response to factors released
from injured tissue.

KEYWORDS: Bothrops jararacussu, Crotalus durissus terrificus,
inflammation, muscle injury
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INSTRUGOES AOS AUTORES

O BEPA. Boletim Epidemiolégico Paulista, criado em 2004, é uma
publicacdo mensal da Coordenadoria de Controle de Doengas (CCD),
orgao da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo (SES-SP),
responsavel pelo planejamento e execugao das agbes de promogao
a saude e prevencao de quaisquer riscos, agravos e doencgas, nas
diversas areas de abrangéncia do Sistema Unico de Saude de Séo

Paulo (SUS-SP).

Missao

Editado nos formatos impresso e eletrbnico, o BEPA tem o objetivo
de documentar e divulgar trabalhos relacionados a vigilancia em saude,
de maneira agil, estabelecendo um canal de comunicagédo entre as
diversas areas técnicas e instadncias do SUS-SP. Além de disseminar
informagdes entre os profissionais de saude, o Boletim propde o
incentivo a producao de trabalhos técnico-cientificos desenvolvidos no
ambito da rede de saude. Nesse sentido, proporciona a atualizacdo e o
aprimoramento dos profissionais e das instituicdes responsaveis pelos
processos de prevencao e controle de doencas, das esferas publica e

privada.

Arbitragem
Os manuscritos submetidos ao BEPA devem atender as instrucdes

aos autores, que seguem as diretrizes dos Requisitos Uniformes para

Instrugbes aos autores
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Manuscritos Apresentados a Peridédicos Biomédicos, editados pela
Comisséo Internacional de Editores de Revistas Médicas (Committee
of Medical Journals Editors — Grupo de Vancouver), disponiveis em:

http://www.icmje.org/

Processo de revisao

Os trabalhos publicados no BEPA passam por processo de revisdo
por especialistas. A Coordenacao Editorial faz uma revisdo inicial para
avaliar se os autores atenderam aos padrdes do boletim, bem como
as normas para o envio dos originais. Em seguida, artigos originais
e de revisdo sdo encaminhados a dois revisores da area pertinente,
sempre de instituicdes distintas daquela de origem dos artigos, e
cegos quanto a identidade e vinculo institucional dos autores. Apos
receber os pareceres, os Editores, que detém a decisao final sobre a
publicacao ou nado dos trabalhos, avaliam a aceitagcao dos artigos sem
modificagdes, a recusa ou a devolugdo aos autores com as sugestdes

apontadas pelos revisores.

Tipos de artigo

1. Artigo original — Apresenta resultados originais provenientes
de estudos sobre quaisquer aspectos da prevencido e controle de
riscos e agravos e de promog¢édo da saude, desde que no escopo
da epidemiologia, incluindo relatos de casos, surtos e/ou vigilancia.

Esses artigos devem ser baseados em novos dados ou perspectivas

Instrugbes aos autores
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relevantes para a saude publica. Devem relatar os resultados a partir
de uma perspectiva de saude publica, podendo, ainda, ser replicados
e/ou generalizados por todo o sistema (o que foi encontrado e o que
a sua descoberta significa). Extensdo maxima de 6.000 palavras;
10 ilustragcdes (tabelas, figuras, graficos e fotos); 40 referéncias
bibliograficas. Resumo em portugués e em inglés (abstract), com no
maximo 250 palavras, e entre trés e seis palavras-chave (keywords).

2. Revisao - Avaliacido critica sistematizada da literatura
sobre assunto relevante a saude publica. Devem ser descritos os
procedimentos adotados, esclarecendo os limites do tema. Extensao
maxima de 6.000 palavras; resumo (abstract) de até 250 palavras;
entre trés e seis palavras-chave (keywords); sem limite de referéncias
bibliograficas; seis ilustragcdes (tabelas, figuras, graficos e fotos).

3. Artigos de opiniao — Sao contribuicbes de autoria exclusiva
de especialistas convidados pelo Editor Cientifico, destinadas a
discutir ou tratar, em maior profundidade, de temas relevantes ou
especialmente oportunos, ligados as questdes de saude publica. Nao
ha exigéncia de resumo ou abstract.

4. Artigos especiais — Sao textos nao classificaveis nas categorias
acima referidas, aprovados pelos Editores por serem considerados de
especialrelevancia. Suarevisao admite critérios proprios, ndo havendo

limite de tamanho ou exigéncias prévias quanto a bibliografia.
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5. Comunicacgoes rapidas — Sio relatos curtos, destinados a rapida
divulgacao de eventos significativos no campo da vigilancia a saude. A
sua publicagao em versao impressa pode ser antecedida de divulgagao
em meio eletrbnico. Extensdao maxima de 2.000 palavras; sendo
opcional a inclusdo de resumo (até 150 palavras), palavras-chave
(entre trés e seis), ilustracbes e referéncias. E recomendavel que os
autores das comunicagdes rapidas apresentem, posteriormente, um
artigo mais detalhado.

6. Informe epidemiolégico ou entomolégico — Tem por objetivo
apresentar ocorréncias relevantes para a saude coletiva, bem como
divulgar dados dos sistemas publicos de informacao sobre doencas,
agravos, vetores e programas de prevengao ou eliminagdo. Sua
estrutura € semelhante a do artigo original, porém sem resumo ou
palavras-chave; extensdao maxima de 5.000 palavras; 15 referéncias;
quatro ilustragdes (tabelas, figuras, graficos e fotos).

7. Informe técnico — Texto institucional que tem por objetivo definir
procedimentos, condutas e normas técnicas das acdes e atividades
desenvolvidas no ambito da Secretaria de Estado da Saude de Séo
Paulo (SES-SP). Inclui, ainda, a divulgacao de praticas, politicas e
orientacdes sobre promocao a saude e prevencao e controle de riscos
e agravos. Extensdo maxima de 5.000 palavras; seis ilustragcdes
(tabelas, figuras, graficos e fotos); 30 referéncias bibliograficas. Nao

inclui resumo nem palavras-chave.
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8. Resumo — Serao aceitos resumos de teses e dissertacdes até dois
anos apos a defesa. Devem conter os nomes do autor e do orientador,
titulo do trabalho (em portugués e inglés), nome da instituicdo em que
foi apresentado e ano de defesa. No maximo 250 palavras e entre trés
e seis palavras-chave.

9. Pelo Brasil — Deve apresentar a analise de um aspecto ou funcéo
especifica da promocao a saude, vigilancia, prevencéo e controle de
agravos nos demais Estados brasileiros. Extensdo maxima de 3.500
palavras; resumo com até 250 palavras; entre trés e seis palavras-chave;
20 referéncias; seis ilustragdes (tabelas, figuras, graficos e fotos).

10. Atualizagées — Textos que apresentam, sistematicamente,
atualizacdes de dados estatisticos gerados pelos 6érgéos e programas
de prevencgao e controle de riscos, agravos e doengas do Estado de
Sao Paulo. Até 3.000 palavras e oito ilustracdes. Nao inclui resumo nem
palavraschave.

11. Republicagao de artigos — sdo artigos publicados em outros
peridodicos de relevancia, nacionais ou internacionais, abordando
temas importantes cuja veiculagao seja considerada, pelos Editores,
de grande interesse a saude.

12. Relatos de encontros — Devem enfocar o conteudo do evento e
nao sua estrutura. Extensdo maxima de 2.000 palavras; 10 referéncias
(incluindo eventuais links para a integra do texto). Nao incluem resumo

nem palavras-chave.
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13. Noticias - Sao informacbdes oportunas de interesse para
divulgacdo no ambito da saude publica. Até 600 palavras, sem a
necessidade de referéncias.

14. Dados epidemiolégicos e entomolégiscos — Atualizagdes
de dados estatisticos sobre agravos e riscos relevantes para a
saude publica, apresentadas por meio de tabelas e graficos. Inclui
contextualizagdo dos dados em até 300 palavras.

15. Recortes Histéricos — Texto com informagdes que registram
determinado periodo, personagem ou fato da histdria da saude publica
e da ciéncia. Sua revisdo admite critérios proprios da Coordenacéao
Editorial. A inclusdo de bibliografia € opcional.

16. Cartas —As cartas permitem comentarios sobre artigos veiculados
no BEPA, e podem ser apresentadas a qualquer momento apds a sua
publicacdo. No maximo 600 palavras, sem ilustracoes.

Observacdo: Informes técnicos, Informes epidemioldgicos, Pelo
Brasil, Atualizacdes e Relatos de encontros devem ser acompanhados
de carta de anuéncia do diretor da instituicdo a qual o(s) autor(es) e o

objeto do artigo estao vinculados.

Apresentacao dos trabalhos
A cada trabalho devera ser anexada uma carta de apresentacao,
assinada por todos os autores, dirigida a Coordenacgao Editorial do

Boletim Epidemioldgico Paulista. Nela deverdao constar as seguintes
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informacgdes: o trabalho nao foi publicado, parcial ou integralmente, em
outro periédico; nenhum autor tem vinculos comerciais que possam
representar conflito de interesses com o trabalho desenvolvido; todos
os autores participaram da elaboracao do seu conteudo (elaboracao e
execucdo, redacao ou revisao critica, aprovacao da versao final).

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados. Nesse
sentido, os autores devem explicitar, em METODOS, que a pesquisa
foi concluida de acordo com os padrdes exigidos pela Declaracdo de
Helsinki e aprovada por comisséo de ética reconhecida pela Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), vinculada ao Conselho Nacional
de Saude (CNS).

OtrabalhodeveraserredigidoemPortugués(BR),comentrelinhamento
duplo. O manuscrito deve ser submetido preferencialmente por meio
da plataforma OJS (Open Journal System), pelo link https://periodicos.
saude.sp.gov.br/index.php/BEPA182, onde o autor deve se cadastrar

antes da submissao.

Boletim Epidemioldgico Paulista
Av. Dr. Arnaldo, 351, 1° andar, sala 124
Pacaembu — Sao Paulo/SP — Brasil
CEP: 01246-000

Submissoes:
https://periodicos.saude.sp.gov.br/index.php/BEPA182/about/submissions
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Estrutura dos textos

O manuscrito devera ser apresentado segundo a estrutura das
normas de Vancouver: titulo; autores e instituicbes; resumo e
abstract; introdugao; metodologia; resultados; discussao e conclusao;
agradecimentos; referéncias bibliograficas; e tabelas, figuras e
fotografias.

Pagina de rosto — Contém o titulo do artigo, que deve ser conciso,
especifico e descritivo, em portugués e inglés. Em seguida, deve
ser colocado o nome completo de todos os autores e a instituicao
a que pertencem; indicagdo do autor responsavel pela troca de
correspondéncia; se subvencionado, indicar o nome da agéncia de
fomento que concedeu o auxilio e o respectivo nome/numero do
processo; se foi extraido de dissertacao ou tese, indicar titulo, ano e
instituicdo em que foi apresentada.

Resumo — Colocado no inicio do texto, deve conter a descricao,
sucinta e clara, dos propdsitos do estudo, metodologia, resultados,
discussdo e conclusao do artigo. Em muitos bancos de dados
eletrénicos o resumo é a unica parte substantiva do artigo indexada
e, também, o unico trecho que alguns leitores leem. Por isso, deve
refletir, cuidadosamente, o conteudo do artigo.

Palavras-chave (descritores ou unitermos) — Seguindo-se
ao resumo, devem ser indicadas no minimo trés e no maximo seis

palavras-chave do conteudo, que tém por objetivo facilitar indexacdes
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cruzadas dos textos e publicagdes pela base de dados, juntamente com
o resumo. Em portugués, as palavras-chave deverao ser extraidas
do vocabulario Descritores em Ciéncias em Saude (DeCS), da
Bireme (http://decs.bvs.br/); em inglés, do Medical Subject Headings
(http://www.nIm.nih.gov/mesh/). Caso ndo sejam encontradas palavras-
chave adequadas a tematica abordada, termos ou expressdes de uso
corrente poderao ser empregados.

Introdugao — Iniciada em pagina nova, contextualiza o estudo, a
natureza das questdes tratadas e sua significancia. A introdugao deve
ser curta, definir o problema estudado, sintetizar sua importancia e
destacar as lacunas do conhecimento abordadas.

Metodologia (Métodos) — Deve incluir apenas informacgéao disponivel
no momento em que foi escrito o plano ou protocolo do estudo (toda
a informacao obtida durante a conduta do estudo pertence a secgao
de resultados). Deve conter descri¢cdo, clara e sucinta, acompanhada
da respectiva citacdo bibliografica, dos procedimentos adotados, a
populacao estudada (universo e amostra), instrumentos de medida e,
se aplicavel, método de validacao e método estatistico.

— Devem ser apresentados em sequéncia I6gica no texto, tabelas e
figuras, colocando primeiramente as descobertas principais ou mais
importantes. Os resultados encontrados devem ser descritos sem

incluir interpretacdes e/ou comparagdes. Sempre que possivel, devem
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ser apresentados em tabelas e figuras autoexplicativas e com analise
estatistica, evitando-se sua repeticao no texto.

Discussao — Deve comecgar com a apreciacao das limitagcdes do
estudo, seguida da comparacao com a literatura e da interpretacédo dos
autores, explorando adequada e objetivamente os resultados.

Conclusao — Traz as conclusbes relevantes, considerando os
objetivos, e indica formas de continuidade do trabalho.

Agradecimentos — Em havendo, deve-se limitar ao minimo possivel,
sempre ao final do texto.

Citagoes bibliograficas — A exatidao das referéncias bibliograficas
€ de responsabilidade dos autores. Ao longo do artigo, o numero de
cada referéncia deve corresponder ao numero sobrescrito, colocado
sem parénteses e imediatamente apés a respectiva citagcao. Devem
ser numeradas, a partir dai, consecutivamente.

Exemplo:

“No Brasil, a hanseniase ainda € um problema a ser equacionado
e, no Estado de Sao Paulo, ha varias regides com altas taxas de
deteccao.” Dentre as diversas medidas tomadas pelo Ministério da
Saude (MS)? para eliminacao da hanseniase como um problema de
saude publica no Pais, atingindo a prevaléncia de um caso para cada
10 mil habitantes, destacam-se as acdes de educacao e informacéo,

preconizadas para todos os niveis de complexidade de atengao.”
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Referéncias bibliograficas — listadas ao final do trabalho, devem
ser numeradas de acordo com a ordem em que sao citadas no texto.
A quantidade de referéncias deve se limitar ao definido em cada tipo
de artigo aceito pelo BEPA. Boletim Epidemiologico Paulista.

A normalizacdo das referéncias deve seguir o estilo Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(Vancouver), http://www.icmje.org/.

Para referéncias cujos exemplos nédo estejam contemplados neste
texto, consultar os links: Guia de Apresentacdo de Teses (Modelo
para Referéncias) da Faculdade de Saude Publica/USP, http://www.
bvs-p.fsp.usp.br:8080/html/pt/paginas/guia/i_anexo.htm ou Citing
Medicine, 2nd edition, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/.

Segundo as normas de Vancouver, os titulos de periédicos sao
abreviados conforme aparecem na Base de dados PubMed, da US
National Library of Medicine, disponivel no site http://www.pubmed.
gov, selecionando Journals Database.

Para consultar titulos de periddicos nacionais e latino-americanos:
http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

Exemplos de Referéncias:

a) Artigos de periodicos:

Se a publicacdo referenciada apresentar dois ou mais autores,

indicam-se até os seis primeiros, seguidos da expressao et al.
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1. Opromolla PA, Dalbem I, Cardim M. Analise da distribuicédo
espacial da hanseniase no Estado de S&o Paulo, 1991-2002.
Rev bras epidemiol. 2005;8(4):356-64.

2. Ponce de Leon P, Valverde J, Zdero M.

Preliminary studies on antigenic mimicry
of Ascaris Lumbricoides. Rev latinoam microbiol. 1992;34:33-8.

3. Carlson K. Reflections and recommendations on reserch ethics in
developing countries. Soc Sci Med. 2002;54(7):1155-9.

b) Livros:

1. Pierson D, organizador. Estudos de ecologia humana: leituras
de sociologia e antropologia social. Sdo Paulo: Martins Fontes;
1948.

A indicacao da edigao € necessaria a partir da segunda.

c) Capitulos de livro:

1. Wirth L. Histéria da ecologia humana. In: Pierson D, organizador.
Estudos de ecologia humana: leituras de sociologia e
antropologia social. Sdo Paulo: Martins Fontes; 1948. p.64-76.

d) Autoria corporativa:

1. Ministério da Saude, Secretaria de Politicas de Saude.
Amamentacio e uso de drogas. Brasilia (DF); 2000.

2. Organizacion Mundial de la Salud. Como investigar el uso
de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores
seleccionados del uso de medicamentos. Ginebra; 1993. (DAP.

93.1).
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e) Dissertagdes de mestrado, teses e demais trabalhos académicos:

1.

Moreira MMS. Trabalho, qualidade de vida e envelhecimento
[dissertacao de Mestrado]. Rio de Janeiro: Escola Nacional de
Saude Publica; 2000.

Rotta CSG. Utilizacao de indicadores de desempenho hospitalar
como instrumento gerencial [tese de Doutorado]. Sdo Paulo:

Faculdade de Saude Publica da USP; 2004.

f) Trabalhos apresentados em congressos, simpdsios, encontros,

seminarios e outros:

Levy MSF. Maes solteiras jovens. In: Anais do 9° Encontro
Nacional de Estudos Populacionais; 1994; Belo Horizonte, BR.
Sao Paulo: Associacao Brasileira de Estudos Populacionais;
1995. p. 47-75.

Fischer FM, Moreno CRC, Bruni A. What do subway workers,
commercial air pilots, and truck drivers have in common? In:
Proceedings of the 12. International Triennial Congress of the
International Ergonomics Association; 1994 Aug 15-19; Toronto,

Canada. Toronto: IEA; 1994. v. 5, p. 28-30.

g) Documentos eletrénicos:

1.

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE [boletim na
internet]. Sintese de indicadores sociais 2000 [acesso em 5 mar.

2004]. Disponivel em: http://www.ibge.gov.br
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Sociedade Brasileira de Pediatria. Calendario de vacinas para
criancas/2008 [base de dados na internet]. Disponivel em:
http://www.sbp.com.br/show_item2.cfm?id_categoria=21&id_
detalhe=2619&tipo_detalhe=s&print=1

Carvalho MLO, Pirotta KCM, Schor N. Participagcdo masculina na
contracepcgéao pela 6tica feminina. Rev Saude Publica [periddico
na internet]. 2001 [acesso em 25 maio 2004];35:23-31. Disponivel
em: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034
-9102001000100004 &Ing=pt&nrm=iso&ting=pt

h) Legislagao:

1.

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria
de Defesa Agropecuaria. Instrugdo Normativa n. 62, de 26 de
agosto de 2003. Oficializa os métodos analiticos oficiais

para analises microbioldgicas para o controle de produtos de
origem animal e agua. Diario Oficial da Unido. 18 set. 2003;
Secao 1:14.

Séao Paulo (Estado). Lei n. 10.241, de 17 de marco de 1999.
Dispde sobre os direitos dos usuarios dos servicos e das acdes
de saude no Estado e da outras providéncias. Diario Oficial do
Estado de S&o Paulo. 18 mar. 1999; Secéao 1:1.

Casos nao contemplados nestas instrucdes devem

ser citados conforme indicacao do Committee of Medical Journals

Editors (Grupo Vancouver), disponivel em http://www.cmje.org.
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Tabelas — devem ser apresentadas em folhas separadas ou arquivo a
parte, numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem
em que forem citadas no texto. A cada uma deve ser atribuido um titulo
breve, evitando-se linhas horizontais ou verticais. Notas explicativas
devem ser limitadas ao menor numero possivel e colocadas no rodapé
das tabelas, ndo no cabecalho ou titulo. Os arquivos ndo poderao ser
apresentados em formato de imagem.

Quadros — sdo identificados como tabelas, seguindo numeragao
unica em todo o texto. Aexemplo das tabelas, devem ser apresentados,
da mesma forma, em folhas separadas ou arquivo a parte, numerados
consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que forem
citados no texto. Também nao poderao ser apresentados no formato
de imagem.

Figuras — fotografias, desenhos, graficos etc., citados como figuras,
devem ser numerados consecutivamente, em algarismos arabicos,
na ordem em que forem mencionados no texto, por numero e titulo
abreviado no trabalho. As legendas devem ser apresentadas conforme
as tabelas. As ilustracdes devem ser suficientemente claras para
permitir sua reprodugao, em resolugcdo de no minimo 300 dpi.

Orientacoes Gerais —tabelas, ilustragcdes e outros elementos graficos
devem ser nitidos e legiveis, em alta resolugdo. Se ja tiverem sido
publicados, mencionar a fonte e anexar a permissao para reproducao.

O numero de elementos graficos esta limitado ao definido em cada tipo
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de artigo aceito pelo BEPA. Abreviaturas, quando citadas pela primeira

vez, devem ser explicadas.

Instrugées na integra em:
http://www.saude.sp.gov.br/coordenadoria-de-controle-de-doencas/

publicacoes/bepa-edicoes-em-pdf

02/08/2021 — 12h46
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