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RESUMO

A infeccdo pelo HIV estd entre as principais causas de inaptiddo definitiva para doagdo de
sangue. A dinamica natural da epidemia do HIV no Brasil levou-nos a avaliar os subtipos
presentes do HIV-1 em doagdes de sangue com infeccdo pelo HIV. Doadores de sangue
representam um amplo e melhor corte transversal da populagdo do que em grupos
selecionados de alto risco e, portanto, podem fornecer uma visdo mais ampla das cepas
circulantes do HIV-1 no Brasil. Os nimeros de individuos infectados e a importancia da
infeccdo pelo HIV tornam esse virus um importante problema de satide puiblica no Brasil. O
objetivo deste trabalho € estudar a epidemiologia molecular do HIV-1 em candidatos a
doadores de sangue da Fundagdo Hemope (Pernambuco), a partir da confirmagdo da
infeccdo pelo HIV-1 de doadores com status soroldgico positivo ou indeterminados pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Também avaliar a co-infeccdo do HIV-1 com
outros patégenos que siao avaliados na triagem soroldgica. Dos 328 doadores de sangue
com sorologia positiva ou inconclusiva coletados, foram confirmados 46 (14,02%) como
positivos para HIV. Destas 46 amostras, foi possivel realizar a subtipagem do HIV-1 em 40
amostras, sendo 35 (87.50%) amostras do subtipo B, 4 (10%) do subtipo C e 1 (2.50%) da
forma recombinante CRF02_AG. Investigacao por métodos moleculares indica ser decisiva
na interpretacdo definitiva do diagnéstico para o HIV. Estudos de epidemiologia molecular
do HIV-1 junto com o entendimento de sua biologia s@o necessdrios para estudar a
dindmica da infec¢do e para guiar politicas sanitdrias para controlar a expansio do virus e

reduzir a incidéncia mundial da AIDS.



ABSTRACT

HIV infection is among the leading causes of permanent disability for donation of blood.
The natural dynamics of the HIV epidemic in Brazil has led us to evaluate the present
subtypes of HIV-1 in blood donations with HIV infection. Blood donors represent a wide
cross section of the population than selected groups of high risk and therefore may provide
a broader view of circulating strains of HIV-1 in Brazil. The numbers of infected
individuals and the importance of HIV infection make this virus an important public health
problem in Brazil. The objective of this work is to study the molecular epidemiology of
HIV-1 candidate in the blood donors of the Foundation Hemope (Pernambuco), from the
confirmation of HIV-1 serological status of donors with positive or indeterminate by the
Polymerase Chain Reaction (PCR). Also assess co-infection of HIV-1 with other pathogens
that are evaluated in serological screening. Of the 328 blood donors with positive serology
or inconclusive collected, 46 were confirmed (14.02%) as positive for HIV. Of these 46
samples, it was possible to subtyping of HIV-1 in 40 samples, and 35 (87.50%) samples of
subtype B, 4 (10%) of subtype C and 1 (2.50%) of the form recombinant CRF02_AG.
Research shows by molecular methods be decisive in the interpretation of the final
diagnosis for HIV. Studies of molecular epidemiology of HIV-1 with the understanding of
its biology are needed to study the dynamics of infection and to guide health policies to

control the spread of the virus and reduce the incidence of AIDS worldwide.
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Introducao Geral




1.1. OHIV

O virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) € o agente etiol6gico da
pandemia de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Barré-Sinoussi et al.,
1983). Caracteriza-se pela presenga um genoma constituido por duas fitas de RNA simples
e da enzima Transcriptase Reversa, a qual exerce papel-chave da transcri¢do reversa
(inversa) ou retrotranscricdo do RNA em uma fita dupla de DNA. Este processo ocorre
dentro da célula hospedeira, logo apds a infec¢do e o DNA produzido ird incorporar-se ao
DNA da célula, com o objetivo de reproduzir o virus. Devido as altas taxas de erro da
transcriptase reversa, a auséncia de um sistema de correcdo desses erros, a dindmica da
replicacdo viral (Roberts et al., 1988), e a propriedade de replicagdo, o HIV € marcado por
uma importante variabilidade genética. Isto faz com que praticamente cada particula viral
contenha um genoma diferente das demais. Essa taxa de variagdo € responsdvel pelo
aparecimento de cepas virais com caracteristicas bioldgicas diferentes (Simmonds et al.,
1990) e de resisténcia a terapia antiretroviral (Coffin et al., 1995). Ainda, esta grande
variabilidade se constitui como um dos maiores obstdculos para o desenvolvimento de uma

vacina universal.

7z

Dentro da familia Retroviridae, o HIV pertence 4 subfamilia lentivirinae, que €
caracterizada, em geral, por infeccdo persistente cronica com desenvolvimento de danos
progressivos ao sistema imune do hospedeiro e consequentes alteragdes patoldgicas nos

estagios tardios da doencga (Barré-Sinoussi et al., 1996).

As células utilizadas pelo HIV para infec¢do e replicagdo sdo as que apresentam o
receptor de membrana CD4 (linfécitos T CD4*, mondcitos / macréfagos, células
dendriticas, células de Langherans e microgliais), o qual faz parte do processo de interagao

do virus com a célula hospedeira (Cohen et al., 1999).

Desde a sua descoberta até os dias de hoje, em termos de doencas infecciosas, a
pandemia da AIDS representa o maior desafio ja enfrentado pela saide publica (UNAIDS,

2007).
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1.2.  Descoberta do HIV

A sua descoberta clinica ocorreu entre o final de 1980 e o inicio de 1981, através de
uma investigacdo realizada pelo Centro Norte-Americano para o Controle e Prevencao de
Doengas (CDC, 1981). O surgimento de pacientes com pneumonia por Preumocystis
carinii, associado ao aparecimento de casos de Sarcoma de Kaposi e a constatacdo de um
padrdo nos sinais clinicos encontrados levaram a classificacdo desse quadro como
caracteristico da AIDS. Alguns desses achados clinicos incluiam a baixa contagem de
CD4" (sugerindo que as células T poderiam ser o alvo da infec¢do), linfadenopatia e o

aparecimento de outras doencas oportunistas.

O isolamento do virus ocorreu apenas em 1983 (Gallo et al., 1983; Barré-Sinoussi et al.,
1983) e s6 algum tempo depois, apds novos isolamentos (Levy et al., 1984; Hahn et al.,
1984) ele foi relacionado a outros membros da sub-familia Lentivirinae, pertencente a
familia Retroviridae, como dito anteriormente, sendo esta a classificagdo atualmente aceita.
Inicialmente, esse virus foi denominado de HTLV-III (Human T-cells Lymphotropic Virus
type III) por um grupo de pesquisadores norte-americanos ¢ de LAV (Lymphadenopathy
Virus) por um grupo de pesquisadores franceses. Posteriormente, o Comité Internacional
em Taxonomia de Virus recomendou a denominacdo desse novo virus como virus da

imunodeficiéncia humana, HIV (Human Immunodeficiency Virus).

Os lentivirus estdo associados a uma gama de doengas crénicas em mamiferos,
causando imunodeficiéncias, cancer, doengas neuroldgicas e linfaticas. Alguns exemplos
sdo os virus da imunodeficiéncia simia (SIV), felina (FIV) e bovina (BIV), da anemia
infecciosa equina (EIAV), da artrite e encefalite caprina (CAEV) e o Maedi-Visna, que
atinge os ovinos (OMVYV). Em humanos sdo encontrados dois tipos de HIV, classificados
como 1 e 2 (Cavallo e Cavallo, 1986). Essa distincdo € feita em funcdo de diferencas na
organizacdo do genoma e nas suas relagdes filogenéticas com outros lentivirus de primatas.
Ja foram identificados mais de 30 espécies de primatas africanos com SIV (Bibollet-Ruche

et al., 2004), e esses parecem ser seus hospedeiros naturais, uma vez que animais infectados

14



niao desenvolvem a doenca. Cada SIV recebe uma denominagdo associada ao nome da
espécie na qual foi isolado, por exemplo, SIVp, € o virus encontrado em chimpanzés (Pan
troglodytes) e SIVy, € encontrado em gorilas (Gorilla gorilla). Diversos estudos
filogenéticos associados a distribui¢do geografica dos isolados concluiram que o HIV-1 se
originou a partir do SIV,, (Gao et al., 1999; Keele et al., 2006), enquanto o HIV-2 € mais

relacionado com o SIV¢y, que infecta Cercocebus atys (Hirsch et al., 1989).

1.3.  Epidemia da AIDS

O inicio da epidemia de HIV / AIDS ocorreu hd mais de 25 anos, juntamente com a
descoberta do HIV-1. Estudos indicam que os primeiros casos surgiram na regido oeste da
Africa Equatorial (Travers et al., 2004) e o virus disseminou-se pelo continente e pelo
mundo todo. O ripido espalhamento de doencgas infecciosas como a AIDS ficou muito
facilitado desde o final do século passado devido ao aumento da morbidade e a grande
interdependéncia e intercomunicacdo mundial (WHO, 2007). A pandemia de AIDS
demonstrou falhas na capacidade de vigilancia para monitorar o surgimento e espalhamento

de novas doencas.

Considerando até dezembro de 2007, em seu boletim epidemiolégico anual da AIDS
(UNAIDS, 2007), a Organizacdo Mundial da Saide estimou que existem cerca de 33
milhdes de individuos, entre criancas e adultos, infectados pelo o HIV (Figura 1.1), dos
quais em torno de 23 milhdes residem na Africa e cerca de 1,6 milhdes vivem na América
Latina. Aproximadamente um ter¢o desses infectados vivem no Brasil. Segundo o dltimo
boletim epidemiolégico publicado pelo Ministério da Saude, estima-se que haja cerca de
507.000 casos confirmados no Brasil, e que Sao Paulo é o estado com o maior niimero de
casos (aproximadamente 193.000). O estado com maior incidéncia € o Rio Grande do Sul,
com uma taxa de 36,5 individuos infectados / 100.000 habitantes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008). Nesta dltima avaliacdo, a UNAIDS concluiu que a prevaléncia da
infeccdo, de uma maneira global, ndo tem sofrido alteracdes. Ocorreram redugdes

localizadas em alguns paises, constatou-se a diminui¢do no nimero de mortes,
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possivelmente devido a melhoria no acesso aos tratamentos, € um menor nimero de novos
casos anuais. Ainda assim, o HIV infecta cerca de 6.800 pessoas por dia e leva a ébito mais
de 5.700, e esses casos acontecem principalmente por falhas na prevengdo e no tratamento
da AIDS. Também foi constatada a formacdo de dois padroes diferentes na pandemia: na
Africa subsaariana a epidemia atinge toda a populacdo, e no resto do mundo ela se
concentra principalmente nos chamados grupos de risco, como homossexuais, usudrios de

drogas injetaveis, doadores de sangue, profissionais do sexo e seus parceiros.

ORI Dt Leste Europeu e Asia Central

B Oeste o
Ameérica do Norte 760 000 1.6 MilhSes
1.3 Milndes [600 000 - 1.1 MilhdGies) [1.2-21 MilhGes]

[480 000 - 1.9 Milhdes] Leste Asidtico

: Oriente Médio & [BQBDO_OQ;JUUa”]
Caribe Norte da Africa Sul e Sudeste
230000 380 000 Asiafico
[210 - 270 Mi] [270 - 500 ] 4.0 Milhdes
Africa [33-5 1 Mihdes]
Ameérica Latina g;t;gzﬁnsina
e .5 Milhdes
[11__;16_“1'1';';' j’lﬁ:es] [20.9 - 24.3 Milpges] Oceania
750 000

[53 - 120 Mil]

Figura 1.1: Estimativa da UNAIDS de ntimero de adultos e criancas vivendo com HIV no ano de 2007

(Adaptacdo UNAIDS, 2007).

1.4. Estrutura e Genoma do HIV

O HIV € uma particula constituida de uma camada lipidica ou envelope que envolve
o nucleocapsideo onde estao abrigadas as duas fitas simples de RNA. Sua estrutura tem o
formato icosaédrico com 100 — 120 nm de diametro, e apresenta estruturas protuberantes na
camada exterior — sdo as glicoproteinas do envelope (Figura 1.2). O genoma de RNA
possui cerca de 10 kb de comprimento e € ocupado em grande parte pelos trés genes
estruturais: gag (grupo antigeno), env (envelope) e pol (polimerase), que sao delimitados

por duas partes regides contendo sequencias repetitivas, denominadas longas sequencias
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terminais repetidas (LTR — long terminal repeats), onde estdo as principais sequencias

promotoras para a transcri¢ao dos genes virais.

Surfos

B
LT molsculesd

Figura 1.2. Estrutura morfolégica do HIV-1 (www.opusgay.org/HIV-DST.html).

H4 ainda, seis outros genes acessorios e regulatérios no genoma, sendo os cinco: vip, vpr,

tat, rev e nef comuns ao HIV-1 e ao HIV-2, e vpu e vpx para o HIV-1 e HIV-2,

respectivamente (Zeichner et al., 1994).

SLTR| | p17 | p2d {p7ipd

tat

vif ‘

l nef

634 2 Vf
B 0 =
rev
prot pstpr P pSani [|| gp120 gpdt |
pol env
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 9719

Figura 1.3. Organizagdo gendmica do HIV-1.
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O envelope viral de natureza lipoproteica é derivado da membrana celular do hospedeiro e
€ formado por duas glicoproteinas extensivamente glicosiladas: gp120 e gp41 (Chan e Kim,
1998). A estrutura da gp120 apresenta cinco regides varidveis (V1 - V5) intercaladas por
cinco regides conservadas (C1 — C5) (Starcich et al., 1986). Uma das regides varidveis,
designada V3, é formada por uma alca composta de 35 aminodcidos e unidas por pontes
dissulfeto (Figura 1.4.). Essa regido é imunodominante e contra ela sdo produzidos

anticorpos neutralizantes (Goudsmit et al., 1988).

(DS 7 CriK! AR
I?ij e u'Jt_'J, .

7 e e
e

el
i

OOH

=R w1 LHED
ot MEeinEr

Figura 1.4. Representacdo esquemdtica da gp120 do HIV-1 mostrando as regides conservadas (C1-C5) e as

regides variaveis (V1-V5). (Adaptado de Leonard et al., 1990).

Na superficie do virus, as proteinas do envelope sdo estruturadas em complexos triméricos
que promovem a ligacdo e fusdo a membrana celular (Chan e Kim et al.,, 1998). A
localizacdo da gpl20 € totalmente exterior € a gp4l tem localizacdo transmembranica.
Ambas sdo produzidas a partir da clivagem de uma glicoproteina precursora, a gp160,
codificada pelo gene env. Abaixo da bicamada lipidica estd a proteina da matriz p17 (MA)
que € codificada pelo gene gag. Além da pl7, sdo codificadas também pelo gene gag, as

proteinas: p24 (CA) que envolve o cerne (core) ou capsideo viral, p7 (NC) e p6 que se
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localizam no nucleocapsideo. O gene pol codifica as enzimas envolvidas no processo de
replicacdo e integragdo do genoma viral: protease (pl1), transcriptase reversa (p66/pS51) e
integrase (p31). As proteinas dos genes gag e pol sdo traduzidas como precursores que
devem ser clivados pela protease nas subunidades distintas (Zeichner et al., 1994). As
longas regides terminais repetitivas (LTR) ndo codificam proteinas, mas sdo essenciais para
a regulacdo da expressao viral. Fatores transcricionais do hospedeiro e outros codificados
pelo virus ligam-se a regides especificas da LTR e promovem a expressdo dos genes do
HIV (Greene e Peterlin, 2002). As regides LTR contém regides com sinais de
poliadenilacdo (Kao et al., 1987), TATA Box, sequencias promotoras e sitios de ligacao
para dois fatores transcricionais: NFkB e SP1 (Karn et al., 1999). A proteina Tat (“trans-
acting transcription transactivator’”) € uma transativadora da transcricdo do genoma viral e é
essencial para replicacdo do HIV (Puglisi et al., 1992). A vpr participa do processo de
transporte do complexo de pré-integracdo viral para o nicleo da célula hospedeira (Cohen
et al., 1996) e rev estd relacionada com o processo de exportacdo dos transcritos nao
processados do nucleo para o citoplasma (Hope et al., 1997). A proteina nef parece estar
relacionada com a expressdao de CD4 (Aiken et al., 1994) e das moléculas de HLA I e II
(Collins et al., 1998) na superficie das células infectadas, o que pode representar um
mecanismo de escape importante a acdo das células T citotdxicas e para evitar o
reconhecimento pelas células T CD4". A proteina nef pode também interferir com a
ativacdo das células T por ligacdo a vdrias proteinas que estdo envolvidas nas vias
intracelulares de transducdo de sinal (Peter, 1998). A proteina vpu relaciona-se com a etapa
de producdo e brotamento das particulas virais e com a regulagdo negativa das moléculas
CD4 pelas células infectadas (Klimkait et al., 1990; Schubert et al., 1996). A vif é
importante para os mecanismos intracelulares de transporte dos componentes virais, além
de se ligar ao inibidor antiviral APOBEC3G, o qual pertence a uma familia de enzimas
intracelulares que retiram o grupo amino, especificamente a citosina em uracila do RNA,
ou do DNA, resultando em um aciimulo de mutacdes G — para — A que levam a degradacao
do DNA viral. Ao formar um complexo com a APOBEC3G, a vif bloqueia a atividade
inibitéria da APOBEC3G (Mariani et al., 2003).

1.5.  Ciclo de Replicac¢do do HIV
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Como todos os virus, o HIV se reproduz utilizando a maquinaria genética da célula
hospedeira. O ciclo de vida do HIV comec¢a com a ligag¢do da particula viral a superficie da
célula do hospedeiro, através da interagdo da proteina gpl20 viral com o receptor de
membrana CD4 (Figura 1.5). Esta ligacdo leva a mudangas conformacionais e a
subsequente participacdo de uma das moléculas da familia dos receptores de quimiocinas
(CCRS5 e CXCR4 principalmente) no processo. A formagdo do resultante complexo ternério
(gp120/CD4/receptor de quimiocina) resulta em uma segunda mudanga na conformacao das
proteinas do envelope viral, levando a exposi¢cdo do da gp41, que se ancora na membrana
plasmadtica da célula através de um dos seus sitios hidrofébicos (Ugolini et al., 1999;
Greene e Peterlin, 2002). A eficiéncia de entrada do virus na célula, provavelmente pela
avidez de ligacdo as moléculas de CD4 e do correceptor, parece estar diretamente
relacionada com a adaptabilidade da particula viral (Marozsan et al., 2005). Variacdes na
eficiéncia de entrada sdo provavelmente consequéncia da grande variabilidade no gene do
envelope que por sua vez estd relacionada com fortes pressoes seletivas do ambiente

hospedeiro (Richman et al., 2003; Wei et al., 2003).
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Figura 1.5. Representacdo esquematica simplificada da particula viral, do ciclo de vida do HIV na célula do

hospedeiro e imagem de microscopia eletronica. (Adapatacdo de Simon e Ho, 2003).
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Ap6s a fusdo, o capsideo € entdo desencapado levando a liberacdo do seu contetido, o RNA
genOmico e as enzimas virais, no citoplasma celular. Em seguida, a enzima transcriptase
reversa promove a sintese de uma molécula de DNA de fita dupla a partir do RNA viral
(retrotranscricdo). Esta recém-sintetizada molécula de DNA, juntamente com a enzima
integrase, forma um complexo de pré-integracdo viral, o qual é rapidamente transportado
para o nucleo da célula hospedeira. Através da atividade da integrase, ocorre a integracao
estavel do cDNA viral no DNA cromossdmico da célula, estabelecendo um provirus (Katz
e Skalka, 1994). O provirus tem uma tendéncia de se manter no estado latente nos
cromossomos da célula infectada sem produzir virus até ser ativado por um determinado
evento mitogénico. Esta capacidade de laténcia complica enormemente as tentativas de
tratamento da infec¢do com drogas antiretrovirais. Quando a célula é ativada, através do
uso da maquinaria biossintetizadora da célula e da regulacao adicional pelas proteinas virais
(Frankel e Young, 1998), o provirus é repetidamente transcrito. O conjunto de RNA’s
transcritos € entdo transportado ao citoplasma, onde serd traduzido em suas proteinas
(expressdo das proteinas virais e as poliproteinas precursoras). As proteinas virais sao
clivadas pela acdo das proteases migrando em seguida para os sitios de maturacio, nas
imediacdes da membrana plasmadtica, de onde brotam novas particulas virais capazes de

infectar outras células e dar continuidade ao ciclo infeccioso.

1.6.  Modos de Transmissao do HIV
Os mecanismos de transmissdo reconhecidos para HIV —I incluem:

e Transmissdo vertical, ou seja, da mae para seu filho, no periodo pré-natal (via
transplacentdria) ou pds-natal (através do leite materno). Também pode ser
transmitido durante o parto;

e Transmissdo por contato sexual desprotegido.

e (Contato direto com sangue e / ou hemoderivados:

- Compartilhamento de agulhas (usudrios de drogas injetaveis);

- Transfus@o de sangue e/ou hemoderivados;

- Acidentes ocupacionais com material biolégico contaminado (utensilios
perfuro-cortantes).
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1.7.  Classificacdo do HIV

Uma importante caracteristica do HIV, bem como dos retrovirus, € a sua grande
diversidade genética. Isso ocorre, em grande parte, devido a erros gerados no momento da
transcricdo do RNA viral em cDNA. Como nessa etapa ndo existem mecanismos de
corre¢do nas incorporacdes erroneas dos nucleotideos, essas mutagdes levam a producdo de
virus diferentes do original. Algumas alteragdes podem acarretar geragdo de proteinas nao-
funcionais, inviabilizando o virus. No entanto, outras podem gerar virus aptos a infectar
novas células e com diferencas que lhes permitem escapar da resposta ja desenvolvida pelo
sistema imune, podendo inclusive conferir resist€éncia a medicamentos, dificultando o

controle da infeccao.

Foi essa variabilidade genética, associada ao grande potencial de recombinacdo
viral, que permitiu o estabelecimento de um sistema de classificacdo que divide os virus em
grupos, subtipos, sub-subtipos e formas circulantes recombinantes (circulant recombinant
forms - CRF) (Robertson et al., 1999). Essa divisdo é feita em funcdo de andlises das

relacdes filogenéticas dos diversos isolados.

O HIV-1 apresenta trés grupos bem diversos entre si: M, N e O. Essa nomenclatura
vem da inicial dos seguintes termos em inglés: Main que significa principal, Outlier que se
refere a um grupo externo € New ou Non-M — Non — O (Simon et al., 1998) que sdo aqueles
novos virus que nao se enquadram em nenhum dos dois grupos anteriores. Para
classificacdo de um novo subtipo ou sub-subtipo os isolados devem se posicionar
separadamente na andlise filogenética, de forma equidistante em relacdo aos grupamentos
J4 descritos. Para a descri¢do de um CREF, ficou estabelecido que € necessario o isolamento
e sequenciamento, a partir de individuos nao-ligados epidemiologicamente, de trés

genomas completos, preferencialmente, ou no minimo dois completos e um parcial.

O grupo M € o que apresenta maior diversidade e distribuicdo geografica, e andlises
filogenéticas dos seus componentes permitem a clara visualizacdo de agrupamentos os

quais sdo chamados de subtipos e sdo classificados como: A, B, C, D, F, G, H, J e K, dos
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quais as sequencias dos genes do envelope diferem entre si em cerca de 24% (Robertson et
al., 1999). Cada subtipo se apresenta filogeneticamente eqiiidistante em relagdo aos demais
subtipos e os seus componentes sa3o mais proximos geneticamente entre si do que entre
virus de diferentes subtipos (Figura 1.6). Existem ainda sub-subtipos como: Al, A2 e A3,
F1 e F2, que sdo agrupados por apresentarem um grau de diversidade dentro de cada um
dos respectivos subtipos, porém nao suficiente para serem considerados como um novo

subtipo.

c
B env
\ K
F2
H
F1
G
J D
A

Figura 1.6. Arvores filogenéticas de amostras representativas dos subtipos do grupo M inferidas

utilizando os genes gag, pol e env separadamente (Robertson et al., 1999).

Como o genoma do HIV € composto por duas fitas simples de RNA, quando dois virus
de diferentes subtipos infectam a mesma célula é possivel que ocorra o surgimento de
mosaicos. Neste caso, na andlise filogenética observamos que uma parte do genoma se
agrupa com um subtipo enquanto outra se agrupa com outro. Quando esses recombinantes
sdo isolados em somente um paciente ou em pacientes epidemiologicamente relacionados
eles sdo chamados de formas recombinantes unicas (unique recombinant forms - URF).

Mas quando eles passam a ser encontrados em casos ndo diretamente relacionados e
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comecam a apresentar importancia epidemioldgica na populacdo sdo entdo chamados de
CRF’s. Quando um novo recombinante € caracterizado e reconhecido pela comunidade
cientifica, ele recebe um nimero seqiiencial, determinado por uma comissao que controla
essa classificacdo, seguido do nome dos subtipos que fazem parte da sua composi¢do. Se
ele for resultante da recombinagdo de mais de dois subtipos, no lugar das letras de
denominacdo dos subtipos ele recebe “cpx”, significado complexo. Até o presente
momento ja foram estabelecidos mais de 30 CRF’s, alguns chegando a ser mais importantes

epidemiologicamente em algumas regides do que subtipos puros.

O grupo O, assim como o grupo M, apresenta uma grande diversidade, porém as
andlises filogenéticas ndo revelaram agrupamentos claros que permitissem a classificagao
dos seus membros em subtipos (Archer e Robertson, 2007). O grupo O diverge do grupo
M em cerca de 50% das sequencias de aminodcidos do gene env (Subbarao e Schochetman,
1996) e é prevalente na Repiiblica dos Camardes, Gabdo e Guiné Equatorial, na Africa

(Giitler, 1996).

O grupo N apresenta menor dispersdo, o que ainda impossibilita sua classificagdo em
subtipos, tendo sido documentado em poucos individuos na Reptblica dos Camardes
(Simon et al., 1998) e relacionado com o virus da imunodeficiéncia simia deste pais (Corbet

et al., 2000).

Na medida em que aumenta a quantidade de isolados sequenciados, certamente surgirdo
relagdes mais complexas entre os diferentes subtipos, sub-subtipos e CRF’s, uma vez que a

classificacdo é sempre em relacdo as demais sequencias.
1.8.  Epidemiologia do HIV

Os dois tipos de HIV apresentam diferencas na sua histéria epidemioldgica.
Enquanto o tipo 1 se espalhou por todo o mundo gerando a pandemia da AIDS, o tipo 2 se
manteve endémico na regido central da Africa (van der Loefen et al., 2006). Se analisarmos
os diferentes grupos do HIV-1 também notaremos diferengas: os grupos O e N ficaram
restritos as areas onde foram inicialmente identificados e o grupo M apresenta uma grande

diversidade e é encontrado no mundo todo.
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Em um estudo no qual compararam isolados de HIV-2, do grupo O do HIV-1, e de
varios subtipos do grupo M do HIV-1 e demonstraram que todas as amostras do grupo M
apresentaram uma maior adaptabilidade (fitness), que significa uma maior capacidade
reprodutiva e adaptativa de um organismo em ambiente, em relacdo aos demais. Ou seja, a
prépria natureza do HIV, associada a diferengas regionais relacionadas a fatores sociais e
comportamentais, faz com que a distribuicdo geografica dos diferentes subtipos seja um
processo extremamente dindmico ao longo do tempo (Arién et al., 2005). Além disso, ndo
existe uma proporcionalidade no nimero de isolados seqiienciados por pais em relagdo ao

ndmero de infectados, o que pode distorcer as estatisticas.

Analisando a distribui¢do geografica dos diferentes subtipos do HIV-1, observa-se
que o subtipo C do HIV-1 € o mais prevalente no mundo todo, sendo responsdvel por mais
de 50% das infec¢Oes (Hamelaar et al., 2006). Um dos fatores que levam a este alto valor €
a sua area de ocorréncia, que se concentra em regides populosas e com altas taxas de
infec¢do, como as regides sul e Leste da Africa e a India (Figura 1.7), também tem sido
observado um aumento de sua prevaléncia na China (na forma de CRF’s BC) e no Brasil. O
segundo subtipo mais encontrado € o A, que ocorre principalmente no Leste Europeu e na
Asia Central, seguido do subtipo B, que é o mais prevalente e o mais estudado, devido ao
fato de predominar nas epidemias nas regides com os melhores indices de
desenvolvimento, como nos paises da América do Norte, Europa e Austrdlia, embora seja
também o principal subtipo encontrado na América Latina e no Caribe. Existem ainda
recombinantes que predominam em determinadas regides, como o CRFO1_AE que é muito
importante no Sudeste Asidtico, em paises como Tailandia, Indonésia, Vietna, Malasia,
Camboja, além do sul da China; e o CRF02_AG que ocorre no Oeste da Africa, em paises

como o Senegal, Guiné, Libéria, Gana, Mali, Niger, entre outros.
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Figura 1.7. Distribuicdo regional dos subtipos e recombinantes do HIV (Adaptado de Hamelaar ef al., 2006).

Na América do Sul, em uma andlise de amostras provenientes do Equador, Bolivia,
Peru, Uruguai e Argentina, constatou-se que o subtipo B € o de maior predominio nessa
regido, sendo seguido por recombinantes BF (Hierholzer et al., 2002). Em um estudo mais
abrangente na América Latina, analisando além dos paises supracitados, Chile, Venezuela,

Paraguai e Colombia, observou-se uma prevaléncia semelhante a encontrada no estudo

anterior, porém foram encontrados isolados do subtipo C (Carrion et al., 2004).

O Brasil, por ser o maior pais mais populoso da regido e ter uma extensa area de
fronteiras, apresenta notdria importancia epidemiolégica em toda América do Sul. Devido a
sua extensdo territorial, as diferencas sociais, demograficas e culturais se refletem no perfil
de distribuicdo dos subtipos do HIV-1 ao longo do seu territério. No Brasil, estudos da
epidemiologia molecular do HIV-1 mostraram clara predominancia do subtipo B, com
presenca de subtipos adicionais como o subtipo F (Morgado et al., 1994), o subtipo C
(Bello et al., 2008; Fontella et al., 2008), além dos recombinantes BF e BC (Sabino et al.,
1994; Guimarides et al., 2001; Brennan et al., 2007). Diferente dos demais componentes da
América do Sul, a epidemia brasileira apresenta diferencas no padrao de distribui¢do dos
subtipos entre as regides geograficas. Na regido Norte, foram observadas propor¢des

equivalentes dos subtipos B e F (Vicente et al., 2000) enquanto na regido Sudeste o subtipo
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B predomina (aproximadamente 85%) seguido pelo subtipo F (cerca de 10 a 15%)
(Morgado et al., 1998; Barreto et al., 2006) além dos registros de casos isolados do subtipo
C (Couto-Fernandez et al., 2005). Nas regioes Nordeste (Cavalcanti et al., 2007) e Centro-
Oeste (Stefani et al., 2007) foi observado uma clara predominéancia do subtipo B (cerca de
90 %) com casos de subtipo F e isolados casos de subtipo C. Entretanto, estudos recentes de
epidemiologia molecular na regido Sul do Brasil, tem demonstrado um padrdo de
distribuicdo dos subtipos contrastante com as demais regides geograficas do Brasil,
mostrando que a frequéncia do subtipo C tem aumentado significantemente, chegando a
apresentar porcentagens similares ao subtipo B na regido, além de recombinantes de ambos

os subtipos (Soares et al., 2005; Santos et al., 2007; Locatelli et al., 2007).

Os subtipos do HIV-1 também apresentam dispersdo diferenciada entre os diferentes
grupos de risco e/ou modos de transmissdo. Por exemplo, o subtipo B é predominantemente
associado com epidemias ligadas a usudrios de drogas injetiveis e pessoas com
comportamentos homossexuais no mundo Ocidental, enquanto o subtipo C e a CRFO1_AE
estdo relacionados com a transmissdao heterossexual na Tailandia, India e Africa
subsaariana (Weniger et al., 1994; Kunanusont et al., 1995; Burke & McCutchan, 1996).
Uma observacdo que possivelmente estd relacionada com estas caracteristicas de
epidemiologia molecular do HIV-1 € a replicagdo mais eficiente do subtipo C e da
CRFOI_AE em células de Langherans, importantes na transmissdo heterossexual,
comparados com o subtipo B (Soto-Ramirez et al., 1996). Entretanto, esta associagdo nao

foi confirmada em estudos posteriores (Ball et al., 2003; Arien et al., 2005).

Essa heterogeneidade na distribuicdo mundial dos subtipos do HIV-1, e o crescente
surgimento e identificacio de novos CRF’s, reforcam a importincia de pesquisas que
elucidem os mecanismos de dispersio do virus. Estudos detalhados das diferencas
existentes entre os virus, tanto no nivel molecular como epidemioldgico, e um
acompanhamento de como a disseminacdo dos diferentes subtipos vem ocorrendo ao longo
do tempo, podem facilitar esse entendimento e permitir, no futuro, a previsdo dos rumos da
epidemia. A disseminacdo global dos subtipos de HIV-1 é um processo dinamico, e

associacdes entre modos de transmissdo e subtipos sdo provavelmente devido a eventos
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histéricos, como migracdes, fatores sociais, comportamentais e econdmicos associados
provavelmente fatores biolégicos do hospedeiro e virais. Essas informagdes sdo de extrema
importancia na tomada de decisdo em relacdo a politicas de saide publica, produgdo de

medicamentos e estudos de vacinas.

1.9.  Aspectos Clinicos e Imunolégicos da Infec¢do pelo HIV

A infeccdo pelo HIV ocorre através do contato de um individuo ndo-infectado com
o sangue, s€émen ou outros fluidos corporais de um individuo infectado. Aproximadamente
de trés a seis semanas apds esse periodo, inicia-se a fase de infeccao priméria (Figura 1.8),
caracterizada por altos indices de replicacdo viral (acima de 10" cépias de RNA/ml de
plasma) e consequente disseminagdo do virus para os linfonodos e sangue periférico. Como
consequéncia, ocorre uma diminui¢do no nimero de linfécitos T CD4" (Pantaleo e Fauci,
1996). Estudos mostram que esta deplecio de linfécitos T CD4" ocorre de forma mais
acentuada na mucosa do trato gastrointenstinal do que no sangue periférico durante a
infeccdo primaria pelo HIV-1 (Guadalupe et al., 2003; Mehandru et al., 2004). De fato, a
mucosa gastrointestinal abriga a maioria dos linfécitos T presentes no organismo, enquanto
o sangue periférico contém apenas entre 2% a 5% dos linfdcitos totais (Smit-McBride et
al.,1998). Além disso, comparando-se com os linfécitos circulantes, um maior percentual
dos linfécitos T CD4" presentes na mucosa expressam o receptor de quimiocinas CCR5 o
qual € utilizado preferencialmente durante a fase inicial da infec¢do (Connor et al., 1997).
Assim, o trato gastrointestinal tem sido descrito como um reservatério viral persistente
(Kotler et al., 1991; Nannini et al., 2002) e com um papel importante na patogénese do
HIV-1, uma vez que é fortemente sugerido que os eventos viroldgicos e imunoldgicos
durante a infec¢do aguda e inicial pelo HIV-1 tem um papel crucial na determinagdo da
velocidade de progressao da doenca (Mellors et al., 1996; Lafrere, 1998). Durante a fase de
infeccdo primdria, cerca de 50% a 70% dos individuos infectados desenvolvem uma
sindrome clinica com sintomas que se assemelham aos de uma gripe e tem duracido de uma
ou mais semanas (Cohen et al., 1997). Em resposta a infec¢do, ocorre um aumento de
significativo de células T CD8" no sangue periférico (Fauci, 1993), provavelmente, o
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principal responsavel pelo controle da viremia (Borrow et al., 1994; Pantaleo et al., 1994).
Estas células, através da atividade citotoxica HIV - especifica eliminam células infectadas,
e através da producdo de fatores soliiveis contribuem para a supressdo da replicacdo viral
(Mackewicz et al., 1991). Nesse periodo, os testes para deteccdo de anticorpos
normalmente ndo conseguem diagnosticar a infec¢ao, pois, embora os titulos virais estejam
altos, os niveis de anticorpos durante a fase aguda ainda sdo inexpressivos (Fauci, 1993)
(Figura 1.8). O controle da viremia resulta entdo na resolu¢do da sindrome aguda viral.
Entretanto, é nessa fase que se formam os focos de células infectadas latentes que
representam um dos potenciais mecanismos de escape da resposta imune e de
medicamentos, além da persisténcia da infec¢do. Assim, embora ocorra uma dramdtica

queda da viremia, a replicacdo viral nao € totalmente controlada (Pantaleo e Fauci, 1996).

Ap6s o periodo da infec¢do primdria, inicia-se uma fase conhecida como laténcia
clinica, quando todos os parametros viroldgicos se mant€ém em niveis baixos ou
indetectaveis, como consequéncia da resposta imune especifica. Consequentemente ocorre
uma recupera¢do do nimero de linfécitos T CD4" que se mantém estdvel ou sofre um
declinio gradual (Cohen et al., 1997); nesta fase, a maioria dos individuos infectados se
mantém assintomadticos. Tanto a resposta celular como a resposta humoral HIV-especificas
sao detectadas em niveis elevados durante o periodo de laténcia clinica (Figura 1.8),
entretanto, os niveis de replicacdo viral, embora baixos, ndo sdo totalmente controlados
(Pantaleo & Fauci, 1996). Os mecanismos responsdveis pela habilidade do virus de escapar
dessas respostas ainda ndo sdo bem entendidos. Um fator que parece contribuir é a
propensdao do HIV em gerar sequencias variantes que podem ndo ser reconhecidas pelo
sistema imune (Coffin et al., 1995). Existem alguns estudos demonstrando que cepas
variantes podem resistir a neutralizagdo por anticorpos ou ndo serem reconhecidas por
linfécitos T citotéxicos induzidos por outra cepa viral (Arendrup et al., 1992; Bongertz et

al., 1997; Borrow et al., 1997).

Ap6s um periodo que varia de trés a dez anos, como consequéncia do efeito
citopatico direto do virus sobre as células infectadas e de mecanismos imunoldgicos que

causam a destruicdo destas células, como a apoptose e a citotoxicidade, ocorre uma perda
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considerdvel de células T CD4", atingindo niveis inferiores a 200 células/ml, e a destrui¢io
da maioria do sistema linféide no individuo infectado pelo HIV (Cohen et al., 1999). A
resposta CTL HIV-especifica € geralmente perdida e anticorpos neutralizantes sdo
raramente detectados. Concomitantemente, ocorre um novo aumento da replicacdo viral
culminando com o surgimento dos sintomas da AIDS. Portanto, esta sindrome se
caracteriza por uma imunosupressdo acentuada, tornando o individuo infectado suscetivel a

infeccdes oportunistas, neoplasias secundarias e manifestacdoes neuroldgicas (Coffin et al.,

1995; Kahn et al., 1998).

A taxa de progressdo para a fase de AIDS pode variar substancialmente entre os
individuos infectados pelo HIV. Ap6s a infec¢do, o balanco entre a capacidade do virus de
replicacdo e a eficiéncia da reposta imune do hospedeiro a este patdgeno ird determinar as
diferentes taxas de progressio (Pantaleo e Fauci, 1996). A maioria dos individuos
infectados (70 a 80%) apresenta o perfil tipico de progressdo para a doenga, que ocorre em
6 a 8 anos para atingi-la (Buchbinder et al., 1994). Entretanto, uma porcentagem dos
individuos infectados pelo HIV (cerca de 10 a 15%) apresenta uma rdpida progressdo para a
AIDS, de dois a trés anos ap0s a infec¢do primdria, e sdo denominados rapidos progressores
(Phair, 1994). Por outro lado, uma menor porcentagem permanece assintomdtica, com o
nimero de células T CD4" dentro dos limites normais € com niveis virologicos muito
baixos, por um periodo de 8 a 10 anos ap0s a infec¢do primdria (Buchbinder et al., 1994;

Phair, 1994).
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Figura 1.8. Histdria natural da infeccdo pelo HIV-1. (Adaptacdo de Poignard et al., 1996).

1.10. HIV e Hemoterapia

A preocupacdo com os riscos de transmissido envolvendo o ato transfusional exige o
desenvolvimento de estudos sobre o processo de selecdo de doadores e de seguranca do ato
transfusional, constituindo grande interesse para pesquisadores da drea de Sadde Publica

(Gendler e Pascuccio, 2007).

Embora viarias medidas sejam tomadas para garantir a seguranca com o uso do
sangue, estima-se que cerca de 5 % dos casos de AIDS no mundo ocorram através da
transfusdo sanguinea. (Wahdan, 1995; Germain e Goldman, 2002). O sangue é o meio mais
eficiente na transmissdo do HIV com uma frequéncia da soroconversdo apds a transfusdo

de doadores infectados acima de 90% (Donegan et al., 1990; Shrestha et al., 1996).

1.10.1. Testes laboratoriais
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Os testes laboratoriais utilizados para o diagndstico do HIV na triagem de doadores
de sangue sdo essenciais para o seguimento dos pacientes infectados e na vigilancia
epidemioldgica da infec¢do e doenga. As praticas realizadas nos servicos de hemoterapia
sao regulamentadas pelo Ministério da Saudde, através do Regulamento Técnico para
obtencao, testagem, processamento e controle de qualidade do sangue e hemocomponentes
para uso humano (RDC n° 153). O regulamento € fiscalizado pela Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitdria — ANVISA (BRASIL, 2004).

A partir de 1985, quando os testes soroldgicos para HIV foram disponibilizados
para uso, houve um decréscimo no percentual de transmissdo. E com o desenvolvimento de
técnicas mais sensiveis, uma sele¢do mais rigorosa de doadores e o uso adequado do sangue

permitiram uma reducao no risco de aquisicao desta infec¢cdo (Pilonel e Laperche, 2005).

Portanto, a seguranca transfusional depende de uma série de fatores, que em
conjunto podem proporcionar melhor qualidade do sangue e dos hemocomponentes a serem
utilizados. Dentre esses fatores, os mais importantes sdo: a selecdo da populagdo de
doadores, a triagem clinica, a realizacio de testes imunohematoldgicos, a triagem

soroldgica e o uso racional do sangue hemocomponentes (Kiely e Wood, 2005).

A triagem soroldgica tem um significado estratégico especial, pois a partir de um
determinado momento, é o unico procedimento que vai validar ou ndo a utilizacdo do
sangue. Entretanto, triar doadores de sangue por testes sorolégicos gera um numero
substancial de resultados conflitantes, discordantes e consequentemente inconclusivos.

(Barbosa et al., 1998).

Doadores com resultados inconclusivos na triagem soroldgica sdo problemaéticos
para os servicos de hemoterapia por causa da perda do produto e pela conducao clinica
posterior desse doador (Kiely e Wood, 2005). O desafio para os servigos de hemoterapia €
determinar quando informar esses doadores sobre seus resultados e como isso deve ser feito
para minimizar-lhes a ansiedade (Gastaldello et al., 2001). E dificil explicar aos doadores
que embora seus resultados ndo indiquem infec¢do seu sangue ndo serd utilizado para

transfusao.
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Os principais testes laboratoriais para o diagnéstico da infeccao pelo HIV baseiam-
se na pesquisa de anticorpos anti-HIV e antigenos virais (p24). Sao usados rotineiramente
na identificacdo soroldgica em bancos de sangue e em programas de testagem populacional.
Duas categorias de testes sdo definidas: triagem e confirmatoério. Os testes de triagem mais
usados sdo os ensaios imunoenzimaticos (EIA). A comunicacao de resultados positivos, no
entanto, somente deve ser feita apds realizacdo de testes suplementares como o Western
blot (WB) ou a imunofluorescéncia indireta (IFI). Mesmo apds a realizacdo de exames
complementares, o médico deve providenciar a repeticdo dos testes em nova amostra a
primeira vez que o paciente se submete ao teste, quando o resultado foi inconclusivo
(indeterminado) ou na existéncia de qualquer outra razdo que coloque em dudvida o

resultado.

Os testes de anticorpos sdo altamente sensiveis e especificos, mas possuem baixos
valores preditivos quando aplicados em populagdes com baixa incidéncia de infec¢do pelo
HIV. Este fato € melhor entendido quando se considera uma populag¢do de individuos nao
infectados. Nesta populagdo, quando um individuo sem risco para o HIV apresenta teste
positivo, a probabilidade de se tratar de um teste falso-positivo € maior do que a freqiiéncia
de infeccdes pelo HIV. Por este motivo existe a necessidade de testes complementares e
confirmatorios, que sdo fundamentais para a distincao entre os falso-positivos e 0s positivos

verdadeiros.

Testes Imunoenzimdticos.

Os testes imunoenzimadticos (EIA, ELISA) para a detec¢do de anticorpos anti-HIV
sdo produzidos com antigenos virais purificados derivados da lise viral ou de antigenos
recombinantes. Esses antigenos sdo adsorvidos nas cavidades de placas de poliestireno,
formando a chamada “fase sélida” da reagc@o. O soro do paciente € adicionado a fase sélida
e, havendo anticorpos especificos, ocorrerd a reacdo antigeno-anticorpo. O anticorpo fixado
¢ identificado por uma antiimunoglobulina anti-humana ligada a uma enzima. Na fase final
da reagdo, € adicionado o substrato enzimatico que, na presenca da enzima, desenvolvera
cor que serd lida em espectrofotdmetro. Valores de densidade ética superiores ao valor
médio dos controles negativos (cut-off) indicam positividade da reacdo.
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A primeira geracao de testes de HIV baseou-se na detec¢ao de anticorpos contra
proteinas virais do HIV. Estes ensaios utilizados na fase sdlida revestidos com antigenos
virais e anticorpos policlonais para imunoglobulina humana conjugada a uma enzima para a

deteccao de anticorpos especificos para o HIV.

Os ensaios de segunda geracao utilizam antigenos do HIV recombinante em vez de
lisado viral como fonte de antigeno na fase sélida e também incorporou antigeno
recombinante de HIV-2. Esses ensaios tiveram uma melhora na especificidade, embora a

sensibilidade global manteve-se similar aos ensaios de 1* geracgao.

Os testes de ELISA de 3% geracdo sdo amplamente usados em unidades
hemoterdpicas, tendo substituido os testes de ELISA de 1* e 2* geracdo. H4 um limitado
nimero de estudos prospectivos com vistas a determinacdo da duracdo do periodo de janela
imunolégica (tempo decorrido entre a infeccdo e a soroconversao) para o0s testes
sorolégicos de todas as geracdes. O Consenso Canadense sobre o periodo de janela do HIV
considera que a maioria dos individuos infectados desenvolve anticorpos detectdveis em 14

a 56 dias, e que 97% ou mais apresentam anticorpos em até 90 dias.

Os testes ELISA de 3* geracdo para anti-HIV, atualmente disponiveis no mercado,
tem uma alta sensibilidade para detectar individuos infectados que realizaram
soroconversao completa. A especificidade dos testes também € alta, contudo, como a

prevaléncia pelo HIV em doadores de sangue € baixa, o valor preditivo positivo € reduzido.

Diante do alto impacto econdmico e logistico da implantacdo dos testes de NAT,
especialmente para os paises em desenvolvimento, alternativas para a triagem de doadores
de sangue foram criadas. Dentre estas se destacam os testes de detec¢do de antigeno viral

(p24 do HIV-1), que pode ser ou ndo combinado a deteccao de anticorpos anti-HIV.

Os testes ELISA de deteccao simultanea de antigeno p24 e anticorpos anti-HIV (em
um formato de 3* geracdo) sao denominados testes de ELISA de 4* geragao. Em um estudo
multicéntrico, verificou-se uma reducao de 3,6 a 5,7 dias no periodo da janela imunoldgica
de um teste ELISA de 4° geracdo, em comparacdo com ELISA de 4* geracdo. Em uma

estratégia dos testes em separado (anticorpos anti-HIV por ELISA de 3* geracdo e antigeno
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p24 do HIV-1), verificou-se uma reducao do periodo de janela de 6,1 dias em relacdo aos

testes de ELISA de 3% geragdo.

Western blot

O teste de imunoeletroforese ou immunoblot, popularmente conhecido como
Western blot, foi desde o inicio dos estudos com HIV, considerado como teste
confirmatdrio, mas trata-se de um teste complementar, pois detecta os anticorpos como o
EIA. Consiste na separacdo dos antigenos purificados do HIV em gel de SDS
poliacrilamida seguida de transferéncia (blotting) destes antigenos para uma fita de
nitrocelulose. O teste consiste na incubagdo das fitas contendo os antigenos virais com o
soro do paciente de forma semelhante ao descrito anteriormente para o EIA. A visualizagcdo
do resultado se faz pelo desenvolvimento de cor nas bandas virais especificas através de
precipitacdo do corante sobre os imunocomplexos. O critério de positividade mais aceito
compreende a presenca de pelo menos duas das trés proteinas virais especificas: p24, gp41

e gp120/160.

Pesquisa de antigeno p24: determina a quantidade de proteina p24 viral presente no
plasma ou no sobrenadante de cultura de tecido. Esta proteina apresenta-se em maior
concentracdo no periodo que antecede a soroconversdo e nas fases mais avancadas da

doenca. O método € baseado na técnica de ELISA (imunoenzmatico).

Imunofluorescéncia indireta: Células infectadas, contendo o antigeno viral, sdo
fixadas em laminas de microscopio. Posteriormente, incuba-se o soro dos individuos,
seguindo-se de um tratamento com anti-imunoglobulina humana (anti-IgG) conjugada a um
fluorocromo (geralmente isotiocianato de fluoresceina). A presenca dos anticorpos anti-
HIV ¢ revelada por visualizacdo da reacdo em microscopia de fluorescéncia. Também €

utilizado como teste confirmatorio.

Testes Rapidos: Em casos de urgéncia como acidentes ocupacionais e gestantes (no

momento do parto), estes testes podem ser realizados, tendo como vantagem o diagndstico
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rapido. Além disso, podem ser tteis em situacdes em que haja dificuldade de estrutura

laboratorial.

Testes de Amplificacio do Acido Nucléico Viral (NAT): Mais recentemente
métodos que se baseiam na pesquisa de dcidos nucléicos (DNA proviral e RNA) tem sido
amplamente utilizados, tanto na confirmacdo do status diagndstico, bem como para o
monitoramento da terapia antiretroviral. O propdsito da implantacao dos testes de NAT em
hemoterapia € identificar doadores com niveis de anticorpos indetectaveis pelos exames

sorolégicos convencionais.

1.10.2. Diagnéstico da Infeccao pelo HIV-1

O diagnéstico da infecgcao pelo HIV pode ser feito por meio da deteccdo no soro ou
plasma do RNA viral, do antigeno p24 do capsideo viral ou de anticorpos contra proteinas
codificadas pelo genoma viral. Os trés métodos podem ser utilizados na triagem soroldgica

de doadores de sangue.

Com o uso das técnicas atualmente disponiveis, a detec¢do de anticorpos anti-HIV
(IgM) ocorre algumas semanas apds a infec¢do, em média, 22 dias. Trés dias apds, aparece
reatividade pelo western blot (geralmente as bandas p24 ou gp160), porém o resultado é

indeterminado e permanece assim por mais 5 dias.

Desta forma, podemos encontrar um teste de triagem positivo a partir do 22° dia de
infeccao cujo resultado do western blot é negativo até o 25° dia e indeterminado até o 30°
dia. Apdés o 30° dia, o western blot torna-se positivo, porém o aparecimento de outras
proteinas virais se dd de forma gradativa, sendo a proteina p31 a dltima a aparecer, em

média apds 100 dias de infeccao.

A deteccdo do antigeno p24 do HIV ocorre em média 5 a 6 dias antes do
aparecimento do anticorpo ou 16 a 17 dias apds a infeccao. Por sua vez, o RNA viral pode
ser detectado de 10 a 13 dias antes do aparecimento do anticorpo ou entre 9 a 12 dias apds a
infeccao.
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A RDC n° 153, de 14 de junho de 2004, obriga a realizacdo de dois testes de triagem
para a deteccdo de anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2. Ainda de acordo com essa RDC,
um teste deverd ser imunoenzimdtico € o segundo deverd utilizar um principio
metodolégico ou composi¢do antigénica diferente do primeiro. Apesar de ndo ser
obrigatoria, a deteccdao de anticorpos contra o HIV-1 do grupo O, uma grande parte dos
testes disponiveis para a detec¢ao de anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2 também possuem
antigenos especificos do HIV-1 grupo O ou antigenos do HIV-1 grupo M cuja reatividade

cruzada com anticorpos antigrupo O é grande. Mas nem sempre iSso ocorre.

Recentemente, tem sido comercializado um teste combinado, isto €, que detecta ao
mesmo tempo anticorpos anti-HIV e o antigeno p24 do HIV. De fato, ha uma reducio da
janela imunoldgica do HIV com a utilizacdo deste teste combinado, porém o processo de
confirmacdo de uma amostra positiva torna-s mais complexo. Nestes casos, quando o
western blot é negativo ou indeterminado, ha necessidade de realizar o ensaio do antigeno
p24. Este, por sua, vez, pode gerar resultados falso-positivos, tornando-se necessdria a

realizacdo do teste de neutralizagao.

A imunofluorescéncia e immunoblot ou western blot sao metodologias utilizadas
para o diagnostico da infec¢do do HIV. Este procedimento de confirmacgdo soroldgica é
descrito nos “Procedimentos seqiienciados para deteccdo de anticorpos anti-HIV em
individuos com idade acima dos dois anos” com o objetivo da realizacdo do diagndstico

laboratorial da infec¢c@o pelo HIV descritos na Portaria 59, de 28 de janeiro de 2003.

No Brasil, a detec¢gdo do RNA viral do HIV utilizando o NAT (denominacdo
genérica para testes de acido nucléico derivada do inglés, nucleic acid test) ja é assunto de
quatro portarias ministeriais. O custo desta metodologia é muito alto e esta tem sido a
principal dificuldade para sua utilizacdo em nosso pais. Entretanto, do ponto de vista, da
seguranca transfusional, a sua utilizacdo é justificada pelo risco residual de transmissao
transfusional pelo HIV. Este risco no Brasil é de 6 a 8 vezes maior que nos Estados

Unidos, que utiliza o NAT para a triagem de doadores desde 1999.

A introducdo de testes soroldgicos na triagem de bancos de sangue diminui,

drasticamente, o nimero de transmissdes de doencas infecciosas por transfusdo. Existe,
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porém, um periodo entre 0 momento em que ocorre a infec¢ao e a detec¢do da presenca de
marcadores sorolégicos no plasma denominado janela imunoldgica, no qual o agente
infeccioso ja estd presente na corrente sanguinea, podendo ocorrer transmissdo, uma vez
que os testes convencionais ndo o detectam. Nesta fase, os testes de biologia molecular
conhecidos como NAT (do inglés nuclic acid techniques), teriam um sensibilidade maior.
Esse conceito de janela imunoldgica € usado para virus de evolucdo cronica, como € o caso
do HIV, para o qual os testes sorolégicos sdo utilizados para detectar a presenca de

anticorpos ou antigenos especificos e identificar os portadores da doenca.

Os testes de biologia molecular podem ser divididos em dois grupos:

- Amplificacdo do material genético (PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase, LCR
— Reacgdo em Cadeia da Ligase, NASBA — Amplificacdo dos Acidos Nucléicos Baseada em

Sequencia ou TMA — Transcri¢do Mediada por Amplificagdo);

- Amplificacdo do sinal a ser amplificado (bDNA- branched DNA e captura
hibrida).

Em geral, podemos dizer que os testes que amplificam o material genético sao mais
sensiveis. A vantagem dos testes que amplificam o sinal estd no menor risco de resultados
falso-positivos por contaminagdo. Estas metodologias podem ser qualitativas e quantitativas

e permitem detectar tanto o DNA, quanto o RNA em questao.

1.11. Justificativa
Importancia da infeccao pelo HIV-1, especialmente em doadores de sangue;

Necessidade da confirmagdo de resultados indeterminados, levando em conta a

especificidade da PCR como teste confirmatorio adicional
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Ocorréncia de co-infec¢do do HIV com outros agentes infecciosos avaliados na

triagem soroldgica.

A dinamica natural da epidemia do HIV no Brasil levou-nos a avaliar os subtipos
presentes do HIV-1 em doacdes de sangue com infeccdo pelo HIV. Importincia da
avaliacdo dos subtipos circulantes em potenciais doadores de sangue com infeccdo pelo

HIV-1
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Objetivos




» Investigar, pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase, a infec¢ao
pelo HIV-1 em candidatos a doador de sangue com sorologia positiva e

inconclusiva na triagem soroldgica;

» Estudar a epidemiologia molecular do HIV-1 em candidatos a doador de

sangue da Fundacdo Hemope, em Pernambuco;

» Verificar a ocorréncia de co-infeccdo do HIV com outros agentes

infecciosos em candidatos a doador de sangue.
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ABSTRACT

HIV infection is considered a public health issue in Brazil and is among the leading causes
of permanent disability for blood donation. The natural dynamics of the HIV epidemics in
the country has stimulated the evaluation of HIV-1 subtypes in blood donations infected
patients. Blood donors represent a broad cross section of the population and therefore may
provide an overall view of HIV-1 circulating strains in Brazil. The objective of this work
was to study the molecular epidemiology of HIV-1 candidate in the blood donors of
Foundation Hemope (Pernambuco), from the confirmation of HIV-1 serological status of
donors with positive or indeterminate by the Polymerase Chain Reaction. Also assess co-
infection of HIV-1 with other pathogens that are evaluated in serological screening. Of the
328 blood donors with positive or inconclusive serology, 46 were confirmed (14.02%) as
positive for HIV. Of these 46 samples, subtyping of HIV-1 was possible 40 samples, and
35 (87.50%) samples of subtype B, 4 (10.0%) of subtype C and 1 (2.50%) of CRF02_AG
recombinant form. Research show that molecular methods are decisive in the interpretation
of the final diagnosis of HIV infection and studies concerning the molecular epidemiology
of this virus with the understanding of its biology are needed to understand the dynamics of

the infection and to guide health policies that can reduce the incidence of AIDS worldwide.
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INTRODUCTION

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), the etiological agent of the AIDS
pandemic, has a high genetic diversity, which allows its classification into groups,
subtypes, sub-subtypes, and circulating recombinant forms (CRFs)'. According to the
National STD and AIDS Programme, from the beginning of the epidemics until June 2008,
more than 506.000 cases of HIV infection have been reported in Brazil>. Blood donor
screening tests generate a substantial number of conflicting results. In most cases, the blood
center attempts to elucidate the results of screening test by the performance of additional
assays, which may include detection of HIV-1 inserted provirus in PBMCs by the

polymerase chain reaction (PCR).

At least five different HIV-1 subtypes are co circulating in the country: A, B, C, D
and F>'>. HIV-1 subtype B and the Brazilian variant B’ are the most frequent identified

3,16, 17 . . 411,15, 18
. Various BF and BC recombinant genomes were described , and CRF

clades
genotypes (CRF02_AG, CRF28_BF, and CRF29_BF) have also been detected™ 1*1°. Even
with a mandatory screening of blood supply in Brazil, transfusion-transmitted HIV
infection still contributes with 0.1 percent of the annual reported AIDS cases, as seen in the
year 2007, with 17 new cases associated with blood transmission in the countryz. For that
reason a continuous surveillance of HIV-1 genetic variability must be considered, given its
implication over the capacity of screening tests to accurately distinguish HIV-1 groups and

subtypes.

There are few studies, mostly restricted to specific regions,. concerning the
prevalence of HIV-1 subtype diversity among blood donors in Brazil. The circulation of
several (B, C, D, F, BF) HIV-1 subtypes and recombinant forms, however, has been
reported” 202 2 Although subtype B is the predominant strain found throughout Brazil,

13, 23, 24

the epidemic is changing . The prevalence of subtype C is now higher than the
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prevalence of subtype B in southern Brazil. Subtype F1 is declining with B/F1

. . 13,25
recombinants now more common than nonrecombinant F1 .

HIV co-infection with other pathogens is often described®. They are associated with
specific transmission routes and clinical outcomes, and require specific management.
Testing errors, due to the use of inappropriately stored samples or expired rapid antibody

assays, can also be a significant problem..

The dynamic nature of the HIV epidemic in Brazil stimulated the evaluation of
HIV-1 subtypes present in HIV-infected blood donations. Blood donors represent a wider
cross section of the population if compared to selected high risk groups and may provide a

broader overview of the HIV-1 strains circulating in the country.

This study concerns the molecular epidemiology of HIV-1 among volunteer blood
donors with confirmed positive tests by Polymerase Chain Reaction for HIV-1 at Fundacdo

Hemope, Pernambuco State Center of Hematology and Hemotherapy, Brazil.
MATERIALS AND METHODS

Between January/2008 an march/ 2009, 328 candidates to blood donors were found
to be HIV. Seropositive and seroindeterminate during screening at Blood Bank of Recife,
Fundacdo Hemope (Pernambuco State). During the screening interview, all candidates to
blood donors that declared risk factors for acquisition of the HIV were rejected.The study
was conducted in conformance with national and local approval from the Institutional

Committee on Ethics of Brazil at Fundagdo Hemope, Pernambuco, Brazil.

Brazilian regulations require all blood donations to be tested for HIV antibodies by
at least two different enzyme immunoassays (EIA) methods (Murex™ HIV Ag/Ab
Combination and Murex™ HIV-1.2.0, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA) was the
choice tests. Each test is performed in duplicate and if a sample is reactive in at least one
test, it’s retested using both assays. Donations with a reactive result upon retest are rejected.
Plasma was separated from each HIV-reactive blood unit where HIV sororeactivity was
confirmed by Western blot and Indirect Immunofluorescence. Three to five milliliters of

peripheral blood via venous puncture into a sterile test tube containing EDTA from each
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HIV-reactive blood unit was collected and sent to the Laboratério de Diagndstico de
Doencas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular at the Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) where the Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed in

these sample as an additional confirmatory test.

DNA extraction, amplification, and sequencing

HIV-1 DNA proviral was extracted from whole blood collected in EDTA-
containing tubes. The erythrocyte was lysis followed by PBMC lysis. The sample was
transferred for a tube containing 400 ul of extraction buffer (Tris-HCI [10 mM, pH 7.6],
KC1 [10mM], MgCl, [10mM], NaCl [0,4 M], EDTA [2 mM]) and 25 ul of sodium dodecyl
sulfate [10%], and incubated at 55°C for 30 min. The supernatant was then purified by
phenol-chloroform isoamilic alcohol (24:1) followed by purification with phenol-
chloroform. DNA was precipitated with ethanol, resuspended in 25ul of distilled water and

stored at -20°C until use.

To confirm HIV-1 infection in this blood donors, HIV-1 DNA proviral in blood
specimens was detected by nested-PCR using primers described by Albert & Fenyo>.. The
primers were selected from the gag, env (gp120), env (gp41) and pol region of HIV-1. For
the PCR analyses, was determined that the sample should be positive at least 3 of the 4
regions that were subjected to analyses. The sizes of the PCR amplification products were
131, 341, 172 and 129 base pairs, respectively. The nucleotide sequence and their locations

in the HIV-1 genome are shown in the Table 1.

To determine the genetic subtype of the HIV-1 strain present in each specimen, one
region of the genome was amplified by nested-PCR and sequence was described: env gene
gp120 encoding the C2-V3 region (682 bp in length). The primers utilized in this reaction
were described e modified by Paladin e al*’. The first round primers were EN70 (5 —
ATCAAAGCCTAAAGCCATGTGTGTAA - 3%) and ENB85 & -
CATATCTCCTCCTCCAGGTCT - 3’), from HXB2 env nucleotide positions 338 — 361
and 1404 — 1424, respectively. The second round primers were E80 (5° -
CCAATTCCCATACATTATTGTG - 3’) and E95 (5" — GATGGGAGGGGCATACAT -
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3’), from HXB2 env nucleotide positions 634-655 and 1299-1316, respectively. The first
amplification contained 0,5 pl DNA in a total volume of 20 pul PCR mixture.. The
themocycling conditions were as follow: 94°C for 5 minutes, and after that for 30 cycles of
amplification, having each cycle the following conditions: 94°C for 30 seconds; 57°C for 1
minute; 75°C for 30 seconds, these 30 cycles were followed by a single cycle of 75°C for 5
minutes in a Perkin Elmer 480 thermocycler (Perkin Elmer, Foster City, California, USA).
The second amplification contained 0,5 pl of the first reaction in a 20ul total volume of
PCR mixture to yield sufficient quantities of amplicons for DNA sequencing. The cycling
conditions were equal to the first round. PBMC DNA extracted from seronegative blood
donor’s individuals was included as negative control and amplified similarly. The resultant
amplified DNA product was purified using in house method and used as template for direct
sequencing using DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kit sequenced in an
automated MegaBACE 1000, . The sequencing primer used for DNA sequencing was E80,

described above.

Subtype analysis

The results obtained by the automatic sequencer were interpreted through the
comparative analysis (alignment) of the sequencings achieved by the chromatography
(Chromas®Pro,) and the determination of subtypes was accomplished by submitting the
obtained env sequences C2-V3 region (682 bp) to the Los Alamos HIV-1 subtyping tool
(http://hiv-web.lanl.gov) and genotyping Viral Tools (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Table 1. Primer locations and their sequence in the HIV-1 genome

Primer Sequence (5’- 3°) Gene and Location
JA4* GAAGGCTTTCAGCCCAGAAG gag (1319-1338)
JAS** ACCATCAATGAGGAAGCTGC gag (1446-1465)
JAG** TATTTGTTCCTGAAGGGTAC gag (1577-1558)
JAT* TCTCCTACTGGGATAGGTGG gag (1615-1596)
JA9* CACAGTACAATGTACACATG env (7137-7156)
JA10** AAATGGCAGTCTAGCAGAAG env (7191-7210)
JA11** ACAATTTCTGGGTCCCCTCC env (7532-7513)
JA12* ACAGTAGAAAAATTCCCCTC env (7572-7533)
JA13* TTCCTTGGGTTCTTGGGAGC env (8004-8023)
JA14%* GCAGCAGGAAGCACTATGGG env (8022-8041)
JA15%* CCAGGACTCTTGCCTGGAGC env (8194-8175)
JA16* AGGTATCTTTCCACAGCCAG env (8209-8190)
JA17* TACAGGAGCAGATGATACAG pol (2431-2450)
JA18** GGAAACCAAAAATGATAGGG pol (2481-2500)
JA19%* ATTATGTTGACAGGTGTAGG pol (2610-2591)
JA20* CCTGGCTTTAATTTTACTGG pol (2697-2678)

*Quter primers; ** Inner (nested) primers.
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RESULTS

Blood Donors Screening

During the time period of this study, january 2008 through march 2009, Fundacado
Hemope screened 128.309 donations. In total, of 328 candidates, 53 (16.16%) were HIV-1
positive and 275 (83.84%) inconclusive by serological screening of this blood bank. After
returns for the new collect, 52 (15.85%) were found to be positive for HIV-1, 141 (42.99%)
were found indeterminate and 135 (41.16%) were negative. Testing of the samples by
Western blot showed that 45 (13.72%) were positive, 43 (13.11%) were indeterminate and
240 (73.17%) were negative. Also, this samples were tested by Indirect
Immunofluorescence, and showed that 45 (13.72%) were positive and 283 (86.28%)
negative. Thus, after PCR reactions, 46 (14.02%) samples were positive and 282 (85.98%)
were negative. Considering each primers set individually, 43 samples were positive in the
primers set from gag, 43 from the env gp41, 41 from the env gp120 and 46 from the pol.
One HIV seroconversion was found. Taking into account the results obtained by PCR, we
can say that the prevalence of HIV-1 in blood donors of the Fundacdo Hemope was 0.036.
Table 2 presents the distribution of the positive donors according to gender, age and type of

donation.



Table 2. Distribution of donors according to gender, age and type of donation

Characteristic

Sex
Male 43 (93,48%)
Female 3 (6,52 %)

Age —Age group

18 - 30 years 21 (45,65%)
31 —40 years 17 (36,96 %)
41 - 50 years 7 (15,22%)
51— 65 years 1(2,13%)
Donation Type
Spontaneous 26 (56,52%)
Bound 20 (43,48%)

Of the 46 positive donors, only 5 (10.87%) donors had co infection with other
pathogens, three with hepatitis B, 1 with syphilis and 1 with by hepatitis B and syphilis.

Subtype characterization

In 40 out 46 (86.96%) donors samples were possible to determine the subtypes by

sequencing.
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Based on the genotyping database, 35 (87.5%) samples were classified as subtype
B, followed by four (10%) subtype C and 1 (2.5%) viral recombinant forms between
subtypes A and G (CRF02_AQG).

DISCUSSION

HIV infection resulting from blood transfusion of infected blood has been
documented since the first case report in 19817, Because transfusion of HIV-contaminated
blood may be contributing to the spread of the virus in Brazil there is a need for urgent and
necessary action by relevant health authorities to prevent transfusion-associated
transmission. The inclusion of p24 antigen testing and the nucleic acid test, which detects
HIV-1 RNA in minipools, has been shown to reduce the risk of transfusing HIV-
contaminated blood in United States®. The routine use of nucleic acid-amplification tests
(NAT) and serologic assays for donor screening has made possible the identification of
persons in the very early stages of HIV-1 infection®’. This information can provide insights
into risk factors associated with viral infection and potentially contribute to studies of the
natural history, pathogenesis, and treatment of this infection®. The introduction of the NAT
in the blood screening given its capability of reducing the infected window period for HIV-

1 in 7 a 9days compared to p24 an antibody detecting assays.

In our study, we found 35 (86.96%) samples of viruses belonging to subtype B. Our
results reflect the subtype distributions previously observed in other Brazilian regions, since
subtype B was the most prevalent. Four samples (10%) were of subtype C and one sample

(2.5%) appears to represent recombinant form CRF02_AG.

The high diversity of HIV increases the difficulties involved in controlling the
epidemic of AIDS. Some studies trace the movement of HIV in Brazil, indicating the
predominance of subtype B, followed by subtypes C and F1'* !> 2% 404546 " Although the
subtype B is being the most prevalent in Brazil, subtype C is most prevalent in the south of

the country. Worldwide, subtype C accounts for more than half of infections by HIV-1*%.
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The geographic distribution of the different subtypes of the HIV is not homogeneous and
different regions present distinct profiles of prevalence. Human Immunodeficiency Virus
Type 1 Subtype C is the subtype of higher occurrence worldwide, and is the main isolated
subtype in some countries of the Middle East, Asia and the South and African East
(http://www.hiv.lanl.gov/content/index). These are extremely populous regions and present
high indices of prevalence of the HIV. In South America, the main circulating subtype is B;
however, subtypes C and F also are epidemiologically important, especially because of the
increasing prevalence of subtype C in Brazil. The growth of subtype C in the South
America stirs up concern, a time that after its entrance in some countries it finished taking
advantage on excessively”**>*?. Previous works had indicated strong evidences of the

monophyletic origin of subtype C in Brazil***"*,

Similar already described in several studies the relationship of the prevalence of the
subtype B, not only in Brazil, but also in Europe and United States’'. Brazil is a huge
country and differences in the pattern of subtype distribution have been identified among
the geographic regions. In a study developed in Sao Paulo City (southeast Brazil), the
subtype B was predominant, with 94% of the total cases; the subtype F was present in only
6% of the total of the cases~. In another more recent study, carried out in Manaus (northern
Brazil), similar proportions of B and F subtypes were observed whilst, in the southeast,
several studies have shown the predominance of subtype B (~85%) followed by subtype F
(~10-15%)*°. Moreover, a clear predominance of subtype B (> 80%), with very limited
cases of F and C subtypes were, respectively, observed in HIV-1 samples from the
Northeast’”. In Pernambuco, subtype B is most prevalent, followed by subtype F, with few
cases of subtype C** **. The presence of subtype C in south Brazil'* was first detected in 1
out 5 HIV-1 samples collected in Porto Alegre, RS, A study on the molecular

epidemiology of HIV-1 in Brazil has shown more recently, the presence of subtype A%

The presence of circulating recombinant forms (CRF's) has also been described*’.
The CRF02_AG is circulating recombinant forms among the most prevalent throughout the

41
world™;
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In this study, we found 4 (8.70 %) samples of viruses with HBV and 2 (4.35%) with
syphilis. With overlapping exposure risks and high prevalence geographical regions, co-
infection with others infectious diseases is often in HIV infected individuals. Hepatitis B
and Syphilis, because they share similar risk factors for acquisition with HIV, are often
found in HIV infected individuals. Approximately 10% of the HIV patients worldwide are
co-infected with chronic hepatitis B virus (HBV)™ . The co infection HIV / Hepatitis B
shows to be one of the most common among blood donors™. HBV co-infection has not
been shown to influence progression to AIDS or alter immunological or viral response to
antiretroviral therapy in large cohorts’'. The co- infection HIV / Syphilis can also occur but

is in decline®. Our results reflect the distributions previously observed in others studies.

It is of concern that individuals are still presenting at blood donors centers with HIV
infection. While there is evidence that many people with HIV in the Brazil are unaware of
their status, with up to 30% undiagnosed infections, some may be using blood donation as
method of obtaining an HIV test without going through the formal general practitioner or
sexual health clinic route. With increasing public awareness of sexually transmitted

. . . o . . 47,52
diseases, there may be an increasing number of individuals anxious about their status™" .

In this respect, the development of biologics panels of subtyped and characterized
plasma samples will be of paramount importance to improve and expand the diagnosis of
HIV-1 infection, adjusting the tests so as to consider all HIV-1 variants circulating in the

country53.

Research shows that molecular methods are decisive in the interpretation of the final
diagnosis for HIV. The Polymerase Chain Reaction is a valuable tool to diagnose HIV in
donated blood and thus can reduce the risk of transmission through blood transfusion.

Studies of molecular epidemiology of HIV-1 with the understanding of its biology
are needed to understand the dynamics of infection and to guide health policies to control

the spread of the virus and reduce the global incidence of AIDS;
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Conclusoes Gerais




>

A investigacdo por métodos moleculares parece ser decisiva na interpretacdo
definitiva do diagnéstico para o HIV. A Reacdo em Cadeia da Polimerase € uma
ferramenta valiosa para o diagnéstico do HIV no sangue doado e, assim, reduz o

risco de transmissdo por transfusio sanguinea;

O subtipo mais encontrado foi o subtipo B, em 87.50% dos candidatos a doadores

de sangue, seguido do subtipo C em 10 % e da forma circulante recombinante

CRF02_AG em 2.50%.

O desenvolvimento de painéis dos subtipos de HIV-1 em amostras de plasma sera
de extrema importancia para melhorar e ampliar o diagndstico da infec¢do por esse
virus, adaptando os testes de forma a considerar todas as variantes do HIV-1

circulantes no pais;

E fundamental que se estabelecam intervengdes educativas visando a reducio do
comportamento de risco para prevencao da ocorréncia de co-infeccio HIV/HBV e

HIV/ Treponema pallidum;

Estudos de epidemiologia molecular aliados ao entendimento da biologia do HIV-1
sd0 necessarios para melhor compreender a dindmica da infec¢do e guiar politicas

sanitdrias no controle da expansao do virus, além de reduzir a incidéncia mundial da

AIDS.
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1 - DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL N° 002/07

Titulo do Projeto: Analises Moleculares do Virus HIV-1 em Candidatos a Doadores de Sangue da Fundacao
Hemope com Testes Sorolégicos Positivos para o HIV-1,

Instituicao Solicitante: Fundacao HEMOPE

Local de Desenvolvimento do Projeto: Fundagao HEMOPE

Responsavel: Emanuel Borges Vitor Anjos

Identidade: 6176611 SSP-PE

CPF: 038.758.544-38

Enderego: Rua Engenheiro Humberto Soares de Camargo, Bardo Geraldo- Campinas — SP.
CEP 13083-780

Telefone: 19- 32491957

Finalidade: Conclusado de Mestrado

2 - COMENTARIOS DOS RELATORES

Objetivo: Estudar a epidemiologia molecular do virus HIV através da utilizagéo do sequénciamento direto
para determinag@o dos subtipos predominantes em dcadores de sangue da Fundagdo Hemope, em
Pernambuco.

Objetivos Especificos: Padronizar e aplicar a técnica da PCR para HIV-1 como teste confirmatério para os
doadores de sangue da Fundagéo Hemope;

Genotipagem das amostras confirmadamente positivas pelas duas técnicas; Imunofluorescéncia (IF) para HIV
e pela técnica do PCR atraves da Nested-PCR do gene env do virus, para detecgdo das variantes genotipicas
do virus;

Analisar a co-infecao HIV-1/ HCV nestas amostras de doadores de sangue.

Desenho do Estudo: O estudo sera do tipo observacional e transversal, quanto a abordagem da analise sera
do tipo descritivo.

Metodologia: O estudo sera realizado nos doadores que retornarem apés convocagio por carta, por
apresentarem sorologia positiva para HIV na triagem sorologica de doadores da Fundagdo Hemope. Estes
doadores tém entre 18 e 65 anos, acima de 50 kg, com pressdo arterial, temperatura corpdrea, taxas de
hemaoglobina e hematocrito, todos normais (ANVISA, 2004). O estudo sb serd suspenso caso néo seja mais
possivel manter o envio das amostras. O estudo sera encerrado quando houver um numero suficiente de
doadores de sangue para as analises conclusivas sobre o proposto inicial. Seréo coletadas amostras de
sangue total em tubo estéril contendo aticoagulante (K3EDTA) no setor de Coleta de Doadores da Fundacao
Hemope no Hemocentro Recife e também dos varios Hemonlcleos da Fundagdo Hemope no interior de
Pernambuco para realizagdo da analise molecular. Para realizagao de testes sorolégicos, as amostras serdo
coletadas em tubo seco com gel separador,

3 - PARECER DO RELATOR: - O Comité de Etica em Pesquisa do Hemope (CEP), em cumprimento aos
dispositivos da Resolugao 196/96 e complementares, apos acatar as consideragdes do relator, membro deste
Comité, relativamente as exigéncias apontadas no Parecer n°. 002/07, considera APROVADO o protocolo de
pesquisa supracitado, uma vez . que este n&do colide, aparentemente com os principios basicos da biogtica — a
nao maleficéncia, a beneficéncia, a autonomia e a justiga, além do sigilo.

4 — INFORMAGCOES COMPLEMENTARES

= O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento em
qualguer fase da pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 196/96 — Item IV.1.f), devendo
receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, por ele assinado (item IV.2.d).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds serem analisadas as razdes da descontinuidade, pelo CEP, que
o aprovou (Res. CND Item Ill. 1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou, quando constatar a superioridade. do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa
(ltem V.3).

Rua Joaquim Nabuco, 177 Gragas- Recife-PE CEP: 52011.000 PABX: (81) 3416.4600
homepage: www.hemaope.pe.gov.br-
E-mail: cep.hemope@gmail.com- Tel: 81- 3416-4771
GOVERNO DO ESTADO DE PERNAMBUCO — SECRETARIA DE SAUDE
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O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. CNS ltem V.4), E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em outro centro — e
enviar notificacdo ao CEP e a ANVISA, junto com 0 $eu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos
do grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador devem envia-
los também a ANVISA, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo
inicial (Res. 251/97. Item lll.2.e).

Relatorios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com o0s prazos estabelecidos
na Resolugcdo CNS-MS 196/96.

Homologado na Reunido do CEP de 19/12/2007
A

e
Maria Emilia des Santos
Coordenadora

Rua Joaquim Nabuco, 171 Gragas- Recife-PE CEP: 52011.000 PABX: (81) 3416.4600
homepage: www.hemope.pe.gov.br- \
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