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RESUMO

XXXV




A Aids € causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 (HIV-1). A
infeccdo por este virus tem diminuido significativamente entre a populacdo pedidtrica nos
ultimos anos, devido a atengdo especial do Governo Brasileiro a pacientes infectados pelo

HIV-1, entre eles as gestantes.

A transmissdo perinatal do HIV-1 pode ocorrer durante a gestagao, na hora do parto

ou apods o parto, através do aleitamento materno.

O diagnéstico da infeccao pelo HIV-1 em adultos e em criangas com idade superior
a 18 meses € usualmente estabelecido por ensaios soroldgicos que identificam anticorpos
especificos contra o HIV-1. Entretanto, o recém - nato adquire os anticorpos maternos da
classe IgG, durante a gestacdo, o que pode levar a um diagndstico falso-positivo nessa

crianca.

O Ministério da Saide no Brasil recomenda que o diagnéstico em criangas com
idade inferior a 18 meses, seja feito através de técnicas de biologia molecular, pois estes
detectam particulas virais e ndo os anticorpos contra o HIV-1. Um teste bastante eficiente €
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), por ser um método de diagndstico precoce,
rapido, sensivel, e que pode ter sua sensibilidade e especificidade elevada ainda mais com a

realiza¢do de uma segunda reacdo de amplificacdo ("Nested-PCR").

A PCR detecta fragmentos - alvo do genoma viral, porém, para que as realizac¢des
das amplificacOes sejam satisfatorias, € necessaria uma quantidade de sangue considerada
de grande volume para recém - natos. Com base na necessidade de um diagndstico precoce
do HIV-1 e de uma melhor qualidade da amostra em pequenos volumes sangiiineos, este
projeto teve como objetivo principal, a padronizacdo da técnica de extracdo do DNA
através de amostras sangiiineas colhidas em papel filtro, com utiliza¢do do kit FTA Cards
(Life Technologies). Para confirmagdo da eficicia do método proposto foi realizada a
técnica da "Nested-PCR", ja previamente padronizada no laboratério onde foi desenvolvida

a pesquisa, a partir de sangue periférico colhido com EDTA.
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Para a realizacio da PCR e "Nested-PCR" foram utilizados quatro pares de
"primers" externos (PCR) e internos ("Nested-PCR") para genes que flanqueiam regides

conservadas do HIV-1 (gene gag, gene pol e duas regides do gene env).

Foram analisados 71 pacientes, sendo: 43 criangas com suspeita de infeccao
perinatal pelo HIV-1, 11 criangas e 14 adultos soropositivos (para controle positivo da

reacdo) e 03 criancas negativas para infeccao pelo HIV-1 (controle negativo da reacao).

Os resultados obtidos mostraram concordancia entre os dois métodos de extracao
estudados, confirmando dados da literatura, onde h4 a afirmacao de que a extragdo de DNA
colhido em papel filtro é uma técnica que pode ser aplicada com sucesso para a realizacdo
da "Nested-PCR" em diagnéstico de criangas com suspeita de infec¢do perinatal pelo HIV-

1.
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AIDS is caused by the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1). The
infection by this virus in significantly falling between pediatric patients in the last years,
mainly because the special interest of the Brazilian Government to the HIV-1 infected

patients, especially the pregnant woman.

The perinatal HIV-1 transmission may occur during the pregnancy, at the time of

the birth, or after the birth during breast feeding.

The diagnosis of HIV-1 infection in adults and children older than 18 months is
usually defined by serological assays, which identify specific antibodies against HIV-1.
However, the newborn acquire the IgG maternal antibodies during the pregnancy, which

can result in a false positive diagnosis.

The Brazilian Department of Health suggests that the diagnosis in patients younger
than 18 months old could be defined with molecular biology, because these tests usually
detects viral particles and not the HIV-1 antibodies. A very efficient test, the polimerase
chain reaction (PCR), can define the diagnosis precocious, quick and sensible, and, in
addiction, the performance of a second amplification reaction ('Nested-PCR") may elevate

the sensibility and specificity of this test.

The PCR detects fragments of the viral genoma, however, to obtain satisfactory

amplifications, it is necessary a large volume of blood of the newborn.

Based on the necessity of precocious diagnosis of HIV-1 and better quality of small
blood volume sample, this project aim to standardize the technique of DNA extraction of
blood sample obtained with filter paper, with the utilization of FTA Card kits (Life
Technologies). To confirm the accuracy of this proposed method, it was applied the
"Nested-PCR" technique, previously standardized in our laboratory, based on peripheral

blood obtained with EDTA.
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To perform the PCR and "Nested-PCR", there were utilized four pairs of external
(PCR) and internal ("Nested-PCR") primers to genes which flank conserved regions of
HIV-1 (gag gene, pol gene and two regions of the env gene). There were studied 71
patients: 43 children with suspicious HIV-1 perinatal infection, 11 children and 14 adults,

who were HIV-1 seropositive, and three children HIV-1 negative (control group).

The results showed concordance between the two extraction methods studied,
corroborating with the literature, which affirms that the DNA extraction obtained with filter
paper is a technique that could be applied with success to perform "Nested-PCR" to the

diagnosis of children with suspicious HIV-1 perinatal infection.
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1.1 Historico
1.1.1 A sindrome da imunodefici€ncia adquirida (AIDS)

Em junho de 1981, o Centro para Controle de Doencas dos Estados Unidos
relatou que cinco homossexuais jovens do sexo masculino haviam contraido Pneumocystis
carinii, sendo que dois deles haviam morrido. Marcou-se assim, o inicio de uma epidemia
conhecida como aids, caracterizada por imunossupressdo grave associada a infeccoes
oportunistas, neoplasias secunddrias e manifestacdes neurolégicas (COTRAN, KUMAR,

ROBBINS, 1996).

Foram identificados cinco grupos de risco entre a populagao adulta para essa
epidemia, homossexuais ou bissexuais do sexo masculino, usudrios de drogas intravenosas,
hemofilicos, receptores de sangue e hemoderivados e contatos heterossexuais entre
membros de alto risco (GALLO & MONTAIGNIER, 1988: SCHLEUPNER, 1988:
CLEWLEY, 1989; LIFSON et al., 1990; RUBINI, 1995; GALEL, LIFSON, ENGLEMAN,
1995; COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 1996). Porém, a partir de 1983, tem-se observado
um grande nimero de casos na populacido pediatrica (COWAN et al., 1984; CURRAN et
al., 1988).

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) € causada pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (GREENE, 1991), sendo que até o momento, foram
1soladas duas formas geneticamente diferentes, HIV-1 e HIV-2 (POLLET et al.,1991);
porém, a maior parte dos casos em todo o mundo, tem como o principal causador o HIV-1 e
ndo o HIV-2. A infeccdo pelo HIV-2 provoca uma infeccdo semelhante ao HIV-1, porém
encontra-se principalmente limitada a Africa Ocidental (COTRAN, KUMAR, ROBBINS,
1996)

Introdugdo
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1.2 AIDS no Brasil

A epidemia no Brasil iniciou-se na regido Sudeste, provavelmente pela
cidade de Sdo Paulo, onde os primeiros casos de aids foram documentados, em 1982

(SABINO et al., 1996; BASTOS & BARCELLOS, 1995).

Em uma recente andlise feita pelo Ministério da Satde, desde o inicio da
década de 80 até setembro de 2003, foram notificados 277.154 casos, sendo desse total,
197.340 para o sexo masculino e, 79.814 para o sexo feminino (TEIXEIRA, 2004), sendo
que o maior nimero de casos prevalece na regidao sudeste (tabela 01). No ano de 2003,
foram notificados 5.762 novos casos, desses 3.693 foram verificados em homens e 2.069
em mulheres, mostrando que atualmente, a epidemia tem mostrado a tendéncia de crescer
mais entre as mulheres (TEIXEIRA, 2004). Preocupados com essa "epidemia" da aids,
considerada uma "emergéncia global", o governo brasileiro quebrou patentes e comecou a
fabricar alguns dos medicamentos anti-retrovirais utilizados no tratamento da aids,
fornecendo-os gratuitamente em sua rede publica. Criou, também, centros especializados
que atendem mulheres soropositivas, entre elas as gestantes, visando diminuir a transmissao

perinatal do virus.

Devido a essa atencdo especial dedicada aos individuos soropositivos, o
Brasil tornou-se uma referéncia mundial no tratamento e prevenc¢ao da transmissao do virus
HIV-1 e, a epidemia pode ser considerada estivel no pais (TEIXEIRA, 2004). Porém,
muitos individuos infectados ndo sabem que contrairam o virus, por deixarem de fazer o
exame ou por ndo terem acesso a ele. Para reverter esse quadro o governo brasileiro
intensificou a divulgacdo dos testes para deteccao do HIV-1, gratuitos e sigilosos, feitos na

rede publica (TEIXEIRA, 2004).
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Tabela 01. Casos de aids no Brasil segundo regido de residéncia e por ano de diagnéstico,

dados fornecidos pela Coordenacao Nacional de DST e AIDS - Ministério da Satde, Brasil.

Regiao Brasil 2001 2002 2003 2004
Norte 837 1058 1219 620
Nordeste 2962 3400 3351 1473
Sudoeste 15481 17580 18515 7814
Sul 6223 7047 6963 2849
Centro-oeste 1633 1962 2478 1177

1.3  Transmissao perinatal do HIV na cidade de Campinas e no hospital das

Clinicas da UNICAMP

Segundo o Ministério da Saude, Programa Nacional de DST e AIDS, na
cidade de Campinas - SP foram registrados entre os anos de 2000 a 2002, 450 novos casos
entre adultos e criangas; desses, 20 casos eram em criangas (TEIXEIRA, 2004). Observa-se
que esse nimero vem decrescendo ao longo dos anos, possivelmente devido ao fato das
mulheres soropositivas gravidas estarem aderindo ao uso da terapia anti-retroviral, os partos
estarem sendo realizados por cesarianas e o aleitamento materno também estar sendo

Suspenso.

Em relagdo ao Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas
- Unicamp, o primeiro caso relatado de transmissao perinatal do HIV-1 ocorreu em 1989. A
partir dai diversos novos casos fazendo parte do seu Ambulatério de Imunodeficiéncia

Pediatrica.
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1.4 O virus da imunodeficiéncia humana

1.4.1 Taxonomia Viral

Sabe-se que o HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) é a causa da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), que envolve uma deficiéncia progressiva do
sistema imunoldégico e conseqiientemente o aparecimento de infeccdes oportunistas,
tumores e doengas neurologicas (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 1996; FANNING, 1997;
LEVINSON & JAWETZ, 1998).

O HIV é um virus que pertencente a familia Retroviridae, subgrupo dos
lentivirus (VARMUS, 1988; LEVINSON & JAWETZ, 1998); antigamente conhecido
como Virus Linfotrépico T Humano tipo 3 (HTLV-III), associado a linfonodopatias e
posteriormente virus relacionado a AIDS (ARV) (CUNNINGHAM et al, 1996;
LEVINSON & JAWETZ, 1998). Possui uma enzima, transcriptase reversa, capaz de copiar
o 4cido ribonucleico viral (RNA) e transcrevé-lo para acido desoxirribonucleico (DNA),
inserindo-o no genoma da célula hospedeira (CUNNINGHAM et al., 1996; LEVINSON &
JAWETZ, 1998).

1.4.2 Estrutura Viral

O HIV € um virus de formato esférico, com aproximadamente 10nm de
didmetro, que consiste em uma membrana lipidica ou envelope, que circunda o
nucleocapsideo viral de formato conico (LUCIW, 1996). O envelope é composto por
glicoproteinas especificas do virus, a gp120 e gp41. A gp120 é mais externa e estd ligada ao
virus através da gp41, que fica inserida no envelope. A funcdo da gp120 € a de projetar-se
do envelope e interagir com o receptor de CD4, que € o receptor de superficie da célula
alvo para o virus (ANTONI, STEIN, RABSON, 1994); j4 a gp41, tem a funcdo de mediar a
fusdo do envelope viral com a membrana celular no momento da entrada na célula

(LEVINSON & JAWETZ, 1998).
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As regides das duas glicoproteinas, particularmente a gp120, sdo altamente
varidveis, resultando em muitas cepas diferentes de HIV, dificultando o emprego de uma

vacina eficaz contra o agente (PLANTIER et al., 1998).

Dentro do envelope viral, o nicleo em forma de cone consiste, na proteina
p24, considerada um antigeno especifico que nao apresenta variagdes significativas, e
envolve o RNA dipléide gendmico do virus. A proteina da matriz p17 cobre o capsideo
viral e a p7 estd associada ao RNA geno6mico viral. As proteinas p24 (kDa), p17 (kDa), p7
(kDa) sdao originadas de uma proteina de 55 kDa e formam as proteinas do

nucleocapsideo (ANTONI et a/., 1994).

A integrase, a RNase (LUCIW, 1996) e protease (99 aminoacidos) sio partes
da trasncriptase reversa. Trata-se de um complexo protéico, pertencente ao gene pol do
HIV e sdo necessdrias para a replicacdo viral, estando localizadas no interior do

nucleocapsideo (ANTONI et al, 1994) (figura 01).

Os genes gag, env e pol sdo comuns a todos os retrovirus (ROSEN &
PAVLAKIS, 1990). Os genes tat, rev, vif, nef, vpu e vpx sdo genes estruturais e regulam a
replicacdo do HIV através da producdo de suas proprias proteinas caracteristicas

(CUNNINGHAM et al, 1996).
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Figura 01. Estrutura do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1).

1. Envelope protéico viral composto por uma bicamada lipidica, onde estdo as glicoproteinas virais: gp120 -
mais externa; gp41 - liga a gp120 ao virus.

2. Capsideo viral, composto pela proteina p24.

3. Enzimas pertencentes ao gene pol do HIV-1, essenciais a replicacdo viral (transcriptase reversa e protease).
4. Material génico do HIV, composto pela dupla fita de RNA.

5. Matriz p17, que envolve a proteina p24.

1.4.3 O genoma do virus HIV-1

O DNA gendmico do HIV-1 apresenta uma estrutura de aproximadamente

9.7kb (ANTONI et al., 1994).
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O HIV € composto por genes regulatdrios (nef, tat, rev, vpu, vif, vpx, vpr),
estruturais (gag, env), e que codificam enzimas - transcriptase reversa - (pol) (GALVAO-
CASTRO, JUNIOR, BONGERTZ, 1994). Os genes gag, env, pol, sdo comuns 2 todos 0s
retrovirus (ROSEN & PAVLAKIS, 1990; LEVINSON & JAWETZ, 1998).

Genes regulatorios:

- Gene rat (proteina transativadora): apresenta uma seqiiéncia de 16kDa
(kilodalton) (figura 2); codifica uma proteina de 86 aminodcidos com localiza¢dao nuclear e
funcdo essencial para replicacdo do HIV (ROSEN & PAVLAKIS, 1990); reprime a sintese
de proteinas MHC classe I, reduzindo, portanto a capacidade das células T citotoxicas de
destruir as células infectadas pelo HIV-1 (LEVINSON & JAWETZ, 1998), acelerando a
producdo de particulas virais (HANSELTINE, 1989).

- Gene rev (regulador da expressio da proteina do virion): trata-se do
segundo transativador da expressdo viral; apresenta uma seqii€ncia de 19kDa (figura 2); e
codifica uma proteina de 116 aminodcidos que possui localizacdo nuclear (ROSEN &
PAVLAKIS, 1990). Esta proteina esté ligada ao ciclo replicativo e de produc¢do de todas as
particulas virais. O resultado final da expressdo do gene rev é a producdo de altos niveis de

proteinas estruturais do HIV (ANTONI et al., 1994).

- Gene nef (fator regulador negativo): a proteina de localizagdao
citoplasmatica codificada pelo gene nef, possui entre 25 a 27kDa (figura 2). Anticorpos
contra a proteina do gene nef sdo encontrados em pacientes com AIDS, logo apds o inicio
da infeccdo (ANTONI et al., 1994). A funcdo do gene nef apresenta controvérsias, pois
pode atuar indiretamente para reduzir a transcri¢do do terminal longo do HIV-1; em outros
casos, atua aumentando a expressdo génica do HIV-1; e em algumas situagdes demonstrou

estimular habilidade do virus em infectar uma variedade de células (COFFIN, 1990).

- Gene vif (fator de infectividade viral): a proteina codificada pelo gene vif
possui de 23 — 27kDa (figura 2), e estd relacionada a replicacdo viral do HIV
(LUCIW,1995).
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O gene vif parece capacitar eficientemente o virion para infectar células
livres e também permite a esses, infectar mais eficientemente através do contato
célula/célula, in vitro (ANTONI et al, 1994), ou seja, é responsdvel pelo aumento da

infectividade viral fora da célula (HOGLUND et al, 1994).

- Gene vpu (proteina viral U): o gene vpu codifica uma proteina de
aproximadamente 16kDa (LUCIW, 1995) (figura 2). O produto do gene vpu parece ter

como funcdo, a maturacio e liberacao do virion (ANTONI et al., 1994).

- Gene vpx: o gene vpx codifica apenas uma proteina de aproximadamente
14 a 16kDa. Este gene € encontrado apenas no virus da imunodeficiéncia tipo 2 (HIV-2)

(LUCIW, 1995).

- Gene vpr: o gene vpr codifica uma proteina de aproximadamente, 15kDa,

que facilita o transporte do DNA do HIV e regula o ciclo celular.

Genes estruturais:

- Gene gag: grupo especifico de antigeno, regido do capsideo. Este gene

codifica proteinas que formardo a estrutura do capsideo, dentro dos virions envelopados.

A proteina precursora codificada pelo gene gag apresenta S5kDa (p55). Esta
¢ clivada em etapas que originam fragmentos de 17kDa (p17), 24kDa (p24), 9kDa (p9) e
7kDa (p7).

A pl7 ou proteina matriz (MA) (figura 1) € localizada na superficie interna
da membrana do envelope, e parece ser o maior componente da cdpsula protéica,
apresentando simetria icosaédrica (ANTONI et al,, 1994). Apresenta 130 aminoécidos e

esta relacionada ao ciclo de vida viral (LUCIW, 1995).
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A proteina p24 ou capsideo (CA) (figura 1), considerada a mais importante
das proteinas (LEVINSON & JAWETZ, 1998), é uma particula nuclear que apresenta de
24 a 27kDa e 240 aminodcidos. Os anticorpos contra a p24 nao neutralizam a infectividade
do HIV, mas servem como importantes marcadores em testes sorologicos (LEVINSON &

JAWETZ, 1998).

- Gene env: este gene codifica para a gpl60, uma glicoproteina precursora
que ¢ clivada para formar as duas glicoproteinas de superficie especificas do envelope, a
gpl120 e gp41 (LEVINSON & JAWETZ, 1998). A gp120 € a proteina mais externa do HIV
sendo responsdvel pela interacao viral com a molécula de CD4 do linfécito T auxiliador e
macrofagos, principais células hospedeiras do HIV; sendo, portanto, responsavel pela fusao
do envelope viral com a membrana da célula hospedeira no momento da infecg¢do

(ANTONI et al., 1994; LEVINSON & JAWETZ, 1998).

A gp4l é uma proteina transmembrana com funcdo de ligar a gpl120 ao
virus. Ambas, sdo alvos para anticorpos neutralizadores, que impedem os virus de
penetrarem nas células e replicarem-se dentro delas, muitas vezes prevenindo a ligacdo a

proteina CD4 (CUNNINGHAM et al., 1996).

O gene do envelope € mais varidvel do que os genes gag e pol, sendo estes
dois ultimos mais conservados. A variagdo do env ocorre com mais freqiiéncia em algumas
regides, resultando divisdes na gpl120: regides constantes (c) e varidveis (v), conhecidas
como dominios. E no terceiro dominio varidvel (V3), que se encontra a regido mais

imunogénica, a alca V3 (GALVAO-CASTRO et al.1994, LEVINSON & JAWETZ, 1998).

- Gene pol: os produtos deste gene sdo a integrase, a RNAse e protease,
partes da transcriptase reversa, pois trata-se de um complexo protéico (ANTONI er al,

1994).

A transcriptase reversa (51-66kDa) traduz o RNA viral em DNA, logo apds
a entrada do HIV na célula, para posteriormente, esse DNA ser inserido em cromossomos

da célula hospedeira. A integrase (31kDa), integra o DNA viral ao genoma da célula

Introdugdo

53



hospedeira; e a RNAse degrada a fita de RNA viral, quando, num momento da replicacao,
ha uma fita de DNA e uma de RNA; isso € realizado, a fim de deixar presente apenas a fita

de DNA viral, que, posteriormente, terd sua fita complementar (ANTONI et a/., 1994).

A protease, apresenta peso molecular de aproximadamente 10 kDa, sendo
constituida por 99 aminodcidos (LUCIW, 1995). A protease cliva os diversos polipeptideos

precursores das proteinas ativas, dos genes gag e pol do HIV-1.

- Regides LTR (Long terminal repeats): trata-se das duas extremidades do
codigo genético viral (extremidade inicial e terminal), que sdo idénticas, ou seja, repetidas
(GALLO, 1991). Funciona como um promotor/enhancer, para os genes do HIV; interage

com as proteinas celulares que modulam a replicacdo viral (CUNNIGHAM, 1996).

15'LTR |3 LTR
' MA|CA|NC | F8
: vif | rev I

e s fa | [ner

Pro | RT | Int ™

HIV-1 L TS

vor vpu

Figura 02. Organizac¢do gendmica do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1).

gag e env: genes estruturais do HIV-1
po/: gene codificador do complexo protéico da transcriptase reversa (integrase, protease ¢ RNAse):
vif, vpr, rev, tat, vpu, nef. genes regulatérios do HIV-1.

LTR: extremidades inicial e final do genoma do HIV-1, que € construido por seqiiéncias longas repetidas.
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1.4.4 Ciclo biol6gico do HIV-1

O HIV-1 infecta uma ampla variedade de células que expressam a molécula
protéica CD4. Assim temos, a células T auxiliares, mondcitos, macréfagos, células
microgliais especializadas do cérebro, células Hofbauer da placenta, células dendriticas
(incluindo as células dendriticas foliculares, encontradas nos noédulos linfaticos e nas
células de Langerhans na pele). Em pacientes assintomdticos encontramos O virus nos

linfonodos, estes, servindo como reservatorios virais.

O HIV-1 infecta e destréi as células T auxiliares, resultando em supressao da
imunidade mediada por células, o que deixa o hospedeiro susceptivel a varias infecgdes
oportunistas e determinados tipos de cancer, como o Sarcoma de Kaposi e linfomas. O
HIV, porém, ndo € encontrado nas células cancerosas, sendo a causa indireta do cancer

(LEVINSON & JAWETZ, 1998).

O HIV-1 também infecta mondcitos e macréfagos do cérebro, produzindo
células gigantes multinucleadas e sintomas significativos no sistema nervoso central

(CASTRO et al. 1988, LEVINSON & JAWETZ, 1998).

Os principais eventos do ciclo de replicagdo do virus incluem entrada,
sintese e integracdo do DNA viral, expressdao deste DNA como RNA e proteinas virais e a

congregacdo e saida do virus (COFFIN, 1990).

A juncdo do HIV-1 a célula hospedeira é mediada por uma interagdo entre a
glicoproteina gp120 do gene env do HIV com a molécula protéica de 55 kDa, denominada
CD4, que ¢é encontrada na membrana plasmdtica dos linfécitos T auxiliadores e
macréfagos, e funciona como receptor a entrada do HIV-1 na célula. Apés a entrada do
virus na célula CD4 positiva, o HIV-1 pode estabelecer uma laténcia ou entdo, uma
persistente forma de infeccdo (GREENE, 1991). Apés a ligacdo e penetracdo do virus na
célula, o capsideo viral desintegra-se parcialmente, sendo que a etapa seguinte do ciclo
envolve a acdo da enzima transcriptase reversa, que converte 0 RNA viral dimérico, em

DNA linear fita dupla. Para essa etapa de replicagdo sdo necessdrios: (a) 2 copias do RNA
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gendmico do HIV-1, para a partir dessas, ser formada a fita de DNA; (b) o "primer" tRNA
do hospedeiro, para iniciar a transcri¢do; (c) atividade das proteinas transcriptase reversa
para transcrever o RNA viral em DNA e a RNAse que degrada o RNA do virus pds
transcri¢cdo. Apds a entrada no nucleo da célula, o DNA proviral € inserido ao genoma da
célula héspede pela enzima viral integrase (LUCIW, 1995). Apés a integragao do cédigo
genético viral ao DNA da célula infectada, o provirus € transcrito em copias de RNA, que
sdo ou incorporadas em novas particulas do virus como genoma, ou funciona como RNA
mensageiro (mRNA); sendo traduzidos em proteinas virais regulatérias, estruturais e
enzimaticas. A partir dai, a particula viral surge através da membrana da célula hospedeira,
para infectar outras células CD4 positivas (CUNNINGHAM et al., 1996). Ao irromperem
da célula infectada, os virus recém formados estdo envoltos por um envelope protéico que é

similar ao da membrana celular humana.

1.4.5 Padrdes de infeccao causados pelo HIV

Desde 1989, estudos tém demonstrado que pacientes em estidgios avancados

da aids apresentam altas concentragdes do virus circulantes no sangue (HO, 1996).

A imunopatogénese da aids ndo estd completamente entendida, e a sua
infeccdo leva a miltiplos defeitos imunolégicos, causando, imunossupressao no hospedeiro
infectado, através da deplecdo dos linfécitos CD4 positivos (DONATELLA et al, 1998). A
infecgcdo pelo HIV pode ser classificada em padrdes de infec¢do, que sdo definidos desde o

contato do hospedeiro com o virus, até a fase final da doenca, aids.

Primeiro padrao

Nesse primeiro padrdo de infec¢do, que ocorre de 3 a 6 semanas apds

exposicdo ao virus, ocorre uma replicagdo viral intensa (PANTALEO et al, 1993), e sdo
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encontrados virus infecciosos e proteinas virais no sangue e no fluido cerebroespinhal.

O nivel de RNA viral apresenta um aumento apds a contaminacao e logo em
seguida decai, devido a concentracdo de anticorpos que aumenta, combatendo a infec¢do
(FFRENCH et al, 1996), tendo seus niveis altamente elevados aproximadamente na sexta

semana, permanecendo elevados durante toda a infeccao (HANSELTINE, 1989).

H4 um periodo denominado de laténcia clinica caracterizado, por ser
assintomdtico, e com nivel viral circulante muito baixo (PANTALEO et al, 1993) e que
pode durar até 11 anos (MELLORS et al, 1996). Apds esta etapa, o nivel viral vai

aumentando gradativamente no soro, e o individuo infectado torna-se sintomatico.

Segundo padrao

Nesse padrao de infec¢cdo, que € bastante raro, um estado inicial soropositivo
¢ acompanhado pela perda de anticorpos virais, como determinado pelos métodos

imunoenzimatico (ELISA) e Western Blot.

A informacdo genética do HIV-1, na forma de DNA proviral, estd presente

nos linfécitos circulantes e pode ser detectada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Nesses casos, a perda de anticorpos antivirais, provavelmente reflete a
suspensdo, ou pelo menos uma restricio grave, na producdo ou liberagdo do virus

(HANSELTINE, 1989).

Terceiro padrao

Nesse padrdo, ha uma infeccdo prolongada sem a formagdo de anticorpos

Introdugdo

57



antivirais. Esse padrdo implica que, ou a infeccdo sist€émica pelo HIV-1 pode ser
estabelecida sem estimular o sistema imune ou a perda de anticorpos antivirais pode ocorrer
ap6s uma producdo transitdria tanto do virus como dos anticorpos virais (HANSELTINE,
1989). Esta fase € caracterizada pelo inicio da doenga aparente (GOUDSMIT, et al 1987),
em que surgem as manifestacdes clinicas da AIDS (EMINI, 1995). Apds o aparecimento
dos sintomas, a doenca desenvolve-se rapidamente, podendo, em curto prazo, levar o

individuo a morte.

A diminuicdo dos linfécitos CD4 positivos, para valores inferiores a
200/mm’ (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1992) caracteriza a fase terminal da

doenca.

1.5  Diagnéstico da infeccao pelo HIV-1 em criancas com suspeita de transmissiao

perinatal

Desde o inicio de 1980 até setembro de 2003, o Ministério da Satde
notificou cerca de 9.775 novos casos de AIDS no Brasil, em pacientes menores de 13 anos
de idade (TEIXEIRA, 2004), sendo a morte comum entre criancas de 1 a 4 anos
(DORENBAUN et al, 1997).

A transmissdo perinatal € responsdvel por praticamente todas as infec¢des
novas pelo HIV-1 em criancas (tabela O1), podendo ocorrer em qualquer estigio da
gestacdo, durante o parto através do contato com sangue ou secregdes de mucosa materna,
ou aleitamento materno (NEWELL er al, 1995; MACDONALD et al, 1998; WILFERT &
McKINNEY, 1998).
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Tabela 02. Casos de AIDS em menores de 13 anos de idade, segundo a categoria de
exposicao hierarquizada e ano de diagnéstico, dados fornecidos pela Coordenacio Nacional

de DST e AIDS - Ministério da Saude, Brasil.

Categoria de

exposicao 2000 2001 2002 2003
Sexual 02 01 04 02
Homossexual 01 01 01 -
Bissexual - - - 01
Heterossexual 01 - 03 -
Sangiiinea 01 01 - -
Hemofilico - - - -
Transfusao - - - i,
Perinatal 752 579 372 107
Ignorada 115 74 57 21
Total 872 656 437 131

A busca por métodos de diagndstico precoce e especifico para a infec¢dao
tornou-se uma importante ferramenta para, se necessario, iniciar rapidamente a terapia

antiretroviral e tratamento profildtico das infec¢des oportunistas (ROUZIOUX, 1996).

Entre os testes mais utilizados no diagnéstico da infecc@o pelo HIV-1 estdo o

ELISA, Western Blot e a reacdo em cadeia da polimerase (figura 03).

O ELISA identifica exclusivamente anticorpos contra o virus, mas pode
apresentar resultado falso positivo, pela presenca das imunoglobulinas da classe G (1gG),

que sdo passivamente ou ativamente transportadas através da mae para o feto na placenta
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(EDWARDS et al, 1989; MADURALI et al, 1997; KLINE et al, 1993), podendo persistir
circulante na criancga até aproximadamente os dezoito meses de idade (MOODLEY et al,
1995; KELLOGG & KWOK, 1990). Esse método ndo diferencia anticorpos da mae

transferidos a crianga, dos anticorpos da prépria crianca.

O Western Blot € utilizado como teste confirmatério do ELISA

(CARVALHO et al, 1996), detectando também anticorpos da classe IgG.

A PCR (figura 03) permite deteccdo de infeccdo pelo HIV antes da
soroconversdo, pois detecta particulas virais circulantes no sangue. E considerado um teste
excelente no diagnéstico precoce do HIV-1, principalmente em criangas com suspeita de
infeccao perinatal (DUNN ez al, 1995; WILLIAMS et al, 1990) visto que, tais criancas
apresentam anticorpos maternos circulantes em sua corrente sangiiinea (NEWELL et al,
1995). Entretanto, as técnicas utilizadas para obtencdo do DNA para realizacdo da PCR,
podem apresentar dificuldade quando o volume sangiiineo coletado ¢ insuficiente, comum

em muitos casos de recém-natos (PANTELEEFF et al, 1999).

Uma outra maneira para se obter a amostra com qualidade e em menor
volume sangiiineo, é fazer a coleta em papel filtro, onde somente algumas gotas de sangue
sd0 necessdria para a posterior realizacdo da PCR. O uso do papel filtro tem apresentado
muitas vantagens na detec¢ao perinatal da infeccdo pelo HIV-1. A coleta da amostra é mais
segura, de facil obtencdo, ndo necessitando de pessoas treinadas para sua realizacdo; a sua
estocagem e transporte nao necessitam de maiores cuidados (CHAMBANCHERD, et al,
1999; COMEAU et al, 1996), podendo ser utilizado para coletas em locais de dificil acesso;
e seu método de extracdo é mais rapido e ndo envolve todas as etapas para a remocao de

possiveis inibidores da PCR (PANTELEEFF et al, 1999).

Com o diagnoéstico precoce da infecgdo pode-se iniciar mais rapidamente
uma terapia antiviral; prevenir possiveis infec¢des oportunistas; tratamento agressivo a

infeccOes bacterianas; e, evitar procedimentos desnecessarios em pacientes nao infectados.
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Segundo Coordenacdo Nacional de DST e Aids do Ministério da Sauide -
Brasil - estabeleceu que para as criancas com idade inferior a 18 meses de idade, expostas
ao HIV por transmissdo perinatal, a infec¢do € configurada quando houver presengca RNA
ou DNA viral, detectados por métodos de diagndstico por técnicas de biologia molecular.
As amostras testadas devem ser coletadas ap6s o segundo més de vida da crianga, visando
aumentar a sensibilidade do teste (TEIXEIRA, 2004). Para criangas com idade igual ou
superior a 18 meses de idade, expostas ao HIV por transmissdo perinatal, a infec¢do €
estabelecida através de dois testes laboratoriais soroldgicos de triagem e pelo menos um

teste confirmatoério (TEIXEIRA, 2004).

DNA gendémico

fita de DINA (94°C)

Separagio da dupla  HhcncnecnnaaRoaR

Anelamento dos
“primers” externos

(PCR) e internos
‘Nested-PCR”) 57°C

Extensio feita

pela Tag DNA

polimerase (75%
3

g i U RUR R RS \ Produto
MW amplificado

Figura 03. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e "Nested-PCR". Cada ciclo consiste de
desnaturacdo da fita molde, anelamento dos "primers" em cada fita-alvo complementar e
sintese da seqiiéncia entre os "primers" externos (PCR) e internos ("Nested-PCR").
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- Padronizar e aplicar a técnica de extracdo de DNA colhido em papel filtro
em criangas nascidas de maes infectadas pelo HIV-1, em seguimento no
Ambulatério de Imunodeficiéncia Pedidtrica do Hospital de Clinicas da

Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

- Comparar a extragdo de DNA do papel filtro, com extracdo obtida de
maneira cléssica, a partir de sangue periférico em EDTA, pela realizacao

da "Nested-PCR" em quatro regides do genoma do HIV-1 (gag, env-1,
env-2 e pol).

. ]
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CASUISTICA

Durante o periodo de setembro de 2001 a outubro de 2002 selecionou-se:

- 43 criangas com suspeita de infec¢do perinatal pelo HIV-1,
- 11 criangas soropositivas,

- 14 adultos soropositivos (pais das criancas),

- 03 criangas negativas pra infeccdo pelo HIV-1.

Todas as criancas estavam em seguimento no ambulatério de
imunodeficiéncia pedidtrica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas

- Unicamp, na cidade de Campinas, SP.

Os adultos e criancas soropositivos foram incluidos no estudo para servirem

como controle positivo das reacdes de PCR e "Nested- PCR".

As criancas negativas para a infec¢do pelo HIV-1 foram incluidas no estudo

para servirem como controle negativo para das reacdes de PCR e "Nested- PCR".

Todos os individuos ou seus responsdveis legais assinaram o termo de
consentimento, permitindo o uso de suas amostras sangiiineas para o estudo, previamente

aprovado no Comité de Etica da Unicamp.

Tabela 03: Casuistica da populagdo de estudo.

Adultos Criancas menores Criancas maiores
24 meses 24 meses
Masculino 05 20 06
Feminino 09 21 09
Idgad_e 30 anos 06 meses 06 anos
meédia
. ~ 11 positivos
.S |tua,ga.o " 40 sem resultados anteriores 03 sem resultados
diagndéstica Todos positivos ) :
01 negativo anteriores
para o HIV

02 negativos
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As amostras de sangue suspeitas de contaminacdo pelo HIV-1 foram obtidas
no laboratério de coleta geral do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas por solicitacdo do ambulatério de imunodeficiéncia pedidtrica, apds informagdes

e autorizagdes dos respectivos pais ou responsdveis pelas criangas.

A coleta foi feita por pungdo venosa, sendo colocado em um tubo com
EDTA e volume de 3 a Sml de sangue. Colocaram-se algumas gotas do mesmo sangue no

papel filtro FTA cards ®.

As amostras de sangue foram submetidas a métodos de extracio de DNA
(TKMI-TKM2 para sangue total, e papel filtro), para posterior diagndstico de infec¢do pelo
HIV-1, através da reacdo em cadeia da polimerase tipo "Nested" utilizando os "primers"
descritos na tabela 04, onde o resultado "positivo" indicou presenca de particulas virais no

sangue do paciente.

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

Foram sugeridos como sendo pacientes positivos para a infeccdo pelo HIV-
1, os individuos que apresentaram positividade em pelo menos trés das quatro regides
amplificadas do HIV-1 (genes gag, pol e 2 regides do env), para cada coleta de amostra de

sangue periférico e papel filtro.

Como pacientes negativos a infec¢do pelo HIV-1, foram sugeridos aqueles
que apresentaram resultado negativo para todas as quatro regides testadas do HIV-1, pela

"Nested-PCR", em todas as coletas de sangue realizadas.
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4.1 Extracao do DNA: papel filtro

4.1.1 Preparacio das amostras

O sangue periférico foi gotejado diretamente sobre o FTA card. A amostra

permaneceu secando por 01 hora prévio ao seu processamento.

Usando um picotador ou furador estéril, a amostra foi removida do meio da
mancha do papel e colocada dentro de um tubo de amplificacdo com capacidade, para no
minimo 300 pL. A cada tubo adicionaram-se 200 uL do FTA Purification Reagent®, e
dado um vortex de 01 a 02 segundos em velocidade baixa. Os tubos descansaram por 05
minutos a temperatura ambiente. Apds isso, foi colocado em um vértex e entdo, o reagente
foi removido ao méaximo, cuidadosamente. Esta operacdo foi repetida mais duas vezes,
totalizando 03 lavagens, porém nestas ultimas foram dispensados os 05 minutos de
descanso dos tubos. Completada esta etapa, depois da remo¢do do FTA Purification
Reagent pela terceira vez, foi adicionado 200 pLL de TE [10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1
mM EDTA]. Em cada tubo, apds ser fechado, colocou-se em voértex de 01 a 02 segundos
em velocidade baixa. Os tubos descansaram por 05 minutos em temperatura ambiente.
Apos este tempo, colocou-se novamente um breve vortex, retirando-se o sobrenadante de
cada tubo. Repetiu-se essa operacdo por mais duas vezes - totalizando 03, dispensando
nestas ultimas os 05 minutos de descanso dos tubos. Apds a remocao total do sobrenadante
dos tubos, estes foram mantidos em banho seco a 60°C aproximadamente por 45 minutos
ou até que os picotes de papel dentro dos tubos estivessem completamente secos. Os
reagentes para amplificacdo do PCR foram adicionados diretamente ao tubo que continha

os picotes de papel com o DNA imobilizado e purificado.
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4.2  Extracdo do DNA - sangue periférico coletado em tubo com EDTA: Método
rapido TKM1 - TKM2

4.2.1 Preparacio das amostras:

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas a 2.500 rpm

(centrifugas Fanem®) por dez minutos, para a separag¢do do plasma, sendo este descartado.

4.2.2 Lise das hemacias:

As hemdcias foram lisadas com uma mistura de solugdes de cloreto de
amonio (NH4CI), a 0,0114M (05 vezes o volume de células) e bicarbonato de amdnio
(NH4HCO03) a 0,01 M (0,5 vezes o volume de células). Apds quinze minutos em repouso a
temperatura ambiente, centrifugou-se o hemolisado duas vezes, por vinte minutos a 2.500
rpm; o sobrenadante foi removido e o precipitado de leucdcitos sofreu lise, conforme item a

seguir.

4.2.3 Lise de leucdcitos:

Os leucocitos foram lisados com solugdo de Tris-HCI 10mM (pH=7,6); KCl
10Mm; MgCl, 10mM e EDTA 20mM, sendo centrifugados por dez minutos a 2.500 rpm,
por duas vezes consecutivas, quando foi adicionado, aproximadamente, trés gotas de Triton
X-100 nuclear, na primeira lavagem. O sobrenadante foi descartado e apos essa etapa, foi
acrescentado ao precipitado, 800uL da solugdo TKM?2 (contendo Tris-HCI 10mM
(pH=7,6); KC1 10mM; NaCl 0,4M; MgCl, 10mM; EDTA 2mM; 50uL de duodecil sulfato
de sddio (SDS) 10%). Em seguida o material foi incubado durante quarenta minutos a
temperatura de 56°C. Apds a incubacio, foi adicionado ao mesmo, 150uL. de NaCl 5SM

gelado; e entdo, centrifugado a 3.300 rpm por dez minutos. Nessa etapa, o precipitado foi
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descartado e fez-se uso do sobrenadante, apés transferéncia para outro tubo (falcon) estéril.

4.2.4 Precipitagdo do DNA:

Ao sobrenadante, referido no item anterior, foi adicionado 4ml de etanol
absoluto (gelado), havendo assim a precipitacio do DNA. Apds essa etapa, o DNA foi
removido e colocado em tubo tipo "eppendorf” e seco a temperatura ambiente,
posteriormente solubilizado em 4gua destilada, deionizada e estéril (dH,0); e incubado a

4°C.

4.3 Amplificacdo génica pela reacio em cadeia da polimerase (PCR)
4.3.1 Condig¢des da reagdo:

A Reacdo em Cadeia da Polimerase seguiu, com algumas modificagdes, o
método descrito por Saiki at al (Saiki at al,1985). Em tubo tipo "eppendorf", foi adicionado
1.0 pl do DNA a ser estudado (ou um pedaco do papel filtro contendo o DNA, cerca de
2mm); 50 mM de cloreto de potdssio; 10 mM de Tris-HCI (pH 8.,4); 2,5 mM de cloreto de
magnésio; 0,1 mM de cada "primer"; 200 mM da mistura desoxirribonucléica - dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP; dTTP) e 2.0 U de Taq DNA polimerase. A mistura final de 20pl, foi

adicionada 01 gota de 6leo mineral para evitar a evaporagdo dos reagentes.

A reacdo foi conduzida inicialmente, por 01 ciclo a 94°C durante 05 minutos
e posteriormente por 30 ciclos de amplificagdo em ciclador automatico (RoboCycler®,

Stratagene) e cada ciclo sob as seguintes condi¢des:

- Separagdo das hélices de DNA por aquecimento em temperatura de 94°C

durante 30 segundos;
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- Ligacdo complementar entre os "primers" e o DNA em temperatura de

57°C durante 30 segundos;

- Sintese de DNA pela Tag DNA polimerase em temperatura de 75°C

durante 30 segundos.

Ao término dos 30 ciclos, o produto da amplificacdo foi mantido a 75°C

durante 05 minutos por 01 ciclo.

Foram utilizados como controle positivo da reacdo, amostras de pacientes
com desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (aids), e como controle

negativo, amostras de individuos com auséncia de infecc@o pelo HIV e dgua.

O protocolo de amplificacdo para a "dupla PCR", segue o descrito
anteriormente, porém foi usada na reacdo, uma aliquota de 0,4 ul do DNA amplificado na
primeira PCR, onde houve uma reamplificacio com pares de "primers" internos aos

primeiros.

1
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Tabela 04. Seqiiéncia dos nucleotideos iniciadores ("Primers") utilizados na Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR e “Nested-PCR”) e sua localizacdo no genoma do HIV-1.

Primers Seqiiéncia dos nucleotideos(5°- 37) Gene e localizaciao
JA4 GAAGGCTTTCAGCCCAGAAG Gag (1319 — 1338)*
JAS ACCATCAATGAGGAAGCTGC Gag (1446 — 1465)**
JA6 TATTTGTTCCTGAAGGGTAC Gag (1577 — 1558)**
JA7 TCTCCTACTGGGATAGGTGG Gag (1615 — 1596)*
JA9 CACAGTACAATGTACACATG Env (7137 - 7156)*
JA10 AAATGGCAGTCTAGCAGAAG Env (7191 - 7210)**
JA11 ACAATTTCTGGGTCCCCTCC Env (7532 — 7513)**
JA12 ACAGTAGAAAAATTCCCCTC Env (7572 — 7533)*
JA13 TTCCTTGGGTTCTTGGGAGC Env (8004 — 8023)*
JA14 GCAGCAGGAAGCACTATGGG Env (8022 — 8041)**
JAIS CCAGGACTCTTGCCTGGAGC Env (8194 — 8175)**
JA16 AGGTATCTTTCCACAGCCAG Env (8209 — 8190)*
JA17 TACAGGAGCAGATGATACAAG Pol (2431 - 2450)*
JA18 GGAAACCAAAAATGATAGGG Pol (2481 —2500)**
JA19 ATTATGTTGACAGGTGTAGG Pol (2610 —2591)**
JA20 CCTGGCTTTATTTTTACTGG Pol (2697 — 2678)*

Os “primers” foram descritos por ALBERT, J. & FENYO, E. M., 1990.

* "Primers" utilizados na primeira PCR

** "Primers" utilizados na "Nested-PCR".

4.3.2 Detecgdo do fragmento amplificado pela "Nested-PCR"

Apés as reagdes de amplificacdo e reamplificagdo, 0O5ul do produto da
"dupla PCR" foi submetido a eletroforese em gel de agarose 02% com brometo de etidio e
vizualizado sob luz ultravioleta. Em amostras positivas, observamos fragmentos de 131,

341, 172 e 129 pares de bases, sendo esses, originados de seus respectivos genes
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selecionados: gag; env, (2 regides do gene env) e pol. Nas amostras negativas nao houve

fragmento amplificado. Para cada amostra, foram amplificadas as quatro regides citadas.

4.3.3 Amplificacdo génica pela PCR para o gene da [B-globina humana como

controle interno da reagdo

Para cada amostra estudada foi feita a PCR e "Nested-PCR" em pelo menos
uma das quatro regides testadas do HIV-1, com a utilizacdo de "primers" que flanqueiam o
gene da B-globina humana (tabela 05), para funcionar como um controle interno da reagao

e ter-se uma maior confiabilidade nos resultados. O fragmento utilizado foi de 365 pb.

Tabela 05. "Primers" externos e internos que flanqueiam uma regido constante do gene da

B-globina, utilizados como controle interno da PCR e "Nested-PCR".

"Primers"' Seqiiéncia dos nucleotideos (5°- 3%) Sentido
*P3 AGACAGAGAAGACTCTTG “sense”
*P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC “anti-sense”

#*P3 AGACAGAGAAGACTCTTG “sense”
**109 CCCTTCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT “anti-sense”

O método foi descrito por SAIKI et a/,1985.

* "primers" utilizados na primeira PCR.
** "primers" utilizados na "Nested-PCR"

4.4  Normas utilizadas para evitar contaminacao nas amostras

Durante a execucdo da reagdo em cadeia da polimerase, varios cuidados
foram tomados, a fim de evitar qualquer tipo de contamina¢do nas amostras manipuladas.

Os cuidados utilizados foram:
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- As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em uma sala
diferente (sala pré-PCR) daquela onde a amplificacdo foi feita (sala pOs-

PCR).

- Todos os reagentes e materiais pré-PCR e pds-PCR foram preparados e

utilizados em ambientes diferentes.

- Antes da abertura dos tubos tipo "eppendorf" foi efetuada uma ripida
centrifugacdo em microcentrifuga (em temperatura ambiente) para
concentrar o liquido, contido no tubo, na regido inferior deste e evitar a

dispersdo do mesmo por aerosol.

- Todo material plastico (ponteiras e tubos do tipo "eppendorf") utilizado

era novo, estéril e ndo autoclavado.

- Durante todo e a cada procedimento procedeu-se trocas de luas

constantes.

- Jogo de pipetas para cada area.

- Ponteiras com filtro, para se evitar contaminacao via aerosol.

- Uso de hipoclorito 10% e etanol 70% antes e apds o uso da bancada.

- Pratica laboratorial meticulosa.
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Os "primers", utilizados neste trabalho, foram escolhidos para as regides

conservadas do HIV-1.

A mais eficiente amplificacio dos fragmentos foi encontrada com
concentracdo de MgClI, de 2,5 mM, e foi possivel uma tnica padroniza¢do de programacgao
(temperaturas, periodos, nimero de ciclos) para os dois passos (1°PCR e "Nested-PCR") da
reacdo de amplificagdo génica, para ambas as extragdes utilizadas neste estudo. O programa

de amplifica¢do foi anteriormente descrito em Casuistica e Métodos, no item 3.3.

De acordo com os parametros adotados para positividade e negatividade para
infeccdo pelo HIV-1, pela "Nested-PCR", estabelecidos neste trabalho, obteve-se neste

estudo, de um total de 71 individuos: 28 positivos e 43 negativos para o HIV-1. Destes:

25 individuos eram soropositivos, utilizados como controle positivo do

teste,
- 03 individuos com resultados positivos diagnosticados por este estudo,

- 03 individuos com resultado negativo, utilizados como controle negativo

do teste,
- 40 individuos com resultados negativos diagnosticados por este estudo.

Nas 71 amostras estudadas, todos os conjuntos de "primers" funcionaram
com éxito, permitindo resultados confidveis e ndo duvidosos para a "Nested-PCR", em
ambas extracOes, principalmente os conjuntos de "primers" para o gene gag (JA4 - JA7),
gene env 2 (JA13 - JA16) e pol (JA17 - JA20). Estes mostraram uma concordancia maior
de resultados, quando comparados a regido amplificadas do gene env 1, "primers" (JA9 -

JA12).

O par de "primer" da regido env 1 (JA9 -JA12), apresentou resultado
negativo discordando dos demais "primers". O paciente 02, do resultado em questdo, era

um adulto, com carga viral indetectavel (< 1000 cépias virais por ml).
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Somente dois novos casos de transmissdo perinatal foram diagnosticados. O
primeiro caso foi o paciente 08, com apenas 01 dia de vida, cuja mae ndo fez uso de terapia
anti-retroviral durante a gestacdo. O resultado positivo foi repetido apds sete dias,
constando nas tabelas 02, 05, 06 e 07, como paciente 11, e a positividade pode ser
confirmada. O segundo paciente positivo por transmissao perinatal do virus, foi o paciente

38, cuja mae era ex-usudria de drogas como maconha, cocaina e crack.

Nao ocorreu, em nenhum paciente estudado, amplificacdo pela "Nested-
PCR" em apenas uma ou duas regides do virus testadas; o minimo para pacientes positivos

foram trés regides virais amplificadas, das quatro testadas pela "Nested-PCR".

Os resultados da "Nested-PCR", para as amostras sangiiineas coletadas em
papel filtro estdo demonstrados na tabela 06, os resultados em sangue periférico estdo
demonstrados na tabela 07, ambas contendo as quatro regides do HIV-1 escolhidas para a

amplificacdo génica.

A comparagdo entre o método de extracdo de DNA coletado em papel filtro

com a extracao a partir de sangue total, estd demonstrada na tabela 08.

Os resultados finais das PCR e "Nested-PCR" de todas as regides génicas
amplificadas do HIV-1 para os dois tipos de extracdes testadas estdo demonstrados através

de fotodocumentagao, nas figuras 04 a 11.

Foi realizada a "Nested-PCR" com "primers" que flanqueiam a regido do
gene da B-globina humano, como controle interno da reagdo, em ambas extracdes de DNA,
a fim de confirmar a confiabilidade da positividade ou negatividade para a infeccdo pelo
HIV-1, por deteccao pela PCR (figura 12). Todos os pacientes apresentaram positividade

para este teste.
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Tabela 06. Resultados da "Nested-PCR" (regides gag, envl e env2, pol) em amostras

coletadas em papel filtro, em toda casuistica estudada (pais, criancas soropositivas e

criancas com suspeita de infecc¢ao perinatal do virus)

Gag

Adultos

14 resultados (+)

Criancas

11 resultados (+)

Criancas com

suspeita de infecciao

sorogositivas gerinatal

03 resultados (+)
40 resultados ( -)

Envy —regido 1

13 resultados (+)
01 resultados ( -)

11 resultados (+)

03 resultados (+)
40 resultados ( -)

14 resultados (+)

11 resultados (+)

03 resultados (+)

Eny —regido 2

40 resultados ( -)

Pol 14 resultados (+) 11 resultados (+) 03 resultados (+)

40 resultados ( -)

Legenda tabela 06:

(+): positivo para a infec¢do pelo HIV-1

(-): negativo para a infeccdo pelo HIV-1
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Tabela 07. Resultados da "Nested - PCR" (regides gag, envl e env2, pol) em amostras
obtidas de sangue total, em toda casuistica estudada (pais, criangas soropositivas e criangas

com suspeita de infeccao perinatal do virus).

Adultos Criancas Criancas com suspeita
soropositivas de infeccao perinatal
Gag 14 resultados (+) 11 resultados (+) 03 resultados (+)

40 resultados ( -)

Env - regido 1

Eny —regido 2

Pol

13 resultados (+)
01 resultados ( -)

14 resultados (+)

14 resultados (+)

11 resultados (+)

11 resultados (+)

11 resultados (+)

03 resultados (+)
40 resultados ( -)

03 resultados (+)
40 resultados ( -)

03 resultados (+)

40 resultados ( -)

Legenda tabela 07:

(+): positivo para a infec¢do pelo HIV-1

(-): negativo para a infecgdo pelo HIV-1
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Tabela 08. Comparacdo dos resultados finais das PCRs para infeccao pelo HIV-1
realizadas a partir de sangue coletado em papel filtro e sangue total coletado em tubo com

EDTA.

Adultos Criancas soropositivas
Adultos 14 (+) 14 (+)
Criancas 14 (+) 14 (+)
41 (-) 41(-)

Legenda tabela 08:

(+): positivo para a infec¢do pelo HIV-1

(-): negativo para a infec¢do pelo HIV-1
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M Ct+ P+ P+ P+ P- P- C-

Figura 04. Produto da amplificacio de uma regido flanqueada do gene gag do HIV-1
("primers" JA4-JAT), fragmento amplificado de 131 pb, de amostras obtidas a partir da
extracdo do DNA fixado em papel filtro.

Legenda da figura 04:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA)
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (individuo com AIDS).

P+: Individuo positivo para infecgio pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Individuo negativo para infec¢éo pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo ndo infectado pelo HIV-1)
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131 pb

Figura 05. Produto da amplificacio de uma regido flanqueada do gene gag do HIV-1
("primers" JA4-JAT), fragmento amplificado de 131 pb, de amostras obtidas a partir da
extragdo do DNA de sangue total.

Legenda da figura 05:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA)
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (indivlduo com AIDS).

P+: Indivlduo positivo para infeccdo pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Indivlduo negativo para infeccio pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo nao infectado pelo HIV-1)
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M C+ P+ P+ P+ P- P- C-

¥ 341 pb

Figura 06. Produto da amplificacdo de uma regidao flanqueada do gene env (1) do HIV-1
("primers" JA9-JA12), fragmento amplificado de 341 pb, de amostras obtidas a partir da
extracdo do DNA fixado em papel filtro.

Legenda da figura 06:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA)
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (individuo com AIDS)

P+: Individuo positivo para infecgio pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Individuo negativo para infec¢do pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo ndo infectado pelo HIV-1)
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M C+ P+ P+ P- P- P- C-

Figura 07. Produto da amplificacdo de uma regidao flanqueada do gene env (1) do HIV-1
("primers" JA9-JA12), fragmento amplificado de 341 pb, de amostras obtidas a partir da
extracdo de DNA de sangue total.

Legenda da figura 07:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA).
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (individuo com AIDS).

P+:Individuo positivo para infec¢do pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Individuo negativo para infeccio pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo ndo infectado pelo HIV-1)
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Mt BL PP PO

Figura 08. Produto da amplificacdo de uma regidao flanqueada do gene env (2) do HIV-1
("primers" JA13-JA16), fragmento amplificado de 172 pb, de amostras obtidas a partir da
extracdo de DNA fixado em papel filtro.

Legenda da figura 08:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA)
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (individuo com AIDS).

P+: Individuo positivo para infecgio pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Individuo negativo para infec¢do pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo ndo infectado pelo HIV-1)
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Figura 09. Produto da amplificacdo de uma regidao flanqueada do gene env (2) do HIV-1
("primers" JA13-JA16), fragmento amplificado de 172 pb, de amostras obtidas a partir da
extracdo de DNA de sangue total.

Legenda da figura 09:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA).
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (individuo com AIDS).

P+: Individuo positivo para infec¢do pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Individuo negativo para infec¢do pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo ndo infectado pelo HIV-1)
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M C+ P- P- P+ P- P- C-

. 129 pb

Figura 10. Produto da amplificacio de uma regiao flanqueada do gene pol do HIV-1
("primers" JA17-JA20) , fragmento amplificado de 129 pb, de amostras obtidas a partir da
extracdo do DNA fixado em papel filtro.

Legenda da figura 10:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA).
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (individuo com AIDS).

P+: Individuo positivo para infec¢do pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Individuo negativo para infecc@o pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo ndo infectado pelo HIV-1).
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Figura 11. Produto da amplificacdo de uma regido flanqueada do gene pol do HIV-1
("primers" JA17-JA20), fragmento amplificado de 129 pb, de amostras obtidas a partir da
extracdo de DNA de sangue total.

Legenda da figura 11:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®. USA)
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (individuo com AIDS).

P+: Individuo positivo para infec¢do pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

P-: Individuo negativo para infeccio pelo HIV-1, pela "Nested-PCR".

C-: Controle negativo para "Nested-PCR" (individuo ndo infectado pelo HIV-1).
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51 Resultados da ''Nested-PCR', tendo como controle interno de reacio, a

amplificacao do gene humano da B-globina.

Como ja foi mencionado no item Casuistica e Métodos, o DNA dos
individuos estudado foi submetido a amplificacdo com "primers" que flanqueiam a regido

do gene da (3-globina (365pb).

Figura 12. Amplificacdo de um fragmento do gene da 3-globina humano (365pb). Controle
de qualidade do DNA estudado.

Legenda da figura 12:

M: marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BTL, LIFE TECHNOLOGIE®, USA)
C+: Controle positivo para "Nested-PCR" (amostra de DNA humano)

P1, P2 e P3: DNA de individuo extraido a partir de amostra coletada em papel filtro.

P4, P5 e P6: DNA de individuo extraido a partir de amostra coletada em tubo com EDTA.
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No presente trabalho, realizou-se a padronizacdo da extracdo de DNA
colhido em papel filtro, uma maneira para se obter a amostra com qualidade e em menor
volume sangiiineo, para ser submetida posteriormente a "Nested-PCR", como método

confirmatorio.

Assim como SPIELBERG et al, 2000; este método foi escolhido por ser um

diagndstico molecular e detectar a infeccdo pelo HIV-1 antes da soroconversao.

Com isso, o método pode ser utilizado como primeiro teste diagnostico ou

método confirmatoério.

A "Nested-PCR" foi realizada também em amostras extraidas a partir do
sangue total dos individuos estudados, pois este método, ja padronizado previamente no

laboratdrio onde foi realizada a pesquisa, foi considerado "gold-standart".

Nossos resultados mostraram que as amplificacdes mais eficientes dos

fragmentos foram encontras em concentracdes de MgCl, (2,5mM).

Durante este trabalho, foram diagnosticados 02 individuos infectados pelo
HIV-1, e 40 ndo infectados. Os individuos restantes, que serviram como controle positivo e
negativo para o estudo, obtiveram €xito ao confirmarmos seus resultados de diagndstico,

previamente conhecidos.

Observou-se que a regidao env 1 do HIV-1, considerada uma regido mais
varidvel que as outras, ndo apresentou resultado positivo para um dos pacientes,
discordando das demais regides. Este resultado pode ter ocorrido pelo fato da carga viral do
paciente estar indetectavel (< 1000 cdpias virais por ml), fazendo com que a quantidade
viral fosse insuficiente para a realiza¢do do teste, ou pelo fato da regido ser variavel e ter

ocorrido uma mutac¢do naquele local.

A extragdo de DNA coletado em papel filtro, utilizando o KIT FTA Cards ®

(Life Technologies), apresentou algumas vantagens sobre a extracdo de DNA, a partir do
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sangue total. Resultados similares foram encontrados na literatura (CASSOL et al, 1996;
BIGGAR et al, 1997, PANTELEEFF et al, 1999; BECK et al; 2001; FISCHER et al,
2004).

Para a realizacdo da coleta de sangue em papel filtro ndo foi necessaria a
presenca de profissionais treinados; somente algumas gotas de sangue foram necessarias
para preencher o cartdo de coleta; sua secagem foi feita em temperatura ambiente; seu
transporte foi considerado mais facil e seguro, pois ndo se tratavam de tubos (NYAMBI et

al, 1994; COMEAU et al, 1996; STROBEL et al, 1998; FISCHER et al, 2004).

Para a realizacdo da extragdo do DNA coletado em papel filtro ndo foi
necessario um grande suporte laboratorial (GUEVARA et al, 1998; PANTELEEFF et al,
1999), e pdde ser realizada no laboratorio em cima de bancadas, sem se preocupar com a

contaminac¢do das amostras (BIGGAR et al, 1997; PANTELEEFF et al, 1999).

BIGGAR et al. (BIGGAR et al, 1997) e PANTELEEFF et al
(PANTELEEFF et al, 1999) relataram que esse tipo de extracdo dispensou as varias etapas

para remocao de possiveis inibidores da PCR, tornando o processo mais rapido (cerca de

2h).

Em nosso estudo, foi necessdrio somente um pedaco de papel com

aproximadamente 2mm para a realiza¢do da PCR e "Nested-PCR".

Segundo NYAMBI et al. (NYAMBI et al, 1994), CASSOL et al. (CASSOL
et al, 1996), STROBEL et al. (STROBEL ef al, 1998) e BIGGAR et al. (BIGGAR et al,
2001), este método de coleta e de extragdo de DNA pode ser utilizado para pesquisas de
HIV em éareas de dificil acesso, ou estudo epidemioldgico, onde as amostras coletadas

podem ser enviadas a laboratdrios centrais em cidades com maior infra-estrutura.

Outra vantagem do método de extragdo de DNA em papel filtro € o baixo
custo para sua realizacdo, concordando com resultados obtidos por pesquisadores da

Universidade Caxias do Sul (UCS), (financiados pelo Programa Nacional de DST/Aids e
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pela Organizagao das Nacdes Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura - UNESCO)
(Ministério da Saude Brasil, 2005), e com resultados descritos na literatura por SOLOMON
et al (SOLOMON et al, 2002). Estimamos que este método custe aproximadamente 25% a

menos do que os métodos sorolégicos para a detec¢ao para o HIV-1.

Uma desvantagem do método de extragao, utilizando o Kit FTA Cards (Life
Technologies), foi notada, aproximadamente entre 09 meses a 01 ano apos as coletas. As
amostras guardadas, ao serem picotadas para preparacdo da "Nested-PCR", continuavam
com a hemoglobina fixa ao papel, ndo sendo removida com o FTA Reagents, devido a sua
oxidacdo. Nao foi testado no presente estudo, um meio de retirar a hemoglobina oxidada,

ficando em aberto, para novos estudos.

A extragdo de DNA de sangue total necessitou de 05 ml coletados em tubos
contendo EDTA, feitos por profissionais treinados. As amostras foram submetidas a uma
lise de hemdcias, lise de leucdcitos e precipitacio de DNA, para poder seguir com a

"Nested-PCR".

Para etapas de lise e precipitacdo de DNA, o laboratério ao qual as amostras
foram submetidas necessitou de uma infra-estrutura capaz de comportar tais processos, para
que as amostras ndo fossem comprometidas ou contaminadas. Esta extracdo demorou cerca

de um dia para ser realizada.

A comparacdo entre métodos de extragdo em papel filtro e extracdo do
sangue total apresentou concordancia de 100% dos resultados, confirmando dados relatados

por NYAMBI et al (NYAMBI et al, 1994).

Os resultados deste trabalho confirmaram dados da literatura, segundo os
quais a extracdo de DNA em papel filtro (COMEAU et al, 1996; FISCHER et al. 2004;
YOURNO & CONROY, 1992) € uma maneira segura, rapida e pratica de se obter amostras
de DNA em menor volume sangiiineo e de boa qualidade para a realizacdo da "Nested-
PCR", principalmente em recém - natos filhos de maes soropositivas (BIGGAR et al, 1997,

CASSOL et al, 1994; CASSOL et al, 1996; PANTELEEFF et al, 1999).
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e Padronizou-se a extracdo de DNA coletado em papel filtro, um método
seguro e eficiente; onde somente algumas gotas de sangue foram

necessdrias para posterior realizagdo da PCR e "Nested-PCR".

e Aplicou-se a extracdo de DNA em sangue total, um método previamente
padronizado no laboratério onde foi realizado o estudo (gold-standard
test), para comparacdo desta extracdo com a de papel filtro. Observou-se
que a extracdo de DNA a partir de papel filtro € tdo eficiente quanto a
extracdo feita a partir de sangue total coletado em tubo com EDTA,

apresentando as seguintes vantagens:

- ndo necessita de profissional treinado para a coleta, tornando esta mais

facil e segura;

- somente 50ul de sangue sdo necessdrios para preencher o cartdo de

coleta; pode ser seco em temperatura ambiente;

- sua estocagem nao necessita de grande espaco fisico; a extracdo do DNA
pode ser feita em bancadas, ndo exigindo grande infra-estrutura do

laboratorio;

- ndo corre risco de contaminac¢do; suas etapas de lavagens para remocao de

possiveis interferentes da PCR sdao mais simples e rapidas;

- & necessdrio somente um picote com aproximadamente 2mm para a

realizacdo da PCR.
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Apéndice 01 - Dados pessoais das criangas e pais estudados.

Individuos

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Idade

Adulto
Adulto
05 anos
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
01 dia
06 meses
Adulto
07 dias
13 dias
14 meses
13 meses
02 meses
09 dias
01 més
05 meses
09 meses
16 meses
08 meses
03 meses
01 més
07 meses
06 anos
03 anos

06 meses

Sexo

oo ICG-<Ge s e B s I s IKC-GC<Oe s Bl s << s B s IO s e s I s IO O A s

Resultado prévio da

pesquisa do HIV-1

Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
S/R
S/R
Positivo
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
Positivo
Positivo

S/R
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Individuos

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

Idade

10 meses
03 meses
02 anos
17 dias
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
03 meses
04 meses
02 meses
12 meses
05 anos
11 meses
03 anos
11 anos
05 anos
05 anos
18 meses
10 anos
11 anos
Adulto
13 meses
10 meses
06 meses
27 dias
05 meses

03 meses
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Sexo

OO s BE-GE- s B -Gle s B s B s B s B G-<Gle s B s I s B s B < B < I s - s B s B

Resultado prévio da

pesquisa do HIV-1

S/R
S/R
Negativo
S/R
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
S/R
S/R
S/R
S/R
Positivo
S/R
Positivo
Positivo
Positivo
S/R
S/R
Negativo
Positivo
Positivo
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R
S/R




Resultado prévio da

Individuos Idade Sexo
pesquisa do HIV-1
57 03 meses M S/R
58 07 meses M S/R
59 02 meses M S/R
60 01 més F S/R
61 Adulto F Positivo
62 03 meses F S/R
63 06 anos M Positivo
64 03 anos F S/R
65 05 anos F Positivo
66 05 anos F S/R
67 06 anos M Positivo
68 14 anos M Positivo
69 15 dias F S/R
70 24 dias M S/R
71 14 meses F S/R

Legenda do Apéndice 01:

Coluna 01:
Coluna 02:

Coluna 03:
Coluna 04:

relac@o dos pacientes estudados, através da numeracao 01 a 71.

idade respectiva de cada pacientes no momento em que a coleta foi realizada,
sendo as criancas em dias e meses, € os adultos em anos.

sexo feminino (F) ou masculino (M) dos pacientes.

resultado prévio da infec¢ao pelo HIV-1.

e Positivo: para pacientes sabidamente soropositivos.

e Negativo: para pacientes negativos para a infec¢ao pelo HIV-1

e S/R: sem resultados anteriores.
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Apéndice 02 - Resultados da "Nested - PCR" (regides gag, envl e env2, pol) em amostras
obtidas em papel filtro, em toda casuistica estudada (pais, criancas soropositivas e criancas

com suspeita de infeccao perinatal do virus).

Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

01 + + + +
02
03 - - - -
04
05
06
07
08

+
+
+

+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + o+

10

11 + + + +

+
+
+
+

13 - - - -
14 - - - -
15 - - - -
16 - - - -
17 - - - -
18 - - - -
19 - - - -
20 - - - -
21 - - - -
22 - - - -
23 - - - -
24 - - - -
25 + + + +

26 + + + +
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Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

27 - - - -
28 - - - -
29 - - - -
30 - - - -
31 . . ; -
32

33

35
36
37 - - - -

+ + + +
+ + + +
34 + + + +
+ + + +
+ + + +

38 + + + +
39 - - - -
40 - - - -
41 + + + +
42 - - - -
43 + + + +
44 + + + +
45 + + + +
46 - - - -
47 - - - -
48 - - - -
49 + + + +
50 + + + +
51 - - - -
52 - - - -
53 - - - -
54 - - - -
55 - - - -
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Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

56 - - - -
57 - - - -
58 - - - -
59 - - - -
60 - - - -
61 + + + +
62 - - - -
63 + + + +
64 - - - -
65 + + + +
66 - - - -
67 + + + +
68 + + + +
69 - - - -
70 - - - -
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Apéndice 03 - Resultados da "Nested - PCR" (regides gag, envl e env2, pol) em amostras
obtidas de sangue total, em toda casuistica estudada (pais, criangas soropositivas e criangas

com suspeita de infeccao perinatal do virus).

Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

01 + + + +
02
03 - - - -
04
05
06
07
08

+
+
+

+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + o+

10

+
+
+
+

11 + + + +

13 - - - -
14 ; ; ; -
15 - - - -
16 - - . -
17 . . ; -
18 - - - -
19 - - - -
20 - ] ] _
21 . . ; -
22 ; ; ; ;
23 - - - -
24 - - . -

25 + + + +
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Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

26 + + + +
27 - - - -
28 - - - -
29 - - - -
30 - - - -
31 - - - -
32 + + + +
33 + + + +
34 + + + +
35 + + + +
36 + + + +
37 - - - -
38 + + + +
39 - - - -
40 - - - -
41 + + + +
42 - - - -
43 + + + +
44 + + + +
45 + + + +
46 - - - -
47 - - - -
48 - - - -
49 + + + +
50 + + + +
51 - - - -
52 - - - -
53 - - - -
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Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

54 - - - -
55 - - - -
56 - - - -
57 - - - -
58 - - - -
59 - - - -
60 - - - -
61 + + + +
62 - - - -
63 + + + +
64 - - - -
65 + + + +
66 - - - -
67 + + + +
68 + + + +
69 - - - -
70 - - - -
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Apéndice 04 - Resultados da "Nested - PCR" (regides gag, envl e env2, pol) em amostras
obtidas de sangue total, em toda casuistica estudada (pais, criangas soropositivas e criangas

com suspeita de infeccao perinatal do virus).

Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

01 + + + +
02
03 - - - -
04
05
06
07
08

+
+
+

+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + o+

10

+
+
+
+

11 + + + +

13 - - - -
14 ; ; ; -
15 - - - -
16 - - . -
17 . . ; -
18 - - - -
19 - - - -
20 - ] ] _
21 . . ; -
22 ; ; ; ;
23 - - - -
24 - - . -

25 + + + +
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Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

26 + + + +
27 - - - -
28 - - - -
29 - - - -
30 - - - -
31 - - - -
32 + + + +
33 + + + +
34 + + + +
35 + + + +
36 + + + +
37 - - - -
38 + + + +
39 - - - -
40 - - - -
41 + + + +
42 - - - -
43 + + + +
44 + + + +
45 + + + +
46 - - - -
47 - - - -
48 - - - -
49 + + + +
50 + + + +
51 - - - -
52 - - - -
53 - - - -
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Casuistica Gene gag Gene env 1 Gene env 2 Gene pol

54 - - - -
55 - - - -
56 - - - -
57 - - - -
58 - - - -
59 - - - -
60 - - - -
61 + + + +
62 - - - -
63 + + + +
64 - - - -
65 + + + +
66 - - - -
67 + + + +
68 + + + +
69 - - - -
70 - - - -
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Apéndice 05 - Resultados finais comparando as PCRs realizadas a partir de sangue

coletado em papel filtro, com o sangue total coletado em tubo com EDTA.

Casuistica Papel filtro Sangue total

01 + +
02
03 - -
04
05
06
07
08
09 - -
10
11 + +
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 - -
18 - -
19 - -
20 - -
21 - -
22 - -
23 - -
24 - -
25 + +
26 + +

+ + + + + +
+ + + + + +

+
+
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Casuistica Papel filtro Sangue total

27 - -
28 - -
29 - -
30 - -
31 - -
32 + +
33 + +
34 + +
35 + +
36 + +
37 - -
38 + +
39 - -
40 - -
41 + +
42 - -
43 + +
44 + +
45 + +
46 - -
47 - -
48 - -
49 + +
50 + +
51 - -
52 - -
53 - -
54 - -
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Casuistica Papel filtro Sangue total

55 - -
56 - -
57 - -
58 - -
59 - -
60 - -
61 + +
62 - -
63 + +
64 - -
65 + +
66 - -
67 + +
68 + +
69 - -
70 - -
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Apéndice 06 - Consentimento pds-informagao

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

Titulo do Projeto: Padronizacao da extragdo de DNA em papel filtro para a aplicacdo em amostras
suspeitas de infeccao perinatal pelo HIV -I.

. Pesquisadores: Tatiane Pedroso Kitamura, Dra. Sandra Cecilia Botelho Costa.
e Paciente:

e HC:

e Idade:

e  Endereco:

responsavel ou tutor legal da CrianGa ........ooceii i ,

aceito que esta venha a colaborar com um estudo que esta sendo realizado na Universidade
Estadual de Campinas, para a padroniza¢do da técnica de extracdo de DNA em papel filtro, do
Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV -l), para sua deteccdo precoce. Sei que sera
realizada uma coleta de sangue periférico (por puncdo venosa, de 03 a 05 ml) e uma coleta em
papel filtro (03 gotas de sangue em cada papel) para realizacdo de PCR (método mais sensivel e
mais rapido para o diagnostico). Essa investigacdo ndo acarretara gastos a minha pessoa nem
riscos a saude da crianga. Foi assegurado que os resultados serdo fornecidos quando for de minha
vontade bem como foi garantido sigilo quanto as informagdes. Poderei suspender a participagéo da
crianga no projeto se assim desejar, sem prejuizo do atendimento normalmente feito pelos

profissionais responsaveis.

Qualquer esclarecimento, entrar em contato com os responsaveis pelo estudo, nos telefones:

* Tatiane Pedroso Kitamura - (OXXIl) 9753-8696 ou no Laboratério de Diagnéstico de Doencas
Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular - (OXXI9) 3788-7095, Dra. Sandra C. B. Costa -
(0XXI9) 9605-3494, ou com o Comité de Etica em Pesquisa - (OXX19) 3788-8936.

Campinas, ....... (o [T de 2002.

Responsavel ou tutor Pesquisador

legal pelo paciente
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