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RESUMO

O algoritmo de testes sorologicos para deteccdo de
soroconversao recente para o HIV (STARHS) (Janssen et al., 1998) foi
empregado neste estudo para discriminar infec¢des recentes e cronicas pelo
HIV e estimar a incidéncia da infeccdo pelo HIV com amostras de soro
provenientes de gestantes, usuarios de Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA) e individuos com suspeita de infecgdo recente pelo
HIV. A associagdo entre os padrbes de bandas presentes no teste de
Western blot para HIV-1 (WB) e os resultados do STARHS foi avaliada.

Foram analisadas 106 amostras de soro de gestantes, 42 de
usuarios de CTA, 06 de soroconvertores recentes para o HIV (média de 188
dias) e 37 de individuos suspeitos de infeccdo recente pelo HIV. Estimativas
de soroincidéncia de HIV de 0,2 (IC 95%, 0,041-0,608) e 3,3 (IC 95%, 1,426-
6,345) por 100 amostras de soro-ano foram observadas com a andlise das
amostras de gestantes, de 1999 a 2002, e de usuarios de CTA, de 2000 a
2001, respectivamente.

Os padrbes de intensidade de cor das bandas observadas na
analise das amostras de soro deste estudo por meio do WB sugerem que ha
associacao entre auséncia ou intensidade baixa da banda gp41 e infecgéo
recente [OR = 16,44 (IC 95%, 6,32 - 42,75); p < 0.001] e presenca das
bandas p55, p24 e pl7, em intensidade de forte, e infec¢do cronica [OR =
7,01(I1C 95%, 3,05 — 16,14); p <0,001].

Os dados do presente estudo sugerem que a avaliagao do perfil
de anticorpos anti-HIV em amostras armazenadas em sorotecas e os dados
brutos dos testes de WB realizados para o diagnoéstico de HIV/Aids podem
ser (teis na estimativa da incidéncia da infeccao pelo HIV empregando-se
algoritmos sorolégicos, especialmente quando dados epidemiolégicos e
socio-demograficos estdo disponiveis.

Palavras-chave: Infec¢cdes por HIV, gestantes, testes anénimos, Western

Blotting.



ABSTRACT

The Serological Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion
(STARHS) (Jansssen et al., 1998) has been employed in this study to
discriminate recent and chronic HIV infections and estimate HIV incidence on
HIV-positive sera samples from pregnant women (PW), Voluntary Counseling
and Testing (VCT) attendees, and persons suspected to be recently infected
by HIV. The association between banding patterns observed on the HIV-1
Western blot test and STARHS results was assessed.

A total of 106 samples from PW, 42 samples from VCT attendees,
06 samples from HIV serconverters (mean of 188 days), and 37 samples
from subjects under recent HIV-infection suspicion has been analyzed. HIV-
seroincidence estimates of 0.2 (95% CI, 0.041-0.608) and 3.3 (95% ClI, 1.426
— 6.345) per 100 sera samples-years were observed for PW, from 1999-
2002, and for CTA population, from 2000-2001, respectively.

The patterns of color intensity of bands observed in the analysis of
sera samples from this study suggest association between absence or weak
reactivity at gp41 region and recent infection [OR = 16.44 (95% CI, 6.32 —
42.75); p<0.00], and between strong reactivities at p55, p24, and pl7 bands
and chronic infection [OR = 7.01(95%Cl, 3.05 — 16.14); p<0.001].

Data from the present study suggest that the evaluation of anti-
HIV antibodies profiles from specimens stored in sera banks and of raw data
from WB performed for HIV/Aids diagnosis could be useful on HIV incidence
estimates using serological algorithms, especially when epidemiological and
socio-demographic data are available.

Key-words: HIV infections, pregnant women, anonymous testing, Western
Blotting.
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Ac Anticorpo
ADCC Citotoxicidade celular dependente de anticorpo
Antibody-dependent cellular cytotoxicity
Ag Antigeno
AIDS Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
Acquired immunodeficiency syndrome
APOBEC3G Polipeptideo 3G catalitico, editor de apolipoproteina B
Apolipoprotein B—editing catalytic polypeptide 3G
ARC Complexo relacionado a Aids
Aids-related complex
ARV Antiretroviral
AZT Zidovudina, azo-timidina
BED-EIA Ensaio imunoenzimatico de captura para quantificagdo da
IgG anti- gp41 do HIV-1, subtipos B, E e D.
CAL Calibrador
CCD-BM Comissao Cientifica da Divisdo de Biologia Médica
CD4 Grupo de diferenciacdo n° 4
Cluster of Differentiation n°® 4
CDC Centros para o Controle e Prevencéo de Doengas
Centers for Disease Control and Prevention
CEPIAL Comissao de ética em pesquisa do Instituto Adolfo Lutz
CN Controle negativo
CcoO Valor de corte
Cut off
CONEP Conselho Nacional de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos
CRF Forma recombinante circulante
Circulating recombinant form
CTA Centro de Testagem e Aconselhamento
CTCIAL Comissao técnico-cientifica do Instituto Adolfo Lutz
DNA Acido desoxirribonucléico
Deoxyribonucleic acid
DO Densidade Optica
DOP Densidade 6ptica padronizada
DST Doencas sexualmente transmissiveis
EIA Ensaio imunoenzimatico
Enzyme immunoassay
ELISA Ensaio imunoenzimatico
Enzyme-linked immunosorbent assay
Env Envelope
EUA Estados Unidos da América
F(Ab) Fracdo anticorpica
Fc Fracao cristalizavel
FITC Isotiocianato de fluoresceina
Fluorescein isothiocyanate
Gag Antigeno grupo-especifico
Group-specific antigen
GIAL Gestantes analisadas no Instituto Adolfo Lutz
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SIGLA SIGNIFICADO

HIV Virus da imunodeficiéncia humana
Human immunodeficiency virus

HSH Homens que fazem sexo com homens

HTLV Virus T-linfotrépico humano
Human T-lymphotropic virus

IAL Instituto Adolfo Lutz

IC Intervalo de Confianca

ICTVdB Comité Internacional para a Taxonomia de virus - base
universal de dados relativos a virus
International Comittée on Taxonomy of Viruses - Universal
virus database

IFI Imunofluorescéncia indireta

Ig Imunoglobulina

IL Interleucina

IR indice de reatividade

IVAP Producéo de anticorpo in vitro
In vitro antibody production

IVIAP Producdo induzida de anticorpo in vitro
In vitro induced antibody production

KA Constante de equilibrio da ligacdo antigeno-anticorpo

Ka Concentracdo molar do complexo antigeno-anticorpo

Kd Concentracdo molar do antigeno e do anticorpo

LAV Virus associado a linfoadenopadtia
Lymphotropic-associated virus

LIS Laboratério de Itapecerica da Serra

MHC Complexo maior de histocompatibilidade
Major hystocompatibility complex

Nef Fator negativo
Negative factor

OMS Organizacdo Mundial da Saude

ONG Organizacdo Nao-Governamental

OR Relacdo dos produtos cruzados
Odds Ratio

oT Organon Teknika

OTC Organon Teknika Corporation

PACTG Grupo de ensaios clinicos em Aids pediatrica
Pediatric Aids Clinical Trials Group

PBS Solugéo salina tamponada com fosfatos
Phosphate-buffered saline

PF Positivo forte

PFR Positivo fraco

Pol Polimerase

Rev Regulador da expressao de proteinas virais
Regulator of expression of virus proteins

RNA Acido ribonucléico
Ribonucleic acid

SC-IAL Amostras de soroconvertores analisadas no Instituto Adolfo

Lutz
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SIGLA SIGNIFICADO
SDS-PAGE Gel de eletroforese de poliacrilamida com dodecil-sulfato de
sodio
Sodium dodecyl sulphate polyacrilamide gel eletrophoresis
SIHIV Sistema de notificagéo de HIV soropositivo do Estado de
Séo Paulo
SIvV Virus da imunodeficiéncia simia
Simian immunodeficiency virus
STARHS Algoritmo de testes sorolégicos para deteccao de
soroconversao recente para o HIV
Serologic testing algorithm for recent HIV seroconversion
Tat Trans-ativador da transcri¢éo
Transactivator of transcription
Th Célula T auxilidadora
T helper cell
TNF Fator de necrose tumoral
Tumor necrosis factor
UDI Usuario de droga injetavel
UNAIDS Programa conjunto das Nagdes Unidas para a Aids
United Nations Joining Aids Program
UNUSIDA Programa da Organizacdo das Nac¢des Unidas para o
combate a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Vif Fator de infectividade viral
Virion infectivity factor
Vpr Proteina viral R
Viral protein R
Vpu Proteina viral U
Viral protein U
WB Western blot; Western blotting
WHO Organizacdo Mundial da Saude

World Health Organization
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de vigilancia epidemiologica tém sido desafiados
constantemente a melhorar os métodos para 0 monitoramento das
tendéncias da epidemia de HIV/Aids em todo o mundo. As informagbes
disponiveis sdo baseadas, na sua maioria, em estudos transversais de
soroprevaléncia os quais podem se constituir em uma ferramenta pobre para
inferir sobre as tendéncias da epidemia ao longo do tempo em grupos
populacionais em risco para a infeccdo. Medidas mais robustas da incidéncia
podem prover informacdes para monitorar a epidemia de forma mais
acurada, o que é crucial para identificar de forma &gil os grupos
populacionais mais vulneraveis e para direcionar 0s programas de
prevencao e controle.

Até recentemente, a incidéncia de infec¢do pelo HIV era avaliada
por meio de estudos longitudinais em coortes de individuos soronegativos e
por meio do monitoramento da soroprevaléncia entre individuos que
freqientam com periodicidade servigcos de testagem sorolégica. Contudo, a
modificacdo de comportamentos sexuais de maior risco, com consequente
redugdo da transmissdo do HIV e de outras doengas sexualmente
transmissiveis (DST), tem contribuido para o viés de seguimento observado
nos estudos longitudinais tradicionais. Além dos efeitos da intervencao,
estes estudos sao geralmente dispendiosos, demorados e podem ser
também ter seus resultados influenciados pela participacdo seletiva e pelas
diferencas de perda no seguimento.

Uma nova metodologia para a avaliagdo da incidéncia da infeccao
pelo HIV-1 foi estabelecida em 1998, por Janssen e colaboradores. Esta
nova metodologia, chamada de Detuned-ELISA ou STARHS (Serologic
Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion), inclui o emprego de um
ensaio imunoenzimatico modificado que permite a distingdo entre infec¢des
pelo HIV recentes e infec¢des antigas (ou estabelecidas/cronicas) a partir da

andlise de uma amostra individual de soro ou plasma, positiva para a
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presenca de anticorpos anti-HIV. A estimativa da incidéncia é entéo
calculada por meio de um modelo mateméatico, com base na prevaléncia de

infecgOes recentes identificadas em uma amostragem conhecida.

1.1. A sindrome da imunodeficiéncia adquirida

Em 1981, os Centros para o Controle de Doencas dos Estados
Unidos (CDC - Centers for Disease Control) notificaram a ocorréncia de
casos de pneumonia pelo Pneumocystis carinii [posteriormente classificado
como Pneumocystis jiroveci (Stringer et al., 2002)] e de Sarcoma de Kaposi
em homossexuais masculinos jovens previamente sadios, que passaram a
apresentar um quadro de deficiéncia imunoldgica severa, linfadenopatia
generalizada e uma acentuada diminuicdo do numero absoluto de linfocitos
T-auxiliadores no sangue periférico (CDC, 1981a; Durack et al.,, 1981,
Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981). Apos a descricdo dos primeiros
casos, a imunodeficiéncia foi também observada em usuarios de drogas
injetaveis, receptores de transfusdo, hemofilicos e criancas recém-nascidas
de maes dependentes de drogas injetaveis (CDC, 1981b; CDC, 1982a,
1982b, 1982c). Ao final de 1982, a denominacdo "Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida™ (Aids - Acquired Immunodeficiency Syndrome)
ja era utilizada para a descricdo desta sindrome, cuja investigacao
epidemiologica determinou ser uma doenca infecciosa transmitida por
contato sexual, sangue e produtos do sangue.

Os esforcos para a identificagdo do agente etioldgico da Aids se
concentraram inicialmente em agentes tais como o citomegalovirus e o virus
Epstein-Barr, mas subseqiientemente dirigiram-se para os retrovirus, tendo
em vista que o entdo recém descoberto HTLV (HTLV - Human T
Lymphotropic Virus), virus causador da leucemia humana de células T,
também infectava linfécitos T. Em 1983, Barré-Sinoussi e colaboradores
(grupo de pesquisadores da Franca) demonstraram atividade de
transcriptase reversa (DNA polimerase dependente de RNA) em

sobrenadantes de culturas de linfocitos do sangue periférico de um paciente
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com linfadenopatia. Em 1984, Gallo e colaboradores (EUA) demonstraram
gue uma linhagem de células T humanas era capaz de propagar o HIV, o
que possibilitou grande avanco no isolamento e na identificacdo de
particulas virais a partir do sangue de portadores de Aids.

Inicialmente, o virus recebeu varias denominacfes. O grupo do
Dr. Luc Montagnier, do Instituto Pasteur da Franca, o denominou de Virus
Associado a Linfadenopatia (LAV - Lymphadenopathy-associated virus);
pesquisadores ligados ao grupo do Dr. Robert Gallo o denominaram Virus T-
Linfotropico Humano do tipo Il (HTLV-III - Human T-lymphotropic virus type
[I) e o grupo do Dr. Jay Levy o denominou Retrovirus Associado a Aids
(ARV - Aids-Associated Retrovirus) (Levy et al., 1984). Em 1986 foi proposta
uma nomenclatura unificada para os virus causadores de imunodeficiéncia
humana e este agente passou a ser denominado Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV - Human Immunodeficiency Virus) (Coffin et al., 1986). Ainda
em 1986, um segundo virus causador de imunodeficiéncia em humanos,
também associado a Aids, foi descrito em paises do oeste da Africa (Clavel
et al., 1986). Este novo virus foi denominado HIV-2 e o primeiro foi
subsequentemente renomeado, passando a ser chamado de HIV-1.

Neste trabalho, as siglas HIV e HIV-1 serdo empregadas para

designar o virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1.

1.2. Situacéo da epidemia de HIV/Aids no mundo e no  Brasil

Estimativas sugerem que cerca de 39,4 milhdes de pessoas ao
redor do mundo estdo infectadas pelo HIV. Destas, 17,6 milhdes sao
mulheres e 640.000 s&o criancas menores de 15 anos. Na Africa Sub-
Saariana vivem cerca de 2/3 (25,4 milhdes) do total de pessoas infectadas
do mundo e cerca de 3/4 (13,2 milhdes) de todas as mulheres infectadas do
mundo (UNAIDS/WHO, 2004).

Na América Latina vivem cerca de 1,7 milhdes de pessoas
infectadas por HIV/Aids, sendo 640.000 mulheres. Duzentos e quarenta mil

pessoas (adultos e criancas) contrairam infeccdo entre 2002 e 2004,
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noventa e cinco mil pessoas morreram em 2004 por causas relacionadas a
infeccdo pelo HIV. A prevaléncia de HIV/Aids entre os adultos é de 0,6%
(0,5-0,8) (UNAIDS/WHO, 2004).

De acordo com os Boletins Epidemiolégicos do Ministério da
Saude (Brasil, 2004), o primeiro caso de Aids do Brasil ocorreu em 1980,
notificado anos depois da ocorréncia, por meio da vigilancia de 6bitos (Brasil,
1987). Os primeiros relatos de casos de Aids diagnosticados no Brasil foram
feitos em Sao Paulo, em 1982 (Petri et al., 1984). Pouco tempo depois,
outros casos de imunossupressdao em adultos homossexuais foram
relatados, sendo descritos como casos autoctones de Aids (Amato Neto et
al., 1983; Gongalves Junior et al., 1983).

Hoje, no Brasil, a epidemia de HIV/Aids esta presente em todas
as regides com distribuicdo heterogénea. Um terco (cerca de 600.000) de
todas as pessoas infectadas pelo HIV na América Latina vive no Brasil
(UNAIDS/WHO, 2004), onde a transmissdo heterossexual é responsavel
pela maioria das transmissdes (Brasil, 2002).

Em 1990, o governo de S&o Paulo iniciou a distribuicdo do AZT
(zidovudina), droga antiretroviral indicada para o tratamento a partir de 1989.
Um ano depois, o Ministério da Saude iniciou a distribuicdo do AZT e do ddI
(didanosina) em todo o pais. Com a publicacdo da chamada Lei Sarney (Lei
n°® 9.313/96) em 13 de novembro de 1996 (Brasil, 1996), o governo brasileiro
passou a garantir, no ambito do territorio brasileiro, a distribuicdo gratuita e
universal de drogas antiretrovirais a todas as pessoas infectadas pelo HIV.
Desde 1996, o Ministério da Saude tem implementado em todo o territorio
nacional a testagem soroldgica para a pesquisa de anticorpos anti-HIV (anti-
HIV) em mulheres gravidas durante o pré-natal e no momento do parto,
como estratégia para controlar a transmissao vertical do HIV por meio da
profilaxia padronizada durante o estudo PACTG 076 (Connor et al., 1994).

Esforgcos tém sido envidados pelo governo brasileiro para a
implementacdo e o0 aprimoramento dos sistemas de vigilancia
epidemioldgica, sendo obrigatoria a notificacdo dos casos de Aids (Brasil,
1986) e dos casos de gestante HIV+ e criangcas expostas (Ministério da
Saude, 2001). Estudos de soroprevaléncia para o HIV em populacdes
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sentinela tém sido realizados anualmente. Estes estudos tém monitorado, de
forma amostral, os usuarios de clinicas de doencas sexualmente
transmissiveis (DST), parturientes e pacientes de prontos-socorros. No
quadro abaixo encontram-se os dados de soroprevaléncia, segundo o grupo
populacional, obtidos nas avaliacfes de cortes realizados sempre no més de
outubro, dos anos de 1997 a 2000 (Brasil, 2000):

Quadro 1: Estudo da soroprevaléncia para o HIV em populagdes sentinelas
do Brasil, de 1997 a 2.000:

CORTE GRUPO TOTAL SOROLOGIA INTERVALO DE
DE POSITIVA CONFIANCA 95%
AMOSTRAS N° %

1997 DST 6.102 205 3,36 [2,91 - 3,81]
Parturiente 10.234 89 0,87 [0,69 - 1,05]
Pronto-socorro 7.941 342 4,31 [3,86 - 7,75]

1998 DST 6.327 179 2,83 [2,42 - 3,24]
Parturiente 10.218 61 0,60 [0,45 - 0,75]
Pronto-socorro 8.214 217 2,64 [2,30 - 2,99]

1999 DST 6.711 198 2,95 [1,44 - 2,06]
Parturiente 11.222 91 0,81 [0,59 - 0,90]
Pronto-socorro 8.688 248 2,85 [2,08 - 2,72]

2000 DST 4.636 124 2,67 [2,21 - 3,14]
Parturiente 15.426 88 0,57 [0,45 - 0,69]

1.3. 0 Virus da Imunodeficiéncia Humana

O HIV é um virus envelopado que mede 80-120 nm de diametro
(Figura 1) e tem tropismo por linfocitos T CD4+ e mondécitos. Ele pertence ao
Grupo de Lentivirus de Primatas, género Lentivirus, subfamilia
Orthoretrovirinae, familia Retroviridae (ICTVdB, acessado em 01/09/05). Seu
genoma é formado por RNA de fita simples, dimérico, protegido por uma
capsula protéica (capsideo, cerne ou core) que aparece em preparacdes de
microscopia eletronica com formato caracteristicamente cilindrico, o que
diferencia o HIV dos demais retrovirus, que apresentam capsideo esférico.
Por meio de técnicas imunoldgicas como Western Blotting (WB) ou

radioimuno-precipitacdo (RIPA), podem ser discriminadas 9 fracdes
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antigénicas que compdem a estrutura do HIV (Figura 1), as quais sao
largamente empregadas para fins de imunodiagnostico e estudos da

resposta imunoldgica contra o virus.

gpl120

p7 e produtos de Nef, Vif e Vpr ) 3 L
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Figura 1: Estrutura do HIV-1 e fracBes detectavies no ensaio de Western
blotting

O genoma do HIV contém aproximadamente 9.200 nucleotideos
(Figura 2) e esta organizado em 3 genes estruturais - Gag (group-specific
antigen), Pol (polymerase) e Env (envelope), e seis genes acessorios
auxiliares - Tat (transactivator of transcription), Rev (regulator of expression
of virus proteins), Vif (virion infectivity factor), Nef (negative factor), Vpr (viral

protein R) e Vpu (do inglés: viral protein U).
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Figura 2 : Organizacao do genoma do HIV-1

O gene Gag codifica a sintese de uma poliproteina precursora de
55Kd (p55), a qual é clivada pela protease viral dando origem as proteinas
da matriz viral (p17), do capsideo (p24), do nucleo-capsideo (p7), a p6 e,
ainda, aos dois peptideos espacadores pl e p2 (Freed, 2001).

As enzimas codificadas pelo gene Pol sao inicialmente
sintetizadas na forma de uma poliproteina precursora de alto peso
molecular, denominada p160gag-Pol. O precursor pl160gag-Pol é clivado
pela protease viral, dando origem as enzimas individuais codificadas pelo
gene Pol: protease (pl6), transcriptase reversa (p51/66) e
integrase/endonuclease (p31) (Freed, 2001).

As glicoproteinas do envelope viral sdo codificadas pelo gene Env
e sdo responsaveis pela adsorcao e fusdo do virus a célula hospedeira. As
glicoproteinas do envelope viral sdo também sintetizadas na forma de uma

poliproteina precursora, de peso molecular 160Kd (gp160). Diferentemente
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da proteina precursora Gag-Pol, a gp160 é clivada por uma protease celular,
durante o transporte para a superficie da célula infectada, resultando na
geracao da glicoproteina de superficie gp120 e da glicoproteina da porcéo
transmembrana, gp4l. A gpl20 contém os epitopos que interagem com o0
receptor e o0 co-receptor celular, promovendo a adsorcdo do virus a
superficie da célula hospedeira. A gp41 ancora o complexo gp120/gp4l na
membrana viral e contém dominios que sao criticos para as reacfes de
catélise entre as membranas lipidicas do virus e da célula hospedeira
durante a entrada do virus (fusédo) (Freed, 2001).

Os genes Tat, Rev, Vif, Nef, Vpr e Vpu codificam a sintese de 6
proteinas que induzem a producdo de anticorpos em pessoas infectadas:
pl4 (Tat), p18 (Rev), p23 (Vif), p27 (Nef), p14 (Vpr) e p16 (Vpu). Os genes
Tat e Rev sdo considerados regulatorios enquanto Vif, Nef, Vpr e Vpu séo
considerados genes auxiliares ou acessorios, devido ao fato de serem
dispensaveis para a replicacdo viral em diversos sistemas in vivo. Todavia,
varios estudos com modelos animais e modelos ex vivo tém demonstrado
gue estes genes desempenham papéis importantes na replicacdo viral in
vivo e no desenvolvimento da Aids, por meio de mecanismos complexos
(Ueno e Sakai, 2002; Rucker et al., 2004).

O produto do gene Tat atua nas fases de transcricdo e pos-
transcri¢cdo, regulando a sintese de todas as proteinas virais; o produto do
gene Rev regula seletivamente os genes estruturais Gag, Pol e Env, por
meio de um mecanismo de regulacéo pos-transcricional (Hehimann, 1990).

O gene Vif é essencial para a replicacao viral eficiente em culturas
celulares primarias e também in vivo. O produto da sua decodificacédo é
responsavel pela inibicdo de uma citidina-deaminase celular denominada
APOBECS3G (do inglés, apolipoprotein B—editing catalytic polypeptide 3G),
cuja atividade produz hiper-mutacdes na fita simples de DNA viral gerada
durante a retrotranscricdo (Sheehy et al., 2002; Harris et al., 2003; Sawyer,
et al., 2004). O produto do gene Nef regula negativamente a expressdo de
CD4, promove a infectividade viral, altera o estado de ativacdo celular e
interfere com a apresentacdo do antigeno no nivel do Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC). O produto do gene Vpr interfere com o
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processo mitotico bloqueando a fase G2; além disso, promove a infeccao de
macrofagos, ativa a transcricdo do HIV e induz ao processo de apoptose. O
produto do gene Vpu promove a liberacdo dos virions por meio da inibicédo
de fatores restringentes da célula e modula negativamente a expresséo de
CD4 nas fases avancadas da infeccao pelo HIV-1 (Rucker, 2004).

1.3.1Diversidade genética do HIV

O HIV apresenta uma extraordinaria variabilidade genética. Este
agente tem sido classificado, de acordo com propriedades imunoldgicas e
analises filogenéticas, em dois tipos: HIV tipo 1 (HIV-1) e HIV tipo 2 (HIV-2).
As cepas do HIV-1 séo classificadas em 3 grupos: M (major ou main), O
(outlier) e N (new ou non-M/non-O). As cepas dos grupos O e N foram
isoladas de pacientes oriundos dos Camardes (De Leys et al.,, 1990;
Charneau et al., 1994; Simon et al., 1998). Cepas do grupo M do HIV-1 tém
sido isoladas em todo o mundo, sendo responséveis pela pandemia de Aids.

Os isolados do grupo M sédo divididos em subtipos genéticos ou
clados, filogeneticamente equidistantes entre si (Los Alamos National
Laboratory - HIV sequence Database, [disponivel em: http://hiv-
web.lanl.gov]). Devido a diversidade crescente das sequéncias dos isolados
do grupo M e da existéncia de formas recombinantes e de subgrupos
divergentes dentro de cada subtipo, o sistema de nomenclatura tem sido
atualizado constantemente. Se aceita atualmente que existam 9 subtipos
“puros” (HIV-1, subtipos A ao D, F ao H, J e K), que ndo contém
recombinacdes, e ao menos 16 formas recombinantes circulantes (CRFs),
resultantes da recombinacao entre subtipos e entre CRFs entre si. e que
foram isoladas ou identificadas em trés ou mais pessoas nao relacionadas
epidemiologicamente (Robertson, et al, 2000; HIV sequence Database/
nomenclature overview). Os subtipos também tém sido sub-classificados em

sub-subtipos, de acordo com analises filogenéticas mais detalhadas. Assim,
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0 subtipo A é subdividido em Al e A2 e o subtipo F € subdividido em F1 e F2
(Triques et al, 1999; Gao et al., 2001).

Por meio da analise mais detalhada do genoma viral, verificou-se que
0 subtipo E é, na verdade, uma CRF de alta prevaléncia, a qual tem sido
designada como CRFO01_AE (Robertson et al, 2000). As CRFs séao
designadas com numeros, na ordem em que as mesmas foram descritas.
Atualmente, existem 16 CRFs enumeradas pelo HIV sequence Database
(Quadro 2). Para a definicdo de um novo subtipo, sub-subtipo ou CRF, as
cepas representativas devem ser identificadas em ao menos trés individuos
nao relacionados epidemiologicamente.

Existem ainda as variantes intra-subtipo, insuficientemente distantes
do ponto de vista filogenético para serem classificadas como um novo
subtipo ou sub-subtipo, porém apresentando diferencas do ponto de vista
genético e imunologico. Assim, temos, por exemplo, a variante B” circulante
no Brasil (Potts et al., 1993; Morgado et al., 1994) e a variante B’, circulante
na Tailandia (Kalish et al., 1995; Graf et al., 1998).

A diversidade genética do HIV pode modificar as propriedades
biolégicas dos isolados, como a viruléncia, a transmissibilidade e a
imunogenicidade, sendo responsavel por problemas no diagndstico,
monitoramento, tratamento e desenvolvimento de vacinas (Alaeus et al.,
1998; Apetrei et al., 1996; Apetrei et al., 1998; Loussert-Ajaka et al., 1994;
Morgado et al., 2002; Gaudy, 2004).

O HIV-2 é bastante distinto do HIV-1. Enquanto o HIV-1 esta mais
proximo filogeneticamente dos virus da imunodeficiéncia simia (SIV)
isolados de chimpanzés [Pan Troglodytes spp. e Pan paniscus (chimpanzé
ando)], o HIV-2 esta mais proximo dos SIV isolados do primata Sooty
Mangabey (Cercocebus torquatus atys). O HIV-2 é classificado em grupos -
A ao G, sem divisdo em subtipos. A distancia filogenética entre os grupos do
HIV-2 sugere que o0s mesmos tenham originado-se de eventos
independentes de transmissdo do Sooty Mangabey ao homem, da mesma
forma como se suspeita em relacdo aos grupos do HIV-1 e sua transmissao

do chimpanzé ao homem (HIV sequence Database/nomenclature overview).
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No Brasil, estudos de epidemiologia molecular demonstraram a
existéncia de diferentes subtipos e mosaicos circulantes na populacédo, com
distribuicdo heterogénea nas diferentes regides geograficas (Sabino et al.,
1994; Potts et al, 1994; Galvao-Castro et al., 1996; Morgado et al., 1998;
Couto-Fernandes et al., 1999; Bongertz et al., 2000; Rossini et al., 2001;
Turchi et al., 2002; Soares et al., 2003a; Brindeiro et al., 2003; Soares et al.,
2003b; Sa Filho et al.,, 2005.) (Figura 3). Considerando-se o territério
nacional, o subtipo de maior prevaléncia € o B (~85% dos casos), composto
das variantes B e B” (ou Bgr), sendo seguido, em ordem decrescente, pelos
subtipos F (10-15% dos casos), C, D, A e formas recombinantes B/C e B/F
(~5% de todos os casos). Recentemente, duas cepas compativeis com a
caracterizagdo de CRF (identificadas em 3 individuos n&o relacionados
epidemiologicamente) foram descritas a partir da analise de amostras de
individuos da cidade de Santos-SP (De Sa Filho et al., 2006).

Quadro 2: Formas recombinantes circulantes (CRFs) do HIV-1, grupo M,
atualmente designadas:

Nome Cepa de referéncia | Subtipos/CRFs recombinados
CRFO1_AE | MC240 A E
CRF02_AG | IBNG A G
CRFO3_AB | KAL153 A B
CRF04_cpx | 94CY032 A G H KU
CRFO5_DF |VI1310 D, F
CRF06_cpx | BFP90 A G, J K
CRF0O7_BC | CN54 B, C
CRF08 BC | GX-6F B, C
CRF09_cpx | 96GH2911 Nao publicado ainda
CRF10 _CD | TZBF0O61 C,D
CRF11_cpx | GR17 A, CRFO1_AE, G,J
CRF12_BF | ARMA159 B, F
CRF13 cpx | 96CM-1849 A, CRFO1_AE, G, J, U
CRF14 _BG | X397 B, G
CRF15_01B | 99TH.MU2079 CRFO1_AE, B
CRF16_A2D | KISII5009 A2,D

Fonte: HIV sequence Database/The circulating recombinant forms [http://hiv-
web.lanl.gov/content/hiv-db/CRFs/CRFs.html] Acessado em 09/04/2006.
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Figura 3: Distribuicdo geografica dos tipos e subtipos genéticos do HIV. Os
subtipos e as variantes mais prevalentes em cada regido estdo destacados
em negrito. [Fonte: Morgado MG, Guimarées ML, Galvao-Castro B. Mem Inst

Oswaldo Cruz, 2002; 97(2): 143-150].
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1.4.Interacdo antigeno-anticorpo: afinidade e avid ez

A medida da forca de ligacdo entre um determinante antigénico
(epitopo) e o sitio de ligacéo da fracdo F(Ab) de uma molécula individual de
anticorpo em um complexo antigeno-anticorpo (Ag-Ac) é chamada de
afinidade. A afinidade é definida como a concentracdo molar de antigeno
necesséria para a ocupacado de metade dos sitios anticérpicos em equilibrio,
em condicbes de temperatura, pressdo, pH e solubilidade constantes. A
constante de equilibrio da ligacdo Ag-Ac (KA) é igual a relacdo entre a
concentracdo molar do complexo (Ka) e as concentracbes molares do
antigeno e do anticorpo (Kd) no estado de equilibrio da mistura de antigeno
e anticorpos (KA=Ka/Kd).

H4a, no soro, uma mistura de anticorpos de diferentes afinidades
para um antigeno especifico. A afinidade média da populacéo de anticorpos
irA aumentar com a estimulagdo antigénica repetida, por meio de um
fendmeno conhecido como maturacao da afinidade.

Antigenos naturais geralmente contém mais do que um
determinante, portanto interagem com mais do que uma molécula de
anticorpo. Para uma molécula de IgG ou IgE a ligagdo pode envolver, no
maximo, dois sitios de ligacao, pois s6 ha 2 regides de combinacdo em cada
molécula de anticorpo. Para a IgM, no entanto, um Unico anticorpo poderia
ligar-se a até 10 sitios diferentes. A forca total da ligagdo, neste caso, deve
levar em consideracgéo as ligacfes de cada um dos sitios que interagem. A
somatoria destas forcas de ligacdo é chamada de avidez, que € entdo
dependente da afinidade e da valéncia do anticorpo. A avidez é diretamente
proporcional a afinidade e aumenta na medida em que a resposta
imunoldgica amadurece, devido a estimulagcdo antigénica repetida.

A maturacado da afinidade € uma propriedade da resposta humoral
a antigenos protéicos. Ela € medida ao nivel da resposta de anticorpos como
um todo, ou seja, da populacdo de anticorpos. Este processo ocorre por

meio de ajustes finos durante a resposta secundaria, mediados por
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mutacOes somaticas caracterizadas pelo rearranjo no DNA codificador de

imunoglobulinas em linfécitos B individuais, antigeno-estimulados.

1.5. Dinamica da resposta anticorpica humana contra o HIV

A avidez da ligacdo Ag-Ac, ou afinidade funcional de anticorpos
policlonais especificos detectados no periodo pos-infec¢cdo primaria, na re-
infeccdo ou na imunizagao tem sido empregada para o estudo da dinamica
da resposta imune humoral em mamiferos ha décadas (Eisen e Siskind,
1964; Rodkey e Freeman, 1970). Com base no perfil da avidez dos
anticorpos, varias técnicas foram padronizadas para a identificacdo das
fases de infeccdo por agentes virais e parasitarios (Lehtonen e Meurman,
1982; Inoue et al., 1984; Morgan-Capner et al., 1985; Rousseau e Hedman,
1988; Thomas e Morgan-Capner, 1988; Hedman et al., 1989; Camargo et al.,
1991).

Uma vasta literatura a respeito da resposta imune humoral anti-
HIV tem sido produzida desde o isolamento e a caracterizacdo do virus. A
infeccdo por HIV/Aids induz a producdo de anticorpos especificos contra as
proteinas estruturais do virus, que podem ser detectados em diferentes
ensaios laboratoriais (Sarngadharan et al.,, 1984; Kitchen et al., 1984;
Laurance et al.,, 1984; Cheingsong-Popov et al., 1984; Sandstrom et al.,
1985). A resposta humoral contra o HIV é caracterizada pela producao de
imunoglobulinas das classes IgM, IgG (IgG1-4), IgA e IgE de forma sistémica
ou compartimentalizada e que sao encontradas no soro, liquido
cefalorraquidiano, urina, saliva, leite materno e secrecbes mucosas em
concentracOes variadas, dependendo da fase de infec¢cdo e dos métodos de
coleta e deteccao (McDougal et al., 1987; Parry et al., 1987; Biniek et al.,
1988; Connel et al., 1990; Mathiesen et al., 1990; Carbonara et al., 1993;
Elovaara et al., 1993; Connel e Parry, 1994; Becquart et al., 1999; Fletcher et

al., 2000; Raux et al., 2000; Mestecky et al., 2004).
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Amostras de soro/plasma sequienciais, provenientes de pacientes
infectados pelo HIV em diferentes estagios da infec¢cdo (desde a exposicéo
até o 6bito), tém sido analisadas com o intuito de identificar marcadores da
resposta humoral contra o HIV, associados a progressdo da doenca. Estes
estudos demonstraram que a soroconversdo para 0s anticorpos anti-HIV
ocorre geralmente em até 2 meses ap0s a exposicdo documentada,
podendo ocorrer, em casos raros, até 6 meses depois (Busch e Satten,
1997; Fiebig et al., 2003) e que o padrdao da resposta de anticorpos é
regulado de maneira diferenciada, de acordo com o grupo do antigeno
(McDougal et al., 1987; Broliden et al., 1989; Allain et al., 1991; Thomas et
al., 1996; Cole et al., 1998).

McDougal e colaboradores (1987) realizaram um dos primeiros
estudos com a finalidade de analisar a correlagcédo da resposta de anticorpos
anti-HIV.  com a progressdo da doenca. Avaliando isotipos de
imunoglobulinas (IgG1-4, IgA e IgM) anti-HIV em amostras de pacientes em
diferentes categorias clinicas por meio de um ensaio de imunoblot, estes
autores observaram que os anticorpos dirigidos contra a gpl110, p24 e
p51/p65 apresentavam padrées de maturacdo e variacdo dos titulos de
acordo com os estagios da doenca. Além disso, o perfil dos isotipos de
imunoglobulinas contra antigenos especificos (Western blot) reproduziu o
mesmo perfil observado para o pool de imunoglobulinas, sendo influenciado
pelas mudancas dos niveis de anticorpos totais nos varios estagios da
doenca.

Allain e colaboradores (1991) estudaram o perfil da resposta
contra antigenos recombinantes derivados dos genes Env (gp120 e gp4l),
Pol (p66 e p31) e Gag (p24 e pl17) em 22 individuos, por um periodo de 3 a
6 anos apOs a soroconversdo. Durante o seguimento, 6 pacientes
desenvolveram sintomas clinicos relacionados a infec¢do pelo HIV e 16
permaneceram assintomaticos, caracterizando assim dois grupos distintos.
Comparando a resposta imune, verificou-se que os anticorpos anti-gp120,
anti-gp4l e anti-p31 atingiam niveis maximos cerca de 6 meses apds a
soroconversdo, mantendo-se estaveis durante todo o tempo de seguimento

nos dois grupos. Por outro lado, anticorpos anti-p66, p24 e pl7, apos
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atingirem niveis maximos, mantiveram-se em niveis estaveis no grupo de
pacientes assintomaticos e declinaram no grupo de sintomaticos, mantendo-
se em niveis mais baixos durante o periodo de monitoramento.

Chargelegue e colaboradores (1993) estudaram a resposta de
IgG contra a pl7, em um seguimento de 6 anos (1986-1993), em 12
pacientes hemofilicos infectados pelo HIV-1 que soroconverteram entre 1982
e 1985. Neste estudo, observou-se um perfil similar no desenvolvimento e na
manutencdo dos titulos de anticorpos contra a pl7 e a p24. Entre o0s
individuos que desenvolveram Aids, o declinio nos titulos de anti-pl7
precedeu em muitos anos a queda das contagens de células T CD4 para
abaixo de 200 células/uL; por outro lado, entre 0s pacientes assintomaticos
de longo termo foram observados titulos crescentes de IgG anti-pl7 e
contagem estavel de células T CD4. Amostras de pacientes que
desenvolveram Aids durante o estudo caracterizaram-se pela avidez mais
baixa de IgG anti-pl7 comparativamente as amostras de pacientes que
permaneceram assintomaticos. Estes resultados sugerem que a avidez da
IgG anti-Gag poderia ser de importancia para a resisténcia do hospedeiro ao
desenvolvimento da Aids e, consequentemente, de relevancia para o
prognastico.

Chargelegue e colaboradores (1995) estudaram também a
afinidade de anticorpos anti-Gag nas amostras desses pacientes
(hemofilicos; HIV+; n=15), acompanhados durante 9 anos (1984-1993).
Neste estudo, a afinidade de anticorpos anti-p24 e pl7 foi cerca de 100
vezes maior em pacientes assintomaticos do que entre aqueles que
desenvolveram Aids. Os pacientes que desenvolveram Aids perderam
precocemente ou nem mesmo chegaram a desenvolver anticorpos de alta
afinidade. Entre os assintomaticos, a maioria manteve anticorpos circulantes
de alta afinidade por diversos anos, sendo que em alguns a afinidade de
anti-p24 e anti-pl7 decaiu subsequentemente ao longo do estudo. A
presenca de anticorpos de baixa afinidade e a reducao progressiva dos
titulos de anticorpos especificos foram preditores mais precoces para a

progressao da doenca do que a contagem de células T CDA4.
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Thomas e colaboradores (1996) analisaram a avidez da IgG anti-
HIV em um teste de ELISA, preparado com antigenos recombinantes, com o
objetivo de identificar infeccdo recente pelo HIV-1. Estudando amostras
sequenciais de 7 individuos logo apds a soroconversdo ou manifestacéo de
doenca aguda compativel com a infeccdo pelo HIV, os pesquisadores
demonstraram que o indice de avidez de anticorpos anti-gp41l aumentou
gradativamente durante os primeiros meses, com variacoes individuais entre
0s pacientes. Com relacdo a p24 e pl7, em contraste com os resultados
observados para os indices de avidez de anti-gp4l, somente um dos
soroconvertores desenvolveu anticorpos de alta avidez contra estes dois
antigenos simultaneamente. De 45 amostras provenientes de casos de
infecgdo cronica, 10 ndo continham anti-p24 em quantidade suficiente para a
analise de avidez, sendo a maioria amostras de pacientes que
apresentavam sintomatologia de Aids ou ARC; 21 amostras apresentaram
altos indices de avidez de anti-24, sendo que nenhuma delas era de caso de
Aids ou ARC e 14 amostras apresentaram baixa avidez para anti-p24, sendo
que 8 eram provenientes de casos de Aids/ARC. Todas estas amostras
continham anticorpos anti-gp41 de alta avidez. Desta forma, estes autores
concluiram que a avidez de anticorpos anti-gp41 poderia ser empregada
para diferenciar casos de infeccéo recente dos casos de infeccdo "remota"
ou crdnica pelo HIV.

Juompan e colaboradores (1998) estudaram o padrdao de
expressdo de anticorpos anti-gp160 - titulos e repertorio Vy3* presente na
por¢cdo Fc dos isotipos de imunoglobulinas especificas - em amostras
seqguenciais (7 anos de seguimento) de 11 pacientes infectados pelo HIV-1,
classificados, quanto ao desenvolvimento de condi¢cdes definidoras de Aids,
em progressores lentos (n = 5) e progressores rapidos (n = 6). Eles
observaram que 0s progressores rapidos apresentaram um declinio gradual
nos titulos de anti-gp160, notavelmente no repertério de imunoglobulinas
Vu3'. Com base nestas observagdes, estes autores concluiram que o
agravamento da doenca estava associado ao decréscimo da magnitude da

resposta humoral e que os anticorpos V43" desempenham um papel
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importante na protecdo, sendo que a diminuicdo da sua expressao acelera a
progressao da doenca.

Weber e colaboradores (1987) analisaram amostras sequenciais
de 48 pacientes infectados pelo HIV-1, coletadas durante 3 anos (1982/3 a
1985/6) e observaram que aqueles que permaneceram livres de sintomas,
em comparacdo aqueles que manifestaram sintomas de Aids ou ARC (Aids-
related complex; Complexo Relacionado a Aids), tiveram titulos de
anticorpos anti-p24 significativamente mais altos durante os 3 anos. Os
pacientes assintomaticos também apresentaram uma tendéncia ao aumento
da capacidade neutralizante de anticorpos. Nao foi observada correlacéo
entre os titulos de anti-gp41 e as manifestacdes clinicas; mesmo nos casos
em gque o0s pacientes manifestaram sinais de Aids/ARC, os titulos de anti-
gp41 permaneceram inalterados.

Broliden e colaboradores (1989) avaliaram amostras sequenciais
de 20 pacientes infectados pelo HIV, coletadas durante 2 anos. Ao entrar no
estudo, todos os individuos apresentavam quadro de linfadenopatia
generalizada; ao término do periodo de seguimento, 11 deles apresentavam
quadro definidor de Aids. Os autores observaram um decréscimo na
reatividade de anticorpos anti-pl7 e anti-p24 nos pacientes que
desenvolveram quadro de Aids durante o seguimento. Neste estudo foram
analisadas as reatividades das subclasses de IgG contra os antigenos do
HIV-1 e os pesquisadores observaram que a IgGl especifica (todos os
antigenos) € majoritaria em relacdo as demais subclasses e que os titulos
decaem com a progressdo da doenca; também foi observado que a 1gG3 é
produzida principalmente contra os antigenos do core viral (anti-p17 e anti-
p24) e permanece em niveis estaveis durante todo o periodo de doenca,
mesmo na fase terminal.

Binley e colaboradores (1997), estudaram a dinamica da
regulacdo da producdo de anticorpos anti-Gag e anti-Env em pacientes
infectados pelo HIV-1 de diferentes coortes (soroconvertores agudos, nao-
progressores de longo termo, progressores rapidos e cronicos tratados com
inibidores de protease (IP)). Estes autores observaram que os titulos de

anticorpos dirigidos contra pl7 e p24 (Gag) atingiam niveis maximos cerca
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de 200 dias apos a soroconversao, decaindo gradualmente e oscilando em
niveis mais baixos durante o tempo de seguimento (cerca de 1.000 dias).
Com relacdo aos titulos de anticorpos anti-gp4l e anti-gpl120 (Env),
observou-se que 0s niveis aumentavam gradualmente no periodo pos-
soroconversao, atingindo os niveis maximos apés 400 dias, mantendo-se
estaveis durante todo o tempo de seguimento, mesmo para a coorte de
pacientes tratados. O aumento e a diminui¢do dos titulos de anti-Env e anti-
Gag nao se relacionaram com alteracdes da viremia plasmatica, a0 menos
na faixa detectavel, sendo que os mesmos nao se alteraram pelo tratamento
com os inibidores da protease.

Cole e colaboradores (1998), estudando a dinamica da maturacao
da resposta humoral contra proteinas do envelope do HIV-1 poés-
soroconversao, observaram que tanto em progressores rapidos, como em
progressores lentos, o titulo e a avidez de anticorpos da classe IgG anti-
envelope elevavam-se durante os primeiros 5 meses poOs-soroconversao,
mantendo niveis estaveis durante o periodo em que foi realizado o
seguimento (20 meses).

Sheppard e colaboradores (1991) estudaram a dinamica dos
titulos de anticorpos anti-p24 e das concentracbes plasmaticas de
neopterina (marcador de ativacdo imunoldgica celular inespecifica) em
amostras de voluntarios participantes de uma coorte prospectiva de
homossexuais masculinos. Ao longo do periodo de seguimento, a incidéncia
de Aids foi de 60% entre os pacientes que apresentavam, no inicio do
estudo, titulos baixos de anti-p24 e concentra¢gfes altas de neopterina; 34%
entre aqueles que apresentavam titulos baixos de anti-p24 ou altas
concentracfes de neopterina isoladamente; e 10% entre os pacientes que
tinham titulos altos de anti-p24 e baixas concentracdes de neopterina. De
acordo com as conclusbes dos autores, estes dados sugerem que as
respostas iniciais, especifica contra o HIV e inespecifica de ativacéo celular,
sdo preditores independentes que interagem para determinar o curso da
progressao da doenca.

Com base nesses resultados foi possivel o estabelecimento da
correlacdo entre a dindmica da resposta humoral especifica e as fases da

20



infeccdo causada pelo HIV, os quais tém sido empregados para estabelecer
marcadores de diagndstico e de progndstico.

Em nosso meio, Caterino-de-Araujo (1993) estudou o perfil da
especificidade dos anticorpos anti-HIV  secretados por células
mononucleares do sangue periférico de individuos adultos e de criancas
expostas ao HIV no periodo perinatal. Empregando o método de Western
Blotting, a pesquisadora avaliou os anticorpos dirigidos contra as fracdes
antigénicas do HIV-1, presentes no sobrenadante de cultivos celulares de
ensaios de producao espontanea e induzida de anticorpos in vitro (IVAP e
IVIAP, respectivamente).

No ensaio de IVAP, foram identificados anticorpos dirigidos contra
antigenos codificados pelos genes Gag, Env e Pol do HIV-1. No ensaio de
IVIAP, apenas a reatividade contra antigenos do gene Pol foi observada. O
fato foi atribuido ao consumo de anticorpos secretados para a formacéao de
imunocomplexos junto aos antigenos imobilizados na placa de cultivo celular
(empregados para a ativacdo das células B), constituidos em sua maior
parte por fracdes derivadas dos genes Gag e Env. A autora verificou, em
ambos os ensaios, que a producao dos anticorpos anti-HIV in vitro n&o
estava relacionada com o estagio clinico da doenca nem com a idade dos
pacientes estudados. Neste estudo, empregando-se o ensaio de IVIAP, foi
possivel induzir a produgdo de anticorpos anti-HIV por células do sangue de
dois individuos em fase aguda de infeccdo pelo HIV, cujas amostras de
plasma eram negativas na pesquisa de anticorpo e positivas na pesquisa de
antigeno p24. Posteriormente, estes dois individuos apresentaram
soroconversao para o HIV.

Estes dados sugerem que mecanismos complexos estao
envolvidos na expressdo dos anticorpos anti-HIV no plasma dos individuos
infectados e que ela depende da variabilidade individual que determina o
grau de competéncia para a resposta imunologica humoral e da estimulacdo
antigénica, proporcionada pela producdo e circulacdo de fracbOes virais

imunogénicas durante o curso da infeccéo.
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1.6. Desenvolvimento dos algoritmos de testes labor  atoriais

para a identificacdo de infec¢des incidentes peloH V-1

Os sistemas de vigilancia epidemioldgica tém sido desafiados a
melhorar constantemente os métodos de monitoramento das tendéncias da
epidemia causada pelo virus da imunodeficiéncia humana. Em geral, as
informacdes epidemioldgicas disponiveis sdo baseadas em estudos
transversais de prevaléncia e variam consideravelmente, dependendo das
condicdes locais (Walker et al, 2001). Porém, os dados de soroprevaléncia,
isoladamente, podem né&o ser suficientes para inferir sobre as tendéncias da
epidemia de HIV/Aids ao longo do tempo em grupos populacionais
especificos em risco para a infeccdo (Heyward et al, 1994; Batter et al.,
1994, McDougal et al, 2005). As medidas da incidéncia da infec¢ao pelo HIV
podem prover informacdes mais detalhadas para monitorar a epidemia, o
gue é crucial para a identificacdo de grupos de maior vulnerabilidade para a
infeccéo e para direcionar os programas de prevencao e controle. Todavia, a
despeito de varias metodologias ja desenvolvidas, os esfor¢cos no sentido de
estimar a incidéncia da infeccdo pelo HIV tém encontrado importantes
limitagOes.

Os programas de intervengédo baseados no aconselhamento e na
educacao individual ou coletiva tém demonstrado efetividade na modificacéo
de comportamentos sexuais de maior risco e na reducao da transmissao do
HIV e de outras doencas sexualmente transmissiveis (DST). Como ja
dissemos, isto tem contribuido para o chamado "viés de seguimento” (ou
"efeito coorte”) em estudos longitudinais tradicionais, realizados para se
verificar a incidéncia do HIV em coortes de individuos néo infectados (Laga
et al.,, 1994; Heyward et al., 1994; Sahlu et al., 2002; Kaul et al., 2002;
Johnson et al., 2003). Aléem dos efeitos da intervencéo, estes estudos sao
geralmente dispendiosos, demorados e podem ser enviesados pela

participacéo seletiva e pelas diferencas de perda no seguimento.
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Em 1989, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) elaborou a
primeira norma para o estabelecimento de sistemas para a vigilancia da
infeccdo pelo HIV. Baseados no rastreamento por meio de vigilancia
sentinela, da dispersao do virus em subgrupos populacionais e da vigilancia
dos casos de Aids notificados, estes sistemas se limitavam ao registro das
infeccbes em curso (ONUSIDA/OMS, 2000). Contudo, estudos para medir a
incidéncia de HIV-1 em populacdes especificas tém demonstrado que os
métodos de vigilancia baseados na prevaléncia de anticorpos especificos na
populacdo ou na notificacdo de casos ndo sdo suficientemente sensiveis
para detectar as tendéncias da epidemia em curso (Batter et al., 1994,
Brookmeyer et al.,, 1995; Wawer et al., 1997; Mcfarland et al., 1997,
Mcfarland et al, 1999; Rutherford et al., 2000), sendo necessaria a

implementacéo de estratégias complementares para aprimora-los.

1.6.1. Métodos baseados em marcadores de infec¢do aguda

Em 1995, Brookmeyer e Quinn propuseram a deteccdo do
antigeno p24 do HIV-1 (Ag), um marcador laboratorial precoce presente na
fase aguda da infeccdo em que o anticorpo anti-HIV (Ac) ainda nao €
detectavel, para a estimativa da incidéncia da infeccéo pelo HIV, derivada do
seguinte modelo:

p=Iu

onde p é a propor¢do de individuos Ag+/Ac- no conjunto de
individuos analisados, | € a incidéncia pontual e p € a duracdo meédia do
periodo pré-soroconversao (Ac+) no qual o Ag p24 é detectavel (22,5 dias,
no estudo realizado). Este modelo foi empregado por Cleghorn et al. (1998)
para comparar métodos de estimativa direta e indireta da incidéncia da
infeccdo pelo HIV-1 em uma populagcdo de alta vulnerabilidade. Os
resultados obtidos indicaram que a estimativa da incidéncia com base em
marcador de infeccdo aguda era consistente com os resultados obtidos por
meio de métodos de avaliacdo direta e indireta, baseados no estudo

prospectivo de coorte e soroprevaléncia, respectivamente. Neste referido
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trabalho, a férmula de céalculo foi modificada para permitir a expresséo da
taxa de incidéncia (densidade) anual:

I = p x (365/D) x 100

onde p é a proporcao de individuos Ag+/Ac-, 365 é 0 numero de
dias em um ano e D é a duracdo média do periodo de antigenemia de p24
no periodo pré-soroconversao.

Em 2000, Quinn e colaboradores desenvolveram um novo método
para a estimativa da incidéncia de HIV-1 baseada em marcador precoce de
infeccéo, desta vez empregando um algoritmo para a deteccdo do RNA viral
em pools de amostras de plasma negativos para o Ac anti-HIV. De acordo
com o0 méetodo desenvolvido, a taxa da incidéncia poderia ser obtida a partir
da seguinte férmula:

| = 1/p[1-(M/N)YC]

Onde N é o numero total de amostras individuais utilizadas para a
confeccédo dos pools, M € o numero total de amostras individuais nos pools
negativos, C é o niumero de amostras individuais em cada "pool" positivo e u
€ a duracdo média do periodo em que o RNA viral pode ser detectado antes
da soroconversado (28 dias, neste estudo). Para a conversao da incidéncia

em taxa anual, esta férmula deveria ser multiplicada por 365 dias.

1.6.2. Métodos baseados em marcadores de infeccdo recente

Em 1998, Janssen e colaboradores padronizaram uma nova
metodologia, baseada em um algoritmo de ensaios sorolégicos para a
identificacdo de infecgdes recentes pelo HIV-1. Neste algoritmo, conhecido
como STARHS - Serologic Testing Algorithm for Recent HIV
Seroconversion, amostras de soro/plasma, positivas para a presenca de
anticorpos anti-HIV (confirmado por meio de teste de Western blotting) , s&o
analisadas para a pesquisa de anticorpos anti-HIV em duas etapas, sendo
uma delas em um ensaio imunoenzimatico padrdo (sensivel),
comercialmente disponivel, e outra em um ensaio imunoenzimatico
modificado, conhecido como Detuned-ELISA, que apresenta menor

sensibilidade em relacdo aos ensaios do tipo padrdo. Amostras com
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resultado "reagente” no ensaio sensivel e "ndo reagente” no ensaio menos
sensivel séo classificadas, em relacdo a infeccéao pelo HIV-1, como amostras
de infeccdo recente ou amostras incidentes (também chamadas de
"amostras detunadas”).

O ensaio Detuned-ELISA, padronizado por Janssen e
colaboradores, baseava-se no emprego do reagente comercial Abbott 3A11
(Abbott Park, lllinois-EUA), um ensaio imunoenzimatico indireto produzido a
partir de antigeno viral total obtido do lisado de culturas celulares infectadas
pelo HIV-1, subtipo B (HIV-1,5). Este ensaio foi modificado na diluicdo da
amostra, no tempo de incubacdo da mesma, do conjugado e no método de
calculo do Cut Off (CO) (valor de corte da reacdo). Para que a reatividade
das amostras pudesse absorver o impacto das variacbes inter-ensaio, a
densidade Optica (DO) da amostra foi normalizada ou padronizada (DOP),
passando a ser calculada com base nos valores de DO dos controles
negativo (CN) e positivo (CP) dos seus respectivos ensaios [(DOP = valor da
DO da amostra - valor da DO do CN)/valor da DO do CP].

Analisando painéis de amostras sequenciais de soro/plasma de
pessoas que soroconverteram (soroconvertores) para o HIV-1, Janssen e
colaboradores (1998) estabeleceram condi¢cdes Otimas do ensaio menos
sensivel, capazes de estimar o tempo decorrido desde a soroconversao para
essas amostras conhecidas (Figura 4). O tempo decorrido desde a
soroconversao, também chamado de "periodo de janela de deteccédo" neste
protocolo, foi determinado por meio de modelagem matematica,
considerando-se o tempo estimado entre o Ultimo resultado "ndo reagente" e
o primeiro resultado "reagente" das séries de amostras sequenciais dos

painéis, no ensaio sensivel e no ensaio menos sensivel.
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Figura 4: Curva da Densidade Optica Padronizada (DOP) de amostras de
soro analisadas para a presenca de anticorpos anti-HIV por meio da
testagem dupla sensivel/menos-sensivel, empregando-se o reagente Abbott
3Al1ll1l, em funcdo do numero de dias decorrentes da soroconversao
(Adaptado de Janssen et al. 1988).

Para os painéis de amostras analisadas, o periodo de janela de
deteccdo da testagem dupla - sensivel/menos-sensivel, empregando-se o
reagente Abbott 3A11, foi de 129 dias (IC 95%, 109-149 dias). Para este
periodo de janela, o valor de CO para a DOP é de 0,75. Assim, valores de
DOP acima de 0,75 correspondem a amostras de infecgdo antiga, cronica,
de longo termo ou estabelecida; valores de DOP<O0,75 correspondem a
amostras de soroconversdo recente ou a infeccdo recente/incidente.
Observou-se que algumas amostras, provenientes de pacientes em estagio
avancado de Aids (2%) ou em tratamento anti-retroviral de longo termo
(0,4%), poderiam ser classificadas incorretamente como amostras de
infeccdo recente.

Janssen e colaboradores propuseram o emprego dos resultados
do protocolo STARHS para a estimativa da incidéncia de HIV-1, levando-se
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em consideracdo a proporcdo de amostras incidentes na populacdo de
susceptiveis, o periodo de janela de deteccédo e o periodo de 1 ano. Desta
forma, a incidéncia (porcentagem de pessoas-ano) estimada poderia ser
calculada segundo o modelo abaixo:

lgr = Nt X 365 x 100
Nt T

Onde:

lg: = Incidéncia

Ng = NUmero de pessoas com amostra "reagente” no ensaio
Abbott 3A11/'n&o reagente” no ensaio Abbott 3A11 menos sensivel

Ng: = NUmero de pessoas com amostra "ndo reagente” no ensaio
Abbott 3A11 (HIV-1-negativo) + NUmero de pessoas com amostra "reagente”
no ensaio Abbott 3A11 e "ndo reagente” no ensaio Abbott 3A11 menos
sensivel

T = Numero médio estimado de dias correspondentes ao periodo
de janela de deteccao (neste caso, 129 dias)

Alguns estudos foram realizados para avaliar o desempenho
do protocolo STARHS em diferentes populacfes, apés sua padronizagao.
Parekh e colaboradores (2001) avaliaram caracteristicas de desempenho do
reagente Abbott 3A11 na realizagéo do protocolo STARHS (STARHS-3A11)
em amostras provenientes da Tailandia. Neste estudo observou-se que as
caracteristicas de desempenho em amostras de infeccéo pelo HIV-1, subtipo
E, eram diferentes daquelas estabelecidas para amostras de HIV-1, subtipo
B. Para aquela populacdo, os melhores indices de desempenho foram
alcancados com um CO de 0,45 para a DOP, o qual determinava um periodo
de 185 dias de janela de soroconversao entre o ensaio sensivel e 0 menos
sensivel. Estes resultados apontaram para a necessidade de implementar
ajustes finos no algoritmo, com base na diversidade do HIV-1 circulante na
populacao a ser analisada.

Candal e colaboradores (2001) avaliaram a eficacia do
protocolo STARHS-3A11 para o diagnéstico precoce de infeccédo pelo HIV-1
em criangas perinatalmente expostas. Eles encontraram especificidade de

27



90 a 100% e sensibilidade de 12 a 44% em amostras de criancas entre 4 e 6
meses de idade. Desta forma, em alguns casos, o diagndéstico de infeccéo
pelo HIV poderia ser estabelecido apds 4 meses de idade, embora um
resultado "ndo reagente” no ensaio menos sensivel ndo pudesse excluir a
possibilidade de infeccéo, necessitando de um tempo maior de seguimento.

Machado e colaboradores (2002) analisaram por meio do
protocolo STARHS-3A11, 281 amostras de plasma HIV+ de doadores de
sangue dos Estados Unidos da América. Paralelamente, foram analisadas
as caracteristicas genotipicas do genoma viral presente nas amostras e o
perfil da reatividade das amostras sequenciais dos doadores no ensaio
Abbott 3A11-menos sensivel. Os autores observaram um padrédo de DOP
crescente nas amostras sequenciais dos doadores, compativel com a
dindmica da maturacdo da resposta anticorpica pds-soroconversao, e um
padrdao de homogeneidade genética tipico de individuos recém-infectados.
Os autores concluiram que estes resultados validaram o algoritmo para
identificagdo de infec¢des recentes/incidentes e sugeriram também o seu
emprego para estudos de epidemiologia molecular a partir de amostras
identificadas em estudos transversais de grande porte.

Devido a nao continuidade da producéo do reagente Abbott 3A11
cerca de um ano apoés a padronizagdo do protocolo, o grupo de trabalho do
CDC-EUA realizou estudos para a modificacdo e configuracdo de um outro
reagente comercial de ELISA-HIV para um formato menos sensivel. O novo
protocolo foi estabelecido com o emprego do reagente Vironostika HIV-1
Microelisa System (Organon Teknika, EUA), um ELISA indireto em
microplaca de 96 cavidades, também produzido a partir do lisado viral de
HIV-1, subtipo B americano. O protocolo STARHS - Organon Teknika
(STARHS-OT) foi padronizado (CDC-EUA, 2001; Rawal et al., 2003) com as
seguintes caracteristicas:

* Valorde CO: 1,0

» Periodo de janela de detec¢éo: de 170 dias (IC 95% 162 -
183 dias).

* DOP: passou a ser calculada com base nos valores de DO
do CN, do CP forte, do CP fraco e do Calibrador (CAL): [DOP = (mediana

28



da DO da amostra - mediana da DO do CN)/(mediana da DO do CAL -
mediana da DO do CN)], reagentes complementares ao conjunto de
diagnostico comercialmente disponivel, produzidos pelo CDC-EUA.

Uma das limitacdes deste protocolo, relatada por Rawal e
colaboradores (2003), foi a ocorréncia de resultados falso-negativos no
ensaio menos sensivel em uma pequena porcentagem de amostras de
individuos com infeccéo crbnica, em estagio de Aids ou em tratamento anti-
retroviral, em taxas semelhantes as observadas por Janssen e
colaboradores.

Young e colaboradores (2003), estudando amostras de subtipo B’
e E provenientes de estudo de coorte com usuarios de drogas injetaveis da
Tailandia, demonstraram que as caracteristicas de deteccdo de infeccdes
recentes por meio do protocolo STARHS-OT variavam dependendo do
subtipo viral, a exemplo do que havia sido observado para o protocolo
STARHS-3A11. Para amostras de subtipo B', o periodo de janela de
deteccéo encontrado foi de 239 dias (IC 95% 208-287 dias) e para 0 subtipo
E, este periodo foi de 356 dias (IC 95% 318-402 dias). Os autores
concluiram que o bom desempenho deste protocolo requer o emprego de
CO e periodos de janela de soroconversao adequados ao subtipo viral. Um
outro estudo para avaliagdo das caracteristicas de desempenho do protocolo
STARHS-OT foi realizado em amostras de soroconvertores nao tratados da
Australia (Wilson et al., 2004) e os autores observaram um periodo de janela
de deteccdo de 239 dias (IC 95% 208-287 dias), semelhante ao encontrado
para amostras de HIV-1 subtipo B' da Tailandia.

A equivaléncia entre as caracteristicas de desempenho dos dois
métodos na estimativa da incidéncia de HIV-1 foi avaliada por meio de
estudos comparativos. Kothe e colaboradores (2003) relataram ter
encontrado 97% de concordancia dos resultados do ensaio Vironostika/OT-
menos sensivel em relacdo aos resultados do ensaio Abbott 3A11-menos
sensivel em um painel de amostras de infeccéo recente e crénica; Murphy e
colaboradores (2003) relataram coeficiente de correlacdo igual a 0,84 entre
os dois métodos, quando analisaram 378 amostras; Rawal e colaboradores
(2003) observaram alto grau de correlacdo (r = 0,99) entre as DOP dos dois
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DOP

meétodos. Estes estudos concluiram que o método Vironostika/OT-menos
sensivel era comparavel e equivalente ao Abbott 3A11-menos sensivel, com
vantagens em relacdo ao nivel de complexidade operacional, rapidez e

praticidade (Figura 5).

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllll Sen8ive|
3.0 Menos-
Sencivel
1,0 Cutoff - STARHS-OT
B {170 dias e
0,75 ? 7 0O Cutoff - STARHS-3A11
Y T2odas /”
= / Cutoff - Ensaio Sensivel
___4/ 0
A A/
400
Infecgéo Tempo (dias)

3 a6 semanas

Figura 5: Perfil das curvas de anticorpos anti-HIV no periodo pés-
soroconversao, segundo o método de analise: sensivel (DO) e menos
sensivel (DOP).

Enquanto os protocolos STARHS (3A11 e OT) eram validados e
recomendados oficialmente para a estimativa da incidéncia de HIV-1, como
ferramenta auxiliar as iniciativas de vigilancia e prevencédo de HIV/Aids nos
Estados Unidos (CDC-EUA, 2001), diferentes estudos eram conduzidos com
0 objetivo de desenvolver métodos laboratoriais alternativos, que pudessem
superar as limitagBes técnicas impostas pela diversidade viral e pela
dindmica da progresséao da doenca.

Parekh e colaboradores (2001b) exploraram a cinética de
maturacdo da resposta anticorpica contra os antigenos derivados dos genes
Env, Pol e Gag em ensaios para medir a concentracdo dos anticorpos

especificos (titulos), a afinidade da ligacdo antigeno-anticorpo (constante de
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associacdo) e a quantidade proporcional de IgG especifica. Avaliando o
desempenho de 16 ensaios sorologicos diferentes frente a um painel de
amostras de soroconversao (<6 meses) e a um painel de amostras de
infeccdo cronica/estabelecida (>1 ano), incluindo o Western blot quantitativo,
estes autores confirmaram os dados anteriormente descritos na literatura,
demonstrando que os titulos de anticorpos anti-gp120 e gp4l eram mais
baixos em amostras de soroconversao recente e mantinham-se estaveis em
amostras de pacientes em diferentes estagios da infeccdo crbnica. A partir
dos padrdes de reatividade no teste de Western blot quantitativo foi possivel
separar os grupos de amostras de infeccao recente e antiga, com 0 minimo
de sobreposicdo entre os mesmos (Figura 6). Nesta avaliacdo, os perfis de
anticorpos anti-gp160, p31 e p66 permitiram separar razoavelmente bem as
amostras de infeccao recente e antiga, porém com menos precisdo. Quanto
aos demais antigenos (p51, p24 e pl7), ndo foram observados padrdes de
reatividade que permitissem estabelecer correlacio com o tempo de
soroconversao. As taxas de associacao (K,) e de dissociagao (Kg) entre o
pool de anticorpos policlonais presentes nas amostras e a gp4l foram
avaliadas por meio de ensaio de ressonancia plasmatica superficial. A
constante de associacdo (KA) foi calculada (KA = K/ Kq), sendo maior para

amostras de infecgéo antiga do que para amostras de infec¢do recente.
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Figura 6: Titulos de anticorpos em ensaio de Western blot. Soros de
pacientes infectados pelo HIV-1 que soroconverteram recentemente (2-6
meses) ou que tinham infeccdo estabelecida (soropositividade documentada
h& mais de um ano) foram analisados em diluicbes seriadas na base 4 para
determinar o titulo final (visual) contra as proteinas do HIV-1. Os titulos estao
expressos como log2 (titulo/100) (Adaptado de Parekh et al., 2001b).
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Um ensaio de ELISA de captura de IgG também foi avaliado,
empregando-se antigeno soluvel recombinante do envelope viral contendo
as sequéncias imunodominantes da gp120 e da gp41 (antigeno CBRe3) e
um peptideo sintético soltvel correspondente a regido imunodominante da
gp41l, representativo dos subtipos A-E do HIV-1. Neste ensaio de captura, a
DO da amostra refletiu a proporcéo de IgG especifica (anti-HIV) em relagéo
ao total de IgG circulante, uma vez que a captura € inespecifica. Neste
estudo, Parekh e colaboradores verificaram que a mediana das DO das
amostras de infecgao antiga eram 7,6 e 8,0 vezes maior do que as medianas
das DO das amostras de infeccdo recente, para os antigenos CBRe3 e
gp41, respectivamente.

Com base nos resultados que mostraram uma distingdo entre o
titulo, a afinidade e a quantidade proporcional de anticorpos dirigidos contra
a gp4l, Parekh e colaboradores (2001b) desenvolveram um novo método,
chamado de Ensaio Imunoenzimatico-BED de Captura de IgG (IgG-Capture
BED-EIA), baseado na deteccdo de proporcdes crescentes de I1gG
especifica apds soroconversdo. Realizado em microplacas com 96
cavidades, este método utiliza, como antigenos, peptideos derivados da
regido imunodominante da gp41l, contendo sequéncias dos subtipos B, E e
D, representativas de multiplos subtipos do HIV-1 (Parekh e McDougal,
2001; Parekh et al., 2002). O periodo de janela para a soroconversao neste
meétodo é de 160 dias, empregando-se um CO de 1,0 para a DOP; o ensaio
apresenta indices de sensibilidade e de especificidade para a identificacédo
de amostras incidentes de 81,7% e 89,1%, respectivamente, e um indice de
exatiddo para a estimativa da incidéncia de 93%. O desempenho do método
nao é afetado pela diversidade do HIV-1, mas, da mesma forma como para
os protocolos STARHS-3A11 e STARHS-OT, ele depende da
imunocompeténcia do individuo cuja amostra sera analisada (Parekh, 2002).

Dobbs e colaboradores (2004) avaliaram as caracteristicas de
desempenho do ensaio BED-CEIA, visando elaborar um algoritmo de testes
sorologicos alternativo as estratégias de testagem dupla sensivel/menos
sensivel para a deteccdo de infecgBes recentes pelo HIV-1. Os autores
propuseram a inclusdo de controles positivo-fraco e forte e do calibrador
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(CDC-EUA) em cada corrida e a normalizacdo da DO da amostra (DOP)
frente as DO destes controles. O CO proposto para a discriminacdo de
amostras de soroconversao recente e infec¢do cronica foi de 1,0 e o periodo
de janela de deteccdao foi inicialmente de 160 dias, tendo sido posteriormente
estabelecido em 153 dias (Calypte Biomedical Corporation, 2005).

Além do protocolo BED-CEIA, outros métodos tém sido
padronizados e avaliados para a identificacdo de amostras de infeccéo
recente pelo HIV-1. A medida do indice de avidez da reacdo de anticorpos
policlonais anti-HIV presentes em amostras de soro foi explorada como
forma alternativa para a discriminacao entre infeccao cronica e recente pelo
HIV-1. Suligoi e colaboradores (2002) padronizaram metodologia para a
determinacdo do indice de avidez de anti-HIV, empregando um ensaio de
ELISA com microparticulas (AxSYM HIV 1/2gO, Abbott Diagnostics,
Alemanha), comercialmente disponivel. Nao foram introduzidas modificacbes
no procedimento original do ensaio, mas sim o pré-tratamento das amostras
com guanidina 1M. Embora tenham sido obtidos altos indices de
reprodutibilidade, a sensibilidade do método para o indice de avidez <0,6, o
qual incluiu a maioria das amostras com soroconversao <6 meses, foi de
apenas 33,3%, enquanto a especificidade foi de 98,4%. Quando o CO foi
elevado para um indice de avidez de 0,9, a sensibilidade do método
aumentou para 87,9%, porém a especificidade diminuiu para 86,3% e o
periodo de janela de deteccdo aumentou para 9 meses. Apesar das
vantagens do método (automacao, ndo-modificacdo do ensaio comercial), 0s
resultados preliminares e os resultados de um estudo posteriormente
realizado (Suligoi et al., 2003) indicaram que 0 mesmo, ao menos da forma
em que tem sido proposto, tem desempenho inferior em relacdo aos
protocolos STARHS ja padronizados.

Considerando a especificidade do protocolo STARHS (<100%),
Constantine e colaboradores (2003) padronizaram um teste rapido menos-
sensivel para a deteccdo de anti-HIV e propuseram o0 seu emprego na
realizacdo do protocolo STARHS em duas etapas, para aprimorar 0
desempenho com relacdo a especificidade. Neste estudo, um teste rapido
experimental (UNIGOLD HIV) foi calibrado para diferenciar amostras de
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infeccéo recente de amostras de infeccdo crbnica a partir de 133 dias apos a
soroconversao. Amostras assim identificadas foram sequencialmente
submetidas ao protocolo STARHS-OT que teve o valor do CO para a DOP
reduzido de 0,75 para 0,4, para adequacdo do periodo de janela de
deteccdo padronizado para a etapa de triagem. Neste estudo, foram
observados resultados satisfatérios quanto a correta identificacdo de
amostras incidentes, mas os mesmos ndo foram confirmados por outros
estudos.

Com base no padrdo de resposta das subclasses de IgG
especifica para os antigenos do HIV-1, Wilson e colaboradores (2004)
padronizaram um ensaio de Western blot isotipico-especifico, capaz de
discriminar amostras de infeccdo recente pelo HIV-1. Empregando antigeno
obtido a partir do lisado viral de HIV-1 (Zeptometrix, EUA) e um sistema
automatizado de densitometria para a leitura semiquantitativa das fitas de
reacdo, o metodo padronizado demonstrou que a resposta de anticorpos
IgG3 contra a fracdo p24 em amostras de pacientes nao tratados com
antiretrovirais era mais intensa no periodo de soroconversdo recente,
alcancando niveis mais altos cerca de 1 més pdés-infeccdo, persistindo por
atée 4 meses e declinando posteriormente até niveis mais baixos. Os
pesquisadores padronizaram ensaio imunoenzimatico para deteccdo de
IgG3 anti-p24 e propuseram que o mesmo fosse utilizado em algoritmo de
testes em paralelo com ensaio para deteccdo de antigeno p24, com
identificacdo otimizada de infeccOes recentes, ocorridas de 15 a 120 dias

pos-infecgao.

1.7. Emprego de algoritmos de testes sorologicos pa ra a
estimacgao da incidéncia de infec¢éo pelo HIV-1

O protocolo STARHS tem sido adotado em diversos paises para a
realizacdo de estudos cientificos no campo das ciéncias biomédicas, da

epidemiologia e da clinica, ou ainda como atividade rotineira dentro das
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atividades da vigilancia e prevencdo de HIV e Aids (UNAIDS/WHO, 2001;
NYC Health, 2001; Hamers et al., 2004; CDC, 2005).

Vérias populacdes tém sido avaliadas nesses estudos, com
desenhos variados. No quadro a seguir foram resumidos os dados dos
principais trabalhos publicados referentes a estudos que empregaram o
protocolo STARHS:

Quadro 3: Estimativa da incidéncia de infecgdo pelo HIV em diferentes
populacbes, calculada por meio de algoritmos de testes sorologicos,

segundo o grupo populacional e método de avaliacao:

(continua)
Populacéo Método Estimativa da incidéncia Referéncia
analisada utilizado
N.° de N.° % pessoas-
amostras | infeccdes ano
recentes (IC 95%)
(%)
Doadores de Janssen et
sangue, EUA STARHS- 547 69 (12,6) 0,0072 al., 1998
3A11 (0,005 - 0,011)
Homens 2,8(2,4-3,4) |Diaz et al.,
presidiarios, STARHS- 78 5 (6,0) 1999
Brasil, 1998 3A11
Usuarios de CTA, 1,1 (0,6 - 1,6) | McFarland
Sdo  Francisco, | STARHS- 452 79 (17,5) et al.,
EUA oT 1999;
Rutherford
et al., 2000
Usuarios de CTA, Mulheres = | Schechter
heterossexuais, STARHS- 1.050 84 (8,0) 1,9 (0,9-3,9) |etal., 2000
Rio de Janeiro, 3A11 Homens = 2,8
Brasil (1,4-5,3)
HSH, 7 cidades 2,6 (1,5-4,4) |CDC-EUA,
dos EUA STARHS-| 3.449 29 (12,9) 2001
3A11
Pacientes de 1,6 Schwarcz
clinicas DST - STARHS- 3.225 - et al., 2001
Sao Francisco, 3Al11
EUA
HSH de clinica de 3,2(2,0-4,8) |Dukers et
DST; Amsterdd/| STARHS- 422 37 (8,8) al., 2002
Holanda oT
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Quadro 3: Estimativa da incidéncia de infeccdo pelo HIV em diferentes

populacdes, calculada por meio de algoritmos de testes sorologicos,

segundo o grupo populacional e método de avaliacéo:

(continuacao)

Populagao Método Estimativa da incidéncia Referéncia
analisada utilizado
N.° de N.° % pessoas-
amostras | infeccOes ano
recentes (IC 95%)
(%)
Usuarios de 0,71 (0,07 - |Turchi et
cocaina, S&0 | STARHS- 41 25,9 3,03) al., 2002
Paulo, Brasil 3Al11
Pacientes de 0,8 (0,6 -1,1) | Weinstock
clinicas DST, 9|STARHS-| 4.688 362 (7,7) et al., 2002
cidades dos EUA 3Al11
Usuarios de CTA, 2,0(1,1-3,5) |Alves et
Santos, Brasil, | STARHS- 350 36 (10,3) al., 2003
1996 — 1999 3A11/0T
Usuarios de CTA 1999=4,0 |San
e clinicas DST, | STARHS- - - 2000 =3,1 |Francisco
Sao Francisco, oT 2003 =2,9 |Dept. of
EUA, 1997 a Public
2003 Health,
2003
Pacientes de alto 7,0 (?) Gupta et
risco para HIV,| STARHS 484 - al.
Calcuta, india
uDl, Bangkok, 17,3(12,8- |Hu et al,
Tailandia BED- 594 113 (19,0) 24,2) 2003
CEIA
HSH sifilis 13/22 - 13,9 (0,3- |CDC-EUA,
Sdo0 Francisco, | STARHS- 16 4 (25,0) 27,5) 2004
EUA- 2002/2003 oT
HSH de clinicas STARHS- 1995 =3,0 |Murphy, et
DST, Reino Unido OT/3A11 1.645 317 (19,3) | 1998 =2,33 |al., 2004
1995 a 2001 2001 =2,45
UDI e ex-UDI, Rio 0,76 Teixeira et
de Janeiro, Brasil | STARHS- 48 4(8,3) al.,, 2004
oT
Usuarios de CTA, 0,29 (0,20 - |Nash et al.,
Nova lorque, | STARHS-| 1.022 151 (14,8) 0,38) 2005
EUA, 2001. oT
Mulheres - - - 0,24 (0,20 - |Nesheim et
gravidas de 0,29) al., 2005
Atlanta, EUA,
1991 — 1998.
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Quadro 3: Estimativa da incidéncia de infeccdo pelo HIV em diferentes
populacdes, calculada por meio de algoritmos de testes sorologicos,
segundo o grupo populacional e método de avaliacéo:

(concluséao)

Populagao Método Estimativa da incidéncia Referéncia
analisada utilizado
N.° de N.° % pessoas-
amostras | infeccOes ano
recentes (IC 95%)
(%)
Amostras do| BED- 3.486 - Diversos Saphonn et
Programa de| CEIA valores, de |al., 2005
Vigilancia acordo com
Sentinela para 0s cortes
HIV-1, Camboja, populacionais
1999, 2000, 2002 estudados
HSH com sifilis| STARHS- 74 12 (16,2) 26 (19 - 33) | Taylor et
recente - Los oT al., 2005
Angeles, EUA,
2002-2004

Legendas: HSH = homens que fazem sexo com homens/homossexuais masculinos;
UDI = usuarios de drogas injetaveis; CTA = centros de testagem e aconselhamento;
DST = doencas sexualmente transmissiveis.

Com esta revisao da literatura disponivel, fica claro que as
estimativas de incidéncia da infeccdo pelo HIV calculadas com base em
meétodos para deteccdo de infeccdo recente/incidente variam de acordo
com a regido e com as populacdes analisadas e sdo dependentes do
subtipo viral predominante. Além disto, os dados disponiveis indicam
associacao entre o perfil da resposta de anticorpos anti-HIV presentes no
soro de individuos infectados e a histdria natural da doenca, na qual se
baseiam os algoritmos de testes laboratoriais para a deteccdo de
infeccao incidente pelo HIV.

Alguns estudos foram realizados no Brasil, mas foram
analisadas somente populacbes de alta vulnerabilidade, nas quais a
prevaléncia € superior a 3%. Além disto, ndo existem relatos de estudos
de avaliacédo dos testes para identificacdo de infecgéo recente pelo HIV
em funcao da resposta de anticorpos de individuos do nosso meio.

Assim, justificamos a proposta deste estudo no qual foi
estimada a incidéncia da infeccao pelo HIV a partir de amostras de soro
provenientes de duas populagcdes com caracteristicas epidemiologicas
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distintas e foi avaliada a associacao entre a especificidade dos anticorpos
anti-HIV presentes nestes soros com o0s resultados do protocolo
STARHS-OT.
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2. OBJETIVOS

» Estimar a taxa de incidéncia da infeccao pelo HIV a partir de amostras de
soro (soroincidéncia) de gestantes e de usuarios de Centros de Testagem e
Aconselhamento (CTA), provenientes da regido metropolitana da Grande

Sao Paulo, positivas para anticorpos anti-HIV;

» Avaliar, nessas amostras, o perfil da reatividade de anticorpos especificos
contra as fracdes antigénicas do HIV-1 com base em avaliacdes
guantitativas e/ou qualitativas dos resultados dos testes de ELISA e de

Western blot para HIV;

» Correlacionar o padréao de bandas presentes no teste de Western blot

com os resultados do algoritmo de testes sorolégicos STARHS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.CASUISTICA

Para a realizacao deste estudo, foram selecionadas amostras de
soro/plasma positivas para anticorpos anti-HIV, provenientes das sorotecas
de dois diferentes laboratérios que participaram do mesmo. A definicdo dos
grupos de amostras estudados foi feita de acordo com 0s seguintes critérios:
* GIAL: amostras de soro de gestantes, encaminhadas a Secado de
Sorologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) de 1991 a 2002, para deteccao de
anticorpos anti-HIV;

* SC-IAL: amostras de soro de pacientes soroconvertores para anticorpos
anti-HIV encaminhadas a Secédo de Sorologia do IAL de 1994 a 1995, com
referéncias sobre a data do ultimo teste negativo para o HIV do respectivo
paciente, sendo este periodo de 8 meses ou menos;

* RIAL: amostras de soro de pacientes de ambulatério de especialidades,
encaminhadas ao Laboratdrio de Retrovirus do IAL de 1993 a 2000, com
indicacao de suspeita de soroconverséao recente para o HIV,

e LIS: amostras de soro de usuarios de Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA), encaminhadas ao Laboratorio Local de Itapecerica
da Serra — Secretaria de Estado de Saude-SP (LIS) para deteccdo de
anticorpos anti-HIV, de 2000 a 2002.

Todas as amostras estavam armazenadas a -20°C no momento
da selecdo para o estudo. A presenca de anticorpos anti-HIV foi definida
com base nos registros dos respectivos laboratérios. Foram selecionadas
somente as amostras cujo volume permitisse a retirada de uma aliquota para
andlise e a manutencédo de volume remanescente armazenado na respectiva
soroteca.

As amostras foram codificadas a partir dos seus numeros de

registro originais. Os dados referentes ao sexo e a idade dos individuos,
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guando existentes nos registros, foram coletados de forma andnima e
desvinculados para garantir o sigilo e a confidencialidade em relacdo a

identidade dos mesmos.

3.2.METODOS

3.2.1. Deteccao de anticorpos anti-HIV e avaliacdo dos indices de

reatividade em ensaios realizados a partir de métodos Sensiveis

O diagnéstico laboratorial da infec¢ao pelo HIV tem sido realizado
rotineiramente por meio da deteccdo de anticorpos especificos anti-HIV no
soro ou plasma dos individuos sob investigacdo. De acordo com normas
preconizadas internacionalmente, a caracterizagdo das amostras de soro ou
plasma quanto a presenca de anticorpos anti-HIV deve ser feita em duas
etapas: triagem e confirmacéo sorolégica.

No Brasil, o Ministério da Saude tem recomendado, desde 1988, o
emprego de algoritmos/fluxogramas de testes para a detec¢éo de anticorpos
anti-HIV, com vistas ao diagnostico e a selecdo de doadores de sangue.

Os dados referentes aos resultados dos métodos sensiveis foram
coletados a partir dos registros dos laboratorios participantes do estudo. As
amostras coletadas de 1991 a 1995 foram analisadas empregando-se o
algoritmo de testes apresentado no Anexo 1 (Brasil, 1988); as amostras
coletadas de 1995 a 2003, foram analisadas empregando-se os algoritmos

de testes apresentados nos Anexos 2 e 3 (Brasil, 1995; Brasil, 1998).

3.2.1.1. Metodologias utilizadas na etapa de triagem

sorolégica

De 1991 a 1995, a triagem para anticorpos anti-HIV foi feita por
meio do emprego de um ensaio imunoenzimético (ELISA) individual ou dois

ELISA combinados, dependendo da disponibilidade dos reagentes. De 1995
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a 2002, a triagem sorologica foi realizada pelo emprego de 2 ELISAs de
principios metodoldgicos ou antigenos distintos.

Foram empregados conjuntos de diagnostico de diferentes
procedéncias, fabricantes, formatos, tipos de antigenos, versées e numeros
de lote, comercialmente disponiveis no mercado brasileiro de 1991 a 2002,
periodo referente a coleta das amostras analisadas neste estudo. A
comercializacdo destes produtos no periodo citado foi regulada pelo Sistema
de Vigilancia Sanitdria do Ministério da Saude, por meio de leis
especificamente instituidas visando garantir o desempenho adequado dos
produtos de diagndstico de uso in vitro (Brasil, 1976; 1977; 1994).

Relacdo dos conjuntos de reagentes utilizados para realizacéo
dos ensaios imunoenziméaticos (ELISA) Sensiveis:
a) Ensaios de 12 geracao (antigeno da fase sélida constituido de mistura do
lisado viral, obtido a partir de culturas celulares):
- Abbott HTLV-III EIA (Abbott Diagnostics, EUA)
- DAGS HTLV-III EIA (Roche Diagnostics, EUA)
- ELAVIA (Sanofi Pasteur, Franca)
- Genetic Systems LAV EIA (Genetic Systems Inc., EUA)
- HBK-184 HIV-1 EIE (Embrabio, Brasil)

- Vironostika HIV Uniform (Organon Teknika, Holanda)

b) Ensaios de 2/32 geracdo (antigeno da fase sdlida constituido de mistura
de proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos, representativos de
regides conservadas do HIV-1 ou do HIV-1+2):

- Abbott 2" Generation HIV-1 EIA (Abbott Diagnostics, Alemanha)

- Abbott 3" Generation HIV-1/2 EIA (Abbott Diagnostics, Alemanha)

- Abbott 3" Generation Plus O HIV-1/2 EIA (Abbott Diagnostics, Alemanha)

- Axsym HIV-1/2 MEIA (Abbott Diagnostics, Alemanha)

- GENELAVIA I/ll (Sanofi Pasteur, Franca)

- Genscreen HIV-1/2 (Sanofi Pasteur, Franga)

- Genscreen HIV-1/2 Ag-Ab EIA (Bio Rad Diagnostics, Franca)

- Murex HIV 1.2 EIA (Murex Diagnostics, Reino Unido)
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- Murex HIV-1/2 EIA (Murex Diagnostics, Reino Unido)

- Murex ICE HIV 1.0.2 (Murex Diagnostics, Reino Unido)

- Ortho HIV-1/2 EIA (Ortho Diagnostics, EUA)

- Recombigen HIV-1 EIA (Ortho Diagnostics, EUA)

- Vironostika HIV Uniform Il (Organon Teknika, Holanda)

- Vironostika HIV Uniform Il Plus O (Organon Teknika/Biolab Merieux,
Holanda)

- Wellcozyme HIV EIA (Wellcome Diagnostics, Reino Unido)

Todos os ensaios foram realizados seguindo-se estritamente as
recomendacdes dos fabricantes de cada um dos conjuntos de diagnostico

utilizados.

3.2.1.2. Célculo dos indices de reatividade dos ensaios de

triagem de 12 e de 2%/32 geracdo Sensiveis

Os valores das densidades o6pticas (DOs) das amostras nos
ensaios de ELISA de 12 e de 2/32 geracao sensiveis, obtidos a partir dos
registros dos laboratorios, foram utilizados para avaliar o indice de
reatividade (IR) das mesmas nestes ensaios.

O IR foi calculado dividindo-se o valor de cada DO pelo valor do
Cut Off (CO), ou limite de reatividade, do respectivo ensaio. A relagéo
DO/CO tem sido empregada na avaliacdo dos resultados dos testes de
ELISA, para inferir sobre o grau da intensidade com que amostras reagem
frente a estes testes e para verificar a capacidade que 0s mesmos possuem
para discriminar amostras negativas e positivas entre si em uma mesma
corrida (Crofts et al., 1988; Maskill et al., 1988; WHO, 1999). Sendo o IR um
valor arbitrario, normalizado pela proporcionalidade da DO em relagdo ao
CO, o mesmo também permite a avaliacdo da variagdo dos resultados intra-
e inter-ensaio, bem como a comparacdo dos resultados de testes de

formatos diferentes, entre si.

As amostras selecionadas para este estudo foram analisadas, na

etapa de triagem sorologica, por meio de testes sensiveis de diferentes
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formatos, marcas e procedéncias. O valor maximo da DO dos diferentes
testes variou, dependendo do limite ou da capacidade de leitura do
espectrofotometro utilizado em cada caso (padronizado pelo respectivo
fabricante). Quando o valor da DO era maior do que o valor maximo
detectavel - >2,0, >3,0 ou >4,0, - o valor a DO foi arbitrariamente atribuido

ao valor do limite de deteccao, ou seja, 2,0, 3,0 ou 4,0, respectivamente.

Os valores dos IRs das amostras foram agrupados segundo a
geracdo do teste de ELISA (1% ou 2/3%) e, em seguida, o intervalo
compreendido entre o valor minimo e o valor madximo observados em cada
grupo foi dividido em 4 faixas, cujos limites foram definidos pela aproximacao
aos valores dos seus respectivos quartis. As 4 faixas do intervalo em cada
um dos dois grupos foram utilizadas para agrupar as amostras de acordo

com a intensidade dos seus respectivos IR, segundo 0s seguintes critérios:

a) Intensidade baixa: relacdo DO/CO < 5,0;
b) Intensidade moderada baixa: relacdo DO/CO de 5,1 a 10,0;
c) Intensidade moderada alta: relagdo DO/CO de 10,1 a 15,0;
d) Intensidade alta: relagdao DO/CO = 15,1.

3.2.2. Metodologias utilizadas na etapa de confirmacgéo sorologica

A confirmacédo de anticorpos especificos anti-HIV foi realizada por
meio de testes suplementares de Imunofluorescéncia Indireta para HIV-1
(IFI1) e/ou de Western blot (WB), de acordo com as orientacdes contidas nos
algoritmos de testes nos diferentes periodos.

— Conjunto de reagentes para ensaio de IFl: conjunto de diagndstico
produzido pelo Laboratério de Reativos de Biomanguinhos-FIOCRUZ,
composto de laminas de vidro para microscopia com demarcagdes
contendo células da linhagem K37-3 (cronicamente infectadas pelo HIV-

1) fixadas, anticorpo anti-imunoglobulina humana marcado com
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isotiocianato de fluoresceina (FITC), soros-controle, solucdo de Azul de
Evans a 0,01% e glicerina tamponada, pH 9,5. A solucdo salina
tamponada com fosfatos (PBS) para a diluicho das amostras e do
conjugado e para a lavagem das laminas foi preparada no laboratério, de
acordo com a formula apresentada no anexo 1. O teste de IFl foi
realizado de acordo com as instrucfes do fabricante e a interpretacao foi
feita considerando-se os perfis de reatividade estabelecidos para o

ensaio.

Conjuntos de reagentes para ensaio de WB: foram utilizados conjuntos
de reagentes para realizacao de teste de WB de diferentes procedéncias,
cepas virais e numeros de lote, comercialmente disponiveis nos periodos
em que as amostras foram encaminhadas para diagnoéstico. Os conjuntos
de reativos utilizados eram compostos de fitas de nitrocelulose contendo
fracbes antigénicas do HIV-1, separadas de acordo com 0 peso
molecular. O antigeno, transferido eletricamente a partir da corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de soédio
(SDS-PAGE), foi purificado do lisado viral do HIV-1 propagado em

linhagens celulares de origem linféide humana.

Relagdo dos conjuntos de reagentes utilizados para realizagcéo

dos ensaios de WB:

Cambridge Biotech HIV-1 Western Blot Kit (Cambridge Biotech, EUA)
DuPont HIV-1 Western Blot Kit (Cambridge Biotech, EUA)

Genelabs Blot HIV 1.2 (Genelabs Diagnostics, Cingapura)

HIV-1 IgG Western Blot Kit (Calypte Inc., EUA)

New LAV Blot | (Sanofi Pasteur Diagnostic, Franca)

Todos os ensaios foram realizados seguindo-se estritamente as

recomendacdes dos fabricantes de cada um dos conjuntos de diagndstico

utilizados.
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3.2.3. Deteccao de anticorpos anti-HIV por meio do método menos
sensivel e identificacdo de amostras de infeccdo recente pelo
HIV

A deteccédo de infeccbes recentes pelo HIV-1 foi realizada por
meio do algoritmo STARHS-OT, empregando-se o conjunto de reagentes
Organon Teknika Corporation (OTC) Vironostika Less Sensitive HIV-1
Microelisa System (Organon Teknika, EUA) - ensaio OTC Vironostika-LS,
(Rawal et al., 2003).

Ensaio Vironostika-LS:

Este teste deve ser realizado em duas etapas, uma de triagem e
uma confirmatéria. O ensaio Vironostika-LS € um ELISA indireto no qual as
cavidades da microplaca - fase solida - sdo sensibilizadas com antigeno
purificado e inativado do HIV-1, obtido a partir do lisado de cultura de
linfécitos T infectados. Um soro controle negativo (CN) (do proprio conjunto
de reagentes), um soro controle positivo forte (PF), um soro controle positivo
fraco (PFR) e um soro calibrador (CAL) (Boston Biomedica Incorporation/
CDC, EUA) devem ser analisados em todas as corridas.

Execucdo do Ensaio:

As amostras de soro ou plasma do estudo (amostras-teste), os
soros-controle e o calibrador foram diluidos em série em solucdo diluente
DILSIM lI® (OTC, EUA), até a diluicdo final de 1:20.000. Duzentos
microlitros da diluicdo final das amostras-teste, CN, PF, PFR e CAL foram
transferidos para as cavidades da microplaca, que foi incubada
imediatamente apoés a transferéncia das diluicdes a 37 + 2°C por 30 minutos.

Na etapa de triagem, cada amostra teste foi incluida no ensaio
uma Unica vez; na etapa confirmatoria, as amostras-teste foram analisadas
em triplicata a partir de trés diluicdes independentes da amostra original. Os
soros-controle e o calibrador foram incluidos em cada microplaca em
triplicata, a partir de diluicdes independentes de cada um.

O material ndo imobilizado na fase sdlida apds a incubagédo de
amostras-teste e controles foi removido com uma lavagem das cavidades da

microplaca, de 4 ciclos em lavador automatico. Em seguida, foram
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adicionados a cada cavidade 150 pL de conjugado EnzAbody® (OTC, EUA)
reconstituido, composto de anticorpo de cabra anti-lgG humana ligado a
peroxidase, para a demonstracdo da presenca de complexos antigeno-
anticorpo na fase solida. A incubacdo do conjugado foi feita a 37 = 2°C por
30 minutos.

Apés o ciclo de lavagens para remocao do excesso de conjugado,
150 pL do substrato cromégeno ABTS (2,2'-azino-di-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) foram adicionados as cavidades da microplaca, a qual foi
incubada no escuro, a temperatura ambiente (18 a 25°C), por 10 a 13
minutos para o desenvolvimento da cor.

A reacdao foi bloqueada pela adicéo de 150 pL de fluoreto de sodio
a 0,28% em agua. A intensidade de cor em cada cavidade, que é
proporcional a quantidade de anticorpo imobilizado, foi determinada pela
leitura da absorbancia das mesmas em espectrofotometro de microplacas

com filtro de 405 nm, expressada em unidades de densidade 6ptica (D.O.).

Céalculos e interpretacoes:

Todas as interpretacdes foram realizadas com base no valor da
densidade Optica padronizada (DOP), calculada por meio da seguinte

formula:

(valor da D.O. da amostra - valor mediano da D.O.d 0 CN)
DOP =

(valor mediano da D.O. do CAL - valor mediano da D. O. do CN)

Na etapa de triagem, todas as amostras-teste com DOP< 2,000,
suspeitas de representar soroconversao recente, foram selecionadas para
uma analise subseqiente na etapa confirmatdria. Todas as amostras-teste
com DOP>2,000 na etapa de triagem foram consideradas como
representativas de soroconversao antiga.

Na etapa confirmatéria, a DOP das amostras-teste foi calculada
com base na mediana dos valores de D.O. de cada replicata independente.
Todas as amostras-teste com DOP mediana<1,000 foram classificadas
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como “Nao Reagentes” no ensaio e foram consideradas como amostras
representativas de soroconversdo recente para o HIV-1; amostras com
DOP=1,000 foram classificadas como Reagentes e foram consideradas

como amostras representativas de soroconversao antiga.

Tempo decorrido pés-soroconversao, de acordo com os resultados obtidos:

- Infecgéo recente ou incidente: menos de 170 dias pds-soroconverséo (IC
95% = 162 - 183 dias);
- Infecc¢do crénica, antiga ou estabelecida: 170 dias pos-soroconversao, ou

mais.

Critérios de Controle de Qualidade para validacdo dos ensaios
(estabelecidos pelos CDC-EUA):
a) Limites de referéncia 99% superior e inferior:

- PFR: valor da DOP deveria estar compreendido no intervalo 0,204 -
0,733
- PF: valor da DOP deveria estar compreendido no intervalo 0,539 -
2,105
b) Intervalo de variacdo entre a DOP maxima e a DOP minima em cada
triplicata dos soros-controle, incluidas em todas as corridas:
- PFR: o valor ‘DOP méxima - DOP minima’ deveria ser < 0,247.
- PF: o valor ‘DOP méxima - DOP minima’ deveria ser < 1,000.
A corrida foi repetida quando os critérios acima nao foram

alcancados.

Critérios de Controle de Qualidade para validacdo dos resultados da analise

em triplicata de amostras-teste em ensaios confirmatérios (estabelecidos
pelos CDC-EUA):

- DOP mediana < 0,300: o valor ‘DOP maxima - DOP minima’ deveria
ser menor do que 0,824 x DOP mediana.
- 0,300 < DOP mediana < 2,000: o valor ‘DOP maxima - DOP minima’

deveria ser menor do que 0,618 x DOP mediana.
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- DOP = 2,000: o valor ‘DOP méaxima - DOP minima’ deveria ser menor
do que 0,412 x DOP mediana.
Se os critérios acima nao foram alcancados a respectiva amostra-

teste foi reanalisada em outra corrida, em triplicata, a partir de novas diluicdes.

3.2.3. Calculo da estimativa da incidéncia de HIV-1

A estimativa da incidéncia de infeccdo pelo HIV-1 foi calculada
entre as amostras do estudo para as quais o universo de origem ou numero
de susceptiveis era conhecido (conjunto de amostras submetidas ao ensaio
de triagem soroldgica, do qual originam as amostras incluidas neste estudo)

A estimativa da incidéncia anual foi calculada de acordo com o
método proposto por Janssen e colaboradores (1998), seguindo-se as
orientacbes do CDC-EUA (2001) para os célculos utilizando resultados
obtidos por meio do ensaio Vironostika-LS. Os intervalos de confianca 95%
foram calculados por meio do procedimento de Bonferroni (Janssen et al.,
1998), empregando-se a tabela de Intervalos de Confianga Poisson 97,5%
contidas no manual dos CDC-EUA (2001). A férmula utilizada para o calculo
da estimativa de incidéncia anual de HIV-1 foi a seguinte:

lgt = Nt 365,25 x 100
Nat T

Onde:

l¢t = Incidéncia anual estimada

Ng = NUmero de amostras "reagentes” nos ensaios de ELISA
sensiveis/"ndo reagentes" no ensaio Vironostika-LS

Ng: = NUmero de amostras "néo reagentes" nos ensaios de ELISA
sensiveis (HIV-1-negativo) + NiUmero de amostras "reagentes” nos ensaios
de ELISA sensiveis/"nao reagentes” no ensaio Vironostika-LS

T = 170 dias (numero médio estimado de dias correspondentes ao

periodo de janela de deteccao)
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Todos os calculos foram realizados por meio de planilha
eletrbnica (Excel 97, Microsoft Corporation, EUA), empegando-se um
programa de calculo criado in-house para este estudo a partir das férmulas
existentes (Janssen et al., 1998; CDC-EUA, 2001).

3.2.4. Teste de WB para a analise do padréo de bandas

A deteccédo e a identificagdo de anticorpos especificos contra os
antigenos estruturais do HIV-1 foram realizadas com o emprego do conjunto
de reagentes diagnostico Genelabs HIV Blot 2.2 (Genelabs Diagnostics,
Cingapura), composto de fitas de nitrocelulose, enumeradas e sensibilizadas
com antigenos do HIV-1 obtidos pela propagacédo do virus em linhagem de
células CEM, lise celular e purificacdo. As proteinas purificadas foram
separadas de acordo com o peso molecular, por meio da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) e foram transferidas para a nitrocelulose por meio de
eletrotransferéncia. Os antigenos presentes nas fitas sensibilizadas séo os
seguintes: gpl160, gpl20, p66, p55, p51, gp4l, p31, p24 e pl7 (Figura 1).
Além das fitas previamente sensibilizadas e bloqueadas, o conjunto de
reagentes contém: um soro controle positivo forte, apresentando reatividade
contra todos os antigenos presentes na fita de reagdo, um soro controle
positivo fraco, apresentando reatividade contra gp160, gp41 e p24 e um Soro
controle negativo para anticorpos anti-HIV; conjugado anticorpo de cabra
anti-lgG humana, ligado a fosfatase alcalina, solucdo cromégena BCIP-NBT
(5-bromo, 3-cloro indolil fosfato e nitroblue tetrazolium), solu¢cdo de lavagem

concentrada e solucéo de incubacéo concentrada.

Execucdo do ensaio:

Os procedimentos para a execugdo dos ensaios foram realizados
estritamente de acordo com as instru¢cdes do fabricante do conjunto de
diagnastico, incluindo a preparacdo e o armazenamento dos reagentes. Os

soros controle positivo forte, positivo fraco e negativo foram incluidos em
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cada ensaio. As amostras e os controles foram diluidos em tampéo diluente
de amostra na propor¢cdo de 1:2.000 e foram incubados na presenca das
fitas de reacdo, em canaletas da placa de reacdo de WB, a temperatura
ambiente (18 a 30°C), sob agitacdo constante durante toda a noite (16 a 20
horas).

ApoOs a incubacao, as fitas de reacdo foram lavadas por cinco
minutos, 3 vezes cada uma, com solugdo de lavagem, sob agitagdo. Apos o
ciclo de lavagens, 2 mL de conjugado diluido a 1:1.000 foram adicionados a
cada canaleta. A incubacdo do conjugado foi realizada em temperatura
ambiente, sob agitacédo, por 30 minutos.

Apés a incubacao do conjugado, as fitas foram lavadas por cinco
minutos, 3 vezes, com solucdo de lavagem, sob agitacdo. Apds a ultima
lavagem, a solucéo foi aspirada e foram adicionados, a cada canaleta, 2 mL
de substrato pronto para uso.

A incubagéo do substrato foi realizada em temperatura ambiente
por 15 minutos, sob agitacdo. ApoOs a incubacdo do substrato, as fitas foram
lavadas 3 vezes com 2 mL de H,O destilada, sob agitacdo manual, com
intervalo de 1 a 2 minutos. Apos a ultima lavagem, a agua foi aspirada e as
fitas foram mantidas em temperatura ambiente, ao ar livre e ao abrigo da luz
até a completa secagem.

A leitura das fitas foi realizada apds a secagem, da seguinte
forma:

a) lIdentificacdo das bandas: As bandas presentes em cada fita
correspondente ao teste da respectiva amostra foram identificadas de
acordo com o peso molecular e com o padrao tipico esperado para as
fracbes antigénicas presentes na fase soélida, empregando-se a fita do
controle positivo forte como guia. As bandas ausentes nas fitas de teste de
amostra foram registradas como "negativas".

b) Graduacdo da intensidade de reacdo das bandas presentes: A
intensidade de reacdo observada em cada fita de amostra-teste foi medida
por comparacéo visual com a banda p24 da fita de reagdo do soro controle

positivo fraco, em dois niveis:
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- Intensidade igual ou maior do que a da banda p24 presente na fita de
teste do soro controle positivo fraco: a banda da amostra-teste foi
classificada como "positiva”.
- Intensidade menor do que a da banda p24 presente na fita de teste do
soro controle positivo fraco: a banda foi classificada como
"indeterminada”.
Devido a subjetividade que pode ocorrer na interpretacdo da
graduacgéo das bandas presentes, a leitura das fitas foi feita de forma cega,
de forma que o observador desconhecia o resultado do ensaio Vironostika-

LS obtido na analise das amostras que estavam sendo interpretadas.

3.2.5. Analise dos dados

O banco de dados do estudo foi elaborado empregando-se o
programa EPI-Info, Versdo 6.04d (CDC-Atlanta, EUA), de dominio publico
(Disponivel em: [http://www.cdc.gov/software]).

Os calculos estatisticos e os graficos foram feitos com o0s recursos
dos softwares EPI-Info, Excel 2003 (Microsoft Office, Microsoft
Corporation/EUA), MULTLR Verséo 7/89 (Campos-Filho e Franco, 1989) e
Prism-Versao 3 (GraphPad Software Inc., EUA).

A analise descritiva foi realizada empregando-se a média e a
mediana como medidas de tendéncia central. As associacdes de interesse
para o estudo foram verificadas por meio do teste do Qui-quadrado, com
corregcdo de Yates. O teste exato de Fischer (bi-caudal) foi adotado para a
andlise de tabelas contendo caselas com valores inferiores a 5. As variaveis
continuas foram analisadas por meio do teste de Kruskal-Wallis. Para os
testes de correlacdo, foi empregado o coeficiente de correlacdo de
Spearman (r).

O estudo da associacao entre os resultados do STARHS (variavel
dependente) e os perfis de reatividade das bandas presentes no teste de
Western blot (variaveis independentes) foi realizado por meio de analise

hierarquizada. Na analise bivariada (Qui-quadrado) foram calculados os
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valores de Odds Ratio brutos. Todas as variaveis com valor de p<0,1 nesta
etapa foram posteriormente submetidas a analise de regressdo logistica
multipla, com a estimativa de Odds Ratio ajustada para as variaveis: sexo,
idade e procedéncia.

Para as analises estatisticas, foi adotado o nivel de significancia
de p<0,05.

3.2.6. Aspectos éticos da pesquisa

Este projeto foi aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa do
Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL) e pelas Comissdes Cientificas da Divisdo de
Biologia Médica e do Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz
(CCD-BM e CTCIAL, respectivamente), tendo sido cadastrado sob n° CCD-
BM n° 11/04 (Anexo 4). Este estudo € parte integrante do projeto intitulado
"Estimativa do tempo de infeccéo e caracteristicas moleculares em amostras
reativas para determinantes antigénicos do HIV-1", aprovado pela CEPIAL,
pela CCD-BM e pelo CTCIAL, tendo sido registrado nestes comités sob n°
CCD-BM n° 28/01. O mesmo foi aprovado e registrado pelo Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP/CNS/MS sob n° 11024.

N&o foi obtido o consentimento pds-informacdo dos sujeitos da
pesquisa, por tratar-se de levantamento sorolégico anénimo desvinculado, a
partir de amostras armazenadas em bancos de soros. O sigilo e a
confidencialidade a respeito dos dados disponiveis dos individuos cujas
amostras foram analisadas neste estudo foram preservados, nao tendo sido

utilizados os nomes ou outros identificadores destes sujeitos.
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4. RESULTADOS

4.1.Descricdo da casuistica

Com base nos critérios definidos, foram selecionadas 191
amostras de soro/plasma para compor a casuistica deste estudo, assim
distribuidas:

. GIAL: 106 amostras (55,5%)
. SC-IAL: 6 amostras (3,1%)

. RIAL: 37 amostras (19,4%)
. LIS: 42 amostras (22,0%)

Do total de amostras do estudo, 38,2% (73/191) ndo possuiam
dados a respeito do sexo; 57,6% (110/191) eram amostras de pessoas do
sexo feminino e 4,2% (8/191) eram de pessoas do sexo masculino.

Quanto a idade, o valor da mediana foi de 26 anos (16-49) e ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos cujos dados

estavam disponiveis (p = 0,1070) (Tabela 1; Figura 7).
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas dos individuos testados para
diagnostico de infeccéo pelo HIV e resultado de bandas no teste de Western
blot.

Procedéncia N (%) Sexo - N (%) Idade
Masc® Fem® Desc. @ Mediana
(anos)
[Intervalo]
SC-IAL® 6 (3,1) 6(100,0) - - 29 [23 - 37]
RIAL® 37 (19,4) ok Hokk 37 (100,0) Kok
GIAL? 106 (55,5) - 106 (100,0) - 26 [16 - 39]
LIS® 42 (22,0) 2 (4,8) 4(9,5) 36(85,7) 26 [21 - 49]
Total 191 (100,0) 8(4,2) 110(57,6) 73(38,2) 26 [16 - 49]

(1) Masculino; (2) Feminino; (3) Desconhecido; (4) p=0,107 - Teste de Kruskal-Wallis; (5)
Amostras de soroconvertores analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (6) Amostras de
soroconversdo recente analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (7) Amostras de gestantes
analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (8) Amostras de clientes de Centro de Testagem e
Aconselhamento — CTA analisadas no Laboratorio Local de lapecerica da Serra.

Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.
*** Dado ndo disponivel.

50— p = 0,1070 _
40 -
n
2 30-
S
) I
3 20 I
= ] N
104
0
SC-IAL GIAL LIS

Populacgdo estudada

Figura 7: Comparacdo entre os valores das medianas da idade do grupo de
soroconvertores para HIV (SC-IAL), de gestantes (GIAL) e de usuarios de CTA
(LIS).
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4.2. Andlise do indice de reatividade em testes de ELISA sensiveis

A andlise quantitativa da reatividade das amostras nos testes de
ELISA sensiveis foi feita com base na relacdo DO/CO ou IR. Os ensaios
sensiveis foram classificados em ensaios de 12 geracdo e ensaios de 22/32
geracdo, de acordo com a composi¢cdo de antigenos empregados para a
deteccgao de anticorpos anti-HIV. O intervalo de valores do IR variou de 1,3 a
18,0, para os ensaios de 12 geracédo e de 0,9 a 23,8, para os ensaios de
23/32 geracao.

Do total, 122 amostras (63,9%) provenientes dos grupos SC-IAL,
GIAL e LIS foram analisadas por meio de ensaios sensiveis de 12 geracao
durante os procedimentos para o diagnéstico de infecgdo pelo HIV. Entre as
amostras incidentes, 51,5% (17/33) apresentaram reatividade baixa, com IR
< 5,0. Entre as amostras de infeccéo cronica, 69,6% (64/89) apresentaram
reatividade moderada, com IR entre 5,1 e 15,0. O perfil de reatividade foi
significativamente diferente quando comparados 0s grupos de amostras
recentes e cronicas (p = 0,019). Quando a comparacgao foi feita segundo o
grupo de populacédo, observamos que a diferenca entre o perfil de amostras
recentes e de amostras cronicas manteve-se significativa para as amostras
de gestantes (p = 0,017), mas nao para a populacdo de usuarios de CTA
(p=0,545) (Tabela 2 e Tabela 3).

Tabela 2: Valores do indice de reatividade (IR) ) obtido no ELISA sensivel
de 12 e de 2/3?2 geracdo, segundo os grupos de populacéo avaliados.

Grupo de Populacao p
Tipo de ELISA
sc-IAL @ GIAL @ LIS @
12 Geragéao 5,55 7,30 6,60 0,4745
2/3?2 geragao 12,75 9,35 17,70  0,0004

(1) Mediana; (2) Amostras de soroconvertores analisadas no Instituto Adolfo Lutz;
(3) Amostras de gestantes analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (4) Amostras de
Centro de Testagem e Aconselhamento — CTA, analisadas no Laboratério Local de
Itapecerica da Serra.
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Tabela 3: Resultado da avaliacdo da reatividade sorolégica (IR) das
amostras recentes e cronicas pelo HIV nos testes ELISA sensiveis de 12

geracéo, por grupo de populacao analisada.

Populaco IR® InfeccBes InfeccBes Total p @
Recentes Crénicas N (%)
N (%) N (%)
SC-IAL® <50 3 (50,0) - 3(50,0) w
5,1-10,0 2 (33,3) - 2 (33,3)
10,1 - 15,0 1(16,7) - 1(16,7)
>15,1 - - -
GIAL®W <5,0 11 (61,1) 19 (25,3) 30(32,3) 0,0174
5,1-10,0 4(22,2) 36 (48,0) 40 (43,0)
10,1 - 15,0 1 (5,6) 15 (20,0) 16 (17,2)
>15,1 2 (11,1) 5 (6,7) 7 (7,5)
LIS® <5,0 3(33,3) 2 (14,3) 5(21,7) 0,545
5,1-10,0 2 (22,2) 7 (50,0) 9 (39,1)
10,1 - 15,0 3(33,3) 4 (28,6) 7 (30,4)
>15,1 1(11,1) 1(7,1) 2 (8,7)
Todosos  <5,0 17 (51,5) 21 (23,6) 38(31,1) 0,019
grupos 5,1-10,0 8 (24,2) 43 (48,3) 51 (41,8)
10,1 - 15,0 5 (15,2) 19 (21,3) 24 (19,7)
>15,1 3(9,1) 6 (6,7) 9 (7,4)
Total 33 (100,0) 89 (100,0) 122 (100,0)

(1) Indice de reatividade; (2) Teste Qui-quadrado; (3) Amostras de soroconvertores
analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (4) Amostras de gestantes analisadas no Instituto Adolfo
Lutz; (5) Amostras de clientes de Centro de Testagem e Aconselhamento — CTA analisadas
no Laboratério Local de lapecerica da Serra.

Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:

- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.
** Ndo se aplica ao dado obtido.

De 191 amostras que compuseram esta casuistica, 135 (70,7%)

foram analisadas por meio de ensaios sensiveis de 2%/32 geragdo durante 0s

procedimentos rotineiros de diagnostico. O estudo do perfil da reatividade

destas amostras, avaliado por meio do IR, indicou que n&o houve diferenca

significativa em relacdo a distribuicdo das amostras, tanto para as amostras

recentes quanto para as amostras cronicas (p = 0,720). A distribuicdo de
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frequéncias nos intervalos de valor do IR também n&o variou
significativamente quando as amostras foram agrupadas segundo o tipo de
populacdo, embora uma diferenca de significancia limiar (p = 0,146) tenha
sido observada entre amostras recentes e cronicas provenientes de usuarios
de CTA. Neste grupo, 92,8% das amostras (13/14) cronicas apresentaram IR
> 10,1 (Tabela 4).

Tabela 4: Resultado da reatividade sorologica (IR) das amostras recentes e
cronicas pelo HIV nos testes ELISA sensiveis de 2/32 geracdo, por grupo de
populacdo analisada.

) Infeccbes Infeccbes Total
Populacdo iR® Recentes Crénicas N (% p@
N (%) N (%) (%)

SC-IAL® <50 - - -
5,1-10,0 2 (33,3) - 2 (33,3) -
10,1 - 15,0 3 (50,0) - 3 (50,0)
>15,1 1(16,7) - 1(16,7)

GIAL®W <5,0 1 (5,6) 8 (9,1) 9 (8,5)
5,1-10,0 12 (66,7) 38 (43,2) 50 (47,2) 0342
10,1 - 15,0 2 (11,1) 19 (21,6) 21 (19,8) '
>15,1 3(16,7) 23 (26,1) 26 (24,5)

LIS® <50 2(22,2) - 2(8,7)
5,1-10,0 2 (22,2) 1(7,1) 3(13,0) 0.146
10,1 - 15,0 0 (0,0) 1(7,1) 1(4,3) '
>15,1 5 (55,6) 12 (85,7) 17 (73,9)

Todos os <50 3(9,2) 8 (7,8) 11 (8,1)

grupos 51-10,0 16 (48,5) 39 (38,2) 55 (40,7)
10,1 - 15,0 5 (15,2) 20 (19,6) 25 (18,5) 0,720
>15,1 9 (27,3) 35 (34,3) 44 (32,6)

Total 33 (100,0) 102 (100,0) 135 (100,0)

(1) Indice de reatividade; (2) Teste Qui-quadrado; (3) Amostras de soroconvertores
analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (4) Amostras de gestantes analisadas no Instituto Adolfo
Lutz; (5) Amostras de clientes de Centro de Testagem e Aconselhamento — CTA analisadas
no Laboratério Local de lapecerica da Serra.

Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.
** Nao se aplica ao dado obtido.

Com a finalidade de comparar os padrbes de reatividade das

amostras nos ensaios sensiveis de 1% e de 2/32 geracdo, 96 pares de
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resultados foram normalizados por meio de transformacéo logaritmica (base
10) e analisados quanto a média e desvio padrdo dos valores do IR. A
correlacdo entre os valores do IR das amostras nos dois tipos de ensaio foi
baixa (r = 0,373), sugerindo padrbes distintos para cada um. A média do
LogiplR dos testes de 12 geragdo (0,892 + 0,022) foi significativamente
menor (p<0,0001) do que a média do IR dos testes de 2%/32 geracao (1,045
+ 0,018) (Figura 8).

s p <0,0001

1.0+
14
“a
2 0.5
-

0.0 _

-0.5

12 Geracéo 2/32 Geragéao

Tipo de ensaio sensivel

Figura 8: Comparacdo entre os valores do IR (Logip) das amostras nos
testes de ELISA para deteccdo de anticorpos anti-HIV sensiveis de 12 e de
223/32 geragao.

4.3.ldentificagéo de amostras de infecgéo recente

Na avaliacdo feita por meio do protocolo STARHS-OT, foram
observadas 47 amostras com perfil compativel com infeccdo recente pelo
HIV-1 (DPO<1,0) (amostras recentes ou incidentes), sendo 6 (12,8%)
provenientes de pacientes com soroconversao ocorrida ha menos de 8
meses (média de 188 dias; 106-242 dias), 11 (23,4%) provenientes de
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pacientes suspeitos de infeccédo recente pelo HIV, 12 (25,5%) provenientes
de usuarios de CTA e 18 (38,3%) provenientes de gestantes. Quanto a
frequéncia, foram encontradas 6/6 (100,0%) amostras de infeccdo recente
no grupo de soroconvertores, 11/37 (29,7%) no grupo de pacientes
suspeitos de infeccao recente, 12/42 (28,6%) no grupo de usuarios de CTA e
18/106 (17,0%) no grupo de gestantes (Tabela 5). Amostras de infeccéo
cronica (DOP=1,0) foram observadas em maior propor¢ado no grupo
proveniente de gestantes (83,0%), seguido pelo grupo de usuarios de CTA
(71,4%) e pacientes suspeitos de infecgao recente (70,3%). Nenhum caso foi

observado entre os pacientes com soroconversado <8 meses (Tabela 5).

Tabela 5: Frequéncia de soroconversdes recentes e cronicas para o HIV,
segundo o resultado do protocolo STARHS e a procedéncia das amostras.

Populacéo Tipo de soroconversdo parao HIV @ Total
Procedéncia Recente Cronica
SC-IAL® 6 (100,0) - 6 (3,1)
RIAL® 11 (29,7) 26 (70,3) 37 (19,4)
GIAL® 18 (17,0) 88 (83,00 106 (55,5)
LIS® 12 (28,6) 30 (71,4) 42 (22,0)
Total 47 (24,6) 144 (75,4) 191 (100,0)

(1) p = 0,1439 (teste do Qui-quadrado), excluindo-se o grupo de SC-IAL; (2) Amostras de
soroconvertores analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (3) Amostras de soroconverséo recente
analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (4) Amostras de gestantes analisadas no Instituto Adolfo
Lutz; (5) Amostras de clientes de Centro de Testagem e Aconselhamento — CTA analisadas
no Laboratério Local de lapecerica da Serra.

Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.

Excluindo-se o grupo de soroconvertores da analise, nao foi
observada diferenca significativa no padrao de distribuicdo de amostras de

infeccdo recente e cronica entre os demais grupos (p = 0,1439) (Figura 9).
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Nao foi observada diferenca estatisticamente significante na
distribuicdo das amostras de infeccdo recente e cronica segundo a idade,
agrupada em faixas de 5 em 5 anos (p=0,7449), sendo que a informacao
referente a mesma nado estava disponivel para 83/191 (43,5%) das amostras
analisadas (Figura 10).

As amostras provenientes de gestantes foram agrupadas
segundo o ano de colheita, para a avaliacdo da tendéncia relativa a
frequéncia de infec¢cbes recentes e antigas no periodo analisado. A
proporcao de infeccbes recentes variou de zero, nos anos de 1996, 2000 e
2001, a 66,7% (2002), com uma média de 17% (Tabela 6).

100,0% P =0,1439%

90,0%+

80,0%

70,0%-
60,0%+

50,0%+

B Infeccdes Recentes

40,0%- Infec¢des Cronicas

Porcentagem

30,0%-

20,0%+

10,0%

0,0% |
SC-IAL RIAL GIAL LIS

Grupo de populagéo

Figura 9: Distribuicdo das amostras de infeccao recente e infec¢do cronica
elo HIV, segundo o grupo de populacdo analisada.
) Excluindo-se o grupo de soroconvertores.

65



60
p= 0,7449

50

40+

30+

NuUmero observado

20+

10+

0,
15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 Desc.

O Recente 1 8 8 5 1 0 0 24
B Crbnica 9 27 22 15 8 2 2 59

Faixa etaria

Figura 10: Distribuicdo do numero de infeccdes recentes e crbnicas pelo
HIV, segundo a faixa etaria (anos) correspondente as amostras de soro
analisadas.
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Figura 11: Correlacdo entre os valores da DOP-inicial (ensaio de triagem) e
da DOP-confirmatéria, resultantes da avaliacdo de amostras de infeccao
recente pelo HIV por meio do protocolo STARHS-OT.
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Tabela 6: Frequéncia de soroconversdes recentes e crbnicas para o HIV,
segundo o resultado do protocolo STARHS e o0 ano de coleta das amostras
de soro.

Ano de coleta Tipo de Infeccdio @ Total de
Recente Cronica Amostras HIV+
N (%) N (%)
1991 3 (30,0) 7 (70,0) 10
1992 1 (20,0) 4 (80,0) 5
1993 4 (25,0) 12 (75,0) 16
1994 1(5,9) 16 (94,1) 17
1995 3 (15,8) 16 (84,2) 19
1996 ; 9 (100,0) 9
1997 1(12,5) 7 (87.5) 8
1998 1 (20,0) 4 (80,0) 5
1999 2 (28,6) 5 (71,4) 7
2000 ; 3 (100,0) 3
2001 ; 4 (100,0) 4
2002 2 (66,7) 1(33.3) 3
Total 18 (17,0) 88 (83,0) 106

(1) p = 0,3060 (teste do Qui-quadrado).

Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.

4.3.1. Analise da reprodutibilidade do ensaio menos sensivel em

amostras de infecgéo recente

Tendo em vista que a confirmacao do resultado inicial do ensaio
menos sensivel foi feita por meio da repeticdo dos testes em triplicatas
individuais, a reprodutibilidade do mesmo foi avaliada comparando-se os

valores de Logi1oDOP inicial com os valores de Log;0DOP mediana referente
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as trés replicatas do teste de confirmacdo. Na comparacéao realizada em 68
pares de resultados, o coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,9085 (Intervalo
de Confianca 95% 0,8494-0,9451) (p<0,0001) (Figura 11).

4.4. Andlise da estimativa da incidéncia da infeccad o pelo HIV

A incidéncia da infeccdo pelo HIV foi estimada para o grupo
de amostras de gestantes, coletadas entre janeiro/99 a abril/2002, e para o
grupo de amostras de usuarios de CTA, coletadas entre outubro/00 e
outubro/2001. Nestes periodos foi possivel determinar, através dos registros
existentes, o numero inicial do universo amostral do qual se originaram as
amostras disponiveis para o estudo, ou seja, 0 numero total de amostras
provenientes destas mesmas populacdes, analisadas paralelamente durante
os procedimentos de diagnadstico.

De acordo com os registros da Secdo de Sorologia do IAL,
no periodo de janeiro/99 a abril/02 foram registradas 4.247 amostras
identificadas como amostras de gestantes, encaminhadas para o diagnostico
laboratorial de infeccdo pelo HIV. Destas, 14 (0,33%) foram classificadas
como "Amostras Positivas para HIV-1" apés a realizacdo dos procedimentos
preconizados pela legislacdo vigente. Treze destas 14 amostras (92,9%)
estavam disponiveis para a realizacdo do ensaio menos sensivel para
deteccdo de infeccdo recente pelo HIV. A estimativa da incidéncia de
infeccdo pelo HIV a partir de soros de gestantes analisados na Sec¢éo de
Sorologia do IAL entre 1999 e 2002 foi de 0,2/100 amostras de soro-ano (IC
95%= 0,041-0,608/100 amostras de soro-ano), com uma curva de tendéncia

variando entre zero e 0,5/100 amostras de soro-ano (Tabela 7; Figura 12).
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Tabela 7: Soroincidéncia (ajustada) de infeccdo pelo HIV entre as amostras
de soro de gestantes, segundo o ano de coleta, de 1999 a 2002.

Ano Ne N.° N.° N.° (%) Incidéncia
Amostras HIV+  STARHS Infeccdes Ajustada/100
(%) Recentes = amostras de soro-ano
(IC 95%)
1.999 2.205 5(0,2) 4 2 (50,0) 0,234 (0,015 - 0,843)
2.000 683 2(0,3) 2 - 0(0-1,237)
2.001 845 4 (0,5) 4 - 0 (0-1,001)
2.002 514 3(0,6) 3 2 (66,7) 0,838 (0,064 - 3,627)
Total 4.247 14 (0,3) 13 4 (30,8) 0,218 (0,041 - 0,6 08)
Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.
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Figura 12: Avaliacdo da tendéncia da soroincidéncia da infec¢ao pelo HIV
com amostras de gestantes (incidéncia/100 amostras de soro-ano)
analisadas no IAL de 1999 a 2002.
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Com relacdo a soroteca do Laboratério de Itapecerica da Serra,
no periodo de outubro/2000 a outubro/2001 foram registradas 846 amostras
procedentes de usuarios de CTA, das quais 46 (5,44%) eram positivas para
o HIV. Destas 46 amostras, 42 (91,3%) estavam disponiveis para a
realizacdo do ensaio menos-sensivel. A incidéncia estimada de infeccéo
pelo HIV a partir de soros de usuarios de CTA foi de 3,3/100 amostras de
soro-ano (IC 95%= 1,426 - 6,345/100 amostras de soro-ano).

Os célculos para as estimativas de incidéncia da infeccdo pelo
HIV e respectivos intervalos de confianca 95% foram realizados com base
na proporcdo ajustada de amostras incidentes no periodo estudado,
considerando-se as perdas relativas as amostras ndo disponiveis para
analise, conforme o método proposto por Janssen e colaboradores (1998).
Na Tabela 7 encontram-se as propor¢des de amostras HIV+ e as estimativas
de incidéncia de infeccdo pelo HIV, observadas a partir de amostras de
gestantes, segundo periodo anual; na Tabela 8, encontram-se as estimativas
calculadas a partir de amostras de gestantes e de usuarios de CTA,

compreendendo os periodos analisados em cada caso.

Tabela 8: Estimativa da soroincidéncia de infeccédo pelo HIV entre amostras
de soro de gestantes e de usuarios de CTAY analisadas no Instituto Adolfo
Lutz e no Laboratério Local de Itapecerica da Serra, respectivamente,
selecionadas para o0 estudo; S&o Paulo, 1999-2002 e 2000-2001,

respectivamente.
Grupo Periodo N N° (%) N° (%) N° (%) Incidéncia Anual/
HIV+ Amostras Amostras 100 amostras de
STARHS Incidentes sSoro-ano
(IC - 95%)®
GIAL' 1999 -2002" 4.247 14 13 4 0,2
2 (0,3) (92,9) (30,8) (0,041 - 0,608)
LIS® 2000 -2001® 846 46 42 12 3,3
(5,4) (91,3) (28,6) (1,426 - 6,345)

(1) Centros de Testagem e Aconselhamento; (2) Amostras de gestantes analisadas no
Instituto Adolfo Lutz; (3) Amostras de clientes de Centro de Testagem e Aconselhamento —
CTA analisadas no Laboratério Local de Itapecerica da Serra; (4) Janeiro a Abril, 2002; (5)
Outubro, 2000 a Outubro, 2001; (6) Intervalo de confianca 95%.

Nota: Dados percentuais arredondados.
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4.5. Analise do perfil de bandas no teste de  Western blot

Na analise dos perfis da reatividade dos anticorpos IgG dirigidos
contra as fra¢des antigénicas da estrutura do HIV-1, analisados por meio do
teste de Western blot em 190 amostras (99,5%), observou-se que, em linhas
gerais, as amostras de infeccao recente produziram um padréo de coloracao
das bandas menos intenso do que o observado na avaliacdo das amostras
de infeccao cronica (Apéndices 1 a 4). Com excecdo de gpl60, p24 e pl7, a
frequéncia de bandas com padrao "positivo", "positivo fraco" e "negativo” foi
diferente entre amostras incidentes e crbnicas. Observou-se um numero
proporcionalmente maior de bandas com reatividade negativa entre as
amostras incidentes e um numero proporcionalmente maior de bandas com

reatividade positiva entre as amostras cronicas (Tabela 9).

71



Tabela 9: Numero e porcentagem de vezes em que foram observados 0s
padrées de reatividade positivo forte, positivo fraco e negativo no teste de
Western blotting para HIV, segundo o tempo de infec¢céo pelo HIV e a fragcédo
antigénica (banda).

Banda Padrdo Infeccbes Recentes Infeccdes Cronicas p®

gple0  P@ 46 (100,0) 144 (100,0) 1,0
PE® -
N(4) _

gp120 P 41 (89,1) 142 (98,6) 0,0098
PF 5(10,9) 2(1,4)
N -

p66 P 30 (65,2) 134 (93,1) <0,0001
PF 13 (28,3) 9 (6,3)
N 3 (6,5) 1(0,7)

p55 P 11 (23,9) 92 (63,9) <0,0001
PF 12 (26,1) 30 (20,8)
N 23 (50,0) 22 (15,3)

p51 P 23 (50,) 129 (89,6) <0,0001
PF 15 (32,6) 11 (7,6)
N 8 (17,4) 4 (2,8)

gp41 P 15 (32,6) 143 (99,3) <0,0001
PF 25 (54,3)
N 6 (13,0) 1(0,7)

p31 P 20 (43,5) 133 (92,4) <0,0001
PF 21 (45,7) 11 (7.6)
N 5(10,9)

p24 P 44 (95,6) 132 (91,7) 0,2962
PF 1(2,2) 11 (7,6)
N 1(2,2) 1(0,7)

pl7 P 30 (65,2) 99 (68,8) 0,3484
PF 12 (26,1) 40 (27,8)
N 4 (8,7) 5(3,5)

(1) Teste de Qui-quadrado; (2) positivo forte; (3) positivo fraco; (4) negativo.

Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.
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Quando as amostras foram agrupadas segundo a populacao,
estas tendéncias foram mantidas, com variacbes nas proporcdes e nos

niveis de significancia (Tabela 10).

A fim de comparar visualmente os padrées de bandas presentes
em fitas de amostras classificadas como infeccdo recente e fitas de
amostras classificadas como infeccédo crénica, uma analise semiquantitativa
foi realizada. Para isso, foram selecionadas, por meio de sorteio aleatorio, 14
fitas de teste correspondentes a amostras de infeccdo recente e 16 fitas
correspondentes a amostras de infeccao crbnica, as quais foram alinhadas
de acordo com os valores da DOP inicial, em ordem crescente. Nesta
avaliacdo, observou-se a presenca de um padréo relativamente homogéneo
que distingue o grupo de fitas de amostras incidentes do grupo de amostras
cronicas. No geral, as bandas presentes nas fitas de teste do grupo de
amostras incidentes tém coloracdo menos intensa, sdo mais nitidas e se
apresentam em menor numero do que as bandas presentes nas fitas de

teste do grupo de amostras cronicas (Figura 13).
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Figura 13: Perfil de bandas presentes em 32 fitas do teste de Western Blot para
deteccdo de anticorpos anti-HIV, selecionadas por meio de sorteio a partir das 191
fitas referentes as amostras de soro analisadas. As fitas, agrupadas segundo o
tempo de infeccdo pelo HIV (recente ou crénica), foram alinhadas de acordo com o
valor crescente da Densidade Optica Padronizada inicial (DOPi) observada no
protocolo STARHS-OT. A: amostras de infeccdo recente (da esquerda para a
direita, os numeros do WB séo os seguintes: 107, 152, 111, 144, 100, 92, 154, 191,
3, 2,142, 29, 160, 76 e 167). B: amostras de infeccdo crbénica (da esquerda para a
direita, os numeros do WB sao os seguintes: 14, 54, 119, 136, 156, 12, 143, 99,
174, 73, 35, 39, 112, 122, 11, 114 e 133). Figura confeccionada empregando-se

método descrito por Parekh (2006).
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Tabela 10: Perfil da reatividade dos anticorpos séricos anti-HIV observado no teste de Western blot, segundo a
procedéncia das amostras, o tempo de infec¢do pelo HIV e fragdo antigénica.

(continua)
Banda Padrdo sc-iAL @ RIAL® GIAL® LIS®
N=6 N =36 N =106 N =42
Recente Antiga Recente Antiga Recente Antiga Rece nte Antiga
Gpl60 P® 6 (100,0) - 10 (100,0) 26 (100,0) 18 (100,0) 88 (100,0) 12 (100,0) 30 (100,0)
pF(G) - - _ - - - - -
N(7) _ _ _ _ _ _ _ _
Valorde p © i 1,000 1,000 1,000
Gpl20 P 6 (100,0) - 10 (100,0) 26 (100,0) 16 (88,9) 86 (97,7) 9 (75,0) 30 (100,0)
PF - - - - 2 (11,1) 2 (2,3) 3(25,0) -
N - - - - - - - -
Valor de p ** 1,000 0,0743 0,0050
P66 P 4 (66,7) - 4 (40,0) 23 (88,5) 13 (72,2) 81 (92,0) 9 (75,0) 30 (100,0)
PF 1(16,7) - 5 (50,0) 3(11,5) 4(22,2) 6 (6,8) 3(25,0) -
N 1 (16,7) - 1 (10,0) - 1 (5,6) 1(1,1) - -
Valor de p ** 0,0091 0,0521 0,0194
P55 P 4 (66,7) - 2 (20,0) 20 (76,9) 8 (44,4) 53 (60,2) 1(8,3) 19 (63,3)
PF - - 2 (20,0) 3(11,5) 4(22,2) 17 (19,3) 4 (33,3) 2 (6,7)
N 2 (33,3) - 6 (60,0) 3(11,5) 6 (33,3) 18 (20,5) 7 (58,3) 9 (30,0)
Valor de p ** 0,0048 0,4090 0,0036
P51 P 1(16,7) - 3(30,0) 23 (88,5) 11 (61,1) 76 (86,4) 8 (66,7) 30 (100,0)
PF 3 (50,0) - 3(30,0) 3(11,5) 6 (33,3) 8(9,1) 3(25,0) -
N 2 (33,3) - 4 (40,0) - 1(5,6) 4 (4,5) 1(8,3) -
Valor de p *x 0,0006 0,0206 0,0045
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Tabela 10: Perfil da reatividade dos anticorpos séricos anti-HIV observado no teste de Western blot, segundo a
procedéncia das amostras, o tempo de infeccdo pelo HIV e fracdo antigénica (conclus&o)

Banda Padrédo SC - IAL RIAL GIAL LIS
N=6 N = 36 N =106 N =42
Recente Antiga Recente Antiga Recente Antiga Recent e Antiga
Gp4l P 1(16,7) - 1(40,0) 26 (100,0) 8 (44,4) 88(100,0) 5(41,7) 29 (96,7)
PF 4 (66,7) - 7 (70,0) - 8 (44,4) - 6 (50,0) -
N 1(16,7) - 2 (20,0) - 2(11,1) - 1(8,3) 1(3,3)
Valor de p o <0,0001 <0,0001 0,0001
P31 P 2 (33,3) - 1(10,0) 23 (88,5) 11 (61,1) 81 (92,0) 6 (50,0) 29 (96,7)
PF - - 8 (80,0) 3(11,5) 6 (33,3) 7 (8,0) 3(25,0) 1(3,3)
N 4 (66,7) - 1(10,0) - 1(5,6) - 3(25,0) -
Valor de p o 0,0001 0,0008 0,0011
P24 P 6 (100,0) - 8 (80,0) 24 (92,3) 18 (100,0) 82 (93,2) 12 (100,0) 26 (86,7)
PF - - 1(10,0) 2(7,7) - 5(5,7) - 4 (13,3)
N - - 1 (10,0) - - 1(1,1) - -
Valor de p el 0,2602 0,5250 0,4218
P17 P 4 (66,7) - 4 (40,0) 13 (50,0) 15 (83,3) 62 (70,5) 7 (58,3) 24 (80,0)
PF 2 (33,3) - 6 (60,0) 10 (38,5) 1(5,6) 24 (27,3) 3(25,0) 6 (20,0)
N - - - 3(11,5) 2 (11,1) 2 (2,3) 2 (16,7) -
Valor de p o 0,3673 0,0415 0,0636

(1) Amostras de soroconvertores analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (2) Amostras de soroconversdo recente analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (3)
Amostras de gestantes analisadas no Instituto Adolfo Lutz; (4) Amostras de clientes de Centro de Testagem e Aconselhamento — CTA analisadas
no Laboratério Local de lapecerica da Serra; (5) positivo forte; (6) positivo fraco; (7) negativo; (8) teste do qui-quadrado.
Notas: Dados percentuais arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento; ** Nao se aplica ao dado obtido.
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4.6. Associacao entre os resultados do protocolo ST  ARHS e o perfil
das bandas no WB

Na anadlise univariada, a presenca de reatividade positiva nas
regides correspondentes as fracbes gpl20, p66, p55, p51, gpd4l e p3l
estava significativamente associada (p<0,0001) a infeccéo cronica; por outro
lado, a presenca de reatividade negativa/positiva-fraca nestas regides estava
significativamente associada (p<0,0001) a infeccédo recente (Tabela 9). Na
analise bivariada, reatividades fracas ou ausentes nas regides
correspondentes as bandas (em ordem decrescente de importancia) gp41l,
gpl120, p31, p51, p66 e p55 mantiveram-se como fatores
independentemente associados a probabilidade de resultado “recente” no
STARHS. De acordo com o modelo de regressao testado na analise
multivariada, apenas a reatividade fraca ou ausente na regido da gp4l
(estimativas ajustadas pela procedéncia, sexo e idade) foi mantida como
fator independentemente associado ao aumento da probabilidade (cerca de
20 vezes) de classificacdo da amostra de soro como infeccao recente (Odds
Ratio (OR) = 16,44 (IC 95% = 6,32 - 42,75); p<0,0001) (Tabela 11).

Tabela 11: Probabilidade (Odds Ratio) de ocorréncia de bandas com perfil
de reatividade “Negativo/“Indeterminado” no teste de Western blotting
realizado em amostras de soro classificadas como “Infeccdo Recente” no
protocolo STARHS.

Bandas Odds Ratio (IC 95%) @ p
gp4l 16,44 (6,32 - 42,75) <0.001
P31 6,15 (2,82 -13,44) <0,0001
p51 4,50 (2,08 - 9,73) 0,0001
P55 3,34 (1,66 - 6,75) 0,0005
P66 3,97 (1,68 - 9,37) 0,0019

(1) Ajustado pela idade, sexo e procedéncia.
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Quando as demais variaveis (gp120, p66, p55, p51 ou p31) foram
adicionadas a esse modelo de regresséo, a associacado entre padrao de
reatividade fraca ou ausente e infeccéo recente deixou de ser significativa,
apesar da probabilidade aumentada para a classificacdo como infeccéo
recente nas amostras com baixa reatividade para estas bandas (gp41+p31.:
OR = 11,99 (3,65 - 39,46), p = 0,419; gp41+p51: OR =13,01 (4,52 -37,44), p
= 0,345; gp41+p66: OR = 16,29 (5,39 - 49,27), p = 0,974).

Por outro lado, verificou-se que padrbes de reatividade intensos
(reatividade positiva) contra as fragOes codificadas pelo Env ou Gag estavam
significativamente associados com a probabilidade de classificagdo da
amostra como infecgéo cronica (p <0,0001). Esta foi 180 vezes maior entre
as amostras que produziram bandas positivas nas regides correspondentes
as fracoes gpl160, gpl20 e gp4l, simultaneamente, e 7 vezes maior entre as
amostras com resultado positivo para as bandas p55, p24 e pl7,
simultaneamente. (Tabela 12).

Tabela 12: Probabilidade (Odds Ratio) de ocorréncia de grupos de bandas
com perfil de reatividade “Positivo” no teste de Western blot realizado em
amostras de soro classificadas como *“Infeccdo Cronica” no protocolo
STARHS.

Combinacéo de fracdes Odds Ratio (IC 95%) @ p @
estruturais do HIV-1
Env
gp160 + gp120 + gp4l 177,91 ( 22,6— 1400,8) <0.001
Pol
066 + p51 + p31 0,79 (0,14 — 4,37) 0,7812
Gag 7,01(3,05 - 16,14) <0,0001

p55 + p24 + pl7

(1) Nao ajustado
(2) Ponderado pelo método de Mantel-Haenzel; teste exato de Fisher.

A partir dos dados referentes a analise das amostras de soro de
gestantes, um manuscrito foi preparado, tendo sido submetido e aceito para
publicacdo em 2005 (Apéndice 5).
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5. DISCUSSAO

A casuistica deste estudo foi composta por amostras de soro
encaminhadas aos laboratérios participantes para a realizacdo de
procedimentos com vistas ao diagndstico de infecgéo pelo HIV. Amostras de
soro de individuos considerados soroconvertores (com base na data do ultimo
teste negativo para o HIV) e de individuos suspeitos de soroconversao recente
foram incluidas neste estudo como controles para avaliacdo dos perfis de
reatividade nos ensaios realizados.

Algumas limitagOes deste estudo podem ter causado tendéncias e
distor¢cdes nos resultados observados, as quais devem ser discutidas.

Os critérios para a selecdo de amostras para o estudo, definidos
com base na disponibilidade de dados registrados, ndo nos permitiram
determinar e controlar alguns fatores que séo relevantes para esta pesquisa.
Entre eles, podemos citar: (i) presenca de sintomas sugestivos de
imunossupressao severa, (ii) diagnostico de infeccdo pelo HIV/Aids ja
estabelecido no momento da coleta do sangue, (iii) uso da terapéutica
antiretroviral, (iv) presenca de co-infecgbes, (v) selecdo prévia dos individuos
0os quais foram submetidos a testagem sorolégica para o HIV e (vi)
variabilidade viral.

Resultados falsamente negativos podem ser observados na
realizagdo do protocolo STARHS, quando s&o analisadas amostras
provenientes de individuos com baixas contagens de células T CD4+ (Janssen
et al., 1998; Parekh et al., 2002, Teixeira et al., 2004).

Casos de sororeversao de anticorpos anti-HIV foram observados em
individuos tratados precocemente, durante a fase aguda da doenca, com
terapia anti-retroviral (Kassutto et al., 2005). Dukers e colaboradores (2002)
relataram ter encontrado tracos de drogas antiretrovirais no sangue de 21/58
(36,2%) voluntarios homossexuais masculinos de Amsterda, classificados
como recém-infectados com emprego do protocolo STARHS-OT. Cornelissen e
colaboradores (2006) observaram uma diminuicdo néo significativa (p = 0,056)

nos niveis de anticorpos anti-HIV no soro de 37/80 (46,3%) individuos tratados
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ha mais de cinco anos com drogas antiretrovirais, independentemente das
oscilagbes da carga viral.

Em estudo conduzido por Marques e colaboradores (2002), no qual
foram entrevistadas mulheres HIV+ que fizeram tratamento pré-natal em
servi¢os publicos de trés cidades do Estado de S&o Paulo, 45% (49/109) das
gestantes soropositivas sabiam que eram portadoras do HIV ao engravidar.
Dentre aquelas que se lembravam em que més da gestacao o teste anti-HIV
havia sido oferecido, 64,3% (27/42) informaram que foi no 4° més ou mais
tarde (>120 dias de gestacao).

Além disso, existe a possibilidade de que o encaminhamento das
amostras para diagnéstico de infeccdo pelo HIV seja feito meramente por
medidas protocolares, tais como a complementacdo de documentos para o
prontuario médico ou para fins de vigilancia epidemioldgica.

As amostras analisadas neste estudo foram encaminhadas aos
laboratorios para testes de triagem diagndstica, mas ndo sao provenientes de
servicos de assisténcia especializada em HIV/Aids. Com relacdo as amostras
provenientes do Laboratério de Itapecerica da Serra, o CTA local, em geral,
realiza apenas a testagem e o aconselhamento pré e pos-teste, cabendo ao
Servico de Assisténcia Especializada em DST e Aids (SAE) do municipio o
atendimento meédico. Por isso, acreditamos que casos de individuos com
baixas contagens de células T CD4+ e/ou em tratamento antiretroviral estejam
pouco representados na casuistica estudada.

A inclusédo de critérios para a selecdo prévia de pessoas que séo
submetidas ao teste para diagnoéstico de infeccdo pelo HIV pode interferir nas
proporcdes de amostras negativas e positivas observadas no teste de triagem
(sensivel). Assim, se considerarmos uma mesma populagdo com acesso a dois
servigos de saude distintos, sendo que em um deles ha énfase na inclusédo e
em outro ha énfase na exclusdo de casos com epidemiologia e/ou
sintomatologia sugestivas de infeccdo pelo HIV, a incidéncia sera
superestimada no primeiro caso e subestimada no segundo. Desta forma, os
dados de incidéncia obtidos a partir de populagcdes atendidas em servigos de
assisténcia podem refletir mais o acesso ao diagnéstico na regido do que

propriamente a dinamica da transmissao do virus em si.
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No estudo realizado por Marques e colaboradores (2002), nao foi
encontrada diferenca significativa quanto a fatores de vulnerabilidade para
infeccdo pelo HIV entre as mulheres que ja sabiam da soropositividade para o
HIV ao iniciarem o pré-natal e aquelas que souberam durante o pré-natal ou
apos o parto. Também ndo foi encontrada associacdo entre oferecimento do
teste para HIV no pré-natal e conhecimento prévio da soropositividade
(p=0,077). Esses dados sugerem que as gestantes atendidas nos servi¢cos de
pré-natal das localidades estudadas tiveram acesso semelhante ao teste para
diagnoéstico de infeccao pelo HIV. Podemos supor, desta forma, que ndo houve
énfase na pré-selecao das pacientes.

Considerando estas informacdes e também a semelhanca entre a
taxa de soroprevaléncia de HIV na populacdo Sentinela de gestantes do Brasil
em anos recentes (0,47%) (Brasil, 2002) e a taxa encontrada entre as amostras
de soro de gestantes da nossa casuistica (14/4.247; 0,33%), acreditamos que
fatores como o acesso e a pré-selecdo de pessoas para o diagnéstico da
infeccdo pelo HIV ndo tenham influenciado de forma importante a taxa de
soroincidéncia calculada a partir de amostras de soro destas gestantes.

Neste estudo ndo foi possivel realizar andlises socio-
comportamentais dos grupos populacionais cujas amostras de soro foram
analisadas. Contudo, dados do Sistema de Informacdo de HIV Soropositivo
Assintomatico - SIHIV, do Programa Estadual de DST/Aids do Estado de Sao
Paulo, sugerem que n&o houve alteragdo importante na distribuicdo das
praticas e parcerias sexuais informadas nos casos de mulheres de 13 a 49
anos, notificados nos periodos de 1994-1998 e 1999 (CRT-DST/Aids, 2000).
Com base nestas evidéncias, supomos que no periodo de 1999 a 2002 o
padrdo do comportamento sexual entre as gestantes das quais foram coletadas

as amostras analisadas neste estudo permaneceu inalterado.

Finalmente, a diversidade genética dos virus circulantes em S&o
Paulo no periodo em que foram coletadas as amostras de soro deste estudo
poderia contribuir para o mau desempenho do ensaio STARHS-OT, tendo em
vista dados publicados na literatura que demonstram a necessidade de
alteracdes no protocolo em funcdo de alguns subtipos do HIV-1 (Young et al.,
2003; Wilson et al., 2004).
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Estudos recentemente conduzidos para avaliagdo das
caracteristicas moleculares do HIV-1 circulante em S&o Paulo indicam,
contudo, que os subtipos prevalentes nesta regido sdo, em ordem decrescente,
0B (79 a 95%), o F (7 a 19%) e 0 C (1 a 4%) (Turchi et al., 2002; Brindeiro et
al, 2003; Brigido et al., 2005; Barreto et al., 2006). Nao ha, na literatura, relato
de estudo de validacao do protocolo STARHS-OT para amostras de subtipo F.
Em estudo onde o protocolo STARHS-OT foi empregado na analise das
amostras de doadores de sangue de S&o Paulo, observou-se que os perfis de
resposta de anticorpos das amostras de subtipo F, B/C e B/F eram similares a
resposta de anticorpos das amostras de subtipo B (Barreto et al., 2006).

Em outro estudo, conduzido a partir de amostras de sangue
coletadas de voluntarios atendidos em Centros de Atendimento Especializado
em DST e Aids da regidao Metropolitana de S&o Paulo, foi observada uma
associacao significativa entre subtipo F e populacdo feminina recentemente
infectada, embora a frequéncia deste subtipo tenha sido minoritaria, em relacéo
ao subtipo B, na populacdo estudada. De acordo com a discusséo realizada
pelos autores, este fato pode estar apenas refletindo o atual padrdo de
disseminagéo da epidemia em nosso meio, caracterizado pelo aumento da
transmissao heterossexual (Brigido et al., 2005), uma vez que néo foi
observada uma tendéncia de maior proporcéo de infec¢des incidentes entre as
amostras de subtipo F, quando comparadas as demais amostras
seguenciadas.

As amostras deste estudo ndo foram avaliadas quanto as
caracteristicas moleculares do HIV-1. A variabilidade viral presente nestas
amostras poderia se constituir em um fator de tendenciosidade para a
determinacdo dos resultados do protocolo STARHS-OT, conforme ja foi
discutido.

Em uma recente investigacdo realizada em nosso laboratério
(Oliveira et al., 2006), algumas amostras da casuistica do presente trabalho
(amostras de gestantes, coletadas de 1999 a 2002) foram analisadas por meio
da técnica para sorotipagem do HIV-1, baseada na reatividade de anticorpos
contra a regido V3 da gpl120 (Pau et al., 1993; Caterino-de-Araujo et al., 1997;
Bongertz et al., 2000; Casseb et al., 2002). Embora a técnica de sorotipagem

do HIV-1 seja menos especifica do que as técnicas baseadas na genotipagem
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(Sherefa et al., 1997), pudemos observar que 0s sorotipos mais prevalentes
foram B (66,7%), C (20,0%) e F (6,7%), que correspondem, de acordo com 0s
dados dos estudos moleculares, aos subtipos mais prevalentes em Séo Paulo.

Por outro lado, quando avaliamos os resultados das analises de
amostras-controle incluidas no estudo, verificamos que o protocolo STARHS-
OT nos permitiu identificar corretamente todas (6/6; 100%) as amostras de
infeccdo recente pelo HIV, proveniente de individuos com soroconversao
documentada, ocorrida em média ha 188 dias.

Assim, as avaliacdes deste estudo foram baseadas no pressuposto
de que os resultados do protocolo STARHS-OT nao sofreram distorcbes
devidas a variabilidade do HIV-1, tendo em vista que nédo ha evidéncias de que
a diversidade genotipica ou imunoldgica das cepas circulantes na regido de

procedéncia das amostras possam interferir no desempenho deste algoritmo.

5.1. Soroprevaléncia e soroincidéncia de HIV

Nos periodos de 1999 a 2002 e de 2000 a 2001, os dados referentes
ao total de amostras de soro de gestantes e de usuarios de CTA encaminhadas
ao IAL e ao Laboratério de Itapecerica da Serra, respectivamente, para
diagnostico de infeccdo pelo HIV, estavam disponiveis. A partir destas
informacdes, foi possivel estabelecer a base populacional, ou seja, o total de
amostras, positivas e negativas, correspondentes a cada um destes grupos,
analisadas nestas instituicbes naqueles periodos.

Na casuistica estudada, a prevaléncia de anticorpos anti-HIV entre
as amostras de gestantes (0,3%) foi 18 vezes menor do que a prevaléncia
entre amostras de usuarios de CTA. Com relacdo a estimativa de
soroincidéncia, o valor observado a partir de amostras de soro de gestantes
(0,2/100 amostras de soro-ano) foi 16,5 vezes menor do que o observado a
partir de amostras de usuarios de CTA (3,3/100 amostras de soro-ano). Estes

dados estdo de acordo com outros dados anteriormente descritos na literatura
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e confirmam que estas duas populacbes tém caracteristicas epidemiologicas
distintas, no que se refere ao risco de exposi¢cao ao HIV.

Quanto as caracteristicas socio-demograficas, nao foi possivel
estabelecer correlacdes entre tipo de infeccdo e sexo, uma vez que a selecéo
de amostras de gestantes causou desigualdades na probabilidade de inclusao
de amostras de individuos do sexo masculino e feminino. Por outro lado, a
frequéncia de infeccdes recentes e crbnicas nos diferentes grupos etarios
avaliados sugere distribuicdo homogénea (p=0,7449). Cabe ressaltar aqui a
proporcao expressiva de casos em que a informacao a respeito da idade n&o
estava disponivel (83/191; 43,5%), embora a propor¢cdo de amostras recentes e
cronicas neste grupo tenha sido semelhante a observada entre os casos com

idade conhecida.

5.1.2. Amostras de soro de gestantes

A soroprevaléncia de anticorpos anti-HIV permaneceu estavel nos
cortes de periodos estudados. Este fato poderia ser explicado por uma ou mais
das seguintes possibilidades:

a) O risco de infeccdo pelo HIV na populacédo assistida nos servicos de pré-
natal atendidos pelo IAL n&o foi alterado nos periodos avaliados;

b) Os critérios para a procura e a admissdo das pacientes nestes servi¢cos
foram mantidos nos periodos avaliados;

c) Os critérios para a oferta do teste anti-HIV as pacientes foram mantidos nos
periodos avaliados;

d) Os critérios utilizados pelos servicos de pré-natal para encaminhamento de
amostras ao IAL, para diagndstico de infeccdo pelo HIV, foram mantidos
nos periodos avaliados.

A proporcao de amostras HIV+ no periodo de 1999 a 2002 (0,33%;
0,2 - 0,6%), é semelhante a prevaléncia estimada por meio de estudos
Sentinela que foram realizados no mesmo periodo em amostra representativa
da populacdo de gestantes do Brasil (0,47%; 0,36 - 0,58%) (Szwarcwald e

Carvalho, 2001) e corrobora resultados descritos por Olbrich Neto e Meira
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(2004), que encontraram 0,3% de soropositividade para o HIV entre gestantes
da regido de Botucatu-SP, avaliadas entre 1998 e 1999.

Considerando estes dados e o fato de que a identificacdo do status
sorologico para o HIV nos servigos de pré-natal em nosso meio esta baseada
na oferta universal do teste a todas as gravidas, acreditamos que nossa
casuistica ndo sofreu interferéncia importante de fatores condicionantes do
acesso ao diagnostico que pudessem contribuir para tornar tendenciosas as
estimativas realizadas neste estudo.

Estimativas da prevaléncia de infeccéo pelo HIV obtidas a partir de
amostra da populagao-sentinela de gestantes tém sido extrapoladas para a
populacdo de mulheres de 15 a 49 anos no Brasil, pelo Ministério da Saude
(2001). Porém, em estudo realizado por Salles e colaboradores (2003) entre os
doadores de sangue do maior banco de sangue de Sao Paulo durante o0 més
de Novembro de 2001, foi relatada uma prevaléncia de infec¢ao pelo HIV de
0,04%. Estas sdo evidéncias de que a prevaléncia de infeccdo pelo HIV varia
de acordo com os grupos estudados e reforca a necessidade de ajustes nas
estimativas feitas a partir destas subpopulacées, quando se deseja a
extrapolacéo para a populagéo geral.

Com relacdo a estimativa de incidéncia, assumimos, com base nas
informacdes ja citadas, que o risco de infeccdo para o HIV entre as gestantes
avaliadas permaneceu estavel durante o periodo de coleta das amostras. A
taxa de soroincidéncia encontrada, 0,2/100 amostras de soro-ano (IC 95% =
0,041-0,608), é semelhante ao encontrado por Nesheim et al (2005) entre
gestantes da cidade de Atlanta-EUA (0,24%; 1991 a 1998) e é inferior a
descrita entre usuarios de drogas injetaveis de Sao Paulo (0,71%; Turchi et al.,
2002) e do Rio de Janeiro (0,76%; Teixeira et al., 2004).

Estudo recente, realizado entre mulheres de Uganda, indicou
gue a incidéncia de infeccdo pelo HIV é maior entre as mulheres gravidas do
gue entre as nao-gravidas, possivelmente devido a resposta imunolégica ou a
fatores hormonais que alteram a mucosa genital (Gray et al, 2005). Neste caso,
€ necessario considerar que a gravidez pode ser uma variavel de confuséo,
uma vez que o risco para esta condicao e para a transmissao heterossexual do
HIV (via mais frequente na regido estudada) € decorrente da mesma categoria

de exposicéo (relagdo heterossexual ndo protegida).
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Quanto a propor¢cdo de amostras incidentes em relagdo ao numero
total de amostras HIV+, os dados do nosso estudo sugerem que 17% (18/106)
dos casos de infeccdo identificados em amostras de gestantes analisadas
durante o pré-natal no IAL de 1991 a 2002, séo referentes a infeccdo adquirida
pouco antes ou mesmo durante os primeiros meses da gravidez (170 dias ou
menos). A variagao destas proporcdes segundo o ano de colheita das amostras
nao foi significativa (p = 0,3060).

Tendo em vista que a deteccéo de infec¢des recentes neste estudo
foi baseada no perfil da reatividade dos anticorpos em um ensaio menos-
sensivel, é importante discutirmos a capacidade de resposta de anticorpos
durante a gestacdo. A imunossupressao tem sido apontada como o fenémeno
responsavel pela manutencdo da gestacao, via inducao de tolerancia aos alo-
antigenos paternos. Evidéncias clinicas e experimentais tém indicado que a
resposta imune materna é direcionada para a producdo de anticorpos e inibida
para a imunidade mediada por células durante a gravidez (Lin et al., 1993;
Wegmann et al., 1993). Estes mecanismos evitam que o feto seja
Imunologicamente rejeitado.

Moléculas bio-ativas tais como a insulina, os corticosteroides, as
prostaglandinas, a testosterona e hormoénios da pituitaria tém sido identificados
como mediadores da imunomodulacdo, com efeito supressor (Webb, 1976;
Salmon, 2004). Os mecanismos envolvidos na supressdo imunolégica na
gravidez podem estar relacionados a sintese de fatores que afetam células B e
T, promovendo o aumento da producdo de anticorpos assimétricos e o
direcionamento do padrao de resposta de citocinas de células T auxiliadoras do
tipo 1 (Thl) para T auxiliadoras do tipo 2 (Th2), com uma diminuicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-2) (Lin et al., 1993;
Wegmann et al., 1993; Nichols et al.,, 1994; Margni e Zenclussen, 2001;
Druckmann e Druckmann, 2005).

O aumento da producdo de anticorpos assimétricos tem sido
observado em infec¢cbes cronicas por organismos extracelulares, doencas
tumorais, processos alérgicos e gravidez (Gutierrez et al., 2002; Pandey et al.,
2003). Anticorpos assimétricos sdo moléculas de 1gG nas quais ha a ligacdo de
um oligossacarideo rico em manose em um dos paratopos (sitios de ligacéo

com o antigeno localizados na fragcdo Fab (fragmento 1gG F(ab’),;). Desta
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forma, a molécula de IgG torna-se monovalente (Margni, 1972). Estes
anticorpos apresentam incapacidade para fixagdo de complemento, formacéo
de imunocomplexos insoluveis, mediacdo da citotoxicicade celular (ADCC),
atividade fagocitica e eliminacédo de antigenos.

Os niveis séricos de imunoglobulinas circulantes durante a gestacao
tém sido alvos de grande controvérsia desde a década de 70. Alguns autores
relataram ter encontrado diminuicdo dos niveis de classes de imunoglobulinas
(Amino et al.,, 1978), enquanto outros relataram diminuicdo dos titulos de
anticorpos especificos contra sarampo e herpes (Baboonian e Griffiths, 1983).
Em ambos os estudos, apds correcdo para os niveis de proteinas totais,
concluiu-se que tais fendbmenos eram decorrentes da hemodiluicdo durante a
gestacao.

No Brasil, Bongertz e colaboradores (1998) observaram uma
diminuicdo na avidez de anticorpos especificos anti-HIV entre gravidas HIV+ da
regido do Rio Grande do Sul, quando comparadas as gravidas HIV+ do Rio de
Janeiro. Tais diferencas poderiam ser explicadas pela escolha dos peptideos
utilizados no ensaio, tendo em vista a diversidade genética do virus encontrada
naquela regido (Bongertz, 2001; Brindeiro et al., 2003).

Em estudo realizado entre gestantes da cidade de S&o Paulo, Pinto
(1991) encontrou niveis séricos de IgG mais altos em mulheres HIV+ do que no
grupo controle HIV- (U=62,5; U critico=86). Nao foram observadas diferencas
significativas entre os titulos de anticorpos contra os virus do sarampo
(U=127,5; U critico=86) e da poliomielite (U=113; U critico=86) em maes HIV+
e maes HIV-.

Com relagcdo ao HIV, estudos tém sugerido que a infeccao
desencadeia mecanismos envolvendo fatores imunomoduladores que
influenciam na polarizacdo da resposta Th1l-Th2, direcionando-a
preferencialmente para a producao de anticorpos. Este fenbmeno constitui uma
etapa critica para a imunopatogénese na infeccao pelo HIV (Clerici e Shearer,
1993; DuChateau et al., 1999).

Assim, tanto as gestantes soronegativas quanto as gestantes
soropositivas para o HIV estariam predispostas ao fendmeno de
imunomodulagdo responsavel pelo direcionamento da resposta imunoldgica

preferencialmente para a producédo de anticorpos. Em ambos os casos, 0s
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mecanismos envolvidos estariam relacionados com a mudanga no perfil de
citocinas responsaveis pelos padrdes de resposta de linfocitos Thl1l/Th2,
induzida pela propria gestacéo ou pela infeccéao pelo HIV.

Considerando que nos ensaios imunoenzimaticos indiretos a
densidade Optica das amostras é diretamente proporcional a quantidade de
anticorpos presentes, o IR pode ser utilizado para comparar amostras entre si,
guanto aos niveis detectaveis de imunoglobulinas especificas. Em nosso
estudo, observamos que as amostras de gestantes apresentaram IR de
anticorpos anti-HIV semelhante aos demais grupos estudados, quando os
soros foram analisados por meio de ensaios sensiveis de 12 geracdo (p=
0,474). Com relacdo aos ensaios sensiveis de 22/32 geracdes, verificamos que
a reatividade das amostras de gestantes foi significativamente menor (IR=9,35)
do que a reatividade das amostras de soroconvertores (IR=12,75) e de
usuarios de CTA (IR=17,70) (p<0,05) (Tabela 2).

Tendo em vista que o protocolo STARHS € baseado no emprego de
um ensaio de 12 geracdo, assumimos que o desempenho deste método nas
amostras de gestantes foi semelhante ao desempenho nas amostras dos
demais grupos estudados, nao sofrendo influéncia de uma possivel diminuicéo

dos niveis de IgG (total e especifica) em decorréncia da prépria gestacao.

5.1.3. Amostras de soro de usuarios de CTA

Quanto as amostras coletadas de usuéarios de CTA, interferéncias
devidas a selecdo ndo devem ser desprezadas, tendo em vista o perfil de
atendimento destes servicos. Em um estudo realizado entre mulheres usuarias
de um CTA da cidade de Séao Paulo, Luppi et al. (2001) concluiram que a
maioria delas estava sendo diagnosticada tardiamente, considerando-se que
70% delas tinham <500 células T CD4+/mm?® no sangue periférico e 20% delas
tinham <200 células T CD4+/mm?. Estes dados sugerem que a estimativa de
incidéncia da infeccdo pelo HIV nesta populacdo pode estar superestimada,
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nao somente pelo acesso induzido de pessoas com maior vulnerabilidade, mas
também pela proporc¢éo relevante de individuos com imunossupressao severa.

Os CTAs foram implantados com o objetivo de expandir o
diagnostico de HIV/Aids e das demais DST e promover acdes de prevencao
das mesmas, atendendo as demandas de procura pelo servigo, que podem ser
espontaneas ou estimuladas por meio de campanhas. Pessoas da populagéo
geral com duvidas em relacdo ao seu status sorologico para o HIV ou que se
expuseram a uma situacao de risco para a infeccdo sdo encorajadas por meio
de campanhas governamentais e a¢gdes de Organizacoes Nao-Governamentais
(ONG) a procurar os CTA para a realizagdo do teste de diagnéstico (Programa
Nacional de DST e Aids/Prevencéo, 2005 [on-line]).

Em estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro, Schechter et al
(2000) relataram ter encontrado uma prevaléncia de 4,9% de anticorpos anti-
HIV entre usuérios de um CTA. Neste estudo, a incidéncia de infeccdo pelo
HIV, determinada por meio do método STARHS-3Al1l, foi de 1,9/100
pacientes-ano (0,9 - 3,9%) entre pessoas do sexo feminino e 2,8/100
pacientes-ano (IC 95% = 1,4 - 5,3%) entre pessoas do sexo masculino.

Em um outro estudo, realizado na cidade de Santos - SP, Alves et al
(2003) observaram 7,1% de prevaléncia de HIV entre usuarios do CTA local,
sendo que a taxa foi significativamente maior entre individuos do sexo
masculino (9,1%) do que entre individuos do sexo feminino (5,1%) (p<0,05). A
estimativa de incidéncia de HIV nesta populagédo foi de 2,0/100 amostras de
soro-ano (IC 95% = 1,1 - 3,5%), determinada por meio dos métodos STARHS-
3Al1ll e STARHS-OT.

Em nosso estudo, onde foram avaliadas amostras provenientes do
Laboratorio Local de Itapecerica da Serra - SP, foi observada uma
soroprevaléncia de anticorpos anti-HIV de 5,4% e uma estimativa de incidéncia
de 3,3/100 amostras de soro-ano (IC 95% = 1,43 - 6,35%). Embora nossa
casuistica tenha sido pequena (42 amostras), os resultados observados
indicam que as taxas de soroprevaléncia e de soroincidéncia de infec¢ao pelo
HIV observadas sdo semelhantes as taxas descritas por Schechter et al (2000)
e Alves et al (2003), que também estudaram populacdes de CTA localizados na

regido Sudeste do Brasil.
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Esses dados juntos indicam que a epidemia de HIV/Aids entre
usuarios de CTA dos estados do Rio de Janeiro e de Sao Paulo pode ser
considerada como "concentrada”, onde a prevaléncia de HIV é >5%, e que esta
relacionada a grupos populacionais de maior vulnerabilidade (ONUSIDA/OMS,
2000).

O municipio de Itapecerica da Serra esta localizado na parte
Sudoeste da Regido Metropolitana da Grande Sao Paulo e fica as margens da
Rodovia Regis Bittencourt (BR-116), importante eixo rodoviario que interliga os
Estados do Parana e de S&o Paulo. Um Programa de prevencdo de
DST/HIV/AIDS conduzido em 2004 entre caminhoneiros e profissionais do sexo
que circulavam nesta rodovia no trecho entre Juquitiba e Tabodo da Serra
permitiu visualizar, pelo alcance das iniciativas, que ha um fluxo intenso de
individuos vulneradveis ao HIV, provenientes de diferentes localidades.
Prevaleceu o fluxo de pessoas das regides Sul e Sudeste do Brasil, mas
também foi observado fluxo vindo de outros paises do Merco Sul - Argentina,
Chile e Uruguai e de demais estados das regifes Centro-Oeste, Nordeste e
Norte do Brasil (Martins, 2004). O monitoramento da epidemia de HIV/Aids
nesta localidade pode trazer relevantes contribuicbes para programas de
vigilancia epidemioldgica e biolégica em HIV/Aids, com énfase para a avaliacao

da diversidade viral que ocorre nestas regioes.

5.2. Perfil de bandas do teste de Western blot

Sabe-se que o HIV ativa os linfocitos B de forma policlonal, levando
a hipergamaglobulinemia (Pahwa, 1984). Clones de linfécitos B especificos
contra os antigenos do HIV podem ser encontrados no sangue periférico de
individuos infectados e podem secretar anticorpos in vitro, de forma
espontanea ou induzida (Amadori, 1988; Caterino-de-Araujo, 1993).

Estudos realizados em amostras de soro sequenciais de pacientes
infectados pelo HIV demonstraram que a producao de anticorpos especificos é
regulada de forma diferenciada, dependendo do grupo de antigeno (McDougal
et al., 1987; Broliden et al., 1989; Allain et al., 1991; Thomas et al., 1996; Cole
et al., 1998) e da progressdao da doenca (McDougal et al, 1987; Allain et al,
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1991; Sheppard et al, 1991; Chargelegue et al, 1993; Thomas et al, 1996;
Juompan et al, 1998). A maturacdo da resposta humoral, avaliada por meio dos
indices de avidez, de afinidade e dos titulos de anticorpos anti-HIV, é antigeno-
dependente e ocorre gradualmente durante um periodo de aproximadamente 6
meses ap0s a soroconversao, estabilizando-se apds cerca de 1 ano apds o
aparecimento dos primeiros anticorpos detectaveis (Binley et al, 1997; Cole et
al, 1998; Fiebig et al, 2003).

Além disso, estudo dos anticorpos anti-HIV secretados in vitro
demonstrou que a especificidade encontrada em amostras de plasma é
diferente da especificidade dos clones reativos de células B circulantes no
sangue periférico de criancas e adultos infectados (Caterino-de-Araujo, 1993),
independentemente da progressdo da doenca, sugerindo a existéncia de
mecanismos complexos envolvidos na dinamica da interacdo agente-
hospedeiro.

No presente trabalho, o teste de WB foi realizado com a finalidade
de verificar se ha associacado entre os perfis de reatividade dos anticorpos
especificos dirigidos contra os antigenos do HIV-1 e o tipo de infec¢do, definido
de acordo com o periodo decorrido pos-soroconversdao. Em nossa casuistica,
observamos, por meio do teste de WB, padrdes variados de bandas indicativas
da presenca de anticorpos especificos contra os antigenos estruturais do HIV-
1, diferencidveis por meio do estabelecimento de escores de reatividade:
positivo, indeterminado/fraco e negativo.

O perfil de reatividade das bandas presentes na fita do teste de
Western blot foi estabelecido visualmente, de forma subjetiva, pela comparacao
com o padrédo observado em bandas especificas presentes na fita de teste de
amostras-controle incluidas em cada ensaio. A avaliagdo da correlacdo entre
estes perfis e os resultados do protocolo STARHS, sugere que ha associa¢ao
entre certos padrdes de bandas e a probabilidade de determinacao de infeccéo
recente ou crénica na amostra de soro correspondente.

Com estas avaliagdes, foi possivel estabelecer associagdo entre
alguns padrdées de bandas no teste de Western blot e os resultados do
protocolo STARHS. Observamos uma probabilidade 20 vezes maior de
determinacdo de infeccdo recente entre amostras que produziram reatividade

fraca ou ausente contra a gp41l. Por outro lado, a chance de determinacao de
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infeccdo cronica foi 200 vezes maior entre as amostras que produziram
reatividades intensas (perfil “positivo-forte”) contra todas as fragdes codificadas
pelo gene Env (gpl160, gpl20 e gp4l) e 10 vezes maior entre aquelas que
produziram reatividade intensa contra as todas as fracdes codificadas pelo
gene Gag (p55, p24 e pl7) (Tabela 12).

Estes resultados estdo de acordo com os dados publicados na
literatura, nos quais tem sido demonstrado que na dinamica de maturacao da
resposta de anticorpos especificos contra os antigenos estruturais do HIV, os
titulos de anti-gp4l e anti-p31 demoram mais tempo para atingir 0s niveis
maximos. Além disto, os titulos de anticorpos anti-Env permanecem
praticamente inalterados durante a progressao da doenca, a0 passo que 0S
titulos de anticorpos anti-Gag e anti-Pol variam de acordo com diferentes
fatores (niveis de células TCDA4+, viremia, estagio da infecgéo, tratamento
antiretroviral, etc.).

O fato de ndo termos observado associacdo entre padrdo de
reatividade positivo-fraco ou ausente contra as fracdes gp4l e p31,
simultaneamente, e infeccdo recente, poderia ser explicado pela regulagéo
independente da resposta imunoldgica para cada grupo de antigeno (McDougal
et al., 1987, Broliden et al., 1989; Allain et al., 1991; Thomas et al., 1996; Cole
et al.,, 1998). Além disto, tanto a imunogenicidade dos virus circulantes em
nosso meio quanto a variabilidade da resposta imunolégica da nossa
populacdo podem ter contribuido para os resultados observados.

Além do modelo probabilistico determinado para esta avaliacédo, a
inspecdo visual de algumas fitas de teste de WB de amostras incidentes e
cronicas sugeriu que existem padrdes que podem inferir sobre o resultado do
protocolo STARHS-OT (Figura 13).
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6. CONCLUSOES

6.1. Soroincidéncia de infeccao pelo HIV

6.1.1. A soroincidéncia da infeccdo pelo HIV calculada a partir de
amostras de soro de gestantes atendidas em servi¢cos publicos de
atencao ao pré-natal da cidade de Sao Paulo, no periodo de 1999 a
2002 foi de 0,2/100 amostras de soro-ano (IC 95% = 0,041 - 0,608).
N&o foram observadas tendéncias de modificagdo na incidéncia ao
longo do periodo analisado (1999 a 2002);

6.1.2. A soroincidéncia da infeccdo pelo HIV calculada a partir de
amostras de soro de usuarios de CTA, coletadas na cidade de
Itapecerica da Serra entre 2000 e 2001, foi de 3,3/100 amostras de
soro-ano (IC 95% = 1,426 - 6,345);

6.1.3. A analise continua de novas amostragens poderia contribuir para

0 monitoramento da evolucéo da epidemia em nosso Estado.

6.2. Padrao de bandas do WB versus resultados do STARHS

6.2.1. A baixa reatividade (positivo-fraco/ausente) do soro contra a
gp41, avaliada por meio do teste de Western blot, esta associada a
infeccéo pelo HIV, recentemente adquirida (<170 dias);

6.2.2. A reatividade intensa (positivo-forte) do soro contra as bandas
gpl160+gpl20+gp4l ou p55+p24+pl7 estd associada a infeccdo
cronica pelo HIV (adquirida ha 170 dias ou mais).

6.2.3. Padrdes de bandas presentes no teste de Western blot sugerem
que os mesmos poderiam ser empregados para presumir sobre a
temporalidade da infeccdo pelo HIV (recente/crénica) em novos
estudos, onde estes registros, mas ndo as amostras de
soro/plasma, estdo disponiveis para analise.

6.2.4. O padrdao das bandas no teste de Western blot poderia ser
utilizado como ferramenta auxiliar para aumentar a especificidade
do protocolo STARHS.
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6.3. O papel dos laboratérios de Saude Publica no m  onitoramento da
infecgao pelo HIV

6.3.1. Bancos de amostras e registros armazenados em Laboratorios de
Saude Publica sdo importantes fontes para obtencdo de dados para
0 monitoramento da epidemia, possibilitando a realizacdo de
estudos de soroincidéncia da infeccdo pelo HIV por meio do
emprego da metodologia denominada STARHS. O fortalecimento
dessas instituicdes pode contribuir para a qualidade destes estudos
e favorecer o cumprimento do seu pape no ambito da Saude

Publica.
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Apéndice 1: Conjunto dos dados das amostras de soro avaliadas neste estudo e respectivos resutados de analises

laboratoriais. (continua)

N.° | Amostra |Populacdo N.© Sexo | Idade | IR12 IR22 [IFI"”] DOPi | DOPc | STARHS | WB [gp160|gp120 |[p66 | p55 |p51 | gp4l | p31 |p24 [pl7
wB® Amostra Gergf;éo Gerg;;éo ® © (10

1 | GIALY | Gestante | 10706 |[Fem®| * NR™Y 6,9 |+%]0,996|1,392 | Cronica |Positivo| + v e ] ] ] s
2 GIAL | Gestante | 9836 Fem 26 NR 8,7 + |0,425| 0,760 | Recente |Positivo| + + H- | - | H- + - |+ |+
3 GIAL | Gestante | 9150 Fem 21 NR 8,4 + |0,274| 0,437 | Recente |Positivo| + + - | ] e | |+ |+
4 GIAL | Gestante | 7866 Fem 21 6,4 8,8 + |3,764| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + +
5 GIAL | Gestante | 13220 | Fem 27 7,1 NR + 4,663 NR | Crbnica |Positivo| + + + + + +
6 GIAL | Gestante | 11984 | Fem 18 NR 7,3 + |0,053| 0,087 | Recente |Positivo| + +/- - - + +
7 GIAL | Gestante | 11374 | Fem 25 * 9,1 + |4,284| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + + | +-
8 GIAL | Gestante | 11363 | Fem 25 NR 9,1 + |1,036| 2,116 | Crbnica |Positivo| + - | H- |+ - + +H- |+ +
9 GIAL | Gestante | 11009 | Fem 30 * 7,3 + 14,099] NR | Crbnica |Positivo| + + - |+ | H- + +H- |+ +
10 GIAL | Gestante | 24328 | Fem 29 * 6,0 + |1,677| 2,535 | Crbnica |Positivo| + + + | +- + + + +
11 GIAL | Gestante | 23510 | Fem * 8,6 9,0 + 3,066/ NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + + +
12 GIAL | Gestante | 23208 | Fem 28 10,3 NR + |1,875| 2,584 | Crbnica |Positivo| + + +/- +- + + + | +-
13 GIAL | Gestante | 21541 | Fem 34 9,8 8,5 + |0,381| 0,860 | Recente |Positivo| + + - o+ | H-| - +H- |+ +
14 GIAL | Gestante | 14252 | Fem 31 7,6 15,1 + |1,049| 2,113 | Crbnica |Positivo| + +/- + + + + | - | -
15 GIAL | Gestante | 27467 Fem 20 NR 9,2 + |1,257|1,591 | Crbnica |Positivo| + + + + + + + + +
16 GIAL | Gestante | 27421 | Fem * NR 11,0 + |/3,824| NR | Crbnica |Positivo| + + + + - + + + | +-
17 GIAL | Gestante | 27403 | Fem 21 NR 12,2 + |1,446| 1,394 | Crbnica |Positivo| + + + + + + | 4| H-
18 GIAL | Gestante | 26635 | Fem 21 * 8,9 + (4,667 NR | Crbnica |Positivo| + + + + | o+ + + + |+
19 GIAL | Gestante | 25185 Fem * 7,1 NR + 6,130 NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
20 GIAL | Gestante | 28403 | Fem 22 * 9,8 + [4,328| NR | Crbnica |Positivo| + + + + | o+ + + + |+
21 GIAL | Gestante | 28274 | Fem 20 NR 8,7 + |0,878| 0,742 | Recente |Positivo| + + + + |+ +- + + |+
22 GIAL | Gestante | 28182 | Fem 24 * 10,7 + |7,811] NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + +
23 GIAL | Gestante | 28037 | Fem 26 * 8,9 + (3,331 NR | Crbnica |Positivo| + + + | H- |+ + + + |+
24 GIAL | Gestante | 28004 | Fem 22 * 9,1 + |6,469| NR | Crbnica |Positivo| + + + | H- | o+ + + + +
25 GIAL | Gestante | 29940 | Fem * NR 9,9 + |2,5636] NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + +
26 GIAL | Gestante | 29844 | Fem 27 NR 5,2 + |0,066|-0,027| Recente |Positivo| + +/- + +/- +H- |+ +
27 GIAL | Gestante | 29603 | Fem * NR 10,7 + |5,264| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + + +
28 GIAL | Gestante | 28499 | Fem 16 NR 9,0 + |1,100| 1,252 | Crbnica |Positivo| + + + + + + + +
29 GIAL | Gestante | 28493 | Fem 20 NR 9,0 + ]0,590| 0,531 | Recente |Positivo| + + + | H- |+ +/- + + +
30 GIAL | Gestante | 31481 | Fem 29 4,2 2,4 + 2,663 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + +
31 GIAL | Gestante | 31125 | Fem 27 * 8,3 + |5,583| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + +
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32 | GIAL | Gestante 30986 Fem 21 NR 9,3 + [4,428| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + |+
33| GIAL | Gestante 30581 Fem 24 NR 8,3 + [6,559| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + |+
34| GIAL Gestante 30426 Fem 29 NR 9,2 + [0,126/-0,044| Recente |Positivo| + + +- + + +
35| GIAL Gestante 34681 Fem 29 4,1 8,5 + [2,579] NR | Crbnica |Positivo| + + +- +/- + + + | +-
36 | GIAL Gestante 34078 Fem 30 2,2 9,4 + (2,375 NR | Crobnica |Positivo| + + + + + + + | +-
37| GIAL | Gestante | 33367 | Fem 26 4.6 8,0 + 16,452] NR | Crénica |Positivo| + + + + + + + | +-
38 GIAL Gestante 31526 Fem 38 51 3,3 + 13,998/ NR Cronica |Positivo| + + + - + + + + +
39| GIAL Gestante 31514 Fem 18 5,1 2,7 + [2,727| NR | Crbnica |Positivo| + + - | - | H- + - | o+ | -
40 | GIAL | Gestante 37069 Fem 30 7,5 8,2 + |5,147| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + + | o+
41 | GIAL Gestante 35464 Fem 24 * 8,4 + [5,459| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + + | +-
42 GIAL Gestante 35158 Fem 19 9,7 NR + 16,939 NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
43 | GIAL Gestante 35039 Fem 22 NR 8,8 + |0,428| 0,323 | Recente |Positivo| + + + + + + +

44 | GIAL Gestante 35035 Fem 20 NR 11,2 + 16,747 NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
45 | GIAL Gestante 36453 Fem 35 9,1 8,5 NR 6,210, NR | Crbnica |Positivo| + + + | H- | o+ + + + +
46 | GIAL | Gestante 36288 Fem 26 * 7,6 NR 6,355/ NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
47 | GIAL | Gestante 35765 Fem 21 * 7,2 NR |4,116/ NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
48 | GIAL | Gestante 35599 Fem 36 * 10,8 | NR |4,445| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
49 | GIAL Gestante 37149 Fem * 7,6 8,3 + (2,811 NR | Crbnica |Positivo| + + HH- | H- | - + +H- |+ | -
50 | GIAL | Gestante 37692 Fem 33 6,2 7,1 + [4,100] NR | Crbnica |Positivo| + + + | H- | -+ + + | +-
51| GIAL Gestante 37477 Fem 18 6,2 8,0 + (6,747 NR | Crbnica |Positivo| + + + +- + +H- | o+ | -
52| GIAL Gestante 37467 Fem 22 8,8 8,0 + 12,110/ NR | Crobnica |Positivo| + + + + |+ + + + | +-
53| GIAL Gestante 37263 Fem 33 8,6 9,1 + [0,247| 0,193 | Recente |Positivo| + + + - | -] - + +

54 | GIAL Gestante 37163 Fem 30 9,4 8,3 + (1,143] 1,546 | Crbnica |Positivo| + + + | H- |+ + + +

55| GIAL Gestante 39350 Fem 27 6,7 17,1 + [4,324) NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + +

56 | GIAL Gestante 38751 Fem * NR 9,7 + (5,381 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + +

57| GIAL Gestante 38530 Fem 18 18,0 4,3 + 16,435 NR | Crbnica |Positivo| + + + +/- + +H- | o+

58 | GIAL | Gestante 37906 Fem * 7,8 8,6 + |0,667| 0,774 | Recente |Positivo| + + + + |+ + + + | o+
59| GIAL Gestante 37900 Fem * 2,5 8,6 + |0,647| 0,937 | Recente |Positivo| + + + + |+ + + + +
60 | GIAL | Gestante | 34142 | Fem 39 2,5 9,7 NR |7,036] NR | Crbnica |Positivo| + + + | o+ |+ + + + | +-
61 GIAL Gestante 40965 Fem 25 6,1 8,6 + 16,848/ NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + | 4
62 GIAL Gestante 40333 Fem 30 7,2 8,2 + [3,126| NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
63 GIAL Gestante 40108 Fem 20 7,3 13,3 + 15,908/ NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
64 | GIAL | Gestante | 39538 | Fem 29 6,4 13,0 + |5,845| NR | Crénica |Positivo| + + + | H- |+ + + + | +-
65| GIAL Gestante 42277 Fem 37 8,2 9,6 + |5,579] NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + | 4| H-
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66 | GIAL | Gestante | 41892 Fem * 6,1 12,4 + [0,918| 1,158 | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + | o+
67 | GIAL | Gestante | 41771 Fem 19 8,4 14,4 + [5,284| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
68 | GIAL | Gestante | 41770 Fem 32 9,3 12,9 + (6,633 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
69 | GIAL | Gestante | 41414 | Fem 23 6,0 13,3 + (6,881 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
70 | GIAL | Gestante | 44732 Fem 19 10,9 14,8 + (2,636 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + | +-
71| GIAL | Gestante | 44516 | Fem 30 8,5 16,9 + |3,559] NR | Crénica |Positivo| + + + | o+ |+ + + |+ |+
72 | GIAL Gestante 44327 Fem 22 11,9 17,7 + [7,200] NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + +
73 | GIAL | Gestante | 44296 Fem 21 3,2 18,2 + [2,284| NR | Crbnica |Positivo| + + + | H- |+ + + +

74| GIAL | Gestante | 42869 | Fem 28 7,3 19,1 + |5,764| NR | Crénica |Positivo| + + + | 4|+ + + + | o+
75 GIAL Gestante 46512 Fem * 6,7 16,0 + 16,801 NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
76 | GIAL Gestante 46445 Fem 24 * * + [0,918| 0,549 | Recente |Positivo| + + + | H- |+ + + + +
77 GIAL Gestante 46369 Fem 19 12,6 14,7 + 14,351 NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
78 | GIAL | Gestante | 45385 | Fem * 12,1 6,8 + |7,385| NR | Crénica |Positivo| + + + + + + +/-
79 GIAL Gestante 44820 Fem 21 12,1 18,5 + 16,324| NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + | 4
80| GIAL | Gestante | 48410 | Fem 32 7,8 6,9 NR |7,076] NR | Crbnica |Positivo| + + + | 4 -]+ + + | +-
81| GIAL | Gestante | 48008 | Fem * 7,0 16,0 + 14,046] NR | Crénica |Positivo| + + + | 4+ + + + |+
82| GIAL | Gestante | 47627 Fem 24 4,2 15,6 | +/- |1,794| 1,442 | Crbnica |Positivo| + + - - + +- | H- |+
83| GIAL | Gestante | 47120 Fem 22 8,3 16,8 | NR |4,858| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
84 | GIAL | Gestante | 46642 Fem 27 12,4 17,0 + [5,610] NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
85| GIAL | Gestante 54617 Fem 39 8,2 11,7 + (2,992| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
86 | GIAL | Gestante 51579 Fem 27 15,1 23,8 + [5,300] NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
87 | GIAL | Gestante 51171 Fem 30 15,1 18,2 + (4,935 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
88 | GIAL Gestante 51103 Fem 32 14,5 25,3 + [0,392| 0,386 | Recente |Positivo| + + + + | o+ + + + +
89 | GIAL | Gestante 50818 Fem 25 9,4 18,3 + (5,019 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + | +-
90 | GIAL Gestante 59913 Fem * 15,5 17,9 + 10,536| 0,597 | Recente |Positivo| + + + + + + + + | +-
91 | GIAL | Gestante 59897 Fem 39 15,5 14,2 + [6,516] NR | Crbnica |Positivo| + + + | H- |+ + + + | o+
92 | GIAL Gestante 58770 Fem 28 3,0 16,3 + [0,056| 0,110 | Recente |Positivo| + + - | - | - - | 4|+ +
93 GIAL Gestante 57600 Fem 21 11,9 12,8 + |5,224| NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
94| GIAL | Gestante | 57196 | Fem 34 12,0 14,9 + |5,774] NR | Crénica |Positivo| + + + | H- |+ + + + | o+
95 GIAL Gestante 61640 Fem 30 9,0 7,6 + 13,962| NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
96 GIAL Gestante 61518 Fem 29 9,9 14,4 + 16,955 NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + +
97 | GIAL Gestante 61233 Fem 24 13,0 16,4 + (3,650 NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + +
98 | GIAL | Gestante 60418 Fem * 11,5 17,2 + |5,858| NR | Crbnica |Positivo| + + + + | o+ + + + |+
99 GIAL Gestante 60285 Fem * 10,2 15,9 + 12,096 NR Cronica |Positivo| + + + + + + + + | 4
100| GIAL | Gestante 64498 Fem * 9,2 14,8 + 10,046/ 0,071 | Recente |Positivo| + + + | H- |+ H- | H- |+ |+
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101| GIAL | Gestante 63879 Fem 24 6,7 15,2 | NR |1,398| 1,003 | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
102| GIAL | Gestante 63341 Fem 19 12,3 16,3 + [5,328| NR | Crbnica |Positivo| + + + - + + + + | +-
103| GIAL | Gestante | 62964 | Fem | 35 121 16.5 + 15,422] NR | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + |+ |+
104| GIAL | Gestante | 62647 | Fem | 28 171 171 + [7,173] NR | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + |+ |+
105| GIAL | Gestante 64612 Fem * 11.4 16.3 + [2,962] NR | Crobnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
106/ GIAL | Gestante | 64503 | Fem * 18.8 10.1 + 10,546|0.534 | Recente |Positivo| + + + |+ |+ + + |+ |+
107 LIS®™ | CcTA™ 1709 * * * * +/- | - [-0,097| Recente |Positivo| + + e
108, LIS CTA 13063- * 21 14.4 17.7 + 12,823| NR | Crénica |Positivo| + + + -+ + + + | +-
109, LIS CTA 13074- * 22 16.3 17.7 + 11,996/1,389 | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + + |+
110 LIS CTA 36003122, * 24 12.9 17.7 + 13,700/ NR | Crénica |Positivo| + + + |+ |+ + + N
111 LIS CTA 3145 * * 10.3 9.0 + 10,028/ 0,015 | Recente |Positivo| + - | H-| - - - - + | -
112 LIS CTA 13079- * 44 | 136 | 177 | + [2.794] NR | Crbnica |Positivo| + + [+ [+ [+ o+ [+ [+ [+
113 LIS CTA 13080- * 34 12,8 17.7 + 13,592] NR | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + + |+
114 LIS CTA _ |36003207| * 41 6.8 8.1 + [3,177] NR_| Crénica |Positivo| _+ v |+ | - [+ x|
115, LIS CTA 36003348| Fem 22 6.6 14,2 + 11,921|1,707 | Crbnica |Positivo| + + + o+ |+ + + + |+
116] LIS CTA 36003383| Fem | 25 53 179 + 13,187 NR | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + |+ |+
117, LIS CTA 13193- * * 12,7 8.5 + 10,032/ 0,019 | Recente |Positivo| + - | H- | - - A | -+ |-
118| LIS CTA 36003446 Fem | 33 53 18.7 + 3,081 NR | Crbnica |Positivo + + + |+ |+ + + |+ |+
119, LIS CTA 65002117, * * * * + 11,320/ 1,452 | Crbnica |Positivo| + + + o+ |+ + + + |+
120, LIS CTA S1001607, * * * * + 16,852| NR | Crénica |Positivo| + + + |+ |+ + + | H- |+
121, LIS CTA 36001458, * * * * + 10,907/ 0,594 | Recente |Positivo| + + + |+ |+ + + + |+
122| LIS CTA 36001539, * * * * + 12,930/ NR | Crénica |Positivo| + + i L + + + |+
123| LIS CTA 36002451, * * * * + 17,895 NR | Crbnica |Positivo| + + + | - |+ + + + |+
124| LIS CTA 36002459, * * * * + [6,600] NR | Crbnica |Positivo| + + + - + + + + | +-
125, LIS CTA 36002463, * * * * + |1,064| 0,594 | Recente |Positivo| + + + | H- | -]+ + + |+
126| LIS CTA 36002543 * * * * + [7,080] NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + +
127, LIS CTA 36002608, * * * * + 13,899| NR | Crobnica |Positivo| + + + | - |+ + + + | o+
128, LIS CTA 36001905, * * * * + 14,556] NR | Crobnica |Positivo| + + + | o+ |+ + + + | o+
129, LIS CTA 1908 * * * * + [0,458| 0,682 | Recente |Positivo| + + + + +- + + | +-
130| LIS CTA 2091 * * * * + /2,017 NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + + | -
132| LIS CTA 36002297, * * * * + |3,434| NR | Crobnica |Positivo| + + + | o+ |+ + + + | o+
133| LIS CTA 36002272, * * * * + |3,301| NR | Crobnica |Positivo| + + + + + + | -] o+
134, LIS CTA 36002341, * * * * + 3,285 NR | Crobnica |Positivo| + + + + + + | -] o+
135| LIS CTA 36002299, * * * * + 3,675 NR | Crobnica |Positivo| + + + + + + + | o+
136, LIS CTA 36002242, * * 45 17,0 + |2,619] NR | Crobnica |Positivo| + + + + + + + | o+
137| LIS CTA 36002269, * * * * + 10,836/ 1,874 | Crbnica |Positivo| + + + + + + | 4| -
138, LIS CTA 36002392, * * * * + 14,871 NR | Crobnica |Positivo| + + + + + + + | o+
139, LIS CTA 36002660, * * * * + |2,166] NR | Crbénica |Positivo| + + + + +- |+ | -
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140, LIS CTA 36001886| Masc | 46 6,5 18,2 + 16,410/ NR | Crobnica |Positivo| + + + + + + + |+
141 LIS CTA 36001888| Fem 49 5,1 18,2 + 16,245 NR | Crobnica |Positivo| + + + |+ |+ + + + |+
142| LIS CTA 36002045, * * 4.4 17,7 + |0,502]| 0,403 | Recente |Positivo| + + + + | H- | | |+
143| LIS CTA 36002117, * * 7,2 20,2 + [1,959| 1,753 | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + + |+
144| LIS CTA 36002238, * * 6,4 17,1 + |0,032| 0,048 | Recente |Positivo| + + + + | 4 + | o+
145| LIS CTA 36002530 Masc | 26 4.8 17,0 + [3,939] NR | Crobnica |Positivo| + + + | o+ |+ + + + | o+
146 LIS CTA 36002492, * * 1.3 0.9 + 10,008| 0,008 | Recente |Positivo| + H- | H- | - A A | H |+ | A
147 LIS CTA 13062- * 22 12,6 17,7 + [0,936| 0,833 | Recente |Positivo| + + + - + + + + | H-
148| LIS CTA 13064- * 32 15.3 17.7 + 10.802|0.713 | Recente |Positivo| + + + | H- 4|+ + + |+
149| LIS CT 36003230, * 24 5.9 17,9 + [0,270] 0,255 | Recente |Positivo| + + + | 4|+ + + + |+
150 RIAL™" IR™ 178/93 * * * * NR |5.347] NR | Crénica |Positivo| + + T
151 RIAL IR 299/95 * * * * NR |3,540, NR | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + + |+
152 RIAL IR 543/96 * * * * NR - 10,003 | Recente |Positivo| + e s e e e O U e I N
153 RIAL IR 548/96 * * * * NR |2,777, NR | Crbnica |Positivo| + + + |+ |+ + + + -
154| RIAL IR 746/97 * * * * NR |0,082| 0,084 | Recente |Positivo| + + H- | - - H- | H- |+ | H-
155| RIAL IR 771/97 * * * * NR 0,037 0,040 | Recente |Positivo| + + - - - H- |+ | 4+
156| RIAL IR 828/97 * * * * NR |1,850| 1,975 | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + | +-
157| RIAL IR 830/97 * * * * NR |4,505| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
158| RIAL IR 24/99 * * * * NR |2,164| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
159| RIAL IR 28/99 * * * * NR |1,850| 2,394 | Crbnica |Positivo| + + + | H- |+ + + + | +-
160, RIAL IR 42/99 * * * * NR |0,710| 0,738 | Recente |Positivo| + + + + H- | H- |+ | H-
161| RIAL IR 72/99 * * * * NR |4,723| NR | Crbnica |Positivo| + + + | o+ |+ + + + | +-
162| RIAL IR 73/99 * * * * NR |5,556| NR | Crbnica |Positivo| + + H- | o+ |+ + + + |+
163| RIAL IR 74/99 * * * * NR |4,627| NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + |+
164| RIAL IR 78/99 * * * * NR |1,912| 1,127 | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + | +-
165| RIAL IR 81/99 * * * * NR |0,209| 0,259 | Recente |Positivo| + + +- | - - +/- - | - | +-
166, RIAL IR 90/99 * * * * NR |4,850| NR | Crbnica |Positivo| + + + | 4| | # + + | o+
167| RIAL IR 92/99 * * * * NR |0,957| 0,922 | Recente |Positivo| + + + | o+ + + +

168| RIAL IR 95/99 * * * * NR |0,062| 0,094 | Recente |Positivo| + + H- | A | A - | H- |+

169, RIAL IR 15/00 * * * * NR |4,269| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + +

170, RIAL IR 17/00 * * * * NR |4,209| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + | +-
171 RIAL IR 20/00 * * * * NR |4,984| NR | Cronica |Positivo| + + + + +- | +-
172| RIAL IR 21/00 * * * * NR |2,785| NR | Crbnica |Positivo| + + + + + + |+
173| RIAL IR 24/00 * * * * NR |1,863| 2,146 | Cronica |Positivo| + + +- +H-| o+ + | H- | H-
174 RIAL IR 35/00 * * * * NR |2,224| NR | Crbnica |Positivo| + + +- +H-| o+ + + | +-
175/ RIAL IR 47/00 * * * * NR |4,897| NR | Crbnica |Positivo| + + + +- +
176 RIAL IR 57/00 * * * * NR |0,048| 0,119 | Recente |Positivo| + + +- | +- +




Apéndice 1: Conjunto dos dados das amostras de soro avaliadas neste estudo e respectivos resutados de analises laboratoriais. (concluséo)

N.° | Amostra | Populacéo N.° Sexo | ldade IR 12 IR 22 IFl | DOPi | DOPc | STARHS WB | gpl60 |gpl20 |p66 | p55 |p51| gp4l | p31 |p24 | pl7
WB Amostra Geracgéo |Geracao

177| RIAL IR 64/00 * * * * NR |0,745| 1,854 | Crbnica |Positivo| + + + + | o+ + + + | +-
178| RIAL IR 72/00 * * * * NR 4,220/ NR | Crbnica |Positivo| + + + + | o+ + + + | +-
179| RIAL IR 73/00 * * * * NR /4,897 NR | Crbnica |Positivo| + + + + | o+ + + + | o+
180| RIAL IR 74/00 * * * * NR |4,966/ NR | Crbnica |Positivo| + + + + | o+ + H- | o+ |+
181| RIAL IR 75/00 * * * * NR 4,318, NR | Crbnica |Positivo| + + + | +H- |+ + + + | o+
182| RIAL IR 111/00 * * * * NR |0,015| 0,068 | Recente |Positivo| + + + - | - | H- |+ | -
183| RIAL IR 115/00 * * * * NR |2,246/ NR | Crbnica |Positivo| + + + + |+ + + + | o+
184| RIAL IR 116/00 * * * * NR |0,039| 0,110 | Recente |Positivo| + + +/- - - - + | +-
185 RIAL IR 119/00 * * * * NR [2.273] NR | Crbnica |Positivo| + + + - + + + + | +H-
NR| RIAL IR 745/97 * * * * NR |0,077| 0,069 | Recente NR NR NR |NR|NR|NR| NR | NR | NR | NR
186|SCIAL™®| sSC®? 92 Masc | 27 3.0 12,6 | NR -0,142/-0,033 | Recente |Positivo| + +- | - - - -+ [+
187 SCIAL SC 138 Masc | 31 6.6 13,5 | NR |-0,008| 0,088 | Recente |Positivo| + + + | 4|+ +- + + |+
188| SCIAL SC 195 Masc | 29 3.8 9.2 NR 10,029 0,008 | Recente |Positivo| + + + H- | H- | H- |+ | -
189| SCIAL SC 328 Masc | 37 12.0 7.4 NR [-0,014|-0,018 | Recente |Positivo| + +H- | +- +- | +- AT
190| SCIAL SC 340 Masc | 29 4,5 129 | NR |-0,117|-0,068 | Recente |Positivo| + + + - H- | H- |+ | 4
191] SCIAL SC 413 Masc | 23 6. 15,6 | NR |0,241]0,290 | Recente |Positivo] + + i e ol +- + + | +H-

(1) Teste de Western blot para HIV; (2) Amostras de soro de gestantes analisadas para anticorpos anti-HIV no Insituto Adolfo Lutz-Central; (3)
Feminino; (4) Masculino; (5) indice de reatividade (Densidade 6ptica/”cut off”) de testes de ELISA para HIV, de 12 geracéo; (6) indice de reatividade
(Densidade optica/’cut off”) de testes de ELISA para HIV, de 22 geracdo; (7) Teste de imunofluorescéncia indireta para HIV; (8) Densidade 6ptica
padronizada do ensaio menos sensivel para HIV, inicial; (9) Densidade Optica padronizada do ensaio menos sensivel para HIV, confirmatorio; (10)
Serologic Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion; (11) Teste ndo realizado; (12) Positivo; (13) Positivo-fraco; (14) Negativo; (15)
Amostras de soro analisadas para anticorpos anti-HIV no Laboratério Local de Itapeerica da Serra; (16) Usuérios de Centro de Testagem e
Aconselhamento; (17) Amostras de soro de pacientes com suspeita de infec¢éo recente pelo HIV, analisadas no Instituto Adolfo Lutz-Central; (18)
Infecg@o recente pelo HIV; (19) Amostras de soro de soroconvertores para o HIV, analisadas no Instituto Adolfo Lutz-Central; (20) Soroconvertores
para o HIV.

Notas:

* Dado nao disponivel

Valores do IR de 12 e de 22 geragéo foram arredondados
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Apéndice 2: Imagens digitalizadas das fitas de reacdo do teste de Western Blot para HIV, realizado nas amostras de soro
deste estudo - amostras n° 1 a 89 (reducéo de aproximadamente 50%).
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Apéndice 3:

deste estudo - amostras n°® 90 a 179 (reducao de aproximadamente 50%).
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Imagens digitalizadas das fitas de reacéo do teste de Western Blot para HIV, realizado nas amostras de soro
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Obs.: As fitas de n° 119 e 131 sao referentes enmamostra, analisada em ensaios distintos.

Apéndice 4: Imagens digitalizadas das fitas de reacéo do teste de Western Blot para HIV, realizado nas amostras de soro
deste estudo - amostras n° 180 a 191 (reducdo de aproximadamente 50%).
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ANEXOS
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Anexo 1. Fluxograma de testes sorologicos para o diagnostico laboratorial da
infeccdo pelo HIV - Brasil, Ministério da Saude, SNPES, Divisdo Nacional de DST -
SIDA/AIDS, 1988.

SORO
| ELISA |
(1‘ ('B
ELISA
' ' TESTE
(+) ) CONSIDERADO
l | NEGATIVO
IMUNOFLUORESCENCIA IMUNOFLUORESCENCIA
) 0 (+) o
TESTE CONSIDERADO
/ NEGATIVO

I I
(+) ()

' }

TESTE CONSIDERADO COLHER NOVA AMOSTRA E
POSITIVO REPETIR O CICLO
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Anexo 2: Fluxograma de testes soroldgicos para o diagnostico laboratorial da
infeccdo pelo HIV - Brasil, Ministério da Saude, SAS, PN-DST/AIDS, 1995.

FIGURA 2 - FLUXO PARA DIAGNOSTICO SOROLOGICO / HIV
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Anexo 3. Fluxograma de testes sorologicos para o diagnostico laboratorial da
infeccdo pelo HIV - Brasil, Ministério da Saude, SAS, PN-DST/AIDS - Portaria

MS/SAS n° 488/98.

FLUXOGRAMA PARA O DIAGNOSTICO SOROLOGICO DO HIV

[ TEsTE1
VIDE OBSERVAGOES

~ AMOSTRA
SORO OU PLASMA
1

~ TESTE2
VIDE OBSERVAGOES

IF1

(+ 1) 0U {~ / +) OU INDETERMINADO(S)
RETESTAR EM DUPLICATA O TESTE () OU
O{S) INDETERMINADO(S)

INDET

4

IF1
I , I | COLETAR NOVA
| I | AMOSTRA E
REPETIR ESTE
FLUXOGRAMA

COLETAR NOVA

WESTERN BLOT
AMOSTRA E | HVA INVESTIGAR

REPETIR ESTE HIV 2
FLUXOGRAMA

el INVESTIGAR

INDETERMINADA HIV -2

|
COLETAR NOVA

AMOSTRA E
REPETIR ESTE
FLUXOGRAMA

LEGENDA

ELISA = ENSAIO IMUNOENZIMATICO

IFI =IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

.Ministério da Saude L]

OBSERVAGOES l

1) Iniciar obrigatoriamente com testes 1 e 2. Os testes deverdo ser diferentes: com antigenos e/ou principios
metodologicos distintos (testes de ELISA, RAPIDOS, SIMPLES ou outros).

2) Amostras positivas nos testes confirmatérios: recomenda-se a coleta de nova amostra, que também
deve sertestadade acordo com este fluxograma.

3) Critérios para interpretagdo do Western blot:
negativo: auséncia de bandas.

gp 41, p24.

positivo: presenga de duas bandas entre as: gp 120/160,
indeterminado: qualquer outro padrao.
4) Investigagdo de HIV-2: enviara(s) amostra(s) para os laboratorios de referéncia da rede do Programa

Nacional de DST/AIDS.

Secretaria de Assisténciaa Saide @ Programa Nacional de DST/AIDS
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Anexo 1: Aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa e Cientifico

Vide copia do documento na préxima pagina.
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Anexo 1: Trabalho publicado

Vide documento em PDF inserido na préxima pagina.
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The serological testing algorithm for recent human immunodeficiency virus (HIV) seroconversion
(STARHS) was employed to estimate HIV incidence among pregnant women from Sao Paulo, Brazil. A
cross-sectional study (1999 to 2002) showed an incidence of infection of 0.2 per 100 pregnant women per year
(95% confidence interval, 0.041 to 0.608). Western blot profiles suggested an association between results of the

STARHS analysis and gp41/gp31 bands.

Epidemiological data have shown that human immunodefi-
ciency virus (HIV) and AIDS transmission patterns have been
changing in Brazil in the last few years. The increase in the
reported number of AIDS cases associated with heterosexual
transmission was accompanied by an increase in the proportion
of AIDS among females. In Sao Paulo, as well as in the rest of
Brazil, the male/female ratio among AIDS cases reported for
individuals older than 12 years has fallen from 6:1 in the mid-
dle 1980s to less than 2:1 in 2002 and 2003 (21, 22). Monitoring
the spread of HIV among healthy, sexually active women is an
important element in tracking epidemic trends among hetero-
sexual people and in supporting strategies for the prevention of
mother-to-child HIV transmission. According to the Brazilian
Ministry of Health cross-sectional sentinel serosurveys, con-
ducted since 1997, HIV seroprevalence among delivering
mothers has ranged from 0.00 to 2.41% (95% confidence in-
tervals [CI] range from 0.00 to 4.74%), depending on year of
evaluation, geographic region, and age groups (23). An assess-
ment of incident infections (recently acquired infections)
might provide useful information to better understand the
epidemic dynamics among this low-prevalence segment of the
population, potentially in real time for prevention strategies.
The serologic testing algorithm for recent HIV seroconversion
(STARHS) (14), also referred to as the “detuned” enzyme
immunoassay (EIA), employs a sensitive-less sensitive EIA
testing strategy and has been used to estimate HIV incidence
from HIV-reactive serum samples (3-5, 9-17, 24-26, 30-33).
Other laboratory tools, also based on antibody assays, have
been evaluated for the detection of recent HIV infections by
assessing specific reactivity against virus antigens (8, 18-20,
28).

In the present study, we applied the STARHS in a cross-
sectional analysis to estimate seroincidence among specimens

* Corresponding author. Mailing address: Secao de Sorologia, In-
stituto Adolfo Lutz-Secretaria de Estado da Sadde de Sao Paulo, Av.
Dr. Arnaldo, 351, 10° andar, 01246-902 Sao Paulo, Brazil. Phone: (55)
11 3068 2885. Fax: (55) 11 3085 3505. E-mail: freitas@ial.sp.gov.br.
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from pregnant women (PW) from Sao Paulo, Brazil, and in-
vestigate the correlation of standard Western blot (WB) assay
band patterns with the results of the STARHS.

We tested, unlinked and anonymously, 106 anti-HIV-posi-
tive serum samples from PW seeking antenatal care in public
clinics in Sdo Paulo from 1991 to 2002. Serum samples were
obtained from the serum bank of the Serology Section of the
Adolfo Lutz Institute (IAL), Sao Paulo, and comprise all 93
HIV-seroreactive specimens from PW received for confirma-
tory purposes from 1991 to 2002 and 13 of 14 (92.9%) HIV-
seroreactive specimens from 4,247 PW who attended for test-
ing purposes from 1999 to 2002. Recent HIV seroconversion
(within the previous 170 days) was evaluated by employing the
Organon Teknika/bioMérieux Vironostika HIV type 1
(HIV-1) less sensitive EIA (33). Estimates of HIV incidence
were calculated for the 1999-to-2002 period by means of math-
ematical modeling proposed by Janssen et al. (14). An HIV-1
Western blot assay (Genelabs Diagnostics, Singapore) was per-
formed according to the manufacturer’s instructions. Each se-
rum strip was interpreted and its banding patterns were scored
in a blind fashion to avoid bias. Bivariate analysis was em-
ployed to assess the association (x> test) between STARHS
results and the independent variables: age groups (by 5-year
strata) and WB banding profiles. A stepwise forward-based
procedure was employed in a multiple logistic regression
model analysis. Based on adjusted odds ratios (OR), a final
logistic regression model was evaluated. This study is a part of
the project IAL/CCD-BM 28/01, approved by the IAL Com-
mittee for Ethics in Research, in accordance with Brazilian
policies for research involving human subjects.

By applying the STARHS strategy, we found 18 of 106 spec-
imens (17.0%) with putative recent infection reactivity. This
overall proportion of HIV infections is similar to rates re-
ported by other authors also evaluating low-risk populations
(14, 19), although we observed that 30.8% of specimens (4 of
13) showed a reactivity pattern consistent with recent infection
for the most recent years studied (1999 to 2002) (Table 1). The
estimated annual HIV seroincidence, calculated for the 1999-
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TABLE 1. Recent HIV-1 infections according to age group and year and HIV incidence data from 1999 to 2002“

No. (%)
. Incidence/100 PW/yr
Variable Category Tested HIV iti Auvailable for Recent (95% CI) Y
este positive STARHS seroconvertions
Age (yr)? Unknown NA 20 (ID) 20 (100.0) 05 (25.0) ID
15-19 NA 10 (ID) 10 (100.0) 01 (10.0) ID
20-24 NA 28 (ID) 28 (100.0) 05 (17.9) 1D
25-30 NA 24 (ID) 24 (100.0) 04 (16.7) ID
30-35 NA 16 (ID) 16 (100.0) 03 (18.8) 1D
> 35 NA 08 (ID) 08 (100.0) 0(0.0) 1D
Period of specimen collection 1991-1993¢ NA 31 (ID) 31 (100.0) 8(25.8) ID
1994-1996 NA 45 (ID) 45 (100.0) 4(8.9) 1D
1997-1998 NA 13 (ID) 13 (100.0) 4(20.0) ID
1999-2002¢ 4,251 18 (ID) 17 (94.4) 2(20.0) 1D
Annual HIV seroincidence 1999 or 2000 2,888 7(0.24) 6(85.7) 2(33.3) 0.17 (0.01-0.64)
2001 or 2002° 1,359 7(0.52) 7 (100.0) 2(28.6) 0.32 (0.02-1.37)
1999-2002¢ 4,247 14 (0.33) 13 (92.9) 4(30.8) 0.22 (0.04-0.61)

“ Data are from sera from HIV-positive pregnant woman analyzed at the Central Laboratory of the Adolfo Lutz Institute (1991 to 2002). CI, confidence interval;

NA, not available; ID, insufficient data for calculations.
b Bivariate analysis. P = 0.708 (x? test).
¢ February to December 1991.

4 Including 4,247 samples received for testing and 4 samples received for confirmation purposes only.

¢ January to April 2002.

t0-2002 period, was 0.22 per 100 PW per year (95% CI, 0.04 to
0.61 per 100 PW per year) (Table 1). Unfortunately, informa-
tion on the number of HIV screening tests performed on
samples received from 1991 to 1998 was limited, which hin-
dered the evaluation of the incidence trends.

No significant association between STARHS results and age
groups could be found (P = 0.708). Except for the PW aged 35
to 39 years, for which only established infections were identi-
fied, similar proportions of recent HIV infections were ob-
served. With regard to antibody reactivity profiles, a negative
or indeterminate pattern for one of the gp41, p31, p51, p66,
and gp120 regions was a predictor of recent HIV-1 serocon-
version (OR = 108.75, P < 0.001; OR = 7.36, P < 0.001; OR
= 4.03, P = 0.015; OR = 4.46, P = 0.023; and OR = 5.38, P
= (.105, respectively). After multiple logistic regression model
analysis, only gp41 remained an independent factor associated
with recent HIV-1 seroconversion (adjusted OR = 91.19, P <
0,001). On the other hand, comparisons among different com-
binations of bands present in the tested strip showed that a
strong reactivity for all env- or pol-encoded proteins and strong
reactivities for combined gene-encoded proteins, especially
gp41 and p31 antigens, might be correlated with an established
HIV infection outcome (Table 2). These results are in accor-
dance with data obtained by other authors who investigated the
differential maturation of human humoral immune responses
against HIV antigens and evaluated the responses as markers
to predict disease progression (6, 7, 27, 29). Our results suggest
that a specific antibody response examined by means of stan-
dard WB procedures may serve as a predictor of recent HIV
infection and may be useful in conjunction with STARHS
results. Both methodologies, STARHS and WB, can reveal
patterns in antibody kinetics maturation that may be poten-
tially helpful not only in timing infection but also in other fields
of AIDS research. Validation of these tools and eventually
clues for knowledge on HIV pathogenesis may be provided
from follow-up studies of antibody response maturation. The

WB approach would have the advantage of making it possible
to evaluate data retrospectively, even when biological speci-
mens are no longer available, as long as hard data have been
recorded. Longitudinal studies based on serial samples should
be carried out to corroborate these findings.

Serum samples analyzed in the present study were collected
from female individuals whose test was performed due to sus-
pected or confirmed pregnancy between 1991 and 2002. It
corresponds to a period when HIV infection may have been
expanding among females in Brazil, as suggested by the con-
tinuous decrease in the male/female ratio for AIDS cases. The
estimation of the outcome in this study is based on a relatively
small number of samples, from which a few misclassified sam-
ples might have a major impact on incidence estimates. The
limitations of single samples from routine diagnostic proce-

TABLE 2. Assessment of the strength of different combinations of
WB bands with matched strongly positive patterns in predicting an
established infection among PW in Sao Paulo from 1991 to 2002

Crude OR

Combination of WB bands (crude 95% CI) P value
Only env encoded antigens
gpl60 + gpl20 + gp4l 24.86 (6.25-140.52)  <0.001¢
Only pol encoded antigens
po6 + p51 + p31 4.97 (2.33-10.41) <0.001”
Only gag encoded antigens
p55 + p24 + pl7 1.03 (0.49-2.08) 0.930
Mixed profile
gp4l + p31 18.79 (6.50-56.23) <0.001”
gp4l + p66 15.00 (5.14-45.20) <0.001¢
gp4l + p51 11.22 (4.31-29.09) <0.001”
gp4l + p31 + p51 9.76 (4.53-20.92) <0.001”
gp4l + p31 + p51 + p66 8.12 (4.18-15.65) <0.001”
gpl60 + gpl120 + gp4l + p24 8.60 (3.06-25.15) <0.001¢
gpl60 + gp120 + gp4l + p31 + p24 7.58 (3.45-16.75) <0.0017

“ Fisher exact P value.
b Yates corrected P value.
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dures must be considered. However, the relative stability
among the periods may suggest that these estimates can be
used as a baseline for HIV incidence in PW in Sao Paulo State
for the period analyzed. False detuned assay results have been
reported for samples from patients with advanced disease and
low CD4 values or for those with controlled viremia due to
highly active antiretroviral therapy (26). Although all samples
analyzed in this anonymous study have been collected for di-
agnostic purposes, we cannot rule out these possibilities. More-
over, STARHS performance may differ for viruses in the
non-B clade. Although we have not evaluated this issue in the
present study, clade B viruses have been responsible for most
HIV-1 infections in this area (1, 2).

Our data show that the STARHS is a feasible, inexpensive, and
time-saving tool to identify recent HIV infections in banked sera
from a well-defined low-risk population. Public health laborato-
ries, and clinical laboratories as well, can play an essential role in
the implementation of surveillance strategies based upon anti-
body assays, especially in retrospective studies. In spite of limita-
tions with regard to an anonymous cross-sectional study design,
our results may provide information on infections on a per-inci-
dent basis. In conclusion, such evaluations might be useful to
understand in more detail the trends in epidemics in different
segments of the population, such as among sexually active
women, contributing to the prevention strategies that focus on
heterosexual and mother-to-child HIV transmission.

This study was partially supported by the Instituto Adolfo Lutz-
Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.

We are grateful to André Rodrigues de Campos and Alonso Fer-
nandes for technical assistance and to all colleagues who made this
work possible.
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