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RESUMO

Introdugdo: A pandemia de COVID-19 levantou questionamentos sobre a
imunogenicidade vacinal em individuos com infecgbes virais cronicas, como o
HTLV-1, virus que induz alteragbes na regulagdo do sistema imune e pode
impactar a resposta vacinal. A compreensao dessa interacdo € essencial para
aprimorar estratégias de imunizagcdo em populagbes negligenciadas,
especialmente em areas endémicas como a Bahia. Método: Trata-se de um
estudo transversal, analitico e observacional realizado com individuos HTLV-1
positivos acompanhados em ambulatorio de referéncia e controles saudaveis.
Apods a conclusao do esquema vacinal contra o SARS-CoV-2, foram coletadas
amostras de soro para quantificagdo de anticorpos IgG e anticorpos
neutralizantes contra o virus, utilizando testes sorologicos padronizados. A carga
proviral foi determinada por PCR quantitativo, e os participantes infectados foram
classificados clinicamente como assintomaticos, HAM/TSP definido, provavel ou
possivel. As analises estatisticas incluiram testes de Mann-Whitney e correlagéo
de Spearman, com nivel de significancia de p < 0,05. Resultados: Foram
analisados 27 individuos infectados pelo HTLV-1 e 25 controles saudaveis. Os
titulos médios de anticorpos IgG foram semelhantes entre os grupos (957,1 vs.
1.025; p = 0,8), enquanto os niveis de anticorpos neutralizantes foram
significativamente maiores entre os infectados (603,5 vs. 215,3; p = 0,0005). Nao
houve correlagdo entre carga proviral e titulos de anticorpos, nem diferenca
significativa entre as classificagdes clinicas da infec¢gdo. Conclusao: Apesar da
imunomodulagédo associada ao HTLV-1, a vacinagao contra o SARS-CoV-2 foi
capaz de induzir resposta humoral eficaz, com manutencdo ou elevagao dos
titulos de anticorpos neutralizantes. Esses achados reforcam a importancia da
imunizagcdo em individuos com infeccdo pelo HTLV-1 e contribuem para a
compreensao da imunogenicidade vacinal em popula¢des negligenciadas.

Palavras-chave: HTLV-1; Vacinas contra a COVID-19; SARS-CoV-2; Resposta
Imunoldgica; Anticorpos Neutralizantes.



ABSTRACT

Introduction: The COVID-19 pandemic raised questions about vaccine
immunogenicity in individuals with chronic viral infections such as HTLV-1, a virus
that induces immune regulation alterations and may impact vaccine response.
Understanding this interaction is essential to improve immunization strategies in
neglected populations, especially in endemic areas such as Bahia. Method: This
was a cross-sectional, analytical, and observational study conducted with HTLV-
1—positive individuals followed at a reference outpatient clinic and healthy
controls. After completing the SARS-CoV-2 vaccination schedule, serum
samples were collected to quantify specific IgG antibodies and neutralizing
antibodies against the virus using standardized serological tests. Proviral load
was determined by quantitative PCR, and infected participants were clinically
classified as asymptomatic, definite, probable, or possible HAM/TSP. Statistical
analyses included Mann-Whitney tests and Spearman correlation, with a
significance level of p < 0.05. Results: A total of 27 HTLV-1-infected individuals
and 25 healthy controls were analyzed. Mean IgG antibody titers were similar
between groups (957.1 vs. 1,025; p = 0.8), while neutralizing antibody levels were
significantly higher among infected individuals (603.5 vs. 215.3; p = 0.0005). No
correlation was found between antibody titers and proviral load, nor between
antibody levels and clinical classification. Conclusion: Despite the
immunomodulation associated with HTLV-1 infection, vaccination against SARS-
CoV-2 was able to induce an effective humoral response, with maintenance or
elevation of neutralizing antibody titers. These findings reinforce the importance
of vaccination in individuals with HTLV-1 infection and contribute to the
understanding of vaccine immunogenicity in neglected populations.

Keywords: HTLV-I; COVID-19 Vaccines; SARS-CoV-2; Immune Response;
Neutralizing Antibodies.
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1. INTRODUGAO

A Covid-19, doenca respiratoria aguda grave, causou uma pandemia importante
em 2020. O SARS-CoV-2, agente da Covid-19, é caracterizado por ter muitos
aspectos desconhecidos e ter se espalhado rapidamente em todo o mundo, além
de causar manifestagdes clinicas distintas nos individuos, podendo variar entre
sintomas leves e dificuldade respiratdria grave que necessita de ventilagao
mecanica ['l. As vacinas contra COVID-19 utilizadas no Brasil que receberam
autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e suas
respectivas taxas globais de eficacia foram: CoronaVac 62,3%, ChAdOx1 81%,
BNT162b295% e Janssen com 66,9 [,

Na evolugdo da infeccdo pelo SARS-CoV-2, é observada a indugdo de
anticorpos 1gG e neutralizantes, que desempenham papel importante no
processo de eliminagéo do virus, promovendo memdria imunoldgica e potencial
B, Isso pode ser visualizado em individuos vacinados com BNT162b2,
ChAdOx1, CoronaVac e Janssen, visto que esses imunizantes demonstraram
alta produgédo de anticorpos IgG e neutralizantes em ensaios clinicos prévios 2.
Estudos apresentaram, através da quantificagao de anticorpos, que a vacinagao
€ capaz de induzir memoria, protegendo os pacientes vacinados em relacéo a
individuos n&o vacinados, ratificando a relevancia da imunizagdo em suprimir o
patdgeno e conferindo rapidez na resposta em casos de reinfecgédo [“ Bl No
entanto, € observada uma redugdo nos niveis desses anticorpos pelo menos

onze meses apos a infegdo por SARS-CoV-2 [B116],

Durante a pandemia, estudos investigaram se pacientes com doencgas cronicas
subjacentes tinham maior predisposi¢gao a infec¢do por Covid-19 e se isso
poderia ter relagdo com a taxa de mortalidade . Entre as possiveis
comorbidades, infecgcbes virais crbnicas tém o potencial de aumentar as
complicagdes da Covid-19, como por exemplo pelo HTLV-1 [1 B Contudo,
estudos avaliando a quantificacdo de anticorpos apds a vacinagao por SARS-
CoV-2 em individuos acometidos por HTLV-1 ainda s&o escassos, sobretudo em
populagdes cuja prevaléncia de tal doenga é alta, como no estado da Bahia que
apresentou 4.519 casos de HTLV notificados no SINAN, no periodo de 2014 a
2022, e 422 notificagdes em 2023 até o més de novembro I,



O HTLV-1 é considerado endémico na América do Sul, e pode acarretar o
desenvolvimento de diversas doencgas, sendo duas consideradas mais graves e
prevalentes: a leucemia de células T do adulto (ATLL) e a mielopatia associada
ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) ['%l. Em um cenario global,
pelo menos 20 milhées de pessoas convivem com o HTLV-1, e mesmo os
portadores assintomaticos do virus possuem fungdes imunolégicas deficitarias
[ visto que provoca imunomodulag&o que torna os pacientes mais suscetiveis
a desenvolverem algumas doengas infecciosas, como estrongiloidiase
disseminada e tuberculose ®l, além induzir a proliferacdo espontanea de
linfécitos, o que pode tornar as pessoas que convivem com o HTLV-1 mais

vulneraveis a complicagdes adversas [,

Inicialmente, relatérios divulgados em 2020 demonstraram que pessoas
infectadas por HTLV-1 desenvolviam Covid-19 de forma semelhante a individuos
saudaveis 8 entretanto, a resposta desses pacientes frente a vacinagao contra
0 SARS-CoV-2 ainda nao foi estudada (8. Para isso, é necessario compreender
como o sistema imunoldgico de pessoas com HTLV-1 se comporta apds a vacina
para SARS-CoV-2, visto que, diferente de outras doencgas virais crbénicas, o
HTLV-1 é subnotificado na literatura 18], sendo necessaria uma maior descrigéo
dainteracao entre HTLV-1 e SARS-CoV-2. Com isso, observa-se que em relagcéao
a discusséo do diagnéstico prévio de HTLV-1 e sua conexao com a virose aguda
em questdo, ha uma defasagem no meio cientifico, sendo importante entender
as interagdes imunoldgicas entre essas infecgcdes, para que haja uma analise

estruturada da repercussao provocada por essa coinfecgao.



2. OBJETIVO

2.1 Geral

Investigar a resposta imune humoral induzida pela vacinagao contra SARS-CoV-

2 em individuos infectados pelo HTLV-1.

2.2 Especificos

e Quantificar os titulos de anticorpos induzidos pela vacina contra SARS-CoV-
2 em individuos infectados por HTLV-1 e nao infectados;

e Quantificar os titulos de anticorpos neutralizantes em individuos infectados
por HTLV-1 e n&o infectados;

e Comparar os titulos de anticorpos entre individuos infectados com HTLV-1

assintomaticos e com HAM/TSP.



3. RACIONAL TEORICO
3.1Fisiopatologia do HTLV-1

O virus linfotropico humano tipo 1 é pertencente a familia Retroviridae e ao
género Deltaretrovirus ['2l. Esse retrovirus € um agente etioldgico que tem
associacdo estabelecida com pelo menos 16 manifestagcdes clinicas como:
disturbio neurolégico e progressivo (mielopatia associada ao HTLV-
1/paraparesia espastica tropical), leucemia/linfoma de células T adultas (ATLL),
dermatite infecciosa associada ao HTLV-1 (DIH), Artropatia associada ao HTLV-
1 (DIH), uveite associada ao HTLV-1, além do aumento de severidade em casos
que envolvem coinfecgdo com agentes como Strongyloides, stercoralis e

Mycobacterium tuberculosis 101131,

Mundialmente, o continente africano é considerado a maior area endémica para
o retrovirus oncogénico HTLV-1, com uma estimativa de dois a cinco milhdes de
individuos infectados ['. No contexto do Brasil, estima-se que cerca de 800 mil
pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1, sendo que a maior prevaléncia esta
voltada para mulheres negras e pardas, com menor escolaridade e idade mais
avancgada, devido a probabilidade elevada de adquirir o virus ao longo do tempo
[151 Na Bahia, o HTLV-1 consta como uma doenga de notificagdo compulséria
por ter alta incidéncia no territério, sendo que no periodo de 2012-2018 foi

notificado uma média de mais de 1 caso por dia [13,

O HTLV-1 é um virus envelopado que possui duas fitas de ssRNA+ como
genoma e interage com os receptores HSPG e NRP-1 para iniciar o processo de
infecgao e formagcao do complexo de tropismo viral que, apds combinagcdo com
GLUT1, ocorre a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica do
hospedeiro infectado, internalizando, desse modo, o genoma do virus dentro do
citoplasma celular [8. Posteriormente, inicia-se o processo de transcricao
reversa, no qual as duas fitas de ssRNA+ sdo convertidas em DNA
complementar (cDNA). Esse DNA viral resultante é levado ao nucleo da célula e
integrado ao DNA celular através da acao da proteina integrase, formando um
provirus que pode ser traduzido em proteinas virais para a producdo de novos
virions que irdo produzir novas particulas virais por intermédio do processo
denominado de brotamento, alcangando parte da membrana plasmatica do

hospedeiro e, assim, organizando o envelope viral &,
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O HTLV-1 é oncogénico e possui proteinas regulatorias que sdo capazes de
promover imunomodulagido no hospedeiro pelas vias de sinalizag&o celular e em
pontos de controle do ciclo das células, além de induzir proliferagéo clonal Il O
gene viral Tax é capaz de codificar uma proteina responsavel pela ativagéo
transcricional do 5LTR do HTLV-1, sendo considerada importante precursora da
patogénese viral, pois estimula a proliferacao de linfécitos infectados, inibindo a
apoptose. O gene HTLV-1 basic leucine ziper (HBZ), transcreve-se no sentido
contrario de outros genes virais, cuja resposta € a produc¢ao de dois transcritos:
HBZ-SI e HBZ, nos quais verificou-se que a proteina codificada por eles, inibe a
transativacao mediada pela Tax e torna 0 mRNA mediador da proliferagado dos
linfocitos T infectados. Diferentemente da proteina Tax, a proteina HBZ nao é
alvo dos linfocitos T CD8+, por isso, a expressdo dessa proteina néao
compromete a sobrevida da célula infectada, sendo que o HBZ é mais expresso

em células de portadores assintomaticos, pacientes com HAM/TSP e ATL [,

O virus HTLV mantem-se como hospedeiro a longo prazo nas principais células
infectadas como linfécitos B, células dendriticas e mondcitos e apresenta
tropismo preferencial por linfécitos T CD4+ ['6], Além disso, possui mecanismos
de limitagdo da replicagdo através do controle da sua expressao genética viral,
sendo caracterizado como uma forma de evasao robusta para desviar-se da

vigilancia imunoldgica do hospedeiro 12,

Acerca das vias de disseminacao, o HTLV-1 tem fundamentalmente trés vias de
disseminagao: 1) vertical, que acontece de mae para filho, por amamentacao ou
momento do parto; 2) horizontal, que ocorre por via sexual; 3) parenteral,
causada por transfusdo de sangue e produtos contaminados ['"l. A principal via
de transmissdo em areas endémicas € pelo aleitamento materno, enquanto a
contaminagao por via intrauterina ou durante o parto representa menos 5% dos
dados sobre a transmissdo. Os marcadores na avaliagdo da transmissao
materna sao os altos niveis de linfécitos infectados e a expressao da Tax, pois
ativa o processo de transcricdo viral e atua na replicagcdo do virus e
transformacao dos linfécitos T CD4+. Portanto, a Tax € o meio de ativacdo que
expressa o HLTV-1 nos linfécitos do leite materno, provocando a transmissao

mae-filho. 18]



11

Considerando a capacidade do HTLV-1 de integrar-se no genoma do
hospedeiro, as células infectadas passam a carregar seu provirus. Desse modo,
individuos infectados possuem poucas particulas virais circulantes, por isso, a
quantificacdo da carga proviral é o método mais eficaz para realizar a medida da
integragédo viral nas células hospedeiras, sendo um importante marcador da
replicagédo viral. Portanto, a determinacdo dessa carga € fundamental para o
entendimento da patogénese do HTLV-1 e das doencgas associadas, além de ser
importante para avaliagao e evolugéo clinica dos pacientes, visto que individuos
com diagnostico de HTLV-1 possuem maior risco de desenvolver doengas
relacionadas ao virus como ATLL e HAM/TSP. Ademais, a alta carga proviral de
HTLV-1 em células sanguineas periféricas tem sido associada com risco maior

do desenvolvimento de doengas neurologicas. 18]
3.2 HAM/TSP:

A mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) é
uma mielopatia de carater neurodegenerativo que provoca surgimento de um
processo inflamatorio crénico no sistema nervoso central (SNC), levando a um
comprometimento motor ['°l. A doenga cursa com espasticidade progressiva e
fraqueza das extremidades inferiores, além de outras alteragbes como perda do
controle da bexiga e disturbios sensoriais, sendo que o desenvolvimento da
paraparesia espastica tropical esta relacionado com o tempo da infec¢cdo no

individuo e a carga proviral ['7],

O envolvimento bilateral dos tratos piramidais e disturbios esfincterianos séo
parte da fisiopatologia da HAM/TSP [20 e, apesar do desenvolvimento dessa
doencga em pacientes infectados pelo HTLV-1 seja pequeno, quando instalada
insidiosamente, pode promover sintomas debilitantes como diminuigado gradual
da forga muscular dos membros inferiores, dor lombar, parestesia em pernas e
pés, urgéncia miccional, incontinéncia ou retengdo urinaria, constipagao
intestinal e diminuigdo da libido ['l. Estudos prévios demonstraram que ha uma
elevada produgao de interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) na populagao celular que expressa Tax em pacientes com HAM/TSP.
Estes resultados indicam que a resposta Th1 das células infectadas pelo
retrovirus esta aumentada nos pacientes com HAM/TSP, sobretudo no liquido
cerebrospinal (LCR) e nas lesdes da medula espinal 29,
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Apo6s analise de liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com HAM/TSP,
observado aumento das citocinas IFN-y e TNF-a, (IL)-1pB, IL-2, IL-6 e estimulagéo
de coldnias de granuldcitos/macrofagos (GM-CSF) 2. A mielite cronica é a
principal caracteristica neuropatologica de HAM/TSP, afetando sobretudo a
regiao toracica inferior com infiltrado perivascular e infiltragdo parenquimatosa
de células mononucleadas ?%. Estudos prévios demonstraram, através de
analise histopatoldgica, que os infiltrados celulares em lesdes ativas na medula
espinhal sdo compostos substancialmente pelas células T CD4+ e macréfagos,
além de ter expressao viral presente manifestado pelo achado de mRNAs
codificadores da Tax. Ja em fases posteriores da doenca, as lesdes sao
marcadas pela infiltracdo de células T CD8+ citotoxicas (CTLs) e baixa
expressao viral, sendo assim, a inflamacédo associada a resposta antiviral de
CTLs de HTLV-1 para combater as células infectadas acaba por propiciar dano

neuronal colateral 9],

Além disso, altos niveis de quimiocinas pré-inflamatorias relacionadas a resposta
Th1, como CXCL9 e CXCL10 tém sido identificadas no soro e LCR de individuos
com doengas autoimunes e inflamatoérias, demonstrando que existe clara funcao
destas moléculas na fisiopatologia de HAM/TSP. Estas quimiocinas atuam
recrutando células inflamatérias e infectadas para o SNC, sendo que ha
evidéncias de que os biomarcadores da inflamagao pois sugerem fortemente
lesdo neuronal. CXCL9 e CXCL10 se relacionam com a carga proviral do HTLV-
1 em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e com a velocidade
de progressao da HAM/TSP, visto que foram vistas altas concentragbes de
CXCL9 e CXCL10 no soro de pacientes com a doenga em comparagdo com
portadores assintomaticos e controles sadios. Ademais, pacientes com
HAM/TSP apresentam outras quimiocinas inflamatérias no LCR, incluindo CCL2,
CCL3, CCL4, CCL17, CXCL5, CXCL10 e CXCL11, além de uma maior

frequéncia de células T Tax+CD4+ expressando CXCR3 no sangue periférico ['%
23]

3.3 Fisiopatologia da Covid-19 e Mecanismo de Ag¢do das Vacinas

A Covid-19 é considerada uma infeccédo respiratéria aguda provocada pelo
SARS-CoV-2, sendo um virus classificado como potencialmente grave, com

capacidade de transmissado elevada e de distribuicdo global. Inicialmente foi
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descoberto em amostras de lavado broncoalveolar de pacientes com pneumonia
na cidade Wuhan, China em dezembro de 2019, sendo um virus pertencente a
familia Coronaviridae e o sétimo coronavirus a infectar a espécie humana 24, O
SARS-CoV-2 tem como formas de transmiss&o o contato direto com uma pessoa
infectada, goticulas e aerossol, ou seja, a infecgdo acontece através da
exposicao a fluidos respiratorios, sendo que os pacientes infectados podem ser
assintomaticos ou apresentar um quadro clinico amplo envolvendo febre, tosse
seca, cefaleia, fadiga, anosmia, disgeusia, garganta inflamada, coriza e

alteragdes intestinais como diarreia. 12425261

Dentre as estruturas encontradas na superficie das particulas virais do SARS-
CoV-2 estdao a proteina Spike (S), membrana (M), envelope (E) e o
nucleocapsideo (N), e dentre as proteinas acessérias ha a hemaglutinina
esterase cuja fungdo esta voltada para entrada e ancoragem dos

microrganismos o hospedeiro (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura celular do SARS-CoV-2.
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Fonte: A Quimica Dos Saneantes Em Tempos De Covid-19: Vocé Sabe Como
Isso Funciona? (2020)

O SARS-CoV-2 utiliza como receptor de entrada na célula um conversor enzima

de angiotensina tipo 2 (ECA-2), molécula encontrada em pneumdcitos tipo Il do
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alvéolo pulmonar, células epiteliais estratigraficas do eséfago, enterdcitos
absortivos do ileo e colon, gidcitos, células miocardicas, células epiteliais
tubulares proximais renais e células uroteliais da bexiga que integra o sistema
renina-angiotensina e interage com a proteina Spike envolvendo o patégeno 291,
A proteina Spike possui as subunidades S1 e S2, sendo que a primeira se liga
ao receptor do hospedeiro quando a estabilidade da Spike é rompida, ha ligagcéo
entre a subunidade S2 e a ECA-2 que permite unido da membrana do virus a
membrana celular do hospedeiro através de endocitose. Com isso, as particulas
virais liberam RNA que se associa ao DNA do virus dando inicio a replicagao.
Tal afinidade com a ECA-2 confere o alto poder de contagio observado pelo
SARS-CoV-2 [27:28],

Em relagdo a imunizacio contra a Covid-19, a pandemia da doencga que iniciou
em 2019 implicou na corrida do desenvolvimento de vacinas globalmente, visto
que se tornou um desafio na area da saude, pela alta taxa de transmissao viral
e letalidade significativa 1?9, Algumas vacinas foram licenciadas para uso com
carater emergencial no Brasil a partir de janeiro de 2021, demonstrando
seguranga e eficacia nos estudos clinicos feitos previamente, passando por
protocolos rigidos e avaliagdo por especialistas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As vacinas contra o SARS-CoV-2 reduzem o risco
de gravidade da doenga, e sua composigao inclui a proteina Spike que, induz
producgao de anticorpos. Em contexto mundial, no ano de 2020 havia 23 vacinas
em fase de testes, porém no Brasil quatro foram de fato aprovadas para

utilizagdo emergencial: AstraZeneca, CoronaVac, Pfizer e Janssen [29:30.31],

Diante da afirmagao de que as vacinas séo capazes de proteger a populagéo e
importantes ferramentas para o enfrentamento de diversas doencgas [32:33,
existem diversos tipos de tecnologias distintas que sao utilizadas para
formulacao de vacinas, como as baseadas em virus e proteinas, acido nucleico
(DNA e RNA), vetor viral, particulas semelhantes a virus entre outras. Apesar
dos diferentes mecanismos tecnolégicos empregados para formulagédo das
vacinas, no caso do SARS-CoV-2 todas estdo relacionadas a inativacao da
proteina S [?°l, Estudos recentes realizados pela Fiocruz de Minas Gerais
demonstraram que em relacao a resposta dos individuos perante a vacinagao €

eficaz, uma vez que mostrou reducao nos casos de Covid-19 entre os vacinados,
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apesar de também ter explicitado a necessidade da dose de reforgo ja que ha

uma queda no numero de anticorpos apés um determinado tempo 341,
3.4 Correlagéo entre Covid-19 e HTLV-1

Em relagdo a patogénese das infecgdes por SARS-CoV-2 e HTLV-1, ambas
causam resposta imune exacerbada, e, embora individuos infectados por HTLV-
1 tenham graus com variagao significativa de inflamagao e desregulacéo do
sistema imune, ainda nao existem dados significativos e disponiveis acerca da
interagdo entre as duas patologias, sobretudo para concluir que pacientes
infectados pelo HTLV-1 podem ser ou ndo mais vulneraveis ao desenvolvimento
de Covid-19 grave em relagao a populagéo geral ['l. Com isso, entende-se que o
mecanismo da vacinagao contra o SARS-CoV-2 em pessoas com HTLV ainda

nao esta esclarecido [}

Um estudo prévio realizado no nordeste do Ird demonstrou que houve uma
diferenca significativa na resposta imune humoral as vacinas contra o SARS-
CoV-2 entre os grupos de individuos com e sem infecgcdo por HTLV-1 com
reducdo nas taxas de anticorpos IgG anti-N, anti-S, anti-RBD e neutralizantes.
Entretanto, ainda ndo ha na literatura uma quantidade de estudos que
evidenciem o impacto da infeccao de Covid-19 em pessoas com HTLV mesmo
com a ocorréncia da pandemia que assolou o mundo no ano de 2020. Em tese,
o controle eficaz contra 0 SARS-CoV-2 depende de uma resposta adaptativa
robusta e precoce, logo, pessoas com doengas subjacentes que suprimem o
sistema imunoldgico de alguma forma ndo conseguem desenvolver a resposta
rapida e competente necessaria, por isso, a vacinagao € o meio mais efetivo que

visa promover protegdo a doenca respiratéria aguda grave em questao 1111,

Todavia, também é subnotificado se portadores de HTLV-1 sdo capazes de
desenvolver imunidade humoral suficiente apés a vacinagcdo contra o SARS-
CoV-2, a fim de que haja resposta robusta contra uma possivel infecgao. Um
estudo prévio realizado no Japao avaliou que a infecgao por HTLV-1 influenciou
negativamente os titulos de IgG apds a vacinagao, contudo, faz-se necessario e

a aplicagao de estudos mais amplos para que haja mais evidéncias sobre o tema
[7]
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Sabe-se previamente que pessoas com HTLV tendem a apresentar ocorréncia
maior de coinfecgdes com outros agentes infecciosos, dentre eles os virus, que
pode cursar com mau prognostico da doencga devido a incapacidade da resposta
imune. No entanto, além da falta de conhecimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos e moleculares da interacdo das duas doengas em questao,
também nao se sabe o impacto causado pela Covid-19 em individuos que vivem
com HTLV-1, porém com conhecimentos prévios pode-se conjecturar que
pessoas com HTLV tém maior risco de desenvolver Covid-19 letal 1331, Desse
modo, diante da auséncia de mais estudos sobre a coinfeccdo SARS-CoV-2 e
HTLV-1 e sobre a resposta imune humoral induzida pelas vacinas em individuos
infectados pelo virus linfotrépico T humano tipo 1, o presente estudo visa

esclarecer tal tematica.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho de estudo
Este € um estudo prospectivo de corte transversal de pacientes com HTLV-1.
4.2 Populagao do estudo

Foram recrutados individuos com HTLV-1 acompanhados pelo Centro
Integrativo e Multidisciplinar de Atendimento ao Portador de HTLV (CHTLV) da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica. Incluiu-se, no periodo de marco a
dezembro de 2022, individuos com diagnéstico confirmado de infecgdo pelo
HTLV por ELISA e Western Blot, vacinagao para Covid-19, acima de 18 anos e
de ambos os sexos. Em contrapartida, excluiu-se individuos com outras
infeccdes virais cronicas como HIV, HBV e HCV. Os pacientes com HTLV foram
categorizados quanto ao diagnéstico de HAM/TSP de acordo com classificagao
de Castro-costa: HAM definido (apresenta paraparesia espastica progressiva
com prejuizo da marcha, podendo haver sintomas sensoriais e/ou esfincterianos
sutis. Confirmacao de HTLV-1 no soro e/ou LCR por Western blot ou PCR e
exclusao de outras doengas semelhantes); HAM provavel (manifesta quadro
clinico mais sutil, como espasticidade ou hiperreflexia isoladas nos membros
inferiores, ou disfungdo vesical. Confirmagao laboratorial de HTLV- e excluséo
de outras doengas semelhantes); e HAM possivel (apresentagédo clinica
compativel completa ou incompleta e confirmacdo de HTLV-1, mas sem
exclusdo de outras possiveis causas) [¥¢. O termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Apéndice A) foi obtido de todos os participantes inscritos e
o conselho institucional de pesquisa da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
aprovou este estudo (CAAE: 4.244.483) (Apéndice B).

Para o grupo controle, utilizou-se amostras de individuos incluidos no projeto de
corte transversal intitulado “Caracterizacédo da resposta Citotoxica aos Epitopos
de Variantes do SARS-CoV-2 em Individuos Vacinados” desenvolvido na Fiocruz
Bahia e SENAI CIMATEC no Laboratério de Diagnéstico Automatizado, sendo
que a coleta de individuos saudaveis aconteceu entre margo e maio de 2022.
Assim, para critérios de inclusdo, utilizou-se 35 individuos vacinados contra

Covid-19 com esquema completo e 25 individuos que receberam o primeiro
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reforgco vacinal, e posteriormente recrutados novamente apds recebimento do

segundo reforgo.
4.3 Coleta do plasma

Amostras de sangue dos individuos infectados e n&o infectados pelo HTLV-1
vacinados contra a Covid-19 foram obtidas por meio da coleta de sangue em
tubos de heparina. As amostras de sangue passaram por centrifugagcéo a 1800
rom por 7 minutos para que o plasma fosse isolado, e posteriormente

armazenado a -70°C até a realizacdo da quantificagao de anticorpos.
4.4 Detecgao de Anticorpos IgG-SPIKE

Inicialmente, as placas de ELISA passaram por processo de sensibilizagao com
1ug/mL de solugdo PBS 1x com pH entre 7,0 e 7,2 e revestidas com 50uL de
proteina S recombinante e posteriormente incubadas a 4°C durante a noite. As
placas foram lavadas trés vezes e bloqueadas com PBS contendo 3% de leite
desnatado por uma hora. As amostras de soro passaram por diluicdo na
proporcao de 1:10 até 1:20.480 em PBS com 1% de leite desnatado e aplicadas
nas placas revestidas com antigeno SARS-CoV-2, incubando por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds trés lavagens, inseriu-se um anticorpo secundario
anti-lgG humano conjugado com peroxidase (diluido a 1:5000 em PBS com 1%
de leite desnatado) e incubado por uma hora, em temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se substrato 3,3’, 5,5'-tetrametilbenzidina (Scienco, Lages,
SC, Brasil) e a reacéo foi interrompida com acido fosforico 1M apds dois minutos.
A absorvancia foi medida a 450 nm usando um leitor de microplacas, e os
resultados expressos como densidade o6ptica (DO). Por fim, calculou-se os
valores de corte (0,1) com base na média de absorvancia a 450 nm de soros

negativos mais duas vezes o desvio padrdo desses valores.

4.5 Anticorpos Neutralizantes

A quantificagdo dos anticorpos neutralizantes ocorreu através de ELISA de
competicdo utilizando kit de anticorpos neutralizantes SARS-CoV-2
(Elabscience). A placa estava pré revestida com proteina ECA2 adicionando
50uL de cada amostra diluida de individuos vacinados (diluicbes de 1:10 a
1:20.480), seguidos por 50uL de solugédo contendo fragmento RBD SARS-CoV-
2 conjugado com HRP (HR-RBD). Posteriormente, a placa foi incubada por 60
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minutos a 37°C, e, apos trés etapas de lavagem, 90uL do reagente substrato foi
inserido e a placa incubada por 3 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se 50uL de solugcado de parada para leitura subsequente. A
DO de cada poco da placa passou por medicdo com um leitor de microplacas
ajustado para 450nmm, sendo que a DO do controle negativo foi utilizada para
calcular a taxa de inibicdo, enquanto a DO do controle positivo para verificar a
validade dos resultados. Considerou-se uma inibigéo > igual 20% como positiva,
indicando a presencga de anticorpos neutralizantes contra o SARS-CoV-2, ja uma
inibicdo > igual 20% considerada negativa, sinalizando auséncia desses

anticorpos.

4.6 Analise estatistica

A analise de dados ocorrera pelo software GraphPad Prism (v5.0, La Jolla, CA,
EUA). Os dados serdao apresentados através de média ou mediana,
acompanhados de desvio padrdo ou intervalo interquartil, sendo que os titulos
de anticorpos IgG e neutralizantes serdo representados em titulos médios
geométricos (GMT) e em escala logaritmica (log10). As diferengas nas medianas
dos titulos dos anticorpos entre dois grupos sera avaliado por Mann-Whitney ou
Teste T e a diferenga entre trés grupos observada através do Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn ou ANOVA. As analises de correlacdo entre os titulos de
anticorpos e a carga proviral seréo realizadas através do teste de correlagao de
Pearson ou Spearman. Os dados serdo considerados significantes quando p <
0,05.
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5. RESULTADOS

A populagéo do estudo foi composta por 52 individuos, sendo 27 pertencentes
ao grupo HTLV e 25 ao grupo controle saudavel. A mediana da idade foi inferior
no grupo HTLV (58 anos; IQR: 37-84) em comparagédo ao grupo controle
saudavel (62 anos; IQR: 60-64,5) (p = 0,0667). Quanto a distribuicdo por sexo,
a maioria dos participantes em ambos os grupos era do sexo feminino,
representando 81,5% no grupo HTLV e 68,0% no grupo controle saudavel (p =
0,2620). Em relagéo a variavel cor, houve diferenga estatistica significativa entre
os grupos (p = 0,0001). No grupo HTLV, a maioria dos individuos se declarou
preto (48,2%), enquanto no grupo controle saudavel, a maior parte se declarou
branco (52,0%). A infecgéo prévia por COVID-19 também apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,0096), sendo mais frequente no grupo
controle saudavel (48,0%) em comparagéo ao grupo HTLV (14,8%). Por fim, a
mediana da carga proviral dos individuos infectados pelo HTLV assintomaticos
foi menor (15.255 cépias/1x10® PBMC, IQR: 10248-25925) em comparag&o aos
individuos infectados pelo HTLV com HAM/TSP (26.000 copias/1x10% PBMC,
IQR 19138-63782) (p = 0,0281) (Tabela 1).

Tabela 1 — Perfil sociodemografico dos pacientes dos grupos HTLV e controle

saudavel.
HTLV HAM/TSP Controle p-
assintomatico saudavel valor
(n=15) (n=12) (n=25)
Idade, mediana 58 (36-64) 62,5 (41,2- 62 (60- 0,13121
(IQR) 64,7) 64,5)
Sexo, n (%) 0,1506?
Feminino 14 (93,3) 8 (66,7) 17 (68,0)
Masculino 1(6,7) 4 (33,3) 8 (32,0)
Cor, n (%) 0,00052
Preto 8 (53,4) 5 (41,7) 1(4,0)
Pardo 5(33,3) 7 (58,3) 11 (44,0)

Branco 2(13,3) 0(0,0) 13 (52,0)
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(continua)
HTLV HAM/TSP Controle p-
assintomatico saudavel valor
(n=15) (n=12) (n=25)
Covid-19, n (%) 0,01672
Positivo 13 (86,7) 10 (83,3) 12 (48,0)
Negativo 2(13,3) 2 (16,7) 13 (562,0)
Carga Proviral, 15255 (10248- 26000 (19138- - 0,02813
mediana (IQR) 25925) 63782)

'Kruskall-wallis 2Qui-quadrado *Mann-whitney

Fonte: elaborado pelo autor(a).

Em relagéo aos anticorpos IgG, os titulos foram semelhantes entre os grupos (p

= 0,8) sendo que o grupo controle saudavel apresentou titulo médio geométrico

(GMT) de 1.025 (IC 95%=653,6-1609) e o grupo HTLV de 957,1 (IC 95%=459-

1996) (Figura 2A). Ja a analise dos anticorpos neutralizantes, o grupo HTLV

apresentou GMT mais elevado (603,5 (IC 95%= 186,1-1957) em comparagao ao

grupo controle saudavel (215,3 (IC 95%=124-373,9) (p = 0,0005) (Figura 2B).

Figura 2 - Titulos de anticorpos IgG (A) e anticorpos neutralizantes (B) em

individuos HTLV-positivo e HTLV-negativo.
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Posteriormente, foi realizada uma analise de correlagdo entre os anticorpos 1gG

e neutralizantes nos grupos HTLV e controle saudavel. Em ambos os grupos n&o
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foram observadas correlagdes significativas entre os titulos dos anticorpos 1gG
e os anticorpos neutralizantes (HTLV: r = -0,16; p = 0,44; Controle saudavel r =
0,16; p = 0,44) (Figura 3). Ilgualmente, ndo foram observadas correlagdes entre
carga proviral e titulos de anticorpos IgG e anticorpos neutralizantes no grupo
HTLV-positivo. (Figura 4)

Figura 3 - Correlagéo entre Anticorpos IgG e Anticorpos Neutralizantes no

grupo HTLV-positivo (A) e no grupo HTLV-negativo (B).
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Fonte: elaborado pelo autor(a).

Figura 4 - Correlagdo entre a carga proviral e IgG (A) e entre anticorpos

neutralizantes (B).

(A) HTLV-positivo - (B) HTLV-positivo
5 1999007 2 100000~
g i
S 10000+ o: ® < 1o000- e
o ° g o® . oe °
2 10004 ;"\ B we e o °
@ % o o ® 5 10004 o o
o [ X ] L] 2 [ ]
=3 [ ° 2
o 100+ z 100
[¥] w
= ]
t o ol
< 104 o 10
o L
T E
3 14 . < 1| ee® o [}
—_— L
=] T
= "
01 T T L T 1 _O 01 1 1 T T 1
0 20000 40000 40000 80000 100000 ;_3 0 20000 40000 40000  BOOOO 100000
Carga Proviral (log10) Carga Proviral (log10)

Fonte: elaborado pelo autor (a)

Os individuos infectados pelo HTLV nao apresentaram diferencas em relacao

aos titulos de anticorpos IgG (p = 0,55) e de anticorpos Neutralizantes (p = 0,30)
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quando divididos nos subgrupos Assintomatico, HAM/TSP provavel, HAM/TSP

possivel e HAM/TSP definido (Figura 5).

Figura 5 - Anticorpos IgG (A) e neutralizantes (B) em individuos com diferentes

classificagdes clinicas de HTLV-1.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, individuos infectados pelo HTLV-1 apresentaram titulos de
anticorpos IgG semelhantes aos controles saudaveis, porém niveis
significativamente mais elevados de anticorpos neutralizantes, sugerindo
resposta humoral preservada. Nao houve correlagdo significativa entre os titulos
de anticorpos e a carga proviral, nem diferenga em relagdo aos perfis clinicos da
infeccdo (assintomaticos, HAM/TSP provavel, possivel e definido). Esses
achados indicam que a infecgdo pelo HTLV-1, apesar de seu impacto
imunologico, ndo compromete a resposta humoral especifica ao SARS-CoV-2
induzida pela vacinagao contra o SARS-CoV-2.

Esses resultados contrastam parcialmente com os de Jafarzadeh et al. 'l que
realizaram uma coorte retrospectiva no nordeste do Ird entre dezembro de 2021
e outubro de 2022. O estudo incluiu 86 individuos HTLV-1 positivos - 50 homens
e 36 mulheres; média de idade 47,7 £ 11,2 anos, sendo 58 assintomaticos e 28
portadores de HAM/TSP - comparados a 90 controles pareados. A vacina mais
comumente utilizada nos pacientes foi a Sinopharm, e a resposta humoral foi
avaliada pelo menos 28 dias apds a segunda ou terceira dose. Nesse estudo,
observou-se reducao significativa nos titulos de anticorpos e neutralizantes apos
vacinagdo contra SARS-CoV-2, sugerindo uma possivel imunossupressao
associada a infecgao viral crénica. A discrepancia entre os resultados pode ser
atribuida a diferengas metodoldgicas, tipo de imunizante utilizado, caracteristicas
populacionais e particularidades imunogenéticas da amostra estudada.

A auséncia de correlagéo entre carga proviral e titulos de anticorpos, assim como
a auséncia de diferencas entre as condi¢gdes clinicas (assintomaticos e
HAM/TSP), reforcam a hip6tese de que a infecgao pelo HTLV-1 e suas doencas
associadas nao se correlaciona diretamente na resposta humoral vacinal contra
SARS-CoV-2. De acordo com Mohanty e Harhaj ['4, o HTLV-1 promove evasao
imunoldgica especialmente por meio da agao das proteinas virais Tax e HBZ que
desregulam vias centrais da imunidade inata e adaptativa, afetando sobretudo a
ativagao de linfécitos T e células NK. Essa predilecdo por modular principalmente
a imunidade celular pode explicar por que disfuncbes associadas ao HTLV-1
nem sempre se traduzem em prejuizo da resposta de células B induzida por

vacinas, logo, embora a infecgdo permita alteracbes na persisténcia viral, é
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plausivel que a capacidade de induzir anticorpos especificos por vacinagao
permanega relativamente preservada. Entretanto, até o momento ainda nao
existem estudos que tenham avaliado especificamente a resposta imune celular
nesse contexto. Contudo, como analogia, em pacientes com HIV em uso de
Terapia Antirretroviral (TARV) foi observado que a imunidade celular e humoral
pos-vacinagdo pode ser reduzida em portadores com baixa contagem de
linfécitos CD4 em comparagao com os pacientes de alta contagem e controles
saudaveis 1. Esses achados sugerem que a extensdo do impacto na
imunossupressao viral cronica sobre a resposta vacinal pode variar conforme o
virus e contexto imunoldgico, reforcando a necessidade de estudos futuros que
avaliem simultaneamente respostas celular e humoral em pessoas com HTLV-
1.

Adicionalmente, Mahrokhian et al. ¢! destacam que a producdo adequada de
anticorpos neutralizantes € um dos principais meios imunoldgicos de protecao
contra COVID-19, o que ressalta a importancia dos achados desse estudo. No
contexto brasileiro, Carvalho et al. ['" j& haviam sugerido, ainda que com base
em poucos casos, que o HTLV-1 poderia potencialmente agravar a COVID-19
observando que individuos com HTLV-1 apresentaram formas graves da
doenga, incluindo hospitalizagdo e ventilagdo mecanica, embora sem dados
robustos sobre a resposta vacinal. Nossos resultados contribuem nesse ponto
ao demonstrar que, mesmo em individuos com uma infecgao viral crébnica que
promove alteragdes imunoldgicas, a vacinacao foi capaz de induzir resposta
humoral preservada. Ja a analise imunoldgica conduzida por Puccioni-Sohler et
al. 331 observou que, apesar da desregulagdo imune associada ao HTLV-1, ndo
houve aumento da gravidade clinica da COVID-19 em individuos infectados,
achado que pode ser interpretado em conjunto com nossos dados como
indicativo de que a imunogenicidade vacinal pode contribuir para a manutengao
da protegao clinica nesse grupo.

Além disso, Rosadas e Taylor [?? afirmam que individuos infectados pelo HTLV-
1 estdo mais suscetiveis a coinfecgdes devido a imunorregulagéo alterada, o que
pode modificar o curso clinico de infecgdes virais e bacterianas. Considerando
esse contexto, nossos achados mostram que embora o HTLV-1 esteja associado

a maior vulnerabilidade a outras infeccbes, os individuos também podem
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desenvolver resposta imunoldgica eficaz quando estimulados pela vacinagéo do
COVID-19.

Nesse contexto, o presente trabalho contribui para a compreensao da
imunogenicidade vacinal em individuos com infecgdo crénica por HTLV-1,
especialmente em uma regido endémica como a Bahia. Ao evidenciar que a
resposta humoral a vacina contra a COVID-19 é mantida nesse grupo, mesmo
diante de possiveis alteragées imunoldgicas, os dados reforcam a relevancia da
inclusdo desses pacientes em politicas publicas de imunizagdo, bem como em
diretrizes de vigilancia epidemioldgica. Tal evidéncia é especialmente importante
frente a escassez de estudos focados em populagdes negligenciadas com
infecgdes virais persistentes.

Este estudo apresenta algumas limitagbes que devem ser consideradas. O
tamanho amostral reduzido limita a generalizagdo dos resultados e impedem a
analise da durabilidade da resposta imunologica ao longo do tempo. Além disso,
o foco exclusivo na resposta humoral, sem avaliagao da imunidade celular ou de
citocinas inflamatdrias, restringe a compreensao completa do perfil imune nos
individuos vacinados. Fatores como comorbidades e tempo desde a ultima dose
vacinal também nao foram estratificados de forma aprofundada, o que pode
influenciar a interpretagao dos achados. Outro aspecto que pode ser relatado é
o tipo de vacina anti-COVID-19 aplicada, ja que diferentes imunizantes podem
induzir respostas imunoldgicas de magnitude e perfil distintos, o que poderia

influenciar os achados registrados na populagao estudada.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que individuos infectados pelo HTLV-
1 apresentaram resposta humoral eficaz a vacinagao contra o SARS-CoV-2, com
titulos de anticorpos IgG semelhantes ao controle saudavel e niveis
significativamente superiores de anticorpos neutralizantes. A auséncia de
correlagdo com carga proviral ou condigao clinica sugere que a infecgao, embora
imunomoduladora, ndo compromete a produgao de anticorpos. Esses achados
sugerem que a infecgao pelo HTLV-1 ndo interfere na imunogenicidade vacinal,
evidenciando a eficacia da resposta humoral mesmo em individuos com possivel

disfungado imunoldgica associada ao virus.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa porque esta infectado
pelo virus HTLV-1. Nesta pesquisa, temos o objetivo de estudar como o virus e
sua interacdo com os seres humanos podem causar a inflamagao e uma doenca
neurolégica chamada HAM/TSP.

A sua participagao neste estudo € voluntaria e ndo remunerada. Sua participagao
nao trara nenhum beneficio direto a vocé ou a sua saude. No entanto, as
informagdes obtidas a partir desta pesquisa poderdo, no futuro, ajudar outras
pessoas ao contribuir para a melhor compreensao sobre o desenvolvimento da
doenca neurolégica (HAM/TSP). Esperamos com esse conhecimento planejar
medidas de prevengao para a doenga neurologica.

Sera solicitado a vocé a doagao de 20 mL de sangue, o que equivalente a 1
colher e meia de sopa, através da pun¢ao na veia para exame da quantidade de
virus no seu sangue (carga proviral) e estudo dos genes do virus e dos seus
genes. Ou seja, vamos pesquisar como as caracteristicas genéticas do virus
interferem nas suas caracteristicas genéticas que causa a doenga neuroldgica.
O sangue sera coletado por um profissional treinado, porém podera ocorrer uma
pequena dor e um rapido sangramento no local da picada. O seu brago pode
ficar roxo no local, mas esta mancha desaparecera em 1 ou 2 dias.

Vocé nao recebera pagamento pela sua participagao neste estudo. Os testes
realizados para esta pesquisa serao fornecidos sem nenhum custo. Além disso,
vocé nao tera nenhuma despesa para participar da pesquisa. A coleta de sangue
sera realizada durante sua consulta de rotina. Os potenciais riscos de sua
participacado nesse estudo sdo minimos e estao ligados a coleta de sangue que
podera causar um desconforto leve e passageiro. Pedimos que qualquer dano
provocando pela sua participagdo na pesquisa nos seja comunicado. Assim
poderemos ajudar na resolucgao.

Caso n&o queira participar do estudo, ndo haverd qualquer prejuizo no seu
acompanhamento ou tratamento. Além das informagdes aqui prestadas, vocé
pode perguntar tudo sobre o estudo. Caso decida participar voluntariamente,
sera solicitada sua assinatura em duas vias idénticas deste documento. Uma

delas sera dada a vocé.
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Vocé pode desistir de participar do estudo a qualquer momento, ou seja, agora
ou durante qualquer parte da pesquisa. Caso aceite participar e depois resolva
desistir da sua participacao, isto sera feito imediatamente e sem qualquer
prejuizo para vocé, basta entrar em contato com os pesquisadores. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP), que esta formado por
profissionais de diferentes areas, que revisam os projetos de pesquisa, para
garantir os direitos, a seguranga e o bem-estar de todos as pessoas que
voluntariamente participam. Se tiver perguntas sobre seus direitos como
participante de pesquisa, vocé pode entrar em contato com CEP.

Qualquer informacao obtida dentro do estudo sera de conhecimento apenas da
equipe de pesquisadores. As suas informacdes e de seus exames nao serao
divulgadas em hipétese nenhuma. Vocé e qualquer participante deste estudo
nao serao identificados por nome nas publicagdes dos resultados do estudo. Ao
final do estudo as amostras serdo descartadas, respeitando a legislagao vigente.
Os resultados do presente estudo apresentam a possibilidade de entender a
interagdo os genes do virus com os genes do paciente e sua relagdo com sinais
e sintomas de HAM/TSP. Além disto, podera contribuir para desenvolvimento de

terapia contra o HTLV-1 e melhoria das condi¢des de vida

Eu, aceito, voluntariamente,

o convite de participar deste estudo, estando ciente de que estou livre para, a
qualquer momento, desistir de colaborar com a pesquisa, sem que isso acarrete
qualquer prejuizo. Li as informagdes acima e entendi o propdsito da coleta do
meu sangue. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas.
Ficaram claros para mim quais sdo procedimentos a serem realizados, riscos e
a garantia de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha
participacao € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso aos dados e
de esclarecer minhas duvidas a qualquer tempo. Declaro que estou recebendo
uma via deste documento datada e assinada, e n&o estou abdicando de nenhum
dos meus direitos legais.
Entendo que meu nome nao sera publicado e toda tentativa sera feita para

assegurar o meu anonimato, sendo assim:
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Local e data:

Assinatura do participante:

Assinatura do pesquisador:

Impresséao datiloscopica do
paciente (para individuos

nao alfabetizados)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagédo do papel do HBZ e Tax sobre a agdo de FOXP3 e indugdo de inflamagéo em
individuos infectados pelo HTLV-1 com HAM/TSP

Pesquisador: Luciane Amorim Santos

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 4

CAAE: 19290919.5.0000.5544

Instituigao Proponente: Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias - FUNDECI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 7.367.703

Apresentacao do Projeto:

O Virus Linfotrépico de Células-T Humanas (HTLV-1) infecta de 5-10 milhdes de pessoas ho mundo e pode
causar uma infecgao assintomatica ou desenvolvimento de doencas inflamatérias como a Paraparesia
Espastica Trpical/Mielopatia (HAM/TSP). A regido pX do genoma viral é responsavel por codificar proteinas
regulatérias e acessoérias como Tax e bZIP factor (HBZ). Salvador-BA é a capital brasileira com maior
prevaléncia de infec¢do pelo HTLV-1 (estima-se que 2% da populagdo esteja infectada pelo virus). A
reduzida mortalidade e o longo periodo de progressao das doengas mantem o HTLV-1 como uma infecgao
negligenciada. Apesar de grande parte dos individuos infectados permanecerem assintomaticos, cerca de
5% desenvolvem Leucemia/Linfoma de células T adultas. Outros 4% desenvolvem mielopatia associada ao
HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP), uma neuropatia inflamatéria.

Tax é essencial para a replicagao viral, pois atua na alteracao da expressao de citocinas e receptores
envolvidos na proliferagdo celular e no desenvolvimento das patologias associadas ao HTLV-1. O HBZ,
expressado sob o controle da regido LTR 3;, pode induzir proliferagao celular e inibir apoptose, colaborando
na imortalizagdo e multiplicacdo das células. Foi descrito que a indugdo de FOXP3 por HBZ leva ao
aumento da producgao de IFN-g por estas células, sugerindo que HBZ induz FOXP3, mas interrompe sua
atividade de transcrigcdo, o que pode

Endereco: AVENIDA DOM JOAO VI, 274
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levar lesées inflamatdrias.

Por outro lado, Tax estaria relacionada a supressédo de FOXP3.

Os resultados obtidos por esta pesquisa poderao esclarecer a patogénese da HAM/TSP e identificar vias
génicas que quando moduladas protegem o hospedeiro da doenca.

Justificativa da Emenda:

No periodo de inclusao dos individuos neste estudo, surgiu a pandemia de SARS-CoV-2, e a populagao foi
submetida a um processo de vacinagdo com o esquema primario e doses de refor¢co contra o SARS-CoV-2,
visando a imunizagdo coletiva e o controle da epidemia. Relatérios divulgados em 2020 demonstraram que
pessoas que vivem com HTLV-1 (PVHTLV) desenvolviam Covid-19 de forma semelhante a individuos
saudaveis. No entanto, devido ao potencial impacto da infec¢ao pelo HTLV na imunidade a diferentes
patégenos, PVHTLV foram incluidas entre os grupos prioritarios na prevencgao contra a Covid-19. Ao fim da
pandemia, os estudos sobre a resposta imunolégica de PVHTLV, especialmente a humoral, apés a
vacinacdo contra o SARS-CoV-2 ainda ndo foram amplamente realizados. E fundamental compreender se
PVHTLV desenvolvem protecdo adequada e duradoura contra o SARS-CoV-2 induzida pela vacinagao, a
partir de uma analise detalhada da resposta humoral. Tendo em vista que os pacientes incluidos no estudo
atual foram selecionados para participar da pesquisa e tiveram suas amostras de sangue coletados no
periodo da pandemia e da vacinagcao contra Covid-19, e que os dados sobre o tipo de vacina anti-SARSCoV
-2 e datas de vacinagao encontram-se disponiveis no prontuario, solicitamos a autorizagéo do CEP para
realizar a quantificagcao de anticorpos no plasma sanguineo. Acreditamos que esta analise oportuna podera
contribuir para a melhor caracterizagao do perfil e da magnitude da resposta imune humoral a vacinagao
contra o SARS-CoV-2 em PVHTLV. Os resultados obtidos poderdo ser aplicados no melhor planejamento
de campanhas de vacinagdo para esta populacdo vulneravel que ja enfrenta uma doenca negligenciada.
Ressaltamos que as analises aqui propostas ndo apresentardo nenhum novo risco aos individuos incluidos
no estudo e que continuaremos a preservar a identidade dos pacientes envolvidos garantindo seu
anonimato. Solicitamos também a dispensa de uma nova aplicagdo do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE), tendo em vista que ndo conseguiremos contactar todos os pacientes ja incluido no
estudo. Informamos também que dispomos de reagentes suficientes para realizar a avaliagdo imunoldégica.

Objetivo da Pesquisa:
Primario:
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Avaliar o papel da expressao de HBZ e TAX na indugédo de FOXP3 e inflamagao em individuos infectados
pelo HTLV-1 com HAM/TSP

Secundarios:

Sequenciar e caracterizar as regides pX (TAX e HBZ) e LTR do HTLV-1 de individuos infectados pelo
HTLV1;

Quantificar a expressao de TAX e HBZ em PBMC de individuos infectados pelo HTLV-1;

Correlacionar as possiveis mutagdes encontradas na regido LTR e pX e a quantificagdo da expressao de
TAX e HBZ;

Sequenciar e caracterizar polimorfismos genéticos do hospedeiro de individuos infectados pelo HTLV-1;
Quantificar a expressédo dos genes FOXp3, IFN-gama e IL-10 em PBMC de pacientes infectados com
HTLV1;

Correlacionar os dados de expressdo de TAX e HBZ com a expressao dos genes FOXp3, IFN-gama e IL-10
do hospedeiro;

Correlacionar os dados de polimorfismo genético e de expressdo génica com caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos individuos infectados com HTLV-1.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Referem os pesquisadores:

Os riscos deste projeto sdao minimos. Ha o possivel risco de desconforto relacionada a punc¢éo de sangue
dos pacientes, que pode gerar dor e pequeno edema local. Para minimizar o risco, serao utilizados
profissionais treinados para coleta. Os pacientes serdo orientados a adotar estratégias para reduzir o
possivel desconforto, como evitar sobrecarga no brago da coleta e em caso de edema e dor local realizar
aplicacao de gelo no local. A chance de um risco de constrangimento na obtencao de informacgdes sigilosa
dos pacientes, mas os cuidados para a preservagado dos dados e do anonimato do paciente serdo adotados
respeitando sua integridade.

Os Beneficios:

Os dados gerados sobre as sequéncias de LTR e pX do HTLV e expressao génica de HBZ e TAX auxiliardo
na melhor compreensdo das caracteristicas moleculares do virus e sua interagédo com os hospedeiros
humanos (FOXP3, IFN-gama e IL-10). Além disso, espera-se identificar se a presenca de polimorfismos ou
mutacdes em LTR e pX, bem como alteragdes na expressao de HBZ e TAX causa impactos na resposta
imune do hospedeiro, através de alteragdes na

Enderego: AVENIDA DOM JOAO VI, 274

Bairro: BROTAS CEP: 40.285-001
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)2101-1921 E-mail: cep@bahiana.edu.br

Pagina 03 de 08



39

ESCOLA BAHIANA DE
MEDICINA E SAUDE PUBLICA - W““l“
FBDC asl

Continuacao do Parecer: 7.367.703

expressdo de IFN-gama e IL-10. Deste modo, pretende-se contribuir com o esclarecimento de aspectos da
patogénese de HAM/TSP. Igualmente, esperamos desvendar o papel de HBZ e TAX na HAM/TSP com o

objetivo de identificar possiveis alvos de prevencgao e terapia.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Segundo a metodologia apresentada, o estudo sera de corte transversal analitico, realizado no periodo de
36 meses. Serao incluidos no estudo pacientes com diagnéstico confirmado de infeccdo por HTLV-1. Um
total de 80 pacientes serdao avaliados, sendo 40 pacientes com confirmacao diagnéstica de HAM/TSP de
acordo com os critérios de De-Castro-Costa e 40 individuos assintomaticos para HAM/TSP. Todos os
pacientes incluidos no estudo serdo provenientes do Centro Integrativo e Multidisciplinar de Atendimento ao
Portador de HTLV (CHTLV) da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) e da Unidade de
Fisioterapia (UNAFISIO) da Universidade Catdlica do Salvador (UCSAL).

Critérios de inclusao: individuos maiores de 18 anos infectados pelo HTLV-1, acompanhados no CHTLV ou
UNAFISIO com diagnéstico de HAM/TSP ou assintomatico definido pelo neurologista, que aceitem participar
do estudo e assinarem o TCLE.

Critérios de exclusdo: presenca de coinfecgdes virais cronicas (HIV, Hepatites B e C) e o uso de
corticosterdides.

Sera realizada a coleta de dados clinicos e epidemiolégicos e uma amostra de 20ml de sangue para
extracdo de DNA e RNA. A partir do DNA sera detectada a carga proviral e sequenciada as regides LTR e
pX para identificacdo de mutacdes. A partir do RNA sera quantificada, por qPCR, a expressédo de HBZ e
Tax, além de FOXP3, IFN-g e IL-10 do hospedeiro. Sera realizada construgdo de redes bayesianas para
identificar a relagdo entre as mutagdes, expressao, dados clinicos e epidemiolégicos, buscando entender a
atuacado de HBZ e Tax na patogénese de HAM/TSP.

Todos os individuos infectados pelo HTLV-1, acompanhados nos centros de atendimentos, entre os anos
2019 e 2020, serdo convidados a participar do estudo. Os individuos serdo avaliados por um neurologista,
segundo classificagdo clinica De Castro-Costa e colaboradores, e subdivididos em 2 grupos: 1) HAM/TSP e
2) assintomatico. As informacgdes sobre caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos individuos incluidos
serao obtidas a partir da analise dos prontuarios. Uma amostra de 20 mL de sangue em tubos de EDTA sera
coletada de cada individuo no momento da inclusdo no estudo. As células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) serdo separadas por gradiente de Ficoll-Hypaque a partir do sangue total. As PBMC dos
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individuos serdao submetidas a extracao do DNA e RNA. A extragdao do DNA sera realizada utilizando o kit
QIA amp DNA Blood Mini Kit destinados para o sequenciamento de regides génicas e detec¢do da carga
proviral. O RNA total sera extraido utilizando o kit RNeasy Mini Kit, seguindo as instru¢ées do fabricante,
destinado para a quantificacdo da expressao génica. As amostras de DNA serdo submetidas a PCR, para
amplificacao das regides LTR e pX do HTLV-1, e regides de genes do hospedeiro associados a resposta
imune utilizando protocolo padronizado pelo grupo com primers especificos para cada regido. Os produtos
da PCR serdo submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizados sob luz ultravioleta e
entdo purificados utilizando o kit QlIAquick PCR, conforme instrugdes do fabricante. Apés a confirmacao da
amplificagdo, os produtos purificados serdo encaminhados para sequenciamento utilizando o sequenciador
automatico de DNA ABI 3500XL com os mesmos primers utilizados na PCR. O sequenciamento sera
realizado na plataforma do IGM ; FIOCRUZ.

Analise dos dados:

A expressdo dos genes sera normalizada pelo gene de referéncia glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). Uma matriz de expressédo sera construida com os dados da expressao de HBZ,
TAX, FOXp3, IFN-gama e IL-10 em PBMC de pacientes infectados com HTLV-1 assintomaticos e
HAM/TSP.Estes dados serao posteriormente utilizados para a constru¢do da rede de associacdo com dados
de mutagdes virais, carga proviral, clinicos e epidemiolégicos.

Biorrepositorio:

As amostras coletadas irdo compor o biorrepositério destinado a este projeto seguindo o Regulamento ou
Regimento de Biorrepositério segundo a Resolugdo CNS N° 441, de 12 de maio de 2011. O biorrepositério
ira estocar sangue total, PBMC, DNA e RNA oriundos dos pacientes que aceitarem participar do projeto e
mediante assinatura do TCLE. As amostras serdo armazenadas no CHTLV ; EBMSP, instituicdo habilitada
para o biorrepositério, sob a responsabilidade de Dra. Thessika Hialla A. Araujo. Sera coletado 20 mL de
sangue em tubos de EDTA. Posterior a coleta, as amostras serdo processadas, aliquotadas e identificadas
em tubos apropriados (microtubos de 2 microlitros), as primeiras aliquotas serdo destinas a realizacao da
carga proviral. Para a estocagem nos freezers, as amostras obedecerdo a uma ordem estabelecida
previamente, sendo que todas serdo acondicionadas em galerias apropriadas, devidamente identificadas em
uma planilha de acesso restrito. Este material sera utilizado para avaliar o papel de polimorfismos genéticos
e expressao de genes virais e do hospedeiro e sua relagdo com inflamagao em pacientes infectados pelo
HTLV-1 com HAM/TSP.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- Folha de rosto: Devidamente assinada pelo pesquisador e coordenador do curso de Biomedicina da
EBMSP;

- Anuéncias:

- Carta de anuéncia da Universidade Catdlica de Salvador (UCSAL), assinada pela Pré-Reitora de Pesquisa
e Pés-graduacao;

- Carta de anuéncia assinada pelo coordenador do Centro Integrativo e Multidisciplinar de Atendimento ao
Portador de HTLV (CHTLV) da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP);

- Carta de anuéncia assinada pela diretora do Instituto Gongalo Moniz \ Fundagao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ);
- Carta de anuéncia da Universidade Catélica do Salvador - Unidade de Assisténcia em Fisioterapia
(UNAFISIO);

- Termo de anuéncia do Saude Bahiana assinada pelo responsavel técnico;

- Incluiu Carta ao CEP ; Bahiana com justificativa da emenda apresentada;

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE): ajustado garantindo a autonomia do participante;

- Cronograma: assegura o inicio da coleta apoés a aprovagao por este CEP-Bahiana;

- Orgamento: No valor de R$25.200,00, inclui Kits e material para processamento e armazenamento de
amostras. Consta das informagdes gerais da PB que sera financiamento préprio.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Apos reanalise bioética embasada na Res. 466/12 e documentos afins e considerando os termos de
aprovacao do protocolo de pesquisa conforme Parecer Consubstanciado de n° 3.787.642, sua extensdo de
cronograma e a inclusdo de novo objetivo diretamente relacionado aos desdobramentos da pesquisa,
observa-se que os elementos que constituem a presente emenda ndo gerardao o6bices éticos ao
prolongamento e conclusdo da mesma. Indica-se aprovacdo da emenda proposta.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, o CEP-Bahiana, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS n° 466 de
2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovacdo da emenda proposta

ao projeto de pesquisa
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_247804| 28/01/2025 Aceito
do Projeto 2 E1.pdf 13:36:22
Outros RelatOrio_de_pesquisa.pdf 18/12/2024 |Luana Leandro Gois | Aceito

13:18:19
Projeto Detalhado / |PROJETO_ATUALIZADO_2024.pdf 18/12/2024 |Luana Leandro Gois | Aceito
Brochura 13:18:01
Investigador
Solicitacdo Assinada|Carta_ao_CEP.pdf 18/12/2024 |Luana Leandro Gois | Aceito
pelo Pesquisador 13:17:34
Responsavel
Projeto Detalhado / |PROJETO_HBZ_novo.pdf 12/12/2019 |Luciane Amorim Aceito
Brochura 14:53:32 | Santos
|Investigador
Outros Resposta_CEP_2.pdf 12/12/2019 | Luciane Amorim Aceito
14:52:01 | Santos
TCLE / Termos de | TCLE_novo2.pdf 12/12/2019 |Luciane Amorim Aceito
Assentimento / 14:37:47 |Santos
Justificativa de
Auséncia
Cronograma cronograma.pdf 12/12/2019 |Luciane Amorim Aceito
14:36:37 | Santos
Outros Regulamento_Biorrepositorio.pdf 02/10/2019 |Luciane Amorim Aceito
20:32:54 | Santos
Declaracéo de Carta_Anuencia_Fiocruz.pdf 30/09/2019 | Luciane Amorim Aceito
Instituicdo e 15:57:20 |Santos
LInfraestrutura
Declaragéo de Carta_Anuencia_UCSAL.pdf 25/09/2019 | Luciane Amorim Aceito
Instituicéo e 22:50:32 |Santos
LInfraestrutura
Declaracéo de Carta_Anuencia_Bahiana.pdf 25/09/2019 | Luciane Amorim Aceito
Instituicéo e 22:49:58 |Santos
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_rosto_Bahiana.pdf 19/08/2019 | Luciane Amorim Aceito
11:13:27 | Santos
Declaracéo de Anuencia_CHTLV.pdf 02/08/2019 | Luciane Amorim Aceito
Instituicdo e 12:09:06 |Santos
Infraestrutura
Declaracéo de Anuencia_Unafisio.pdf 02/08/2019 |Luciane Amorim Aceito
Instituicéo e 12:08:47 |Santos
| Infraestrutura
Declaracéo de Declracao_Filipe.pdf 02/08/2019 | Luciane Amorim Aceito
Pesquisadores 12:08:02 | Santos
Declaracéo de Declaracao_Thessika.pdf 02/08/2019 | Luciane Amorim Aceito
Pesquisadores 12:07:52 | Santos
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Declaragao de Declaracao_Ricardo.pdf 02/08/2019 |Luciane Amorim Aceito
Pesquisadores 12:07:43 [ Santos
Declaragao de Declaracao_lL.uana_Gois.pdf 02/08/2019 |Luciane Amorim Aceito
Pesquisadores 12:07:34 | Santos
Declaracao de Declaracao_Amancio.pdf 02/08/2019 |Luciane Amorim Aceito
Pesquisadores 12:07:21 Santos
Declaragéo de Declaracao_dr_galvao.pdf 02/08/2019 |Luciane Amorim Aceito
Pesquisadores 12:05:58 [ Santos
Orgcamento orcamento.pdf 02/08/2019 |Luciane Amorim Aceito

12:02:58 | Santos

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: BROTAS
UF: BA

Telefone:

SALVADOR, 07 de Fevereiro de 2025

Municipio:

(71)2101-1921

AVENIDA DOM JOAO VI, 274

SALVADOR

Assinado por:

Noilton Jorge Dias
(Coordenador(a))

CEP: 40.285-001

E-mail:

cep@bahiana.edu.br
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