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RESUMO

Andlise comparativa entre metodologias de sorodiagndstico confirmatérias para
HIV-2 em amostras de pacientes atendidos no Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle entre os anos de 2000 até 2015

Introducao: O diagnadstico de HIV da-se, principalmente, pela deteccdo de anticorpos.
O Teste Rapido (TR) Imunoblot de Bio-Manguinhos e o TR Geenius da Bio-rad sé&o
ensaios imunocromatograficos que utilizam proteinas de HIV-2, permitindo a
diferenciacéo entre HIV-1 e HIV-2. Objetivo: Comparar a interpretacdo do diagnéstico
de HIV-2 entre dois testes soroldgicos confirmatorios para HIV-2. Metodologia:
Trabalho realizado a partir de 633 amostras HIV reativas do biorrepositorio do
HUGG/UNIRIO dos anos de 2000 a 2015. Para tal andlise, as amostras que
apresentaram reatividade a proteina gp36 no TR Bio-Maguinhos foram submetidas a
testagem no TR Geenius, através do procedimento de leitura automatizada e visual. A
reacao ao HIV-2 no TR Geenius é atribuida a detecgéo simultanea de gp36 e gp140 e
no TR Bio-Manguinhos a reatividade a gp36, sendo necessarias etapas de diluicdes
(1:10 e 1:100) para diferenciacdo entre os virus, caso haja duas ou mais linhas
correspondentes as proteinas de HIV-1. O diagnéstico definitivo de infeccdo pelo
HIV-2 € emitido pelo Laboratério de Referéncia Nacional para HIV-2 com o uso de
imunoensaio tipo-especifico (pepEIE HIV-1/2). As analises comparativas de
reatividade dos TR e da confiabilidade das leituras automatizada e visual foram
realizadas pela estatistica Kappa de Cohen e classificadas por Landis & Koch (1977),
Software R. Resultados: Das 633 amostras avaliadas, 59 amostras ndo diluidas
apresentaram reatividade cruzada ao HIV-2 no TR Bio-Manguinhos. A diluicdo 1:10
das amostras reduziu a 10 casos de reatividade a gp36 e a auséncia de deteccdes foi
obtida na diluicdo 1:100. No TR Geenius, 12 das 59 amostras demonstraram
reatividade as proteinas de HIV-2 (10 para gp36 e 2 para gp140), mas sem detecc¢ao
simultdnea das duas proteinas. Os resultados dos TR foram concordantes na
deteccdo de gp36 em 10 das 59 amostras ndo diluidas, coeficiente Kappa
considerado ausente (<0,0). As interpretacbes visuais e automatizadas do TR
Geenius mostraram uma concordancia quase perfeita (k=0,89) das bandas de HIV-2,
discrepancia sem interferéncia nos resultados. Todas as amostras foram nao reativas

para HIV-2 no pepEIE HIV-1/2. Conclusdo: A reatividade cruzada ao HIV-2 foi



observada em 9,32% das amostras nao diluidas analisadas no TR Bio-Manguinhos e
em 12 das 59 amostras no TR Geenius. Ademais, a leitura visual apresenta

concordancia quase perfeita com a automatizada.

Palavras-chave: HIV-2, diagndstico de HIV; testes confirmatérios HIV.



ABSTRACT

Comparative analysis of confirmatory serodiagnostic methodologies for HIV-2
in samples of patients attended at the Hospital Universitario Gaffrée and Guinle
from 2000 to 2015.

Introduction: The diagnosis of HIV results mainly from the detection of antibodies.
Bio-Manguinhos's Immunoblot Confirmatory Rapid Test (RT) HIV-1/2 and Bio-rad's
Geenius HIV 1/2 Confirmatory Assay are immunochromatographic tests that utilize
HIV-2 proteins, allowing a differentiation between HIV-1 and HIV-2. Objective: compare
an interpretation of the diagnosis of HIV-2 in two confirmatory serological tests for
HIV-2. METHODS: This study was conducted using 633 HIV reactive samples from the
HUGG / UNIRIO biorepository from the years 2000 to 2015. For this analysis, the
samples that showed reactivity to the protein gp36 in RT Bio-Manguinhos were
submitted to RT Geenius testing, through automated and visual reading procedures.
The reaction to HIV-2 in RT Geenius is attributed to the simultaneous detection of gp36
and gpl140 and in TR Bio-Manguinhos to reactivity to gp36, requiring dilution steps
(1:10 and 1: 100) for the differentation of virus, in case there are two or more lines
corresponding to the HIV-1 proteins. The definitive diagnosis of HIV-2 infection is
issued by the National Reference Laboratory for HIV-2 with the use of the type-specific
immunotest (pepEIE HIV-1/2). The comparative analyzes of the reactivity of the TR
and the reliability of the automated and visual readings were performed according to
Cohen's Kappa statistic and classified by Landis & Koch (1977), Software R. Results:
Of the 633 samples evaluated, 59 non-diluted samples showed cross-reactivity to
HIV-2 in TR Bio-Manguinhos. The 1:10 dilution of the samples resulted in 10 cases of
reactivity to gp36, while an absence of detections was obtained with the 1: 100 dilution.
In TR Geenius, 12 out of 59 samples showed reactivity to HIV-2 proteins (10 to gp36
and 2 to gp140), but without simultaneous detection of the two proteins. The results of
the TR were concordant in the detection of gp36 in 10 of the 59 undiluted samples, with
the Kappa -coefficient considered absent (<0.0). The visual and automated
interpretations of TR Geenius showed an almost perfect concordance (k = 0.89) of the
HIV-2 bands, a discrepancy without interference in the results. All of the samples were
non-reactive to HIV-2 in pepEIE HIV-1/2. Conclusion: Cross-reactivity to HIV-2 was



observed in 9.32% of the non-diluted samples analyzed in RT Bio-Manguinhos, and in
12 of the 59 in TR Geenius samples. In addition, the visual reading showed almost

perfect concordance with the automated one.

Keywords: HIV-2, HIV diagnosis; Confirmatory HIV tests.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figural - Classificacdo dos Virus HIV 1/2 ... 17
Figura 2 — Comparacdo entre as proteinas de HIV-1 e HIV-2............ccocvvvveeinenne. 20
Figura3 — Genomas dos Virus HIV-1 e HIV-2..........oiiiiiiee, 20
Figura4 — Marcadores sanguineos da infeccdo pelo HIV...........cccooviiiieccie e, 41

Figura5 - Reatividade de cada metodologia de acordo com a progressédo da

1] (=To] o7 Lo H U PP PP PP PPPPPON 42
Figura 6 — Dispositivo do TR DPP Imunoblot HIV 1/2..........cc.ccooiiiiiiiiie, 44
Figura 7 — Dispositivo TR DPP Geenius HIV 1/2...........cccccooiiiviiiiccicee e 45
Figura 8 — Ensaio Imunoenzimatico de 32 Geracao do tipo ELISA......................... 47
Figura9 — Ensaio Imunoenzimatico de 42 Geracao do tipo ELISA........................ 48
Figura 10 — Fluxo de processamento das amoOSIras. . .........ceeeeeeriereeiieeiiieiieenineenieenns 55
Figura 11 — Interpretacdo de resultados do TR DPP HIV 1/2........ccccooiiiiiiiiiieennn, 56
Figura 12 — Interpretacdo dos resultados individuais TR Geenius HIV 1/2................ 57
Figura 13 — Critério de interpretacao global HIV 1/2 TR Geenius HIV 1/2................. 58

Figura 14 — Proteinas virais e interpretacdo do ensaio New Lav Blot |,



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Ensaios imunoenzimaticos empregados no diagndéstico de HIV nas 59
amostras GP36 reativas N0 HUGG/UNIRIO............ccccoviiiiiniiieiiienieeniens 65

Tabela 2 - Reatividade as bandas de HIV-2 nos testes rapidos DPP Imunoblot
Bio-Manguinhos HIV versus DPP Geenius HIV ............ooovviiiiiiineeen, 66

Tabela 3— Discordéancia entre os anticorpos detectados pelo TR Geenius HIV-1/2
nas leituras e interpretacbes visuais e automatizadas na amostra
ALD et e e e e e e e e e e et 67



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

BCIP/NBT — 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil Fosfato e NitroBlue Tetrazolium
BSA — proteina albumina do soro bovino

CCR - co-receptores de quimiocinas

CD - cluster of differentation

CDC - Centers for Disease Control and Prevention ou Centro de Contrle e Prevencéo
de Doencas

CV — Carga Viral
CEP — Comité de Etica em Pesquisa

DDAHV - Departamento de Vigilancia, Prevencdo e Controle das Infecgdes
Sexualmente Transmissiveis

DNA — Acido desoxirribonucleico

DPP — Plataforma de Duplo Percurso

DST — Doencas Sexualmente Transmissiveis

ELISA — Ensaio imunoenzimatico

Env — Envelope

EUA — Estados Unidos da América

FDA — Food and Drug Administration ou agéncia de alimentos e medicamentos
Gag — Regido genémica do grupo antigénico

GP — Glicoproteina

HAART — Terapia Antirretroviral Altamente Ativa

HIV — Virus de Imunodeficiéncia Adquirida

HIV-1 — Virus de Imunodeficiéncia Adquirida do Tipo 1
HIV-2 — Virus de Imunodeficiéncia Adquirida do Tipo 2

HLA — Antigenos de Leucocitos Humanos



HUGG — Hospital Universitario Gaffrée e Guinle

IP — Inibidores de Protease
IST — InfecgBes Sexualmente Transmissiveis
LVM — Laboratorio de Virologia Molecular

LTR — Long terminal repeats ou sequéncia de longas repeti¢cdes terminais

LVM — Laborat6rio de Virologia Molecular

MHC-I — Complexo de Histocompatibilidade de Classe |
NNRTI — inibidores de RT n&o nucleosideos

NRTI — inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa

OMS - Organizagédo Mundial de Saude

PBMC - células mononucleares do sangue periférico
PBS - tampao fosfato-salino

PCR — Reacéo de polimerase em cadeia
Pol — Polimerase

PR — Protease

RNA — Acido Ribonucleico
SIV — Virus de Imunodeficiéncia Simia
TMB — 3,3'5,5' base tetrametilbenzidina

TCD4" — Linfocito T da subpopulagdo CD4"
TCD8" — Linfocito T da subpopulagdo CD8"
TR — Teste Rapido

UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro
UNIRIO — Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

WB — Western blot



SUMARIO

1 INTRODUCAO
1.1 Origem do HIV-2
1.2 Caracteristicas Virais e Resposta Imune
1.3 Histdria natural do HIV-2 e coinfec¢do com HIV-1
1.4 Transmisséo Viral
1.5 Manifestagfes Clinicas
1.6 Acompanhamento Terapéutico
1.7 Epidemiologia do HIV-2 no Mundo
1.7.1 Epidemiologia do HIV-2 no Brasil
1.8 Testagem e Diagndstico viral
1.8.1 Teste rapido Imunoblot Bio-Manguinhos e Teste rapido Geenius
1.8.2 Western Blot
1.8.3 Ensaios imunoenzimaticos
1.8.4 Diagnostico da infeccéo pelo HIV-2
1.8.5 Recomendacdes para diagnoéstico do HIV-2 no Brasil
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
2.2 Objetivos especificos
3 JUSTIFICATIVA
4 METODOLOGIA
4.1 Desenho do estudo
4.2 Testes sorologicos para o HIV-2

4.2.1 Procedimento de testagem com TR DPP Imunoblot HIV 1/2 de
Bio-Manguinhos

4.2.2 Procedimento de testagem com TR Geenius HIV e Software Geenius
4.2.3 Procedimento de testagem New Lav Blot I, Bio-Rad
4.2.4 Ensaio imunoenzimético (pepEIE) HIV-1/2 LVM

4.3 Coleta e andlise estatistica dos dados

4.4 Consideracg0Oes éticas e orcamentarias

5 RESULTADOS

6 DISCUSSAO

7 CONCLUSOES

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

14
15
19
23
27
28
29
32
39
40
43
46
46
48
50
52
52
52
53
54
54
54

55
56
58
59
61
62
63
68
72
74



14

1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) constituem graves problemas de saude publica no
mundo. Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), desde o inicio da epidemia
(1980), mais de 70 milhdes de pessoas foram infectadas pelo HIV e cerca de 35
milhdes morreram em decorréncia da infec¢do. Cerca de 36,7 milhdes de pessoas
viviam com HIV no final de 2015 em todo o mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015).

O Departamento de Vigilancia, Prevencdo e Controle das Infeccoes
Sexualmente Transmissiveis (IST), do HIV/Aids e das Hepatites Virais (DDAHV)
estimou que desde o inicio da epidemia de AIDS (1980) no Brasil até junho de 2015
foram registrados no pais 798.366 casos, com média anual de 40,6 mil ocorréncias
nos ultimos registros. Atualmente, a distribuicdo de ocorréncias abrange todo o
territorio nacional.

Desde o inicio da epidemia de HIV/AIDS no Brasil até dezembro de 2014
foram identificados 290.929 ébitos, a maioria na regido Sudeste (61,0%) (BRASIL,
2015).

Os agentes etiologicos responsaveis pela AIDS sao o HIV do tipo 1 (HIV-1) e
do tipo 2 (HIV-2). Enquanto o primeiro é responsavel pela pandemia global, o HIV-2
apresenta expressivo papel como causador da doenca em certas regidées do mundo,
principalmente na Africa Ocidental, embora, com a intensa integracéo global, tenha
havido um aumento no registro de ocorréncias nos dltimos anos na Europa, india,
Estados Unidos e demais paises com vinculos socioecondmicos com as regides
africanas endémicas para a infeccao pelo HIV-2 (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI,
2011).

O HIV-1 e o HIV-2 apresentam similaridades clinicas, uma vez estabelecida a
AIDS, e tém vias de transmissdo semelhantes. Apesar disso, as dinamicas
clinico-biolégicas das infec¢coes sédo distintas em relacdo a patogenicidade e a
progressao para AIDS (BOCK; MARKOVITZ, 2001).
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1.1 Origem do HIV-2

O HIV-1 e o HIV-2 apresentam circunstancias de origem e evolucédo distintas,
mas que convergiram para a pandemia de AIDS. Tal enfermidade foi reconhecida em
1981 pelo aumento de infec¢des oportunistas e malignas raras em homens jovens
homossexuais e um retrovirus foi posteriormente identificado como agente causador
principal da patologia e denominado HIV-1 (SHARP; HAHN, 2011).

Em 1985, identificou-se no Senegal um grupo de individuos com a presenca
de anticorpos que reagiam mais fortemente (maior avidez) ao virus de
imunodeficiéncia simia (SIV) do que HIV-1. Esse novo retrovirus foi isolado e, em
1986, denominado HIV-2. Embora os dois virus pertencam a subfamilia
Orthoretrovirinae e apresentem semelhancas na organizacdo gendémica, o HIV-2 é
somente 40% similar ao HIV-1 na sequéncia de nucleotideos e cerca de 75% similar
ao SIV (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

O HIV pertence ao género Lentivirus e familia Retroviridae. E uma particula
esférica que mede entre 100 a 120 nm de didmetro e apresenta em seu nudcleo duas
copias de RNA (4cido ribonucleico) de cadeia simples, encapsuladas por uma camada
proteica ou nucleocapsideo, capsideo e um envelope externo de bicamada
fosfolipidica (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Atribuiu-se ao HIV-2 uma relacdo remota com o HIV-1 e uma maior
proximidade com os virus simios causadores de imunodeficiéncia em macacos
cativos, encontrados em diferentes primatas da Africa subsaariana. Foram
denominados genericamente como SIVs, cujos sufixos estéo ligados a suas espécies
de origem, como SIVsmm (sooty mangabey), SIVcpz (chimpanzés), dentre outros
(SHARP; HAHN, 2011).

No periodo de descoberta da relacdo entre esses virus, analises soroldgicas
evidenciaram a similaridade proteica entre HIV-2 e o SIV por meio de ensaios de
imunoprecipitacdo com anticorpos de pacientes HIV-2 que capturaram todas as
proteinas do SIV (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

Os macacos do Velho Mundo séo naturalmente infectados com mais de 40
diferentes lentivirus (SIVs), virus largamente ndo patogénicos em seus hospedeiros
naturais. Diversos desses virus conseguiram, evolutivamente, cruzar as barreiras das
espécies e os fatores de restricdo dos hospedeiros, gerando “novos patégenos”

(versdes mutadas do agente original) em primatas humanos e ndo-humanos.



16

Pela proximidade filogenética, as relacdes simias mais proximas ao HIV-1 e
HIV-2 sdo, respectivamente, com 0s virus encontrados no chimpanzé (SIVcpz) e no
sooty mangabey (SIVsmm). Portanto, atualmente é consenso que HIV-1 e HIV-2
foram resultantes de transferéncias zoonéticas de virus de primatas africanos e cada
grupo de HIV-2 (A a H) representa um evento distinto (SHARP; HAHN, 2011).

A origem zoonotica do HIV-2 foi proposta pela primeira vez em 1989 (HIRSCH
et al., 1989) e, posteriormente, confirmada pela demonstracdo de que seres humanos
habitantes da Africa Ocidental albergavam estirpes de HIV-2 que se assemelhavam
ao virus simio. O SIVsmm é encontrado tanto em primatas de cativeiros como em
selvagens e apresenta alta taxa de incidéncia nas fémeas, 0 que sugere que a
infeccdo ndo tem efeito negativo no sucesso e comportamento reprodutivo, além de
nao ser patogénico no seu hospedeiro natural (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

Alguns aspectos que evidenciam a transmissao de SIV para humanos séo a
alta similaridade da estrutura genémica, incluindo a presenca do gene acessoério vpx
(gene exclusivo do HIV-2 e do SIV); a proximidade filogenética, o HIV-2 e SIVsmm
isolados da mesma area apresentam uma maior proximidade do que SIVsmm
isolados de regides distintas. A coincidéncia geografica também é relevante na
transmiss&o dessa zoonose, uma vez que 0s mangabeis sdo encontrados na Africa
Ocidental onde houve uma alta taxa de prevaléncia de infecgdes por HIV-2 (BOCK;
MARKOVITZ, 2001).

A existéncia de rotas plausiveis de transmissdo também corroboram essa
zoonose, ja que o contato com tecidos e fluidos corporais contaminados durante caca,
através de mordidas e outros ferimentos causados pelos animais, e nos processos de
manipulacdo rudimentares sao frequentes (BOCK; MARKOVITZ, 2001). Apetrei et al.
(2005) demonstraram que sete de 12 amostras de carnes de cacas de mangabeis
vendidas no comércio da Africa Ocidental estavam infectadas com SIV.
Adicionalmente, macacos 6rfdos sdo frequentemente mantidos como animais de
estimagdo e um estudo, entre 1988 e 1989, demonstrou que dois dos 25 macacos
domesticados analisados eram portadores de SIVsmm, uma potencial rota potencial
de transmisséao do virus (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

O HIV-2 exibe uma consideravel diversidade genética, pois pelo menos oito
linhagens distintas de HIV-2 foram identificadas desde seu primeiro isolamento e cada
uma representa um evento independente de transmissdo zoonética. O HIV-1 é

subdividido em quatro grupos (M, N, O e P), sendo a maioria das infec¢des causadas
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pelo grupo M, que ainda é diferenciado nos subtipos A (agrupam Al, A2, A3, Ad e Ab),
B, C,D, F(FleF2),G,H,JeK, além das formas recombinantes que resultam de
infeccbes mistas de virus de linhagens diferentes (Figura 1) (DE SILVA; COTTEN,;
ROWLAND-JONES, 2008; FERREIRA-JUNIOR et al., 2014; GAO et al., 1992).

HIV
|
HIV-1 Tipo M2
]
M M (8} P Grupo ABCDEFGeH
A B C DO F G H J K CRFURF Subtipos/FR
F1 F2
Sub-Subtipos
Al AZ A3 AL AS

FIGURA 1 — CLASSIFICACAO DOS VIiRUS HIV 1/2
FONTE: Ferreira-Junior et al., 2014

Por analogia ao HIV-1, as linhagens de HIV-2 foram denominadas em grupos
de A a H, embora o grupo A, encontrado em toda a Africa Ocidental, e o B, que
predomina na Costa do Marfim, representem os grupos de HIV-2 de maior
disseminacdo. Entre as 13 sequéncias completas disponiveis, 10 sdo do subtipo A e
trés do subtipo B (DE SILVA; COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2014; GAO et al., 1992).

Os demais grupos foram identificados em casos individuais e limitados, sem
propagacdo secundaria registrada. Nestes casos, apenas as sequéncias virais
parciais das regides gag, pol, env e de longas repeticbes terminais (LTR) estdo
disponiveis. N&o ha diferencas significativas na progressdo da doenca,
patogenicidade ou transmissao entre os grupos A e B de HIV-2 e os demais grupos
que representam infec¢des Unicas, fato que dificulta a identificacdo de diferencas
significativas (DE SILVA; COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008; FERREIRA-JUNIOR et
al., 2014; GAO et al., 1992).

De acordo com a reconstrucdo filogenética elaborada por Lemey et al. (2003),
a estimativa de entrada do grupo A de HIV-2 na espécie humana foi por volta de 1940

*+ 16 anos, aproximadamente uma década apdés a introducéo do HIV-1 na populacéo
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humana. Enquanto isso, o0 ancestral comum do grupo B de HIV-2 foi datado de 1945 +
14 anos, grupo com maior reatividade cruzada com os antigenos de env (envelope) do
HIV-1, algo que reflete no diagndstico sorologico.

A investigacdo do histérico epidemiolégico do grupo A baseada no
sequenciamento de gag (nucleocapsideo), pol (polimerase-protease) e env (envelope)
em amostras da populacdo rural de Guiné-Bissau, regido na qual esse subtipo
desempenha principal contribuicdo para a epidemia do HIV-2, indicou um aumento
exponencial da infeccdo no periodo de 1950 a 1970 nesse local. Tal periodo é
coincidente com a época da guerra de independéncia (1963-1974) da, até entéo,
colonia portuguesa (LEMEY et al., 2003).

Tal implicacdo politico-social desempenhou um papel relevante na
disseminacéao da infeccdo no territorio africano e portugués, por transmisséao sexual,
transfusdo sanguinea, uso de seringas nao estéreis e outras vias. Os dados dessa
pesquisa estao relacionados a epidemiologia do grupo A de HIV-2 na populacgéo rural
de Guiné-Bissau, a partir de amostras dos individuos reativos para HIV-2, e evolucéo
viral local, ndo sendo viavel a extrapolacdo dessas estimativas para a epidemia de
HIV-2 como um todo (LEMEY et al., 2003).

Dos grupos de natureza esporadica, os grupos C, G e H foram ligados a
estirpes SIVsmm da Costa do Marfim. O grupo D é mais estreitamente relacionado
com uma cepa SIVsmm da Libéria e os grupos E e F se assemelham a estirpes
SIVsmm da Serra Leoa (GAO et al., 1992; CHEN et al., 1996; SANTIAGO et al., 2005).

Smith et al. (2008) identificaram outro virus em Nova Jersey em um imigrante
oriundo da mesma regido geografica de Serra Leoa, alocado no grupo F. Nesse
estudo, o paciente foi identificado com uma contagem de TCD4+ reduzida e elevadas
cargas virais, perfil contrario aos casos tipicos da doenca pelo HIV-2. Nao é claro se
os dois virus do grupo F representam transmissdes de mangabeis independentes
entre si ou as diferencas encontradas séo reflexos da passagem para os hospedeiros
humanos.

Ayoubaa et al. (2013) identificaram em um menino de 8 anos que manipulava
e consumia carne de primatas selvagens, na zona rural da Costa do Marfim, uma nova
transmissdo de SIV para humanos, uma variante nao relacionada aos grupos
previamente definidos de HIV-2, mas ainda ndo completamente caracterizada.

Portanto, os grupos de HIV-1 e HIV-2 representam eventos de transmissao

independentes de SIV infectantes de primatas ndo-humanos da Africa para humanos,
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ocorrendo apenas um evento de transmissao que envolveu o SIVcpz de chimpanzés
do sudeste de Camardes para originar o HIV-1 do grupo M, principal causador da
pandemia de AIDS. Além disso, dois aparentes eventos entre SIVsmm de mangabeis
foram necessarios para o surgimento dos grupos A e B de HIV-2 (BOCK; MARKOVITZ,
2001).

Os seres humanos séo expostos permanentemente a uma ampla variedade de
SIV em certas regides do mundo e trabalhos recentes mostram que SIVs continuam
sendo transmitidos para humanos (BOCK; MARKOVITZ, 2001), havendo o risco de
novos surtos de zoonoses. Tais fatos lancam luz na problematica das interacfes

zoonaticas entre espécies e as implicacdes para a saude publica.

1.2 Caracteristicas Virais e Resposta Imune

O periodo entre a infeccéo e o surgimento da AIDS €, em geral, mais longo na
patologia causada pelo HIV-2 do que pelo HIV-1. Essa diferenca é causada em parte
pelas menores cargas virais intrinsecas a infeccdo pelo HIV-2, sendo a viremia um
importante determinante na progressao para AIDS (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

Embora as infeccbes por HIV-1 e HIV-2 levem a niveis semelhantes de
laténcia (células infectadas ndo produtoras de particulas virais), a replicacdo viral é
acentuadamente menor na infeccdo pelo HIV-2 do que pelo HIV-1, devido as
diferencas nas dindmicas transcricionais dos dois virus, e quantitativamente mais
efetiva no HIV-1 (BOCK; MARKOVITZ, 2001). Estudos demonstram também que a
taxa de apoptose de células T € menor na infec¢cdo com o HIV-2 em comparacédo ao
HIV-1.

Na infec¢cdo com HIV-1, a producéo de novas células T ndo compensa o ritmo
de perda por apoptose, motivo pelo qual a funcdo do timo fica prejudicada. Em
contrapartida, a apoptose de células T é reduzida na infeccao pelo HIV-2, sendo
menos acentuada em individuos com sintomatologia branda (SOUSA et al., 2002).
Logo, a menor patogenicidade ligada ao HIV-2 pode ser associada tanto a menores
cargas virais plasmaticas como ao menor grau de apoptose da célula-alvo de
infeccéo.

O HIV-2 codifica os mesmos produtos que HIV-1, apesar das diferencas na
composicdo de aminoacidos e no peso molecular. Todos os retrovirus, inclusos HIV-1,
HIV-2 e SIV, codificam genes gag, pol e env (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

O gene env varia consideravelmente entre os retrovirus. Em HIV-2, a
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expressao do gene env codifica as glicoproteinas do envelope gp105 e a glicoproteina
transmembrana gp36, derivadas da precursora gpl40. O gene gag codifica as
proteinas do nucleocapsideo p56, p26 e da matriz p16 (BOCK; MARKOVITZ, 2001).
Entre as proteinas codificadas pelo gene pol esta a p68, da qual se originam
p53 (transcriptase reversa), p10 (protease) e p34 (integrase) (Figura 2). Os genes gag
e pol sédo bem conservados no HIV-1 e HIV-2 e responsaveis pela reatividade cruzada

observada em ensaios imunoenzimaticos para HIV-1 (ROMIEU et al., 1990).

Peso Molecular das Proteinas ¢ Glicoproteinas Virais
Genes do HIV Produtos do HIV
HIV-1 HIV-2

Precursor gplsl gpl4l

Eny Glicoproteina externa gpl20 gpl05/125
ranemembraar B! g3
Transcriptase Reversa po6 p6s

Pol Transcriptase Reversa p5l p53
Integrase p3l p3l34
Protease plo plo
Precursor p55 p56

Gag Capsideo p24 p26
Matriz pl7 plé

FIGURA 2 — COMPARA(;AO ENTRE AS PROTEINAS DE HIV-1 E HIV-2
FONTE: Ferreira-Junior et al., 2014

Além dos genes gag, pol e env, HIV-1, HIV-2 e SIV contém genes que
expressam nef, vif, tat, vpr e rev (Figura 3). Enquanto o genoma do HIV-1 apresenta
vpu, HIV-2 e SIV possuem o gene adicional vpx (BOCK; MARKOVITZ, 2001).
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FIGURA 3 — GENOMAS DOS VIRUS HIV-1 E HIV-2
FONTE: Hoffmann e Gallant, 2007

O gene vpu interfere na expressdo de receptores CD4 na membrana

plasmatica através de seu sequestro ainda no reticulo endoplasmatico, conduzindo-o
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para a degradacdo — mecanismo que protege a célula contra reinfec¢des e possibilita
o completo amadurecimento das particulas virais. Adicionalmente, o produto do gene
vpu também atua no aumento da liberacdo de particulas virais por mecanismos
independentes da degradagdo do TCD4" e estudos demonstram que interfere na
biossintese do complexo de histocompatibilidade de classe | (MHC-I) (BOCK;
MARKOVITZ, 2001).

Pelas similaridades em suas sequéncias genéticas, vpu do HIV-1 e vpr do
HIV-2 surgiram a partir de um ancestral comum, entretanto, funcionalmente
apresentam distin¢gdes nas células infectadas. Em comum, os produtos desses genes
sdo necesséarios para uma eficaz importacdo nuclear do complexo viral de
pré-integracdo. Estudos demonstraram que sdo mais requisitados para uma eficiente
infeccdo em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e macrofagos do
que em linhagens de células T ou PBMC pré-ativados (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

Além disso, a comparacdo genética entre os HIV-1 e o HIV-2 revela uma
diferenca significativa na sequéncia de aminoacidos em diferentes regiées do genoma.
Os dois virus compartilham apenas 60% da sequéncia de aminoacido para a regiao
inteira do gene pol e 30-40% na regido codificante de env. Apesar das diferencas
genéticas, as proteinas codificadas pelo gene da transcriptase reversa do HIV-1 e
HIV-2 séo similares em suas estruturas e funcionalidades (ROMIEU et al., 1990).

Assim como o HIV-1, o HIV-2 faz uso do receptor principal das células TCD4"
e de co-receptores de quimiocinas (CCR5, CXCR4 e CCR3) para a infeccédo das
células-alvo. O HIV-2, distintamente do HIV-1, parece ser mais flexivel no uso de
co-receptores ao utilizar de forma dominante CCR-5 e CXCR4 e, alternativamente,
CCR-11, CCR-2b, CCR-3, CCR-8, V28, BOB/GPR15, Bonzo/STRL33, APJ e V528
para qualquer infeccdo, apesar da menor patogenicidade. O SIV utiliza
preferencialmente CCR5 e CXCR4 (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

Com relacédo a resposta imunoldgica do hospedeiro, estudos comparativos da
resposta TCD4+ especifica de pacientes HIV-2 mostram um menor perfil de
diferenciagcdo, mantendo uma capacidade proliferativa maior quando comparada ao
contexto da infeccdo por HIV-1. Ja a resposta TCD8" especifica para HIV-2 € maior
em magnitude e polifuncionalmente mais robusta a observada em pessoas infectadas
por HIV-1 (DUVALL et al., 2006).

Em se tratando da resposta de células B, ha uma maior amplitude na

producéo de anticorpos neutralizantes na infeccéao pelo HIV-2 do que na associada ao
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HIV-1. Isso ocorre ndo somente pela diversidade viral e capacidade de escape da
neutralizacdo, mas possivelmente por propriedades intrinsecas aos antigenos de
HIV-2 (DE SILVA; COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008).

Ha um menor numero de sitios de glicolisacdo N-terminais no HIV-2 em
comparacao ao HIV-1. Isso resulta em um dominio V3 do envelope de HIV-2 mais
exposto que leva a uma variagdo na sensibilidade a acdo neutralizante entre os
grupos de HIV-2 (DE SILVA; COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008).

A infeccdo pelo HIV é caracterizada por uma disfuncdo imunologica
acompanhada por infec¢cbes oportunistas e neoplasias que podem culminar na morte
do hospedeiro. A deficiéncia funcional no sistema imune, paradoxalmente, é seguida
por uma ativacdo imunoldgica sistémica, verificada pelo aumento de citocinas
pré-inflamatérias e no "turnover" de células T (morte celular e producdo de novas
células) até um ponto de colapso na capacidade regenerativa, em um contexto de
fluxo natural da infecgcéo (LELIGDOWICZ et al., 2010).

Ainfeccéo pelo SIVsmm em seu hospedeiro natural, sooty mangabey, conduz
a uma viremia alta sem um quadro de imunossupressao ou progressao da doenca,
sendo associado a uma regulada ativagdo imunologica, fato que abre margem para o
papel da ativacdo e os mecanismos de resposta do hospedeiro frente a infeccao viral.
A ativacdo imune pode ser monitorada pela expressdo do marcador CD38 e Antigeno
Leucocitario Humano (HLA-DR) em TCD4" e TCD8" ou pela quantificacéo de fatores
soltveis, como B-microglobulinas, servindo como indicadores de progndéstico da
doenca (SOUSA et al., 2002).

Embora alguns trabalhos indiguem uma ativacdo sistémica imunoldgica
menor em pacientes infectados por HIV-2 do que em pacientes HIV-1 (DE SILVA,;
COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008), outros estudos apontam uma ativacdo imune
similar em individuos HIV-1 e HIV-2 reativos estratificados pela contagem de TCD4",
embora a carga viral (CV) plasméatica seja menor no grupo infectado com HIV-2 com
faixa de TCD4" dentro da faixa de normalidade (>500 células/mm?) (SOUSA et al.,
2002). Uma possivel explicacdo para esse cendrio seria o papel das células de
memaoria na manutencdo do "estado de ativacao”, funcionando como um reservatorio
viral e focos de novas disseminacdes virais.

A infeccdo moderada pode ser atribuida a menor replicacdo viral e também a
mecanismos de controle imune do hospedeiro aprimorado. Apesar disso, estudos com

culturas de linfécitos frente a infeccdo com HIV-1 e HIV-2 ndo apresentam diferencas
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nos efeitos citopaticos (DE SILVA; COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008).

Ja as dinamicas virais in vivo sdo diferenciadas. E observado um padr&o
contrastante de provirus e CV plasmatica na infeccéo pelo HIV-1 e HIV-2, enquanto os
niveis de provirus entre os dois virus sdo correspondentes, indicando que ambos
possuem capacidades replicativas, os niveis de RNAm viral acumulado sdo menores
na infeccdo pelo HIV-2, sugerindo diferengas no controle transcricional do material
genético viral (DE SILVA; COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008).

A falta de uma pandemia de HIV-2 pode ser atribuida a menor transmissao
secundéria diretamente relacionada a uma menor CV plasmatica (circulante). Isso €
resultante de um balancgo entre capacidade replicativa e o clearance viral (DE SILVA,
COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008).

Assim, apoOs a infeccdo, a expressao do HIV na célula hospedeira pode
ocorrer em um periodo variavel de tempo, de acordo com as diferencas nas atividades
transcricionais e nas condi¢des ambientais (celulares) que possibilitam a replicagéo
viral. Esses fatores resultam em distintos perfis de progresséo da infeccao por HIV-1

estes dois virus.

1.3 Histéria natural do HIV-2 e coinfec¢cdo com HIV-1

O perfil de infeccéo pelo HIV-2 apresenta uma longa fase assintomatica e uma
progresséao lenta para AIDS, com um perfil varidvel de acordo com caracteristicas
imunolégicas do hospedeiro e aspectos virais. Na zona rural de Guiné-Bissau, dois
perfis nitidos de pacientes infectados por HIV-2 foram descritos: 0s progressores
indistinguiveis daqueles com infecéo pelo HIV-1 e os ndo-progressores de HIV-2 (86%
a 95% das pessoas infectadas com HIV-2), que permanecem com CV indetectavel por
10 a 15 anos de infeccdo e com expectativa de vida normal (VAN DER LOEFF et al.,
2010).

Em uma coorte de mulheres profissionais do sexo de Senegal, a
probabilidade de sobrevivéncia cinco anos apos a soroconversao foi de 100% em
pacientes HIV-2, comparada a 67% em pacientes HIV-1 (MARLINK, R. et al, 1994).
Alguns pacientes HIV-2 reativos do estudo desenvolveram avancada imunodeficiéncia
e complicacdes relacionadas a AIDS, assim como na infec¢do pelo HIV-1, enquanto
outros tiveram sobrevivéncia normal ou progresséao lenta.

O HIV-2, pelas caracteristicas virais, € menos virulento que o HIV-1. A partir
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disso foi proposta a hipotese de que uma infecgdo “prévia” (anterior) com HIV-2
funcionaria como uma forma de imunidade adquirida (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI,
2011).

Um estudo com profissionais do sexo sugeriu pela primeira vez o conceito de
efeito protetor da infeccao por HIV-2 contra a aquisi¢ao posterior de HIV-1. Travers et
al. (1995) identificaram, em um grupo de seis profissionais do sexo em Senegal
infectados por HIV-2, uma taxa de incidéncia do HIV-1 no valor de 2,53 no grupo
controle néo infectado e 1,06 no grupo HIV-2 reativo, mesmo a incidéncia de gonorreia
(usada no estudo como marcador de atividade sexual e indicativo de doencas
sexualmente transmissiveis) sendo significativamente maior no grupo HIV-2 reativo.

As diferencas nas cargas virais dos grupos analisados néo ficam evidentes no
trabalho académico em comento. O mesmo grupo de pesquisa demonstrou que
PBMC de individuos infectados com HIV-2, in vitro, apresentaram resisténcia ao HIV-1,
possivelmente por um mecanismo mediado por B-quimiocinas (TRAVERS et al.,
1995).

Esbjornsson et al. (2012) analisaram 223 casos de sorologias reativas para
HIV (191 monoinfectados por HIV-1 e 32 coinfectado HIV-1/HIV-2), por um periodo de
acompanhamento de aproximadamente 20 anos em Guiné-Bissau, e reportaram um
tempo de sobrevivéncia (menor mortalidade) mais longo (cerca de 42% maior) em
individuos coinfectados, nos quais a infeccdo com HIV-2 precedia a do HIV-1, sendo
feitos os ajustes nas assimetrias de idade entre os grupos. Guiné-Bissau é o pais com
maior documentacdo de infec¢des pelo HIV-2 e taxa de prevaléncia de 8% entre
adultos.

O mesmo grupo realizou um estudo posterior (ESBJORNSSO et al., 2014) no
qual reportou um tempo significativamente maior para progressdo da AIDS em
individuos infectados por HIV-2 antes da aquisicdo do HIV-1, periodo médio de 104
meses. Em comparacdo, a média foi de 68 meses para os que adquiriram HIV-1 na
auséncia de HIV-2.

A generalizacdo dessas descobertas foi questionada em estudos posteriores
desenvolvidos na Costa do Marfim, Guiné-Bissau e Gambia. Prince et al. (2014)
fizeram uma metanalise da literatura através da triagem de sete estudos
desenvolvidos no Oeste da Africa e ndo encontraram evidéncias de uma progresséo
mais lenta para AIDS e diferencas nas taxas de mortalidade de pacientes duplo

infectados em comparacéo aos infectados somente com HIV-1, sejam individuos em
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estagios iniciais ou avancados da doenca.

Possiveis explicacbes para as discrepancias vistas nos estudos
anteriormente mencionados séo (i) desenhos metodolégicos com tempos de
observacao distintos; (ii) a diversidade genética populacional presente nas regides
africanas em que os estudos foram desenvolvidos e seus consequentes efeitos sobre
a resposta a infec¢éo por HIV-1 e HIV-2; (iii) datas presumiveis de soroconversao que
conduzem a erros de interpretacdo nos niveis de queda da populacao de TCD4+; (iv)
variacdo na proporcdo de homens e mulheres selecionados, abrindo margem a
possiveis especulacdes do efeito do sexo nos resultados dispares (KANKI,
ROWLAND-JONES, 2014; MEDINA et al., 2016).

Embora o diagndstico do acido desoxirribonucleico (DNA) proviral pela
polimerase chain reaction (PCR) seja mais sensivel e tipo-especifico, métodos de
deteccdo distintos foram empregados nos trabalhos supracitados. Tais métodos
poderiam alterar a classificagdo de monoinfectados por HIV-1 para dupla reatividade a
HIV-1 e HIV-2 nos trabalhos que utilizaram somente metodologias sorolégicas (KANKI;
ROWLAND-JONES, 2014).

Apesar das controvérsias em torno do efeito protetor da infeccéo pelo HIV-2
precedida a exposicdo ao HIV-1, mecanismos biolégicos possivelmente envolvidos
estdo sendo explorados. Estudos apontam que a ativacdo da proteina tat de HIV-2
inibe, por competicdo ou requisicdo de fatores celulares cruciais, a transativacéo e
replicacao do HIV-1 (KANKI; ROWLAND-JONES, 2014).

A resposta imunologica também pode estar envolvida nessa inibi¢do, tendo
em vista que a maioria dos individuos HIV-2 reativos possuem ceélulas T citotoxicas
reativas a epitopos de gag e outras proteinas de HIV-1 conservadas e similares as do
HIV-2. Estudos demonstraram que linfocitos retirados do sangue periférico de
profissionais do sexo reativas para HIV-2 apresentam cinquenta vezes maior
resisténcia que o controle frente ao desafio com HIV-1 Bal (virus com tropismo CCR5),
embora a resisténcia ao HIV-1 MN (virus que utiliza o correceptor CXCR4) tenha
apresentado resultados menores e estatisticamente nao significativos (BOCK;
MARKOVITZ, 2001).

Perfil de resposta semelhante ao HIV-1 com tropismo pelos correceptores
CCRS5 ou CXCR4 foi observado em PBMC em outro estudo similar. Nesses estudos
anteriormente citados, a deplecdo das células TCD8+ ou B-quimiocinas reduziu a
resisténcia ao HIV-1 (BOCK; MARKOVITZ, 2001), apontando para um possivel efeito
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de HIV-2 na expressdo de B-quimiocinas nos linfocitos infectados e,
consequentemente, levando a inibicdo da infeccdo por HIV-1 com tropismo por CCR5.

Além disso, no contexto da infec¢cdo por HIV-2 ha uma grande resposta
citotoxica de linfocitos acompanhada da producdo de granzimas e efeitos na
expressao de receptores CCR5 em TCD4+. Isso reduz os alvos para HIV-1 e HIV-2 e,
consequentemente, a susceptibilidade a infeccdo (KANKI; ROWLAND-JONES, 2014).

Logo, a progressdo mais atenuada vista em situacdes de individuos reativos
para HIV-1 e HIV-2, primeiramente infectados por HIV-2, possibilitaria um quadro de
ativagdo de mecanismos imunes de controle de HIV-2. As respostas de TCD8+ e
TCDA4+ especificas para gag teriam papéis possivelmente importantes, uma vez que
intensas reacdes cruzadas entre anticorpos HIV-1/HIV-2 contra regides conservadas
de gag tém sido demonstradas (KANKI; ROWLAND-JONES, 2014).

Portanto, esse direcionamento da resposta imune contra regides conservadas
e similares entre os dois virus, causada pela prévia infeccdo com HIV-2, contribuiria
para o controle da replicacdo do HIV-1 e da progressdo da doenca. Isso também se
justificaria, em parte, porque uma diminuicdo no fenétipo da doenca néo € vista em
uma situagcdo de infeccdo por HIV-1 antes da infeccdo por HIV-2 (KANKI,
ROWLAND-JONES, 2014).

Ainfecgao pelo HIV-2 gera uma potente resposta de anticorpos neutralizantes
e, por isso, sdo plausiveis rea¢Bes cruzadas com HIV-1. Nao obstante, estudos
apontam que a neutralizacdo do HIV-1 € menos potente e a atividade neutralizante
nao reflete no status clinico (DE SILVA; COTTEN; ROWLAND-JONES, 2008).

Dada a divergéncia entre os estudos, a infec¢céo pelo HIV-2 pode n&o fornecer
uma protecdo absoluta contra infec¢cdes subsequentes por HIV-1, ndo sendo
considerada uma “vacina natural”. Entretanto, é plausivel que a infec¢cao por HIV-2
leve, em alguns individuos, a uma reacdo imune cruzada e afete a susceptibilidade a
infeccdo pelo HIV-1 e progressédo da doenca (DE SILVA; COTTEN;
ROWLAND-JONES, 2008).

Estudos virolégicos e imunoldgicos das ultimas trés décadas corroboram e
analisam o fendtipo atenuado ou nao progressores dos individuos infectados pelo
HIV-2. N&o obstante, permanece o interesse no melhor entendimento da dinamica
estabelecida pelos dois virus correlacionada com a imunidade protetora do HIV-2
frente ao HIV-1 e seu reflexo na imunopatogenicidade do HIV-1 (KANKI;
ROWLAND-JONES, 2014).
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No Oeste da Africa, as duplas infecgdes com HIV-1 e HIV-2 tiveram uma
prevaléncia entre os pacientes clinicos de 0,9% em 2003 e no Senegal ocorreram
oscilacdes da prevaléncia dentre os profissionais do sexo, de 0,2% em 1985 para 3,2%
em 1995, culminando em uma reducédo para 1,8% em 2003 (PRINCE et al., 2014).
Essa prevaléncia diminuiu paulatinamente ao longo dos ultimos 30 anos e, com isso,
perde-se a oportunidade de mais estudos in vivo que poderiam fornecer evidéncias de

mecanismos cruciais para a patogenicidade do virus HIV em geral.

1.4 Transmissao Viral

A capacidade de o HIV infectar um individuo esta relacionada a fatores
bioldgicos, como a concentracdo no fluido bioldgico (indculo viral); integridade da
mucosa envolvida (mucosa anal, vaginal ou oral); duracdo da exposicao; tipo de
amostra viral transmitida; background genético. Além disso, também a fatores
comportamentais, como, por exemplo, individuos com multiplos parceiros sexuais, 0
ndo uso de preservativo e o0 compartihamento de seringas e/ou objetos
perfurocortantes contaminados (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

Os modos de transmissao do HIV-2 sdo semelhantes aos do HIV-1, isto &, sdo
propagados por via sexual; parenteral (receptores de sangue ou hemoderivados,
usuarios de drogas injetaveis); transmissdo materna durante a gestacdo (infeccéo
congénita), parto (infeccdo perinatal), aleitamento (infeccdo pos-natal)
(CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Inicialmente, acreditava-se que a transmisséo do HIV-2 diferia da propagacao
do HIV-1 em alguns aspectos, o primeiro deles dizia respeito a taxa de transmissao.
Estudos indicavam que o HIV-2 era menos facilmente transmitido por contato sexual
heterossexual do que HIV-1 (cinco vezes menos), sendo as taxas de prevaléncia da
infeccdo pelo HIV-2 acrescidas com o aumento da idade em homens e mulheres
(BOCK; MARKOVITZ, 2001).

Sankalé et al. (1998) analisaram as variantes virais no sangue e em amostras
celulares cervicais de mulheres HIV-1 e HIV-2 reativos. As taxas de excrecao viral
foram 36,4% para HIV-1 e 16% para HIV-2, inferindo uma taxa de transmissdo do
HIV-2 inferior a do HIV-1 em relagdes heterossexuais.

Em uma coorte prospectivo de 613 mulheres gravidas para analise da
transmissdo de HIV na Costa do Marfim, entre 1990 e 1992, a taxa de transmissao
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perinatal do HIV foi de 1,2% para HIV-2 e 24,7% para HIV-1 (ADJORLOLO-JOHNSON
et al, 1994).

Em um estudo desenvolvido em Gambia com mulheres gravidas HIV-1
reativas, HIV-2 reativas e um grupo soronegativo, a CV média pré-natal das 94
mulheres infectadas por HIV-1 foi de 15.100 copias/mL, superior 37 vezes a CV das 60
mulheres infectadas pelo HIV-2 (410 cépias/mL). Tal fato demonstrou o papel
significativo da CV como fator de risco na transmissao viral vertical (O’'DONOVAN et
al., 2000).

Uma vez realizados o0s ajustes e estabelecendo niveis semelhantes de cargas
virais para os dois virus, a possibilidade de transmissdo do HIV-1 e HIV-2 s&o
similares (BOCK; MARKOVITZ, 2001). Logo, em todos os estudos anteriormente
mencionados, a menor infectividade vista no HIV-2 pode ser relacionada a cargas

virais tipicamente menores em pacientes infectados por esse virus.

1.5 Manifestagdes Clinicas

Apesar da progressdo mais lenta para AIDS, uma vez nesse quadro, a
sintomatologia e doencas oportunistas associadas em pessoas com HIV-2 é similar as
comumente associadas o HIV-1, em adultos e criancas. Tais doencas incluem
linfadenopatia generalizada, candidiase, pneumonia bacteriana recorrente e outras
doencas pulmonares, dermatite pruriginosa generalizada, perda de peso superior a 10%
do peso corporal, diarreia ou febre persistentes. Pessoas infectadas com HIV-2
frequentemente apresentam febre, diarreia e/ou candidiase oral durante o periodo de
conversdo (BOCK; MARKOVITZ, 2001).

As principais causas de morte dentre pacientes com AIDS/HIV-2 sé&o
bacteremia/septicemia, toxoplasmose cerebral, caquexia, meningoencefalite e
infiltracbes pulmonares de etiologia ndo diagnosticada. Diferente do HIV-1, o HIV-2
nao aparece com uma alta taxa de associagcao com tuberculose (BOCK; MARKOVITZ,
2001).

O Sarcoma de Kaposi foi uma neoplasia comum em pacientes com AIDS nos
EUA antes da Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART) e, ainda hoje, € uma
doenca endémica na Africa Oriental e Central. Entretanto, a associacdo entre
Sarcoma de Kaposi e HIV-2 ainda néo foi consistentemente demonstrada (BOCK;
MARKOVITZ, 2001).
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1.6 Acompanhamento Terapéutico

A falta de estudos clinicos randomizados controlados ou observacionais que
fornecam uma base sélida para orientar a tomada de decisdes para o tratamento da
infecgao pelo HIV-2 e progressao da doenga acarretam dificuldades na escolha de
esquemas terapéuticos adequados (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Alguns fatores devem ser considerados na escolha e no momento de inicio
dos antirretrovirais em pacientes infectados por HIV-2: 1) a maioria dos individuos
infectados por HIV-2 séo ndo-progressores de longo-prazo; 2) devido a caracteristicas
genéticas intrinsecas, o virus HIV-2 pode apresentar maior resisténcia a certos
agentes antirretrovirais do que o HIV-1 e os caminhos para o desenvolvimento de
mutacdes a drogas variam entre os dois virus; 3) as cargas virais plasmaticas
menores levam a um menor risco de transmissao do HIV-2. Postas essas variaveis, 0s
clinicos e os pacientes devem tomar a decisao final sobre o inicio ou ndo da terapia e
0 momento mais conveniente para que ocorra (NEW YORK STATE DEPARTMENT
OF HEALTH, 2012).

Uma vez decidido o momento apropriado para inicio da terapia, o ponto
seguinte consiste na escolha da medicacdo adequada, com base nos escassos
estudos in vitro e ensaios clinicos que auxiliardo na tomada de decisédo. Atualmente, o
manejo clinico se concentra no controle das infeccdes com agentes que sdo ativos
contra HIV-1 e HIV-2, quando possivel (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Existem semelhancas maiores entre o HIV-1 e HIV-2, quando comparado a
outros retrovirus humanos. Todavia, as diferencas presentes nos genes da
transcriptase reversa e da protease (PR) resultam em uma susceptibilidade distinta
aos diferentes agentes antirretrovirais, em particular aos inibidores ndo-nucleosidicos
da transcriptase reversa (NNRTI) (NEW YORK STATE DEPARTMENT OF HEALTH,
2012).

Dados sugerem gue alguns inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa
(NRTIs) podem néo ser tao eficazes contra o HIV-2, devido aos polimorfismos na
transcriptase reversa que levam a uma varia¢ao no potencial antiviral desses agentes.
Alguns estudos indicam concentracbes similares desses farmacos para inibir a
replicacdo do HIV-1 e HIV-2, outros apontam uma agao menos intensa que exigira
uma maior concentragao de zidovudina para suprimir HIV-2 (CAMPBELL-YESUFU;
GANDHI, 2011).
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O uso de analogos de nucleotideos inibidores da transcriptase reversa (como
tenofovir) tem sido eficaz na profilaxia pds-exposicao, no prazo de 36h de exposicéo
intravaginal, com HIV-2 em modelo primata ndo-humano (BOCK; MARKOVITZ, 2001).
A analise genotipica de pacientes infectados com HIV-2 em uso de terapia
antirretroviral mostrou que muitas das substituicdes de aminoacidos vistas em HIV-1,
que estdo associadas a resisténcia a NRTI, também s&o presentes em HIV-2.
Algumas mutacdes de resisténcia (K65R, Q151M e M184V), em combinacéo, podem
conferir resisténcia ao NRTI e causar falha na supresséao viral (NEW YORK STATE
DEPARTMENT OF HEALTH, 2012).

Embora os inibidores de protease (IP) sejam ativos contra HIV-2, os
polimorfismos naturais levam a uma reducao na efetividade dessas drogas. Os IP tém
uma constante de inibicdo 10 a 100 vezes menor no HIV-2 quando comparado com o
HIV-1. O guia de tratamento Francés de 2008 indica o uso de atazanavir,
fosamprenavir e tipranavir com certos cuidados em doentes HIV-2 reativos
(CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Saquinavir, lopinavir e darunavir demonstraram atividade semelhante entre o
HIV-1 e o HIV-2; j4 o indinavir, nelfinavir e o ritonavir parecem ser menos ativos contra
o HIV-2 do que contra HIV-1. O atazanavir tem uma atividade mais baixa e variavel
contra o HIV-2, em comparagéo com o HIV-1 (NEW YORK STATE DEPARTMENT OF
HEALTH, 2012).

O HIV-2 é intrinsecamente resistente a inibidores de transcriptase reversa nao
nucleosideos (NNRTI) de 12 geracao, ja que essa classe de drogas bloqueiam a
transcricdo reversa do HIV-1 através de um sitio de ligacao especifico que nédo esta
presente no HIV-2. Inibidores de fuséo (enfuvirtida) ndo tém efetividade (NEW YORK
STATE DEPARTMENT OF HEALTH, 2012).

Dentre os antirretrovirais mais recentes, HIV-2 parece ser sensivel a
inibidores de integrase, raltegravir e elvitegravir. Como o HIV-2 utiliza uma grande
variedade de correceptores para invasao celular, a efetividade do antagonista de
CCR5 maraviroque parece incerta (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

O guia de diretrizes de 2010 da Organizacdo Mundial de Saude propde um
esquema de trés NRTIs para tratamento do HIV-2, possibilitando o uso alternativo de
dois NRTIs com ritonavir potencializado com IP (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI,
2011).

O Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos, em seu
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guia de diretrizes, sugere o inicio do tratamento com IP potencializados, sem
especificar quais drogas devem ser utilizadas. Apesar disso, com base nos ensaios
observacionais, lopinavir ou darunavir potenciados com ritonavir sdo escolhas
razoaveis para esquemas de inibidores de protease (NEW YORK STATE
DEPARTMENT OF HEALTH, 2012).

Tenofovir com emtricitabina ou lamivudina sdo recomendados como
componentes do regime NRTIs e, alternativamente, também podem ser utilizados
zidovudina com lamivudina (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Em relacdo ao tratamento de mulheres gravidas infectadas pelo HIV-2, 0 uso
de zidovudina mais lamivudina com lopinavir/ritonavir € o regime atualmente
recomendado pelo Departamento de Saude de Nova lorque, podendo o esquema
tenofovir mais emtricitabina com lopinavir/ritonavir ser utilizado alternativamente. Para
as mulheres infectadas pelo HIV-2 que n&o aderirem ao tratamento durante a gravidez,
a profilaxia com zidovudina € indicada para prevenir a transmissao viral da mée para
crianca, apesar de o risco de transmissao vertical do HIV-2 ser menor do que HIV-1
(NEW YORK STATE DEPARTMENT OF HEALTH, 2012).

O tratamento para infecc6es oportunistas em pacientes com HIV-2 é similar
aos direcionados aqueles com HIV-1 e, apesar da escassez de dados para o
tratamento de infeccbes oportunistas em pacientes com HIV-2, os resultados
documentados apresentam maior eficiéncia no quadro da infeccdo pelo HIV-2. Os
regimes profilaticos e o tempo de tratamento sdo menos agressivos no contexto de
uma infeccdo por HIV-2, embora ndo hajam concretos protocolos clinicos com
terapias antirretrovirais a infecgdes oportunistas em pacientes com HIV-2
(CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

O monitoramento da resposta ao tratamento e resisténcia a drogas tomam
como base critérios imunoldgicos e viroldgicos. A resposta de células TCD4+, com
recuperacdo quantifitiva das subpopulacdes, parece ser menor na terapia com
pacientes HIV-2 do que naqueles infectados com HIV-1 (NEW YORK STATE
DEPARTMENT OF HEALTH, 2012).

Ja o monitoramento da resisténcia a drogas & mais complexo pela
inexisténcia de ensaios comerciais para tal fim. Genotipagens realizadas em ensaios
de pesquisa apontaram para o surgimento de mutacdes de resisténcia no gene
integrase durante o tratamento com raltegravir e, assim como para 0s pacientes com

HIV-1, torna-se mais frequente o surgimento da multirresisténcia em decorréncia de
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regimes inadequados e ndo adeséo ao esquema de medicamentos. A demanda por
um direcionamento terapéutico especifico para HIV-2 € cada vez mais expressiva
(CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Estudos voltados para o desenvolvimento de novos farmacos direcionados ao
tratamento da infec¢é@o por HIV-2 enfrentam certos obstaculos: menores cargas virais
intrinsecas a infecgdo pelo HIV-2; o grande quantitativo de infectados concentram-se
na Africa Ocidental e em locais com acessos limitados a medicamentos; as
metodologias de deteccdo ndo sdo amplamente difundidas e diversificadas; o uso de
antirretrovirais incorretos para o tratamento inicial que intensificam a resisténcia viral.
Mais estudos fazem-se necessarios para aperfeicoar as estratégias de tratamento de
pacientes infectados com HIV-2 (NEW YORK STATE DEPARTMENT OF HEALTH,
2012).

Embora a infeccdo pelo HIV-2 seja menos agressiva e a progressao para
AIDS menos frequente, h4 esquemas terapéuticos diferenciados para HIV-2. Os
individuos infectados com HIV-2 com uma doenca progressiva tém, em geral, uma
menor resposta ao tratamento (NEW YORK STATE DEPARTMENT OF HEALTH,
2012), fato que torna relevante a diferenciagao entre HIV-1 e HIV-2 em pacientes com
risco de infecgéo pelo HIV-2.

1.7 Epidemiologia do HIV-2 no Mundo

A primeira descricdo do HIV-2 foi realizada em regibes urbanas da Africa
Ocidental, com evidéncias da presenca do virus desde 1966. Apesar das taxas
menores de infeccdo fora do continente africano, ainda ha uma consideravel
prevaléncia na Africa Ocidental e nos paises com lacos histdricos e socioecondémicos
com essa regido. Simultaneamente, o HIV-2 é cada vez mais reconhecido em todo o
mundo, representando uma preocupacdo para outros continentes (BOCK;
MARKOVITZ, 2001).

Predominante na Africa Ocidental, a infecgdo por HIV-2 apresentava uma
prevaléncia >1% da populagéo regional no final de 1980. Estimou-se um quantitativo
de um a dois milhdes de pessoas com HIV-2 em paises como Guiné-Bissau, Gambia,
Senegal, Cabo Verde, Costa do Marfim, Mali, Serra Leoa e Nigéria. Essa prevaléncia
reduziu nos ultimos anos, principalmente, nos jovens, em paralelo com um aumento
da infeccéo pelo HIV-1 (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).
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A disseminacéao inicial da infeccéo pelo HIV-2 foi observada pelos relatos de
casos em paises com vinculos com a Africa Ocidental (CARVALHO et al., 2012;
SORIANO et al., 2000). Cazein et al. (1996) realizaram um estudo de prevaléncia da
infeccdo pelo HIV-2 na Europa em 22 paises, entre 1989 e 1995, a partir de bases de
dados geridas pelo Centro Europeu de Monitoramento da AIDS, inclusos nas andlises
os dados de soroprevaléncia publicados e ndo publicados fornecidos pelos entes de
vigilancia de HIV/AIDS dos paises participantes.

Os grupos de andlises foram divididos: dados oriundos da vigilancia de
soroprevaléncia em mulheres gravidas, com ou sem interrup¢do da gravidez, sendo
detectados trés casos em Paris, oito em Londres e trés em Amsterda; dados de
rastreio de doacdes de sangue, havendo sido notificados trés casos na Franca, um da
Esténia, um na Grécia e um no Reino Unido, uma prevaléncia inferior a 0,3 por
100.000; os resultados de consultas direcionadas para IST, encontrado um percentual
de 0,1% de todos os HIV positivos no Reino Unido e 13% em Portugal; outras
populacdes selecionadas, como grupo de hemofilicos na Espanha, onde foram
encontrados 41 casos de infec¢do por HIV-2, um representativo de 3,5% de todos os
reativos para HIV (CAZEIN et al,. 1996).

Em geral, esse levantamento de casos indica que o HIV-2 era relativamente
raro na Europa, no periodo de 1989 e 1995. Os numeros representam menos de 1%
de todas as infeccfes por HIV, em contraste, com uma prevaléncia consideravelmente
alta em Portugal no mesmo periodo (CARVALHO et al., 2012; SORIANO et al., 2000).

A entrada do virus em Portugal, a partir de Guiné-Bissau, pode ter ocorrido
durante o periodo da Guerra de Independéncia (1961-1974) e a disseminagéo para
ex-colénias portuguesas (Angola, Mocambique e Brasil) e regifes da india (Goa e
Maharashtra) que mantinham rela¢des préximas com Portugal foram relatadas em
diferentes estudos (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011). O HIV-2 foi responsével,
em 2000, por 4,5% dos casos de AIDS em Portugal, apresentando a maior
prevaléncia da Europa, percentual que reduziu para 2,6% em 2000 e 2,3% em 2008.
Os seis principais subtipos de HIV-2 (A-F) ja foram descritos no pais, sendo o subtipo
A a variante mais predominante entre nativos e imigrantes (SORIANO et al., 2000;
CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011; CARVALHO et al., 2012).

Soriano et al. (2000) apontaram que mais de 60% dos novos casos
diagnosticados de HIV-2 em Portugal ndo apresentavam uma rastreabilidade direta

com o oeste africano, corroborando dessa forma a presenca de uma difusdo local.
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Carvalho et al. (2012) avaliaram 442 pacientes de diferentes regides do pais que
representavam 37% de todas as infec¢des por HIV-2 notificadas no periodo de 1984 a
2007 em Portugal, albergando uma vasta area geografica, definida pelos autores
como uma amostra representativa da dinamica de transmissao do HIV-2 no pais.

Os resultados apontaram que, até 2000, a maioria dos HIV-2 reativos eram
homens nascidos em Portugal e residentes na regido norte do pais. Tal fato corrobora
o papel-chave da guerra de independéncia na introducdo do virus em Portugal via
soldados enviados para Africa que adquiriram a infeccdo por transmissdo sexual,
transfusGes sanguineas e procedimentos cirargicos inseguros (SORIANO et al., 2000;
CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011; CARVALHO et al., 2012).

No periodo entre 2000 e 2007, esse perfil sofreu modificacbes com os
deslocamentos populacionais, os pacientes diagnosticados com HIV-2 passaram a
representar os imigrantes da Africa Ocidental, predominantemente mulheres e
residentes de Lisboa. Os imigrantes de Guiné-Bissau e de Cabo Verde representavam,
em 2008, respectivamente, 6% e 12% da populacao total de imigrantes em Portugal,
guantitativo que aumentou nos anos seguintes (SORIANO et al., 2000;
CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011; CARVALHO et al., 2012).

Portugal serviu como um centro de difusédo do virus para outros locais da
Europa pelo elevado numero de casos, de um modo geral. Sem embargo, na Europa e
na América do Norte, a maioria dos individuos infectados por HIV-2 identificados eram
imigrantes africanos, nativos que viajaram para Africa Ocidental ou tiveram relacdes
sexuais com pessoas de paises endémicos (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011;
SORIANO et al., 2000).

Na Franca, 75 casos de infec¢do por HIV-2 foram identificados em 1994, 58
em pacientes emigrantes da Africa Ocidental (BOCK; MARKOVITZ, 2001). Entre 2003
e 2006, houve 10.184 novos diagndsticos de HIV na Franca, 1,8% desses individuos
eram HIV-2 reativos, com uma diviséo de 1,6% monoinfectados por HIV-2 e 0,2% em
coinfec¢édo HIV1/2 (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Em 1988, os primeiros casos de infeccdo pelo de HIV-2 na Espanha foram
identificados em trés imigrantes africanos residentes em Barcelona. Do momento das
notificagdes iniciais até 1998 haviam sido identificados 92 pacientes reativos, a
maioria originarios da Africa Ocidental, sendo predominantes os subtipos A e B
(MACHUCA et al., 1999).

De 1988 a 2006, um perfil de baixa prevaléncia foi mantido, com um
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guantitativo de casos de infec¢do pelo HIV-2 que ultrapassava 146 casos notificados,
101 (69%) desses eram homens e 16 (11%) foram diagnosticados com coinfec¢ao
HIV-1 e HIV-2. Outrossim, como em analises epidemioldgicas de outros paises, 110
(75,3%) eram imigrantes africanos e, dos espanhdis infectados com HIV-2, houve
relatos de viagens e convivéncia em areas endémicas ou mantiveram relacdes
sexuais com pessoas dessas regides. No ano de 2006, apesar de nédo ter sido
observado aumento na incidéncia da doenca, dos oito novos casos detectados, todos
eram individuos imigrantes da Africa subsaariana (TORO et al., 2007).

Até 2006, pelo menos 65 doentes com HIV-2 foram detectados em
Luxemburgo, provincia da Bélgica, 63% dos pacientes oriundos de paises da Africa
Ocidental (RUELLE et al., 2008). Além disso, entre 1985 e 2003, 52 pessoas foram
diagnésticas com HIV-2 ou coinfectadas com HIV-1 e HIV-2, com infec¢des adquiridas
na Africa Ocidental e diagnosticadas na Inglaterra, no Pais de Gales e na Irlanda do
Norte (DOUGAN et al., 2005).

Dos casos de HIV-2 relatados na Asia, 95% foram identificados na india. A
primeira evidéncia da infeccéo por HIV-2 na india foi em 1991, enquanto a primeira
deteccdo de HIV-1 ocorreu em 1986. Houve uma disseminagao rapida do HIV, uma
vez que é um dos paises mais populosos do mundo e, atualmente, ha uma taxa
consideravel de individuos vivendo com HIV/AIDS no pais (KASHYAP; GAUTAM;
BHALLA, 2011). Ha relatos da infeccéo pelo HIV-2 e coinfeccdes HIV-1 e HIV-2 em
diferentes regides indianas, sendo as taxas de prevaléncia variaveis de acordo com o
local.

Kashyap et al. (2011) realizaram uma andlise retrospectiva da
soroprevaléncia da infeccdo em Deli (norte da india) e regies adjacentes, no periodo
de 2004 a 2009, em amostras de individuos que procuraram o centro de testagem e
aconselhamento do Hospital Lok Nayak. A triagem dos casos foi realizada por teste
rapido e a confirmacao por WB, detectando 1.938 casos (8,8%) de infeccao pelo HIV-1,
seis casos (0,03%) de HIV-2 reativos e um caso (0,005%) de coinfec¢cédo HIV-1 e
HIV-2.

Dentre os casos de HIV-2 detectados, todos eram homens com idades entre
18 a 60 anos, com historico de viagens para locais endémicos relatado em metade
dos casos, e 86% das exposicdes foram associadas a contato sexual com
profissionais do sexo. Ensaios baseados em deteccao molecular do HIV-2 ndo foram
empregados nesse estudo (KASHYAP; GAUTAM; BHALLA, 2011).
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Os dados da regido Sul Indiana para o0 mesmo periodo mostraram uma
prevaléncia de 2,1% de coinfec¢éo e uma variagéo de 0,13% a 1,8% de monoinfec¢ao
por HIV-2. Ja os relatos de soroprevaléncia no Oeste da india, em grupos de alto risco,
encontraram taxas de 5% a 20% para coinfec¢cbes HIV-1 e HIV-2. Um estudo
soroepidemioldgico com coorte de Maharashtra aponta taxas de 1,7% para HIV-2 e
4,7% para dupla infeccao HIV-1 e HIV-2 (KASHYAP; GAUTAM; BHALLA, 2011).

Em 2003, foi descrito o primeiro caso de HIV-2 nas Filipinas em uma mulher
de 43 anos que relatou contato sexual com um indiano (1998) e um americano (1999).
A confirmacéo da infeccao foi possivel através do Western Blot especifico para HIV-2
(New Lav Blot Il da Bio-Rad), apresentando as bandas p16, p26, p34, p56 de gag, p68
de pol, gp36, gpl05 e gpl40 de env; amplificacdo do material genético do HIV-2 na
amostra; resultado positivo para DNA proviral extraido de PBMC e amplificado a partir
de primers para regidao LTR do HIV-2 (LEAN et al., 2003).

No caso, 0 sequenciamento para caracterizacdo viral local indicou
proximidade com as estirpes indianas. Tais dados indicam a introducdo do virus no
pais e a importancia de modificacbes na testagem de diagnostico para HIV,
proporcionando uma distin¢édo viral tipo-especifica (LEAN et al., 2003).

Dez casos de HIV-2, a maioria do subtipo A, foram isolados na Coréia do Sul.
A primeira deteccdo no pais ocorreu no inicio de 1990 em um marinheiro coreano
infectado no exterior e, desde 2002, casos de transmissdes internas foram detectados.
InvestigacBes moleculares identificaram que em seis casos a transmissao poderia ter
ocorrido a partir de uma Unica fonte pelas similaridades genéticas. A transmissao
nacional é rara e restrita a regides especificas, embora esses estudos indiquem a
introducéo do virus no pais (NAM et al., 2006).

Ja nos Estados Unidos, o primeiro caso de infec¢édo por HIV-2 foi identificado
em uma mulher africana (oriunda da Africa Ocidental) com toxoplasmose no sistema
nervoso central, em 1987 (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011). Em 1981, o Centro
de Controle de Doencas (CDC) iniciou o rastreamento da AIDS nos EUA, mas
somente em 1992 foi implantada a testagem de HIV-2 em doagbes de sangue, sendo
realizada também analises retrospectivas em amostras doadas de 1987 a 1989.

Entre junho de 1992 a junho de 1995, foram reportados 62 casos nos EUA,
trés desses encontrados entre doadores de sangue. A maioria destes individuos
portadores de HIV-2 nos EUA possuiam vinculos nitidos com o continente africano,
por nascimento ou parceiros sexuais (BOCK; MARKOVITZ, 2001).
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Durante o periodo de junho de 1988 a junho de 2010, um total de 242 casos
de HIV-2 foram reportados, principalmente entre pessoas oriundas da Africa Ocidental,
sendo 46% na cidade de Nova lorque. Entretanto, os imunoensaios utilizados durante
esse periodo ndo apresentavam uma discriminacao tipo-especifica, sem reatividade
cruzada, para o HIV-2. Com isso, ndo seriam confiaveis para a emissdo de um
resultado confirmatério de infecgdo por esse tipo de virus (TORIAN et al., 2011).

Durante a investigacao de um surto ou no estabelecimento de um sistema de
vigilancia epidemiologica € necessaria a garantia de uniformidade e seguranca dos
dados obtidos. Para tal fim, a definicdo de caso proporciona essa padronizagao.
Segundo Waldman et al. (1998, p.19), a definicdo de caso “pode ser entendida como
um conjunto de critérios que se utilizam para decidir se uma pessoa tem ou ndo uma
particular doenca ou apresenta um determinado evento adverso a saude”.

A partir de 2010, CDC definiu que para confirmacéo da infecgéo pelo HIV-2
pelo menos um dos seguintes critérios deveria ser atendido: 1) uso de imunoensaios
tipo-especificos HIV1/HIV-2 com resultado reativo para HIV-2; 2) teste de amplificacéo
de acidos nucleicos (DNA ou RNA) positivo para HIV-2, apesar de ndo haver um
ensaio aprovado pela Food and Drug Administration (FDA/EUA); 3) resultado de
imunoblot positivo para HIV-2 e negativo ou indeterminado para HIV-1. Com isso, dos
242 casos inicialmente notificados entre 1988-2010, 47 foram excluidos por néo ter
informacdes suficientes para discriminar possiveis duplicidades de notificacdo e 29
casos hao se encaixaram nos critérios definidos (TORIAN et al., 2011).

A amplificacdo de acidos nucleicos evidenciou 19 casos (11%) de coinfeccéo
HIV-1 e HIV-2. Possivelmente, o nimero real de casos de HIV-2 seja maior que essas
estimativas, devido a integracdo global, o crescente deslocamento humano, a
subnotificacdo e, principalmente, pela auséncia de testagem especifica para HIV-2
(PCR ou imunoensaios tipo-especificos) em ensaios de triagem de diagnéstico de HIV,
em que provaveis infec¢bes pelo HIV-2 ndo foram reconhecidas, cujos resultados
eram negativos ou persistentemente indeterminados (TORIAN et al., 2011).

Os 166 casos identificados foram caracterizados em relagdo a regido de
notificacdo, ao pais de nascimento dessas pessoas, a raca/etnia, o sexo, a idade e 0
fator de risco associado a transmisséo. Referentes ao local de nascimento dos
diagnosticados com HIV-2 no periodo de 1987-2009, 164 pacientes tiveram suas
origens identificadas: 132 (81%) eram da Africa Ocidental, sete casos (4%) de outras

regides africanas, seis (4%) ndo especificaram de qual regido africana eram
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originarios, nove (6%) pacientes indianos, cinco estadunidenses, trés europeus e dois
mexicanos (TORIAN et al., 2011).

Em relacdo aos locais de notificacdo, 77 casos (46%) foram reportados na
cidade de Nova lorque, 24 (15%) no Sul, 18 (11%) no Meio Oeste, 14 (8%) no Oeste.
Houve uma maioria de pacientes negros ndo hispanicos (89 % dos casos). Um
percentual de 58% de homens, com uma idade média de 39 anos (variacdo 21-76
anos) (TORIAN et al., 2011).

Das 50 mulheres com idades entre 15-44 anos diagnosticadas, 24 (48%)
estavam gravidas antes ou apés o diagnostico de HIV-2. Os filhos dessas mulheres
nao foram identificados como portadores do HIV-2, porém informac6es completas de
acompanhamento de seis dessas criancas ndo foram obtidas (TORIAN et al., 2011).

Os fatores de transmissdo foram identificados em alguns casos. Por 38
pacientes (23%) foram reportados contatos heretossexuais com parceiros infectados
com HIV, quatro casos em homens que fariam sexo com homens e quatro casos de
uso de drogas injetaveis (TORIAN et al., 2011).

De acordo com o censo demografico de 2000, estimou-se que dos 31,1
milhdes de imigrantes nos EUA, um quarto de milhdo eram de paises da Africa
Ocidental com alta prevaléncia de HIV-2. Imigrantes africanos estdo por todo pais,
entretanto, é possivel estabelecer algumas “areas de concentragdo” para
determinados grupos (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Ha estimativas de 200.000 individuos de Cabo Verde nos EUA, a maioria
concentrada em Massachusetts e Rhode Island; Washington agrupa imigrantes da
Nigéria e Serra Leoa; em Chicago residem um grande numero de ganenses
(CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011). Entretanto, de acordo com Torian et al.
(2011), Nova lorque € a principal porta de entrada de imigrante africanos nos Estados
Unidos e dados da cidade mostram que, do periodo entre junho de 2000 a dezembro
de 2008, o intervalo médio entre o diagnostico inicial da infeccdo por HIV e a
identificagdo do agente etiolégico como HIV-2 foi 487,5 dias (TORIAN et al., 2010).

Pela dinAmica epidemioldgica do HIV-2, fica evidente que em um mundo cada
vez mais globalizado, os aspectos sociais, econdmicos, culturais e epidemiologicos
enfatizam a necessidade de desenvolver abordagens especiais para as populacdes
migrantes e promocdo de cuidados de saude sensiveis a eles. Exige-se novas
abordagens no que se refere ao planejamento dos servi¢os de saude e metodologias
de diagnostico (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).
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1.7.1 Epidemiologia do HIV-2 no Brasil

As primeiras descri¢des de HIV-2 no Brasil foram publicadas em 1987, um ano
ap6s a descricdo do HIV-2 na Africa. Foram identificados quatro individuos reativos
para HIV-2 nas testagens sorolégicas com ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
Western Blot (WB), sendo descritos como travestis residentes em Sdo Paulo, com
uma média de 28 parceiros sexuais por semana e um deles relatou uma viagem para
Paris em anos anteriores, ndo sendo possivel estabelecer uma ligacao epidemiolbgica
direta com o continente africano. (VERONESI et al., 1987).

Nos anos seguintes e até 1996, foram publicados outros cinco trabalhos ora
confirmando, ora negando a existéncia do HIV-2 no Brasil (CORTES et al., 1989;
HENDRY et al., 1991; GRANATO et al., 1992; CARVALHO et al., 1996; BROUTET et
al., 1996). A maioria desses estudos de deteccdo do HIV-2 desenvolvidos no Brasil
foram baseados na investigacéo da presenca de anticorpos com metodologias cujas
especificidades ndo permitiam a diferenciagcao entre as infec¢des pelo HIV-1 e HIV-2 e
alguns estudos apresentaram resultados inconclusivos enquanto a maioria falhou na
identificacdo de anticorpos HIV-2.

Pieniazek et al. (1991) publicaram trabalho com andlises soroldgicas de
amostras de 495 pacientes hospitalizados do Rio de Janeiro que indicaram uma
prevaléncia de 0,4% de infeccdo por HIV-2 e 4% de coinfeccdo HIV-1/HIV-2.
Entretanto, a testagem confirmatdria com ensaio imunoenzimatico tipo-especifico
confirmou a coinfec¢cado em 0,4% dos pacientes (2 casos).

O material genético viral de PBMC foi extraido e amplificado com sondas
especificas para o HIV-2, confirmando a coinfeccdo em dois individuos homossexuais,
respectivamente, de 31 e 25 anos, residentes no Rio de Janeiro. Os pesquisadores
ndo conseguiram localizar esses individuos para obter informagcfes a respeito da
transmissdo viral, se a aquisicdo do virus foi por meio de viagens a paises
estrangeiros endémicos ou por contato com pessoas oriundos destes locais
(PIENIAZEK et al., 1991).

Tais resultados evidenciam a circulacao do HIV-2 no Brasil. Em 1998, Vicente
et al. (1998) estudaram 200 amostras originadas de todo o Brasil, utilizando a PCR
como ferramenta diagnostica e ndo conseguiram confirmar a circulacdo do HIV-2 no
Brasil a partir dessa amostragem.

Fusuma et al. (2005) comprovaram, por teste molecular, a transmissédo de
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HIV-2 do subtipo A para uma brasileira de 45 anos, residente de Sao Paulo, cujo
parceiro era de Guiné-Bissau. Esse foi primeiro caso reportado e confirmado de
transmissao de HIV-2 dentro do pais.

O sequenciamento do HIV-2 isolado mostrou um sitio extra do promotor
NF-kB que poderia ser associado a um aumento na citopatogenicidade viral. Uma vez
que HIV-2 normalmente apresenta somente um sitio NF-kB, uma caracteristica que o
difere do HIV-1 e esta relacionado a menor expressao viral, a presenca dessa
insercao atenta a necessidade de um monitoramento mais acurado da disseminacao
do HIV-2, mesmo com menores taxas de transmissao e patogenicidade comparadas
ao HIV-1 (FUSUMA et al., 2005).

Com isso, devido ao crescimento da populacdo mundial, é plausivel que a
migracdo e a mobilidade populacional aumentem proporcionalmente e, apesar de a
incidéncia de HIV-2 declinar na Africa Ocidental, o aumento desse fluxo migratorio
promove a manutencao e disseminacdo do virus para outros paises. Destaca-se com
isso a necessidade de discutir o impacto da migracdo na epidemiologia das doencas
infecciosas nacionais e a importancia de programas de prevencao e diagndstico de

HIV 1/2 mais efetivos, com o uso de fluxos e metodologias de diagnéstico eficientes.

1.8 Testagem e Diagnd@stico viral

A portaria n. 29 de 17 de dezembro de 2013 regulamenta o diagnostico da
infeccdo pelo HIV no Brasil, normatizando fluxos seguros de testagem, para 0s
setores publicos e privados da sociedade, com base nos conhecimentos técnicos e
cientificos da infeccdo e das metodologias de diagnéstico disponiveis
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Uma vez que o Brasil € um pais com extensa demografia e diversidades
regionais, a0 mesmo tempo em que apresenta uma consideravel desigualdade social,
o Manual Técnico para Diagndstico da Infeccdo pelo HIV aprovado pela portaria
supracitada estabelece seis fluxogramas, quatro tendo como base o contexto
laboratorial e dois com aplicacdo de testes rapidos, que viabilizam um diagnostico
seguro da infec¢ao em diferentes contextos (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).
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lgG Total

Concentracao dos
marcadores no plasma
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Semanas de infeccado

FIGURA 4 — MARCADORES SANGUINEOS DA INFECGCAO PELO HIV
FONTE: Ferreira-Junior et al., 2014

Diferentes marcadores (Figura 4) podem ser detectados durante a evolucao
da infeccéo pelo HIV. De forma progressiva, ha um pico inicial de viremia (altos niveis
de RNA viral plasmatico) até a terceira e quarta semanas apds a exposicdo e, de
modo subsequente, h4 um pico de detec¢cdo do antigeno viral p24 (proteina do
capsideo viral). Os niveis de p24 caem de acordo com o crescimento dos niveis de
anticorpos anti-p24 e, posteriormente, havera o aumento dos titulos de anticorpos
anti-glicoproteinas do envelope viral. E possivel detectar o DNA proviral a partir de
PBMC ao longo de todo o periodo de infeccdo (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

Nos ultimos anos, as metodologias laboratoriais evoluiram, sendo voltadas
para diferentes marcadores da infeccéo pelo HIV — anticorpos anti-HIV e antigenos
virais, proteina p24, RNA ou DNA proviral. Uma vez que ndo existe uma metodologia
com 100% de sensibilidade e especificidade, o uso de dois testes distintos em cada
fluxo aumenta a probabilidade de deteccdo de casos verdadeiramente positivos
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

S&o dois testes, sendo um de triagem (mais sensivel) e outro confirmatorio
(mais especifico), que levardo a um resultado “reagente” com base na confirmagéo
pelo segundo teste. O resultado “ndo reagente” podera ser dado a partir do teste de
triagem, salvo nos casos de suspeita de soroconversao recente nos quais uma
testagem posterior € recomendada. Para as amostras reagentes, recomenda-se uma
etapa complementar para confirmacdo do diagndstico com testes mais especificos
gue os de triagem (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Uma situacédo de infeccéo recente, onde ndo ha anticorpos em circulagéo,
mas apenas antigenos detectaveis, o teste confirmatorio a ser escolhido é a
quantificacdo da CV, com base na anamnese do paciente, a fim de ratificar a infec¢ao
e excluir resultados falso-positivos (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).
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Os laboratérios de testagem contam com uma liberdade de escolha do
fluxograma mais adequado a sua realidade laboral. Os ensaios de triagem
recomendados pelo Ministério da Saude sdo ensaio imunoenzimatico (ELISA); ensaio
imunoenzimatico de microparticulas (MEIA); ensaio imunoldgico quimioluminescente
(QL); ensaio imunoldgico com revelacdo eletroquimioluminescente (EQL); ensaio
imunolégico fluorescente ligado a enzima (ELFA); ensaio imunologico
guimioluminescente magnético (CMIA); testes rapidos de imunocromatografia,
aglutinacao de particulas de latex ou imunoconcentracdo. Ja os métodos de imunoblot
(IB), imunoblot rapido (IR), Western Blot (WB) e quantificacdo do RNA viral de HIV-1
(CV, opcgéo preferencial) sdo recomendados para segunda etapa confirmatoria do
diagnéstico (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Estudos de Fiebig et al. apontam o periodo de reatividade de cada
metodologia de testagem ap6s o evento de infeccdo, servindo como base para
construcdo dos fluxogramas. O sistema proposto estabelece seis estagios na infeccao
recente pelo HIV, de acordo com o padrdo de reatividade a marcadores especificos
(RNA viral, antigeno, p24, ELISA e Western Blot), que surgirdo nos ensaios de
deteccdo ao longo da progressao da infeccao viral (Figura 5). Tal sistema é a base
para a tomada de decisdo sobre quais metodologias sdo mais adequadas em
contextos distintos da infeccdo pela sintomatologia e histérico do paciente
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Marcador Duracao em dias (IC 95%)

S RNA p2d ELISA WB Individual Cumulativo
0 - - - - 10 (7-21) 10
| + - - - 7(5-10) 17
I + + - . 5 (4-8) 22
[T + + + - 3 (2-5) 25
v + +/- + Ind 6(4-8) 31
v + +/- + +(-p31) 70(40-122) 101
vi + +/- + +(-p31) Sem limite de duragao Sem limite de duragao

FIGURA 5 — REATIVIDADE DE CADA METODOLOGIA DE ACORDO COM A PROGRESSAO DA
INFECCAO

FONTE: Universidade Federal De Santa Catarina, 2014

LEGENDA: O quadro apresenta a reatividade de cada metodologia de acordo com a progresséo do
inicio da infeccdo e uma média da estimativa da duracao de cada estagio. A janela imunolégica consiste
no periodo no qual os testes utilizados na rotina de diagnéstico ndo séo capazes de detectar o virus
(estagio 0). No estagio 1V, Western Blot apresenta padrdo indeterminado, com presenca de bandas
especificas de HIV, porém nédo preenche os critérios de resultado reativo que séo a presenca de pelo
menos 2 das 3 bandas de p24, gp41 ou gp120/160. Nos estagios seguintes, o Western Blot é reagente.
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Os testes de 42 geracéo e os testes rapidos, apesar de ndo estarem incluidos
na classificacdo de Fiebig, detectam a infeccdo a partir dos estagios Il, Il ou IV, de
acordo com o fabricante. Testes rapidos que utilizam fluido oral ndo possuem, pela
auséncia de painéis de individuos em soroconversao, um estagio de classificacao de
Fiebig definido (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Algumas ressalvas sdo feitas em relagdo a aplicagcdo desse sistema de
classificagdo. Uma delas reside na variabilidade de sensibilidade dos ensaios de
acordo com o fabricante, que reflete diretamente na atribuicéo do teste a determinado
estagio. Aléem disso, a aplicacdo da classificagcdo na préatica clinica tem grande
limitacdo resultante da variabilidade de acesso aos servicos de saude, ja que 0s
pacientes, habitualmente, procuram o auxilio médico apds a soroconversdo, que
também apresenta uma diversidade temporal individual (FERREIRA-JUNIOR et al.,
2014).

Outra limitacdo do modelo é sua elaboracao a partir de dados de doadores,
pessoas assintomaticas ou com sintomas brandos, que, em comparacdo com
individuos com quadros clinicos proeminentes, podem apresentar distingdes no ritmo
de progressdo da doenca. Outrossim, os ensaios sorolégicos empregados na
padronizacao utilizam proteinas do subtipo-B do HIV-1, criando viés para individuos
infectados com outro subtipo (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Com isso, o0 sistema de estagiamento laboratorial e os fluxogramas de
diagnésticos associados fornecem um quadro de referéncia para acompanhamento e

diagnéstico eficaz da infeccé@o pelo HIV.

1.8.1 Teste rapido Imunoblot Bio-Manguinhos e Teste rapido Geenius

O Teste Rapido (TR) de plataforma de duplo percurso (DPP) Imunoblot HIV
1/2 do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos, Fundacao
Oswaldo Cruz, € um ensaio qualitativo confirmatorio para deteccdo de anticorpos
anti-HIV-1/2 em amostras de sangue total, soro ou plasma humano
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

E um ensaio baseado na metodologia de imunocromatografia que utiliza uma

membrana de nitrocelulose como fase sélida de difusdo em que estédo ligadas as
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proteinas recombinantes dos virus HIV-1, inclusive as do grupo O, e HIV-2 distribuidas
em linhas diferentes de visualizagdo. Anticorpos especificos e conjugado de proteina
A com particulas de ouro coloidal funcionam como revelador do resultado do teste

(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).
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FIGURA 6 — DISPOSITIVO DO TR DPP IMUNOBLOT HIV 1/2
FONTE: Modificado a partir de Universidade Federal De Santa Catarina, 2014

Ha trés regides béasicas no dispositivo de teste Imunoblot rapido (Figura 6):
poco 2, janela de leitura e po¢o 1. No poco 1, aplica-se a amostra e o tampéo e, apés
o intervalo indicado na bula do ensaio, acrescenta-se 0 tampao no pog¢o 2 para
migracdo do conjugado (encontrado na area intermediaria). Na janela de leitura estéo
os antigenos de HIV-1 e HIV-2 fixados, representando a linha 1 de teste a proteina
gp36 do HIV-2; a linha 2 a proteina gp160 do HIV-1; linha 3 a gp120 do HIV-1; linha 4
a gp4l do HIV-1; linha 5 a p24 de HIV-1 e a linha C é o controle processual do teste,
demonstrando o funcionamento adequado dos reagentes e a validacdo do ensaio
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Algumas limitacbes no emprego do teste rapido para o diagnéstico da

infeccdo pelo HIV consistem nos resultados falso-negativos, em situacdes, por
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exemplo, de pacientes sabidamente soropositivos em tratamento antirretroviral e
resultados ndo reagentes em individuos recém-infectados, dado que a producao de
anticorpos leva algumas semanas apos a infec¢ao pelo virus (FERREIRA-JUNIOR et
al., 2014).

Na situacdo anteriormente mencionada, o teste deve ser repetido apés 30
dias. A realizacao do teste anti-HIV n&o € indicada para criangas com idade inferior a
18 meses, visto que pode ocorrer a deteccao de anticorpos maternos transferido por
via placentéria (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

O ensaio confirmatério TR Geenius HIV 1/2 da Bio-rad é um teste
imunocromatografico com maior especificidade empregado para confirmacédo e
diferenciacéo de infec¢des pelo HIV-1 e HIV-2 em amostras de sangue total, plasma e
soro com resultados reativos em procedimentos de diagnostico de HIV. Possui moldes
semelhantes ao emprego do TR DPP Imunoblot de Bio-Manguinhos nos fluxogramas
de diagndstico do Manual do Ministério da Saude (BIO-RAD, 2016b).

> B 10K001000105

> B 10K001000105

Band 1: gp36 (HIV-2 envelope peptide) HIV-2 ENV
Band 2: gp140 (HIV-2 envelope peptides) HIV-2 ENV
Band 3: p31 (HIV-1 polymerase peptide) HIV-1 POL
Band 4: gp160 (HIV-1 envelope recombinant protein) HIV-1 ENV
Band 5: p24 (HIV-1 core recombinant protein) HIV-1 GAG
Band 6: gp41 (Group M and O) (HIV-1 envelope peptides) HIV-1 ENV

FIGURA 7 — DISPOSITIVO TR DPP GEENIUS HIV 1/2
FONTE: Modificado a partir de Bio-Rad, 2016b

O dispositivo TR Geenius HIV 1/2 (Figura 7) apresenta uma banda controle (C)
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e seis linhas de teste correspondendo, respectivamente, a gp36 de HIV-2 (ENV);
gp140 de HIV-2 (ENV); p31 de HIV-1 (POL); gp 160 de HIV-1 (ENV); p24 de HIV-1
(GAG); gp4l de HIV-1 (ENV). Logo, em comparacdo com o TR DPP Imunoblot de
Bio-Manguinhos, ha uma banda extra para diferenciacdo da infeccdo pelo HIV-2
(BIO-RAD, 2016b).

1.8.2 Western Blot

Nessa técnica, os antigenos sdo separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, de acordo com os pesos moleculares, e transferidos para membrana
de nitrocelulose. A membrana de nitrocelulose é a fase sélida, onde estdo dispostas
as proteinas e glicoproteinas virais fixadas e distribuidas conforme o peso molecular
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Areacéo entre os antigenos fixados e os anticorpos da amostra é revelada por
processo enzimatico, por meio do conjugado de anticorpos de cabra
anti-imunoglobulina humana marcados com fosfatase alcalina. A etapa final da técnica
envolve a adicdo do substrato BCIP/NBT (5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil Fosfato e
NitroBlue Tetrazolium) e sua degradacéo que gera um produto corado, visualizando a

reacao sobre a fita (New Lav Blot |, Bio-Rad).

1.8.3 Ensaios imunoenzimaticos

Os primeiros ensaios para diagnostico da infeccéo pelo HIV surgiram em 1985,
com o emprego de antigenos virais obtidos a partir da lise de culturas de células
infectadas, viabilizando a deteccdo de anticorpos em amostras através da
metodologia de ELISA ou ensaios imunoenzimaticos indiretos. Em 1986, o diagndstico
laboratorial da infec¢éo pelo HIV passou a ser feito no Brasil (FERREIRA-JUNIOR et
al., 2014).

A segunda geragéo de ensaios, ainda no formato indireto, mas com emprego
de antigenos recombinantes e peptideos sintéticos surgem em 1987. As delimitacfes
de regides especificas das proteinas virais representaram um aumento na
sensibilidade e especificidade dos (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Com os novos estudos, mostrando a variabilidade do HIV, antigenos dos
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diferentes grupos de HIV-1 (M, N e O) e de HIV-2 foram incluidos nas metodologias de
diagnostico. Os ensaios de ELISA de 32 geracdo, denominado ELISA sanduiche,
surgiram para tornar a metodologia mais sensivel e especifica ao detectar as
diferentes classes de anticorpos anti-HIV (IgG, IgNM e IgA) e, consequentemente,
representaram uma reducdo na janela imunoldgica (SANTOS; ROMANOS; WIGG,
2015).
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FIGURA 8 — ENSAIO IMUNOENZIMATICO DE 32 GERAC}AO DO TIPO ELISA
FONTE: Ferreira-Junior et al., 2014

Como ilustrado na Figura 8, os antigenos séo fixados na fase sélida e véo se
ligar aos anticorpos presentes na amostra em analise. Em seguida, uma solugdo com
proteinas recombinantes e peptideos sintéticos do HIV-1/2 conjugados com uma
enzima é adicionada e, apds incubacdo e lavagem, acrescenta-se o substrato
(cromogeno e peroxido de hidrogénio) que levara a producao de cor de acordo com a
presenca de anticorpos da amostra. A leitura colorimétrica € feita no
espectrofotdbmetro e os resultados sdo determinados pela densidade 6tica (DO). O
ponto de corte (cut off) é calculado com base no ensaio e possibilita a interpretacéao
das reacOes como reagentes, ndo reagentes ou indeterminadas (FERREIRA-JUNIOR
et al., 2014).

A evolugdo tecnocientifica viabilizou os ensaios de 42 geracdo, com

capacidade de deteccdo simultaneamente antigenos p24 e anticorpos especificos
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anti-HIV-1 e anti-HIV-2. A presenca dos anticorpos na amostra é revelada pela adigdo
de proteinas recombinantes conjugadas com enzima e 0s antigenos p24 detectados
através de uma imunoglobulina anti-p24 conjugada a uma enzima na fase sdlida que
captura o antigeno p24 presente no soro. A janela diagndstica dos ensaios de quarta
geracdo € de aproximadamente 15 dias, de acordo com o fabricante do ensaio (Figura
9) (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

m + A* Incubacao Lavagem

\4
v Ak o2
+ ‘ v /k Incubacao Lavagem
' ° Reacao colorida indica a
+ o% [e) = presenca do antigeno ou
° do anticorpo

Legenda

| | Fase sélida oooo @ Substrato (S)
Poco de uma placa de 96 pocos (=) Cromageno + H,0,
Y Anticorpo Anti-p24 /L Anticorpo 1gG Anti-HIV (Ac)
Ligado & fase sélida — poco da placa Presente na amostra do individuo
Antigeno de HIV (Ag) Protei
A : e ~ roteina p24 do HIV
Ligado & fase sdlida - poo da placa * Presente na amostra do individuo
Anticorpo IgM Anti-HIV (Ac) Conjugado (Conj)
Presente na amostra do individuo ' Antigeno + enzima

Conjugado (Conj)
* Anticorpo Anti-p24 ligado a enzima

FIGURA 9 — ENSAIO IMUNOENZIMATICO DE 42 GERAC}AO DO TIPO ELISA
FONTE: Ferreira-Junior et al., 2014

Ressalte-se que ha uma variabilidade nos métodos de ELISA com relacdo ao
grau de automacdo, daquelas realizadas por procedimentos manuais até as
automatizadas (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

1.8.4 Diagnéstico da infeccao pelo HIV-2

O diagndstico laboratorial do HIV-2 é dificultado pelo alto indice de reatividade
cruzada entre o HIV-1 e o HIV-2. De uma maneira geral, o diagnéstico da infeccéo pelo
HIV é realizado pela combinacdo de um teste imunoenzimatico contendo antigenos do
HIV-1 e do HIV-2, seguido pela confirmacdo com Western blot ou pelo uso de testes
rapidos confirmatérios (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

No entanto, o uso de testes rapidos, ensaios imunoenzimaticos,
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imunoensaios quimioluminescentes e Western blot com proteinas derivadas do HIV-1
e/ou do HIV-2 ndo possuem especificidade para o diagndstico tipo-especifico em
razdo de uma alta reatividade cruzada de anticorpos contra as proteinas de gag, pol e
env. Essas proteinas podem levar erroneamente ao diagnostico de HIV-1 em um
individuo infectado pelo HIV-2 (TORIAN et al., 2010).

O Unico teste sorolégico aprovado pela US Food and Drug Administration
(FDA) que faz a deteccao e diferenciacédo do HIV-2 é o teste rapido HIV 1/2 Multispot
da empresa BioRad Laboratories. Ele utiliza uma metodologia de imunoconcentracao
e incorporacdo de sequéncias peptidicas de proteinas de envelope do HIV-1 e HIV-2
que possibilita um diagnéstico diferencial para os dois tipos virais
(CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Por recomendacédo do Departamento de Saude de Nova York, as amostras
submetidas a testagem de HIV-1/2 com resultados reativos devem ser rastreadas por
imunoensaios de diferenciacdo tipo-especificos subsequentes, nos casos
recomendados de testagem para HIV-2, para diferenciacdo dos dois tipos de HIV. A
deteccdo de RNA de HIV-2 pode ser realizada de forma adicional a sorologia (NEW
YORK STATE DEPARTMENT OF HEALTH, 2012).

Os testes sorologicos e moleculares de diferenciacdo de HIV-1/2 devem ser
especialmente adotados mediante observagdo durante a anamnese de certas
situacdes de risco a infec¢éo por HIV-2. O CDC recomenda a testagem para HIV-2 nas
seguintes situacfes (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011):

1) pessoas em vulnerabilidade com base no histérico de exposicdo do individuo,
incluindo pessoas que fizeram sexo com individuos infectados com HIV-2 ou de locais
onde o HIV-2 é endémico (regides da Africa Ocidental, tais como, Guiné-Bissau, Cabo
Verde, Gambia, Costa do Marfim, Mali, Mauritania, Nigéria, Serra Leoa, Benin,
Burkina Faso, Gana, Guiné, Libéria, Niger, Sdo Tome e Principe, Senegal, Togo e
outros paises como Angola, Mocambique e india);

2) pessoas que receberam cuidados meédicos, inje¢cbes, imunizacoes, flebotomia,
cirurgia ou participaram de ensaios em paises onde HIV-2 & endémico e/ou
compartilharam agulhas com individuos infectados com HIV-2 ou de paises
endémicos para a infeccao;

3) individuos que nasceram de méaes que apresentam fatores de risco para infeccéo

HIV-2 ou sdo sabidamente infectadas com HIV-2;
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4) pessoas com um quadro clinico sugestivo para infeccdo por HIV, infec¢des
oportunistas ou sintomatologia tipicas associadas ao HIV, mas a testagem para HIV-1
com resultado negativo ou indeterminado;

5) pessoas com padrdes de bandas no Western Blot atipicos do HIV-1.

Para emissdo de um resultado sorologico HIV-2 reativo, o CDC recomenda o
emprego de uma testagem confirmatoria suplementar. Para atender essa demanda,
aplicam-se ensaios de testagem complementar para HIV-2 desenvolvidos por
laboratérios e centros de referéncias, como INNO-LIA HIV 1/2 fabricado pela
INNOGENETICS NV, Teste HIV 1/2 Blot da MP Biomedicals e outros
(CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011).

Testes de imunoblot comerciais que apresentam as proteinas gp140, gp105
e/ou gp36 do HIV-2, além das proteinas p24, p31, gp41l, gp120 e/ou gpl60 do HIV-1
tém sido um recurso na identificacdo de casos provaveis de infeccéo pelo HIV-1/2. No
entanto, devido ao seu alto custo e a falta de informacéo sobre sua real especificidade
na identificacdo de casos verdadeiramente positivos, ainda ha uma limitacdo no seu
uso rotineiro (LEMEY et al., 2003; TORIAN et al., 2010).

A PCR é, muitas vezes, utilizada como um teste confirmatério para o
diagnéstico da infeccéo pelo HIV-2, porém esta metodologia ainda permanece na area
da pesquisa, uma vez que nao ha testes aprovados pela FDA e comercialmente
disponiveis para quantificacdo do RNA de HIV-2 (LEMEY et al., 2003; TORIAN et al.,
2010).

Usualmente, o0 monitoramento dos pacientes infectados pelo HIV-1 é feito com
a quantificacéo de RNA viral e contagem de células TCD4"e TCD8". Em um estudo de
coorte francés realizado entre maio de 1994 e dezembro de 2000 com 217 pacientes,
48% foram detectados com teste de RT-PCR com CV média de 3 logs (1000
copias/mL). Logo, a caréncia de testes moleculares comerciais adequados dificulta
tanto o diagndstico como o tratamento desses pacientes (MATHERON et al., 2003).

Dado o quadro atual de presenca da infeccdo pelo HIV-2 em diferentes partes
dos continentes africano, europeu, paises como india, Estados Unidos e Brasil, é
relevante a testagem soroldgica para HIV-2 em individuos vulneraveis ou com

resultados indeterminados/incomuns de Western Blot HIV-1.

1.8.5 Recomendacg0es para diagndéstico do HIV-2 no Brasil
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As recomendacgfes para diagnostico da infeccdo pelo HIV-2 no Brasil tém
como base as indica¢des internacionais para individuos que apresentam risco
epidemioldgico de infeccdo por esse tipo de virus. Sao eles 0s que tém parceiros
sexuais sabidamente infectados pelo HIV-2 ou oriundos de paises onde o HIV-2 é
endémico; que tenham realizado transfusbes de sangue, compartilhamento de
agulhas ou injec6es com agulhas nédo estéreis em paises onde o HIV-2 é endémico;
filhos de mulheres que apresentam fatores de risco para o HIV-2 (FERREIRA-JUNIOR
et al., 2014).

Além dos casos verificados na anamnese, a suspeita de infec¢do por HIV-2
em situagdes devem ser analisadas individualmente, como: 1) certos resultados na
testagem laboratorial com testes soroldgicos de triagem positivo e Western Blot ou
teste molecular negativo, com um elo epidemiolégico com paises endémicos para
HIV-2; 2) um perfil sintomatoldgico tipico de AIDS com auséncia de um teste positivo
para anticorpos anti-HIV-1 ou um WB para HIV-1 com os padrdes indeterminados
incomuns, tais como gag p55, p24 ou pl7, bandas da polimerase p66, p51
(transcriptase reversa) ou p31 (integrase); 3) pacientes com CV indetectavel, com
sintomatologia ou contagem de linfécitos TCD4+ decrescente; 4) testes soroldgicos
que indiquem reatividade para a proteina gp36 ou gpl05 do HIV-2
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

A Portaria n° 29 de 17 de Dezembro de 2013 estabelece que o diagndstico
definitivo de infeccdo pelo HIV-2 somente podera ser emitido pelo Laboratério de
Referéncia Nacional para HIV-2, devendo ser respeitados 0s procedimentos
recomendados pelo Manual Técnico para o Diagndstico da Infec¢édo pelo HIV, para
gue seja providenciado o remanejamento da amostra suspeita, a fim de que o
Laboratério de Referéncia Nacional confirme o diagndstico (BRASIL, 2015).

O diagnéstico precoce da infeccdo pelo HIV é uma questdo essencial de
saude publica, uma vez que a fase aguda representa o intervalo de tempo de maior
infecciosidade e, consequentemente, transmisséo viral. Estudos demonstram que um
namero significativo de novos casos de infeccdo sdo oriundos de individuos
recém-infectados, que, no geral, apresentam altos niveis de RNA viral plasmatico. O
conhecimento da propria infecgéo e o inicio do tratamento adequado de acordo com 0
tipo viral sdo formas efetivas de intervencdo preventiva e controle epidemiolégico
(SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar a interpretacdo do diagnodstico de HIV-2 entre dois testes
sorologicos confirmatorios que utilizam proteinas de HIV-2 em amostras de pacientes
HIV reativos atendidos no Hosptal Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG) no periodo
do ano de 2000 até 2015.

2.2 Objetivos especificos

e Testar as amostras caracterizadas como HIV positivas do biorrepositério
HUGG/UNIRIO para confirmar o resultado dos testes soroldgicos realizados
guando do diagndstico do paciente e a permanéncia de reatividade;

e Comparar a reatividade das amostras de pacientes as proteinas de HIV-2 nos
testes rapidos DPP Geenius HIV 1/2 da Bio-rad e DPP Imunoblot HIV 1/2 de
Bio-Manguinhos;

e Analisar a concordancia entre as leituras visuais e automatizadas do TR DPP
Geenius HIV.
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3 JUSTIFICATIVA

A presenca do HIV-2 em uma determinada populacdo demanda testes
laboratoriais especificos para o seu diagndéstico. Atualmente, os testes sorolégicos
comercialmente disponiveis ndo discriminam entre as duas infeccbes de modo
especifico e, adicionalmente, ndo existe um teste molecular comercial para esse fim.

O HIV-2 possui um padrdo de susceptibilidade e resisténcia as drogas
antirretrovirais diferente do verificado para o HIV-1. Na maior parte dos paises, 0s
regimes terapéuticos com farmacos antirretrovirais sdo especificamente determinados
para tratar infeccdes por HIV-1.

Portanto, identificar a infeccdo pelo HIV-2 pode possibilitar a introducédo de
regimes terapéuticos mais apropriados que evitem o surgimento de estirpes virais
resistentes. Assim, o diagndéstico correto da infeccéo pelo HIV-2 tem implicacdes para
0 manejo clinico, tratamento do paciente e controle epidemioldgico.

As informacdes a respeito da prevaléncia do HIV-2 no Brasil ainda sdo
escassas. A maioria dos estudos de vigilancia epidemioldgica publicados fazem uso
de metodologias e “kits” de diagndstico que nao discriminam entre as infecgdes
causadas pelo HIV-1 e HIV-2.

Adicionalmente, nas duas Ultimas décadas houve um aumento consideravel
do numero de africanos visitando ou vivendo no Brasil, devidos aos vinculos
sOcio-culturais e econdmicos afro-brasileiros. Este movimento migratorio pode ter
facilitado a introducéo e dispersao do HIV-2 no pais.

O presente estudo busca realizar uma andlise comparativa entre dois testes
sorolégicos confirmatorios para deteccdo de HIV-2. Essas informacdes podem nortear
as recomendacdes sobre a testagem soroldgica do HIV-2 a partir dos resultados de
reatividade cruzada entre os anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2, levando a um rastreio

mais eficiente de possiveis casos de infeccéo pelo HIV-2.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, envolvendo a analise de amostras de
HIV reativas de um biorrepositério do Laboratorio de Pesquisa em Imunologia e AIDS
(LAPIA) do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG). O periodo a ser estudado
inclui o quantitativo de 633 amostras HIV reativas coletadas entre os anos de 2000 até

2015, com volume suficiente e viabilidade para as andlises.

4.2 Testes sorolégicos para o HIV-2

A testagem laboratorial das amostras foi realizada da seguinte forma:

1) As amostras do biorrepositério com resultado de ELISA HIV reativo tiveram
suas caracterizacdes sorolégicas confirmadas com Teste Rapido DPP Imunoblot HIV
1/2 de Bio-Manguinhos em uma triagem inicial para confirmacéo da permanéncia de
reatividade. Amostras com resultados discordantes, comparando-se os atuais do
estudo com aqueles contemporaneos a entrada no laboratério, também foram
avaliadas frente ao Western Blot;

2) Em seguida, as amostras que apresentaram reatividade a gp36 (amostras
nao diluidas) no TR DPP Imunoblot HIV 1/2 de Bio-Manguinhos, que € um dos testes
confirmatérios recomendados pelo Ministério da Saude, foram também submetidas ao
TR DPP Geenius da Bio-rad que utiliza duas bandas de reatividade para HIV-2 (gp36
e gpl40) e ao leitor automatizado Geenius de reatividade, para analise comparativa
dos resultados obtidos nas duas metodologias de diagndstico sorolégico de HIV-2.

Ademais, também foram analisadas a concordancia das interpretacfes
visuais em relacao a leitura automatizada das bandas de HIV-2 do TR DPP Geenius. A
leitura visual foi realizada por dois profissionais treinados e, em casos de discordancia,
por um terceiro leitor.

Ao final desta etapa de testagem, as amostras que apresentaram reatividade
especifica a gp36 (amostras nédo diluidas) no TR DPP Imunoblot HIV 1/2 de
Bio-Manguinhos foram testadas em um ensaio do tipo ELISA desenvolvido no

Laboratério de Virologia Molecular da Universidade Federal do Rio de Janeiro (pepEIE
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HIV-1/2), um ensaio tipo-especifico que permite a identificacdo de reatividade ao
antigeno gp36 do HIV-2 (MAUEIA et al., 2011).

A reatividade a gp36 foi confirmada ou ndo com um ensaio de neutralizacao,
segunda etapa do ensaio pepEIE HIV-1/2, possibilitando a distincdo de reacdes

cruzadas por semelhancas antigénicas entre esses dois virus (Figura 10).

Amostras
HIV reativas do
Biorrepositorio
HUGG/UNIRIO l
l 2000 a 2015
Western Blot TR DPP Imunoblot
HIV-1 _ HIV 1!:_2
Bio-Manguinhos
Amostras
L HIV-1/2 reativas [«
confirmadas

l
—== |

TR
Geenius pepHIV-1/2
HIV 1/2 (Elisa tipo-especifico)

FIGURA 10 — FLUXO DE PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
FONTE: Elaborada pela autora, 2017

4.2.1 Procedimento de testagem com TR DPP Imunoblot HIV 1/2 de Bio-Manguinhos

Para a detecc¢do de anticorpos anti-HIV no soro foi utilizado o teste rapido TR
DPP Imunoblot HIV 1/2 de Bio-Manguinhos (Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos Bio-Manguinhos, Fundagédo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude), de
acordo com as instrugdes do fabricante.

O procedimento basico de realizacdo da testagem envolve a aplicacdo da
amostra e tampéao no poco 1 (5ul da amostra e 2 gotas do tamp&o), que migram em
direcdo aos antigenos fixados na janela de leitura. Apés um periodo de tempo que
possibilitara a dispersdo dos anticorpos anti-HIV 1/2 presentes na amostra e sua

interacdo com os antigenos fixados, o tampéo sera adicionado no poc¢o 2 (5 gotas) e
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carreard 0 conjugado, composto pela proteina A e particulas de ouro coloidal
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

O conjugado ira interagir com o0s anticorpos complexados e havera a
visualizacdo na membrana de nitrocelulose das linhas rosas ou purpuras, de acordo
com o complexo antigeno-anticorpo formado. Os resultados sdo interpretados
conforma a Figura 11 (FERREIRA-JUNIOR et al., 2014).

Resultado nao reagente: Presenca de cor rosa/roxa

apenas na linha de controle (C). RN
1 2345¢C
Resultado reagente para HIV-2: Presenca de cor iirea 3

rosa/ roxa na linha de controle (C) e na linha de teste 1.
Eventualmente pode aparecer linha em 1 (gp36), 5 (p24)
e em C (controle). I |

1 2345¢C

Resultado reagente para HIV-1: Presenca de cor rosa/
roxa na linha de controle (C) e em duas ou mais linhas (2,

3,40ub). I | |

1 2345¢C

Resultado indeterminado para HIV-1: Presenca de cor

rosa/roxa na linha de controle (C) e em somente uma linha G
(2,3,40ub). I I

1 2345¢C
Teste invalido: quando NAO apresentar a linha na area firea 3
de controle.

1 2345¢C

FIGURA 11 — INTERPRETAQAO DOS RESULTADOS DE TR DPP IMUNOBLOT HIV 1/2
FONTE: Universidade Federal de Santa Catarina, 2014

4.2.2 Procedimento de testagem com TR Geenius HIV e Software Geenius

O ensaio confirmatério TR Geenius HIV 1/2 da Bio-rad é um teste

imunocromatografico em moldes semelhantes ao TR DPP Imunoblot HIV-1/2 de
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Bio-Manguinhos, sendo a principal diferenga residente na existéncia de uma banda
adicional para diferenciagéo da infeccdo pelo HIV-2 (gp36 e gp140 de HIV-2).

O suporte do ensaio contém anticorpos ligados a proteina A conjugada com
particulas de ouro coloidal e antigenos impregnados na fase solida. A amostra (5uL do
soro) € aplicada no Pogo 1 juntamente com o tampéo (2 gotas) para promover o
descolamento de espécimes e reagentes, facilitando a ligagdo antigeno-anticorpo.
Apoés a migracao para a tira de teste, em cerca de 5-7 minutos, adiciona-se o tampao
no Poco 2 (5 gotas) que carreara o conjugado e possibilitara a visualizacao das linhas
de teste (caso haja anticorpos anti-HIV) e linha controle.

O critério de interpretacdo dos resultados obtidos no teste é apresentado na

Figura 12.
Interpretacdo HIV-1
2 bandas das 4 de HIV-1, sendo pelo
Positivo menos 1-ENV gpl60 (bandad) ou gpal
{bandat)
Negativo sem bandas

Apenas 1 ENV (banda 4 ou 8) ou
1 GAG [banda 5) ou
1 POL (banda 3) ou

1GAG com 1 POL (banda 5 e 3)

Indeterminado

Interpretagio HIV-2
2 bandas de HIV-2 devem estar présentes:
gpit e gpldl (bandas 1 e 2)

Negatvo sem bandas

Positivo

Indeterminado Apenas 1 ENV gp36 (banda 1) ou gpl40
(banda 2):

FIGURA 12 — INTERPRETACAO DOS RESULTADOS INDIVIDUAIS TR GEENIUS HIV 1/2
FONTE: Modificado a partir de Bio-Rad, 2016b.

LEGENDA: O dispositivo TR Geenius HIV 1/2 apresenta uma banda controle e seis linhas de teste
correspondentes as bandas gp36 e gp140 de HIV-2 (ENV); banda p31 de HIV-1 (POL); banda gp160 de
HIV-1 (ENV); banda p24 de HIV-1 (GAG); banda gp41 de HIV-1 (ENV).

Uma vez obtidos os resultados individuais das bandas de HIV-1 e HIV-2,



parte-se para os critérios de interpretacéo global do ensaio (Figura 13).

Resultado HIV-2

Resultado HIV-1

Interpretacdo Final do Ensaio

MNegativo

Negativo

HIV NEGATIVO

Indeterminado

Megativo

HIV-2 INDETERMINADO

Negativo

Indeterminado

HIV-1 INDETERMINADO

Indeterminado

Indeterminado

HIV INDETERMINADO

Negativo Positivo HIV-1 POSITIVO

Indeterminado Positivo HIV-1 POSITIVO
Positivo Negativo HIV-2 POSITIVO
Positivo Indeterminado HIV-2 POSITIVO
Positivo Positivo

1 ENV (gp160 ou

HIV-2 POSITIVO
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gpdl)+ GAG ou POL
2 ENV (gp160 e gp41)
+ GAG ou/e + POL

FIGURA 13 — CRITERIO DE INTERPRETACAO GLOBAL HIV 1/2 TR GEENIUS HIV 1/2
FONTE: Modificado a partir de BIO-RAD, 2016b.

HIV POSITIVO NAO TIPIFICADO

O Software Geenius para leitura automatizada detecta presenca ou auséncia
das bandas do dispositivo relacionadas com a presenca ou nao de anticorpos
anti-HIV-1 e anti-HIV-2, gerando resultados positivos, negativos e indeterminados
para HIV-1 e HIV-2, de acordo com os critérios anteriormente mencionados. O sistema
faz uso de controles internos para validacao das leituras, apresenta codificagdo Unica
para cada dispositivo de reacdo, rastreabilidade das calibracbes do sistema e
possibilita registro fotografico das bandas detectas ou ndo nos suportes.

4.2.3 Procedimento de testagem New Lav Blot |, Bio-Rad

As tiras de nitrocelulose do teste do ensaio New Lav Blot | da Bio-Rad contém
as proteinas do virus HIV-1 e um controle interno localizado na extremidade inferior
nao numerada da tira, que permite validar a adicdo da amostra e dos reagentes, além
de assegurar a realizacdo do protocolo correto do ensaio. O teste compreende as

seguintes etapas:

a) reidratagao das tiras com solucao de lavagem/diluente;

b) incubacdo dos controles e das amostras que serdo analisadas, na
propor¢cdo 1:1000. Se existirem anticorpos anti-HIV-1, eles se ligardo as
proteinas virais impregnadas nas tiras;

c) apos as lavagens para retirada do material que nao se ligou a tira, €
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realizada a incubacdo com anticorpos anti-lgG humanos marcados com
fosfatase alcalina, que interagirA com os complexos antigenos-anticorpos
retidos no suporte sélido;

d) outras lavagens com a solugcédo tampé&o sao realizadas para eliminar o
conjugado excedente. Emprega-se a solucdo de revelacdo e, mediante
atividade enzimatica, ocorrera o aparecimento de bandas especificas para

cada proteina do HIV-1 (Figura 14).

N° PROTEINA HIV TIPO NATUREZA
— GP160 ENV Glicoproteina Precursora da GP110/120 e da GP41
- gp 160 GP110/120 ENV Glicoproteina de revestimento
m gpi0 pb8/66 POL Transcriptase inversa
p55 GAG Percursor de proteinas internas
[s]: — p52/51 POL Transcriptase inversa
S% = GP41 ENV Glicoproteina transmembranar
p40 GAG Percursor de proteinas internas
P40 — w4 p34/31 POL Endonuclease
p24/25 GAG Proteina interna
P - p18/17 GAG Protefna interna
P m Interpretagdo do kit:
Positivo 2 ENV + GAG + POL
1 ENV + GAG £ POL
pié m.y . GAG + POL
Indeterminado
GAG
POL
Negativo Nenhuma banda

j Interral control

HIV |

FIGURA 14 — PROTEINAS VIRAIS E INTERPRETACAO DO ENSAIO NEW LAV BLOT |, BIO-RAD
FONTE: Modificado a partir de Bio-Rad, 2016.

4.2.4 Ensaio imunoenzimatico (pepEIE) HIV-1/2 LVM

a) Procedimento de testagem com pepEIE HIV-1/2 LVM

O pepEIE HIV-1/2 é baseado em peptideos sintéticos especificos e derivados
das regifes imunodominantes da gp41 do HIV-1 e de gp36 do HIV-2. Os peptideos
sintéticos representam as sequéncias de consenso do HIV-1 grupo M e as sequéncias
de regides homologas do HIV-2. Os peptideos de 21-mer sdo 1) HIV-1 grupo M =
RGDKDGGLGIWGCSGKLICTT e 2) HIV-2 = RGDKDGGLNSWGCAFRQVCHT.

As microplacas de 96 orificios do tipo polivinil (Immulon II; Dynatech

Laboratories, Inc., Alexandria, Va.) foram recobertas com 5 pg/mL de peptideo



60

sintético (100 ul/orificio) em tampéo carbonato (pH 9,6) e incubado overnight a 4°C,
sendo uma placa especifica para HIV-1 e outra para HIV-2. As placas seréo lavadas 6
vezes com tampao fosfato-salino (PBS) contendo 0,05% Tween 20. Os sitios livres de
peptideo foram bloqueados com a adi¢cdo de uma solugéo contendo 5% de albumina
bovina em PBS/Tween.

Apbs o preparo das placas de reacao, foi adicionado o soro dos pacientes
diluidos 1/100 nas microplacas para HIV-1 e HIV-2, em posi¢cdes idénticas nas duas
bases de reacédo, e incubadas por 1h a 37°C. Apos 5 lavagens com PBS/Tween, foi
adicionado um anticorpo de cabra anti-Imunoglobulina G humana, especifico para a
regido Fc, conjugado com peroxidase (Sigma, St. Louis, Mo.). As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 2 horas e, em seguida, foi adicionado 100
pl/orificio de TMB (3,3'5,5' base tetrametilbenzidina, Sigma, St. Louis, Mo.).

As placas foram lidas ap6s 25 min de incubagdo em temperatura ambiente no
escuro. A reacdo foi pausada com 100ul/poco de &cido sulfarico 2N (H,SO,4) e as
leituras realizadas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 450 nm. O
cut-off do ensaio foi determinado da seguinte forma: Y x 2, em que Y é a média das
triplicatas dos controles negativos internos (soro normal, de individuos nédo infectados,
padronizado para a técnica). Todo o ensaio conta com um controle positivo especifico
para HIV-2 e para HIV-1.

b) Preparacéo dos reagentes da pepEIE HIV-1/2 LVM

1. Solugéo de Lavagem

As lavagens foram realizadas com uma solucéo de 1 pacote de PBS 0,05%
Tween 20 (10g) em 1L de H,O Milli Q.

2. Diluente de amostra

Feito a partir de 0,0045g Purpura Bromocresol com 100mL de PBS 0,05%
Tween 20 2% de proteina albumina do soro bovino (BSA), dissolvido sob agitacéo e
armazenado em 2°C a 8°C por 6 meses. O tampao PBS 0,05% Tween 20 2% BSA é
preparado pelo adicdo de 2g BSA em 100mL de tampéao de lavagem.
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3. Diluente do anticorpo de cabra anti-lgG humana conjugado

A solucao estoque (0,6%) é feita 0,69 amarelo crupusculo com 100mL de H20
Milli Q, dissolvido sob agitacdo e armazenado sob refrigeracdo (2°C a 8°C) por 6
meses. Para uso no ensaio, emprega-se a solugéo a 0,006% com a diluicdo de 1mL
da solucéo estoque 0,6% em 99mL de PBS 0,05% Tween 20.

c) Procedimento de neutralizacdo com pepEIE HIV-1/2 LVM

Para etapa de neutralizacdo, os peptideos sintéticos das sequéncias de
consenso do HIV-1 grupo M (gp41) e de sequéncias de regides homologas do HIV-2
(gp36) foram incubados com as amostras diluidas do soro, a fim de verificar
reatividade cruzada de anticorpos. Em seguida, o procedimento de testagem

realizado na etapa anterior foi repetido.

4.3 Coleta e analise estatistica dos dados

As informacdes obtidas para o estudo foram 1) dados demograficos de idade,
sexo e nacionalidade dos pacientes; 2) dados laboratoriais de testes soroldgicos
realizados por ocasido do diagndstico ou quando do registro do paciente no HUGG,
dados sobre a quantificacdo de linfécitos TCD4+, TCD8+ e carga viral. Todas essas
informacdes foram colhidas em formulario apropriado e posteriormente digitadas em
uma base de dados, utilizando uma planilha do Software Microsoft Excel.

A analise estatistica foi efetuada por meio do Programa Software R, versao
3.3.3. Empregaram-se técnicas de Estatistica Descritiva para caracterizar as
amostras estudadas, sendo os dados quantitativos analisados a partir de medidas de
tendéncia central, aplicada a média ou a mediana de acordo com o padrdo de simetria
da distribuicdo de frequéncia dos dados, e de dispersdo para estimar a variabilidade
existente nos dados. As variaveis qualitativas foram descritas em relacdo as
frequéncias absolutas e relativas.

As associacdes entre as variaveis foram analisadas através do Teste

Wilcoxon-Mann-Whitney. Com o propdsito de manter a cientificidade da pesquisa, o
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presente estudo admitird o nivel de significAncia de p < 0,05, isto €, 95% de
probabilidade de que estejam certas as afirmativas e/ou negativas denotadas durante
as investigacfes, admitindo-se, portanto, a probabilidade de 5% para resultados
obtidos por acaso.

As analises comparativas de reatividade das bandas de HIV-2 dos Testes
Réapidos e da confiabilidade das leituras automatizada e visual do TR DPP Geenius
HIV foram realizadas pela estatistica Kappa de Cohen e classificadas segundo Landis
& Koch (1977), de acordo com os graus de concordancia: k<O auséncia de
concordancia; 0<k<0,19 concordancia pobre; 0,2<k<0,39 concordancia regular;
0,4<k<0,59 concordancia moderada; 0,6<k<0,79 concordéncia substancial; 0,8<k<1,0

concordancia quase perfeita.

4.4 ConsideracOes éticas e orcamentarias

As amostras bioldgicas utilizadas neste projeto fazem parte do biorrepositorio
do Laboratorio de Pesquisa em Imunologia e AIDS do Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle (LAPIA/HUGG/UNIRIO), para o qual foi concedido aprovacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa do HUGG (CEP-HUGG), memorando nimero 07/2015. O presente
trabalho foi aprovado pelo CEP-HUGG, numero do parecer 1.349.374/2015.

Todos os custos de testes e reagentes utilizados neste estudo foram de
responsabilidade do Laboratério de Virologia Molecular do Instituto de Biologia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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5 RESULTADOS

Das aproximadamente 18.737 amostras analisadas no HUGG/UNIRIO de
2000 a 2015, 3560 foram diagnosticadas como HIV reativas, com uma média anual de
19% de reatividade ao HIV. Puderam ser recuperadas 659 amostras a partir do
biorrepositorio do LAPIA/HUGG/UNIRIO, que representam 18,5% das amostras HIV
reativas desse periodo de 15 anos.

A primeira etapa do projeto consistiu na testagem das amostras para
verificacdo da permanéncia de reatividade, isto é, a presenca de anticorpos
detectaveis nas metodologias sorolégicas e confirmacdo dos resultados quando do
diagndstico do paciente ou do registro do paciente no HUGG.

Todas as amostras passaram por analises através do TR DPP Imunoblot HIV
1/2 de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ e algumas foram submetidas a testagem
complementar com Western Blot New Lav Blot | da Bio-Rad para confirmacéo da
caracterizacdo sorologica, nos casos de perfis de reatividade ao HIV inferiores aos
inicialmente registrados no momento do diagnostico no HUGG.

Do quantitativo de 659 amostras amazenadas no biorrepositério, 26 amostras
do biorrepositério estavam inviaveis ou nao possuiam volumes suficientes para a
testagem e foram descartadas da coorte de estudo. As 633 amostras restantes
tiveram suas caracterizacdes sorolégicas como HIV reativas confirmadas, tendo 25
dessas amostras perfis de reatividade a HIV com menor intensidade nas analises do
presente estudo em comparacéo aos resultados inicialmente inseridos no sistema de
registro laboratorial.

Ao final dessa analise, 633 amostras tiveram suas caracterizacées como HIV
positivas confirmadas, tendo 59 amostras (sem diluicdo) anticorpos reativos a banda
gp36 de HIV-2 no TR DPP Imunoblot de Bio-Manguinhos (Figura 15).
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FIGURA 15 — RESULTADOS DA TESTAGEM DE REATIVIDADE AO HIV
FONTE: Elaborado pela autora, 2017

Para a analise comparativa dos resultados dos testes rapidos confirmatorios
TR DPP Imunoblot Bio-Manguinhos e TR DPP Geenius foram empregadas as
amostras do Grupo B (59 amostras reativas a gp36) de pacientes com idade média de
35,3 anos (DP =9,9), sendo 36 homens (61%) e 23 mulheres (39%), todos brasileiros.
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A idade média dos pacientes do Grupo A (574 amostras HIV reativas) foi 34,51 anos
(DP=15,13), sendo 292 homens (50,9%).

Na Tabela 1 foram descritos 0s ensaios imunoenzimaticos automatizados,
realizados por ocasiao do diagndstico ou quando do registro do paciente no HUGG,
empregados nas 59 amostras reativas para a gp36 durante os 15 anos de testagem

para HIV e armazenamento de amostras.

Tabela 1: Ensaios imunoenzimaticos empregados no diagnéstico de HIV nas 59
amostras GP36 reativas no HUGG/UNIRIO

Ensaio P(_e_rl'odo . Valor médio \{al_or \{a_lor anl:l c.;s(ireas

utilizado DO/CO maximo minimo  , aliadas
Access HIV Combo da Bio-rad 2015 440,72 458,18 428,42 3
VIDAS Duo Ultra Biomérieux 2014-2013 628,43 1863,08 65,52 21
VIDAS HIV-DUO Biomérieux 2008-2004 43,27 50,54 33,17 13
Access New da Bio-rad 2008-2003 128,29 222,16 22,8 24
ROCHE 2001-2000 19,02 19,02 19,02 17
GS HIV Combo Ag/Ab 2001-2000 21,64 22,01 16,06 17

" Nos periodos sobrepostos foram adotados dois ensaios imunoenzimaticos para avaliacdo das
amostras na rotina de diagnostico de HIV do LAPIA/HUGG

As medianas das quantificacdes de linfécitos TCD4+ dos Grupos A e B foram
353 células/mm?® (Qzs-Q7s =170,0 — 545) e 357 células/mm?® (Q.5-Q75 = 169,5 — 538),
respectivamente, p-valor = 0.9393. A quantificacdo de linfécitos TCD8+ do Grupo A
apresentou valor de 843 células/mm?® (Q.5-Q75 =596,0-1241,0) e 884 células/mm?
para o Grupo B (Q25-Q75 = 652,0 — 1262,5), p-valor =0.507. Somente 313 amostras do
Grupo A e 35 do Grupo B tiveram seus valores de quantificacdo de populacbes
TCD4+/TCD8+ recuperados nos sistemas de registro laboratoriais.

A mediana da CV do Grupo A foi 24.497 coépias/mL (Q25-Q7s = 4.400 —
110.000) e do Grupo B foi 20.000 copias/mL (Q25-Q75 = 5.930,5 — 44.827), p-valor
0.7965. Do Grupo A, 69 amostras (22%) possuiam CV HIV-1 ndo detectavel ou abaixo
do limite de detecgéo da técnica de quantificacdo viral e sete amostras (20%) do
Grupo B apresentaram o mesmo perfil. Logo, ndo houve diferenca significativamente
estatistica na quantificacdo de TCD4+, TCD8+ e RNA plasmatico de HIV-1 entre os
grupos de amostras A e B.

As amostras do Grupo B foram submetidas a andlise no TR DPP Geenius

atraves do procedimento de leitura automatizada e interpretacdo visual. A presenca
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da infeccéo pelo HIV-2 nessa metodologia é atribuida a deteccéo simultanea de gp36
e gpl40.

No TR DPP Imunoblot de Bio-Manguinhos, o resultado reagente para HIV-2 é
obtido mediante a reatividade somente a gp36 e sdo necessarias etapas de diluicbes
(1:10 e 1:100) para diferenciagéo entre os virus HIV-1 e HIV-2, caso haja duas ou mais
linhas correspondentes as proteinas de HIV-1. E, de acordo com a recomendagéao de
diagnéstico de infeccdo por HIV do Ministério da Saude, o diagndstico definitivo de
infeccdo pelo HIV-2 somente podera ser emitido pelo Laboratério de Referéncia
Nacional para HIV-2 com o uso de analises tipo-especificas.

As amostras sem diluicdes do Grupo B testadas nos testes rapidos
confirmatérios DPP Imunoblot de Bio-Manguinhos e Geenius foram concordantes em
relacdo a deteccdo da proteina de HIV-2 gp36 em 10 das 59 amostras, coeficiente
Kappa considerado ausente (<0,0).

A diluicdo 1:10 das 59 amostras para o0 TR DPP Imunoblot reduziu a
reatividade a gp36 a 10 casos, mas a auséncia de deteccdes na banda gp36 de HIV-2
foi obtida somente na diluicdo 1:100.

No TR Geenius, houve reatividade a gp140 em duas amostras ndo diluidas
(Tabela 2), mas sem ocorréncia simultdnea da gp36 (critério para emissdo de
resultado HIV-2 reativo).

Tabela2: Reatividade as bandas de HIV-2 nos testes rapidos DPP Imunoblot
Bio-Manguinhos HIV versus DPP Geenius HIV *

TR DPP
Imunoblot HIV

TR DPP Geenius HIV

Diluicdo da GP36+ GP36+ GP36+ GP36- GP36-
Amostra GP140+ GP140- GP140+ GP140-
N&o Diluida 59 0 10 2 47
1:10 10 (5)° - - - -
1:100 0 - - - -

! Todas as amostras apresentaram resultados negativos para HIV-2 no pepEIE HIV-1/2.
% Cinco das 10 amostras também apresentaram reatividade & gp36 nas anélises frente ao TR
Geenius sem dilui¢des.
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As interpretacgdes visuais e as leituras automatizadas do TR DPP Geenius
demonstraram uma concordancia quase perfeita (coeficiente Kappa =0,89) em
relacdo as bandas de HIV-2, sendo as discrepancias relacionadas a bandas reativas
fracas (Tabela 3), que néo interferiram no resultado da analise, segundo os critérios

do fabricante.

Tabela 3: Discordéncia entre os anticorpos detectados pelo TR Geenius HIV-1/2 nas
leituras e interpretac@es visuais e automatizadas na amostra A15

. . TR Geenius
pepEIE HIV-1/2 TR Geenius Visual Automatizado
Resultado HIV-2 Resultado HIV-2 Resultado HIV-2
ogp36 Negativo Negativo Negativo
gp140 - Positivo Negativo

As amostras foram caracterizadas com o pepEIE HIV-1/2 (LVM/UFRJ), um
ELISA tipo-especifico referencial para o diagnéstico do HIV-2, e apresentaram

resultados negativos para HIV-2.
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6 DISCUSSAO

Os testes rapidos representam um avanco na prevencdo e controle do
HIV/AIDS, sendo empregados em diferentes situagdes, como triagem soroldgica de
sangues de doacdo e garantia da seguranca transfusional, estudos de vigilancia
epidemioldgica e realizacdo de diagnosticos de infeccdo pelo HIV em contextos
diversos. Os TRs sdo de facil execucdo, podem ser realizados fora do ambiente
laboratorial, apresentam alta sensibilidade de acordo com o fabricante e interpretacao
pratica.

Os usuarios dos servicos clinicos e de diagnostico de HIV oferecidos pelo
HUGG, um hospital universitario integrante dos servigos terciarios do Sistema Unico
de Saude, sdo oriundos de todo o municipio do Rio de Janeiro de acordo com 0s
dados de Signorini (2004). Contudo, distribuem-se em maior proporgao pelas regioes
administrativas da zona sul, em direcdo a zona norte até os limites da zona oeste da
cidade.

O HUGG presta também assisténcia a um grande numero de pacientes
moradores das cidades adjacentes, regido da Baixada Fluminense. As amostras
utilizadas na presente pesquisa sdo oriundas dessa populacéo diversificada atendida
pelo Hospital.

A partir de amostras oriundas de pacientes do HUGG foi desenvolvida a
primeira publicacé@o de infec¢Bes pelo HIV-2 no Brasil através de andlises moleculares
pela técnica de PCR com sondas especificas para o HIV-2, Pieniazek e colaboradores
em 1991, identificando-se duas coinfec¢des HIV-1/HIV-2.

Das 3.560 amostras HIV reativas diagnosticadas no LAPIA/HUGG no periodo
de 2000 a 2015, 659 amostras (18,5%) foram recuperadas a partir do biorrepositério
HUGG/UNIRIO, sendo 26 descartadas por ndo apresentarem volumes suficientes ou
viabilidade para as andlises seguintes. As caracterizacBes sorolégicas como HIV
reativas foram confirmadas em 633 amostras.

As reatividades com menor intensidade verificadas nas analises do estudo em
25 amostras HIV reativas, discrepantes dos registrados iniciais de diagndstico da
infeccdo no HUGG, poderiam ser atribuidas a uma degradacdo do material,
ocasionada pela conservacdo inadequada durante o longo periodo de
armazenamento. Tal fato € corroborado pelo contraste entre resultados mais

acentuado nas amostras dos anos de 2000 e 2001.
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Apesar dos dados que mostram a presenca do HIV-2 no Brasil e da ocorréncia
de transmisséo viral regional, ndo héa suficientes informacdes acerca da circulagédo de
HIV-2 e da prevaléncia de coinfec¢cdes HIV-1 e HIV-2 na populacdo brasileira. A
presenca de reatividade cruzada nas metodologias de diagndstico dificulta um registro
epidemiologico mais acurado. Essas reagdes inespecificas observadas em técnicas
de sorodiagnéstico podem estar relacionadas com caracteristicas do individuo e suas
enfermidades (por exemplo, infec¢cdes oportunistas), condi¢cdes clinicas especificas
(doencas autoimunes, oncoldgicas) e caracteristicas intrinsecas a metodologia de

diagndstico empregada na analise.

A reatividade cruzada ao HIV-2 foi observada em 59 das 633 amostras néo
diluidas analisadas no TR DPP Imunoblot (9,32%). A diluicdo 1:10 das amostras para
o TR DPP Imunoblot reduziu a detec¢édo para 10 casos e a auséncia de reacéao foi
obtida na diluicdo 1:100 de acordo com os procedimentos indicados pelo fabricante do
produto.

Embora este fato ndo tenha acontecido neste estudo, a estratégia de diluir
para “resolver” a diferenciacido entre HIV-1 e HIV-2 do “kit” &€ questionavel, pois propde
a diluicao relativa de anticorpos para os dois virus. No entanto, na ocorréncia de dupla
infeccdo em que uma delas seja recente ou, alternativamente, na presenca de titulos
baixos de anticorpos, a simples diluicAo das amostras acarretaria um resultado
falso-negativo. Por tal razdo, o préprio fabricante ndo a considera uma estratégia
definitiva e recomenda que a amostra em reatividade a gp36 seja confirmada por
outros métodos.

O grupo de amostras empregadas nas analises comparativas dos resultados
dos testes rapidos (Grupo B) em relacdo ao quantitativo remanescente de amostras
HIV reativas (Grupo A), de acordo com a analise dos dados, ndo apresentou
diferencas significativamente estatisticas, a um nivel de significancia de 5%, na
quantificacdo de TCD4+, TCD8+ e carga viral plasmética de HIV-1. Tal fato indica que

0S grupos A e B representam um conjunto Unico de amostras HIV-1 reativas.

As 12 amostras que apresentaram reatividade as proteinas de HIV-2 (10 para
gp36 e duas para gpl40) ndo representam o0 quantitativo total de amostras
possivelmente (falso) reagentes para HIV-2, pois somente 59 amostras das 633
reagentes a HIV-1 foram testadas. Desta forma, a especificidade do TR DPP Geenius

para detectar a infec¢ao por HIV-2 ndo p6de ser avaliada.
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Ap6s uma melhor definicAo da especificidade do TR DPP Geenius para
detectar a infeccdo por HIV-2, esse ensaio poderia ser empregado de forma
complementar a testagem do TR DPP Imunoblot de Bio-Manguinhos no fluxograma
de identificacdo das infeccbes por HIV-1 e HIV-2. Tal procedimento seria uma
alternativa para lugares de acesso remoto e reduziria 0 envio de amostras com
anticorpos anti-HIV-1 com reatividade cruzada aos antigenos de HIV-2 ao Laboratoério

de Referéncia.

Todas as 59 amostras do Grupo B apresentaram resultados negativos para
HIV-2 no pepEIE HIV-1/2, o ELISA tipo-especifico de referéncia no Brasil. A partir dos
critérios propostos pelo fabricante, os testes rapidos confirmatérios DPP Imunoblot de

Bio-Manguinhos e DPP Geenius foram concordantes com esses resultados.

As interpretagdes visuais das reagbes no TR DPP Geenius apresentaram
concordancia quase perfeita (coeficiente Kappa = 0,89) com as leituras automatizadas.
Adicionalmente, isso representa uma reducdo nos custos com maquinarios e
manutencdes de equipamentos onerosos ao servico publico, mas seu uso também
pode, em algumas circunstancias, contornar a subjetividade em andlises de

resultados dos TR de acordo com as particularidades do servigo de saude.

O emprego do teste rapido imunocromatografico com uma banda de testagem
ndo propicia um resultado tipo-especifico de HIV definitivo, ndo sendo evidente se
uma possivel banda indicativa de anticorpos anti-HIV-2 aponta presenca de epitopos
comuns dos virus HIV-1 e HIV-2 ou uma possivel coinfec¢do, algo que somente é

evidenciado com triagens mais especificas.

O Manual de Diagnostico de infeccdes HIV/AIDS do Ministério da Saude
adota a recomendacéo do envio de amostras com resultados suspeitos para HIV-2 ao
laboratorio de referéncia em diagndstico do HIV-2, Laboratorio de Virologia Molecular
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Esses resultados sédo caracterizados pela
presenca de bandas indicativas de infeccdo por HIV-2 nas metodologias
confirmatdrias, resultados indeterminados reiterados nas testagens sorolégicas com
exclusdo de infeccao pelo HIV-1 e presenca de vinculo com as regides endémicas de
HIV-2 na Africa.

Ademais, pode-se vislumbrar outra hipétese de envio para o laboratério de
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referéncia. Poder-se-ia incorporar como recomendacéo de testagem para situacoes
de risco de infecgéo pelo HIV-2 o monitoramento de pacientes em tratamento para
HIV-1 com um perfil sintomatoldgico tipico de AIDS, mas com auséncia de resultados
positivos para anticorpos anti-HIV-1 ou um Western Blot para HIV-1 com os padrbes

indeterminados/incomuns.

A clinica do paciente e o efeito do longo periodo de tratamento com
antiretrovirais sobre o titulo global de anticorpos anti-HIV também devem ser
considerados na avaliagdo de uma testagem tipo-especifica direcionada ao HIV-2. A
identificacdo do tipo de HIV possibilita o direcionamento correto do tratamento da

infeccéo.

Embora a infeccdo pelo HIV-2 seja menos agressiva, 0 HIV-2 possui um
padrdo de susceptibilidade e resisténcia as drogas antirretrovirais diferente do
verificado para o HIV-1. No Brasil, assim como em outros paises, 0s regimes
terapéuticos com farmacos antirretrovirais sado especificamente determinados para o

tratamento de infeccdes por HIV-1.

Certo € que existem esquemas terapéuticos especificos para HIV-2. Posto
isso, torna-se relevante um correto diagnostico de diferenciacdo entre HIV-1 e HIV-2

em pacientes com risco de infecgdo pelo HIV-2.

Apesar da incidéncia de HIV-2 declinar na Africa Ocidental, o crescimento da
populacdo mundial e o0 aumento do fluxo migratério para trabalho, lazer e grandes
eventos turisticos, como Copa Mundial de Futebol e Jogos Olimpicos, podem
promover a manutencéo e disseminacao dos virus para outros paises. Destaca-se
com isso a necessidade de discutir o impacto da migracdo na epidemiologia das
doencas infecciosas nacionais e a importancia de programas de prevencao e
diagnéstico de HIV 1/2 mais efetivos, com o uso de fluxos e metodologias de

diagnéstico eficientes.
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7 CONCLUSOES

A testagem de amostras HIV reativas ndo diluidas do biorrepositério do
LAPIA/HUGG/UNIRIO do periodo de 2000 a 2015 no TR Imunoblot
Bio-Manguinhos apresentou reatividade cruzada ao HIV-2 em cerca de 9,32% das
amostras (59 das 633 amostras). No TR DPP Geenius, 12 das 59 amostras
demonstraram reatividade as proteinas de HIV-2 (10 para gp36 e 2 para gp140),
mas sem a ocorréncia de deteccdo simultanea das proteinas gp36 e gpl140,

critério para emisséao de resultado reativo para HIV-2;

As analises com os dois testes rapidos imunocromatograficos foram concordantes
com o ELISA de referéncia para diagnéstico de HIV-2 e entre si em relacdo a
deteccédo da infeccéo por HIV-2, mas sem a adocéo do procedimento de diluicdo
relativa dos titulos de anticorpos para diferenciacdo entre HIV-1 e HIV-2 no TR
DPP Geenius. Além da presenca diferencial de duas bandas de testagem para
HIV-2 nesse ensaio;

Os resultados apontaram que testes que utilizam somente uma banda de
testagem (uma proteina) para avaliar o HIV-2, como o TR Imunoblot
Bio-Manguinhos, ndo podem ser considerados como testes confirmatorios,
funcionando como indicativos de infeccdo. N&o fica evidente se uma possivel
banda sugestiva de anticorpos anti-HIV-2 aponta a presenca de epitopos comuns

dos virus HIV-1 e HIV-2 ou uma possivel coinfeccao;

O emprego de um teste rapido com duas bandas de testagem para HIV-2 (gp36,
gp105 ou gp140 de HIV-2) fornece um grau maior de confiabilidade ao processo
de andlise ao evitar a diluicdo da amostra em etapas de discriminacdo da
reatividade cruzada entre anticorpos de HIV-1 e HIV-2, que poderia levar a
emissao de resultados falso-negativos em situacBes de titulos baixos de

anticorpos;

Através do uso de uma coorte mais ampla, a especificidade do TR DPP Geenius
para detectar a infeccéo por HIV-2 poderia ser verificada, de modo a viabilizar a
utilizag&@o desse ensaio de forma complementar a testagem do TR DPP Imunoblot

de Bio-Manguinhos no fluxograma de identificagdo das infecgbes por HIV-1 e
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HIV-2;

Ademais, pela concordancia quase perfeita (coeficiente Kappa = 0,89) entre as
leituras visuais e automatizadas no TR DPP Geenius, 0 uso de maquinarios nas
rotinas de diagnostico de HIV poderia representar custos dispensaveis ao servico

publico com aquisic6es e manutengfes de equipamentos;

Apesar de a prevaléncia de HIV-2 declinar na Africa Ocidental, a integracéo global
pode promover a manutencdo e disseminacdo do virus para outros paises.
Ademais, reatividade cruzada entre anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2 em
metodologias de diagndstico dificulta o rastreio epidemioldgico da circulacdo de
HIV-2 e da prevaléncia de coinfec¢des HIV-1 e HIV-2.

Além disso, tem-se que o HIV-2 possui um padrdo de susceptibilidade e
resisténcia as drogas antirretrovirais diferente do verificado para o HIV-1. Portanto,
como na maior parte dos paises 0s regimes terapéuticos com farmacos
antirretrovirais sao especificamente determinados para tratar infec¢des por HIV-1,
permanece a necessidade do diagnostico de HIV 1/2 mais efetivo, com o uso de

fluxos e metodologias de diagndstico eficientes.
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