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RESUMO

O diagnéstico da infecglo pelo HIV é usualmente estabelecido por ensaios
sorolégicos, que identificam anticorpos especificos contra o HIV. Entretanto, o
recém-nato pode receber os anticorpos maternos da classe IgG, durante a gestago,
no momento do parto, ou apds o nascimento e com isso apresentar resultados falsos-
positivos até cerca de 18 meses de vida. H4 varios outros métodos para o diagndstico
do HIV-1 em criangas, mas o que estd sendo indicado atualmente € a reagéo em
cadeia da polimerase (PCR) , por ser um método ripido, de alta sensibilidade e
especificidade, que podem ser potencializadas com a realizagio de uma segunda
reago de amplificagio (“Nested-PCR”™). A PCR detecta fragmentos-alvo do genoma
viral.

Com base na necessidade de um diagnostico precoce do HIV-1, o presente
trabalho teve como objetivo a padronizagio da técnica da “Nested-PCR”, com
utilizagdo de “primers” que flanqueiam 4 regides virais conservadas do HIV-1 (genes
gag, env — 2 regides ¢ pol), para detecgdo do HIV-1, ¢ aplicagdo do método em 41
criancas (com no minimo 2 e no maximo 4 coletas de amostragem de sangue
periférico) em seguimento no Hospital de Clinicas da UNICAMP, com suspeita de
infeccdo. Os dados permitiram um estudo comparativo entre o diagnostico feito pela
“Nested-PCR” com os resultados obtidos pelo método soroldgico imunoenzimatico -
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), apesar das criangas apresentarem
idade inferior a 18 meses, nio tendo portanto o ELISA como teste padrio-ouro.

Com base nos resultados da “Nested-PCR” foi calculada uma proporgio de
criancas infectadas pelo HIV que estio em seguimento no ambulatério de
Imunodeficiéncia Pediatrica e que foram incluidas neste trabalho. Foi analisado
também, a influéncia do uso da zidovudina (AZT), do tipo de parto (cesarea ou
normal) ¢ do aleitamento materno, ja que esses fatores sdo influentes para o aumento
da transmissdio perinatal do HIV-1.

Os resultados positivos obtidos pela “Nested-PCR” para a 1" coleta de sangue
periférico das criangas em estudo foi de 26,32%; para a 2" coleta, manteve-se o
mesmo valor, e para a 3 coleta, 26,67%. Os resultados positivos pelo ELISA, para as
1', 2" e 3" coletas foram respectivamente 86,84%; 78,95% e 56,67%.

A proporgio de criangas infectadas pelo HIV na populagfio estudada foi de

29,3%. A analise da relagio do uso profilatico do AZT no periodo gestacional

ii
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apresentou um “p”, (obtido pelo teste de Fisher), de 0,05 para as 1 e 2 coletas e
0,014 para a 3’ coleta, esses resultados sugerem que houve significancia entre o uso
do AZT (por parte materna) ¢ a redugdo da transmissdo vertical do HIV-1. Em
relacdo ao aleitamento materno, os valores de “p” foram: 0,006 (1" e 2 coletas) e
0,016 (3 coleta) sugerindo também, associagdo com a reduciio da transmissdo
vertical do HIV-1, nesta populagio. A analise das criangas as quais as maes fizeram
uso dos fatores associados & redugdo da infecgdo pelo HIV via perinatal (uso do AZT
durante a gestagdo; parto do tipo cesarea e ndo aleitamento materno) mostrou um
percentual de 20% de positividade a infecgdo pelo HIV-1 pela “Nested-PCR”; j4 nas
criancas nascidas de mies que nfio fizeram uso de tais fatores, esse percentual
elevou-se para 75%.

Os resultados obtidos pela “Nested-PCR” foram confirmados em aigumas
amostras, através da hibridagiio e do método de seqiienciamento direto de seqiiéncias
génicas do HIV-1.

Os resultados obtidos neste estudo sugeriram que a “Nested-PCR” foi um
método rapido e precoce para o diagnostico da infecgdo pelo HIV-1 via perinatal.

A utilizagio dos fatores associados & redugio da infecgdo pelo HIV via
perinatal indicadas as gestantes infectadas sugeriram influéncia na redugio da

transmissio perinatal do virus na populacio estudada.
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico

1.1.1. A Sindrome da imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foi descrita pela primeira vez
em 1981, nos Estados Unidos, entre os classificados como ‘grupos de risco’ que
correspondem a homossexuais, bissexuais masculinos, hemofilicos, usuarios de drogas
endovenosas e politransfundidos (GALLO & MONTAIGNIER, 1988, SCHLEUPNER,
1988; CLEWLEY, 1989; LIFSON ef o/, 1990; RUBINI, 1995; GALEIL, LIFSON,
ENGLEMAN, 1995). Entretanto, é atualmente observada na populaggo infantil com um
aumento progressivo no nimero de casos (COWAN ef al., 1984; CURRAN et al,,1988).

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (GREENE, 1991), sendo que, até o momento, séo
conhecidos dois tipos de virus, o HIV-1 e o HIV-2 (POLLET et al, 1991); porém, a
maior parte dos casos de infec¢do em todo o mundo tem como principal causador o
HIV-1. A infecgio pelo HIV-2 evolui com menor morbidade e mortalidade (MORGAN

et al., 1990).

L.2. AYDS no Brasil

Os primeiros dois casos de AIDS do Brasil foram publicados em 1982 e eram
referentes a pacientes da Regido Sudeste (SABINO et al., 1996).

A cidade de S#o Paulo foi, provavelmente, o epicentro do inicio da epidemia causada
pelo HIV no Brasil. Até novembro de 1995, 29,4% do niimero total de casos reportados

1



no pais pertencia a cidade de Sfo Paulo (SABINO ef al., 1996). De acordo com dados
oficiais atuais divulgados pela Secretaria do Estado de Sdo Paulo (SECRETARIA DE
SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO S.P., 1998), foram notificados até maio de
1998, 53514 casos de AIDS no sexo masculino e 14786 no sexo feminino, resultando
em 68300 casos, sendo que entre esse total, 11903 casos (2,8%) foram classificados
tendo a transmissdo perinatal como via de contaminagfio. Dos casos notificados para
individuos menores de 13 anos, as vias de contaminagio sexual, sanguinea, perinatal e,
em investigacdo corresponderam respectivamente, a 0,17%, 9,53%, 82,78% e 7,53%

dos casos (SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO S.P., 1998).

1.3. Ambulatério de Imunodeficiéncia Pedidtrica do Hespital de Clinicas da

Unicamp

O ambulatério de Imunodeficiéncia Pediatrica do Hospital de Clinicas atendeu 303
criangas com suspeita de infeccio pelo HIV-1 via perinatal de 1989 até junho de 1998.
Destas, 114 estio atualmente em seguimento no ambulatorio, havendo 58
confirmadamente infectadas pelo virus e 56 ainda a esclarecer diagnostico.

A via de contamina¢do pelo HIV-1 predominante entre as 303 criancas, foi a

transmissdo vertical, observada em 83,3% dos casos.



1.4. O virus da imunodeficiéncia humana

1.4.1, Taxonomia viral:

O virus nda Imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) foi isolado em 1983 e
inicial mente, foi chamado de virus associado-linfadenopatico (LAV) pelo grupo de
Montaignier, j4 que foi primeiramente isolado de um paciente com sindrome
linfadenopatica. Foi mais completamente caracterizado em 1984, recebendo a
denominagdo de virus T — linfotropico tipo lil; e posteriormente, foi chamado de
retrovirus associado-AIDS, ou ARV (CUNNINGHAM ef al., 1996).

O HIV (virus da imunodeficiéncia humana) pertence & familia Retroviridae
(VARMUS, 1988). Trata-se de um lentivirus, uma subfamilia dos retrovirus que causam
infecgiio cronica e doenga em animais, mas ndo neoplasia. Apresentam a enzima
transcriptase reversa, que copia o acido ribonucléico viral (RNA) em acido
desoxirribonucléico (DNA), o qual ¢ inserido posteriormente no genoma da célula

hospedeira (CUNNINGHAM ef al., 1996).

1.4.2. Estrutura viral;

O HIV é 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 cénico (LUCIW, 1996). A proteina da membrana externa (envelope)
do HIV (gp120) esta ligada ao virus pela glicoproteina da transmembrana (gp41). A
glicoproteina 120 liga-se & proteina CD4, que ¢ o receptor da superficie da célula alvo

para o virus (ANTONI, STEIN, RABSON, 1994); (Figura 1).



As regides das duas glicoproteinas, particularmente a gp 120, sdo capazes de
apresentar ampla variago, originando as diferentes cepas de HIV, as quais aumentam
em namero com o avango da infecgdo, tornando-se assim, o maior problema para ©
desenvolvimento de uma vacina gfetiva contra o virus (PLANTIER e al., 1998).

Dentro do envelope viral, o niicleo com forma de cone dos HIV-1/HIV-2 consiste
da proteina p24, que possui formato cdnico, e envolve o RNA diploide gendémico do
virus. A proteina da matriz p17, cobre o capsideo viral e a p7 esta associada ao RNA
gendmico viral. As proteinas p24 (kDa), p17 (kDa), p7 (kDa) sio originadas de uma
proteina de 55 kDa e formam as proteinas do nucleocapsideo (ANTONI et al., 1994),
(Figura 1).

A integrase, a RNAse (LUCIW, 1996) ¢ a protease (99 aminoacidos) sdo partes da
transcriptase reversa pois, trata-se de um complexo protéico, pertencente a0 gene pol do
HIV ¢ sdo necessarias para a replicagio viral, estando localizadas no interior do
nucleocapsideo (ANTONI et al., 1994); (Figura 1).

Os genes gag, pol e env sdo comuns a todos os retrovirus (ROSEN &
PAVLAKIS, 1990). Os genes tat, rev, nef, vif, vpu e vpr regulam a replicagio do HIV

através da produciio de suas proteinas caracteristicas (CUNNINGHAM ez al., 1996).



OLIVEIRA, L.H. (1996).

Figura 1. Estrutura do Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 (HIV-1)

1. Envelope protéico viral, composto por bicamada lipidica, onde estio as
glicoproteinas virais gp120 (mais externa) e gp41 (liga a gp120 ao virus).

2. Enzimas pertencentes ao gene pol do HIV-1, essenciais a replicago viral
(transcriptase reversa e protease).

3. Capsideo viral, composto pela proteina p24. Envolvendo a p24, estd a Matriz p17
(em azul).

4. Material génico do HIV, composto por dupla fita de RNA.



1.4.3. O genoma do virus HIV-1

O DNA gendmico do HIV apresenta uma estrutura de aproximadamente 9.7 kb
{(ANTONI et al., 1994).

O HIV é composto por genes regulatérios (nef fatf, rev, vpr, vpu, Vvif, vpx),
estruturais (gag,env) que codificam enzimas (transcriptase reversa), sendo este o gene
pol (GALVAQ-CASTRO, JR, BONGERTZ, 1994).

Genes regulatorios:

- Gene tat: Apresenta uma seqiiéncia de 16 - Kilodaltons (kDa) (Figura 2);
codifica uma proteina de 86 aminoécidos (ROSEN & PAVLAKIS, 1990), com fungio
essencial para a replicagiio do HIV-1. Possui localizaglio nuclear ¢ ¢ um potente trans-
ativador da expresso das extremidades LTR do HIV (ANTONI et al., 1994).

A proteina do gene fatf acelera a produgio de particulas virais (HANSELTINE,
1989).

- Gene rev: Trata-se do segundo trans-ativador da express3o viral. Possut uma
sequéncia de 19-kDa e codifica uma proteina de 116 aminoacidos (ROSEN &
PAVLAKIS, 1990) (Figura 2); a proteina apresenta localizagio nuclear, como a do gene
fat. Essa proteina, produzida pelo gene rev, esta ligada ao ciclo de replicagio e de
produgio de todas as particulas virais. O resultado final da expressio do gene rev é a
produgdo de altos niveis de proteinas estruturais do HIV (ANTONI e/ af., 1994).

- Gene nef: A proteina de localizagiio citoplasmatica, codificada pelo gene ref,
possui entre 25-27 kDa, (Figura 2). Anticorpos contra a proteina do gene nef sio
encontrados em pacientes com AIDS, logo apds o micio da infecgio (ANTONI et al.,
1994).

A fungdo do gene nef tem sido controversa; pois as vezes atua indiretamente para

reduzir a transcri¢do do terminal longo do HIV-1; em outros casos, atua aumentando a



expressio génica do HIV-1; ¢, em algumas situagdes, demonstrou estimular a habilidade
do virus em infectar uma variedade de células (COFFIN, 1990).

- Gene vif (“viral infective factor™): A proteina codificada pelo gene vif possui
23-27kDa (Figura 2), e esta relacionada a replicagio do HIV (LUCIW, 1996).

O gene vif parece capacitar eficientemente o virion a infectar células livres e
também permite a esses, infectar mais eficientemente através do contato célula / célula,
in vitro (ANTONI et al., 1994), ou seja ¢ responsavel pelo aumento da infectividade
viral fora da célula. (HOGLUND et al., 1994).

- Gene vpr: A proteina codificada pelo gene vpr apresenta, aproximadamente, 15
kDa, (LUCIW, 1996) (Figura 2); e esta presente nas particulas do virion, facilitando o
transporte do DNA do HIV, dentro do nucleo da célula e regulando o ciclo celular.

- Gene vpu: O gene vpu codifica uma proteina de aproximadamente 16-kDa
(LUCIW, 1996) (Figura 2). O produto do genc vpu parece ter como fungdio, a
maturagdo e liberagdio do virion (ANTONI et al,, 1994).

-Gene wpx: O gene vpx codifica uma proteina de aproximadamente 14-16kDa.

Este gene ¢ encontrado apenas no virus da imunodeficiéncia humana tipo 2 (HIV-2)
(LUCIW, 1996).

Genes Estruturais:

-Gene gag: (grupo especifico de antigeno), regifio do capsideo.

As proteinas codificadas pelo gene gag formam a estrutura do capsideo, dentro
dos virions envelopados.

A proteina precursora codificada pelo gene gag apresenta 55 kDa (p55), sendo
esta clivada em etapas que originam fragmentos de 17 kDa (pl7), 24kDa (p24), 9kDa
(p9) ¢ 7kDa (p7). A p17 ou proteina matrix (MA) (Figura 1) é localizada na superficie

interna da membrana do envelope, € parece ser o maior componente da capsula protéica,



apresentando simetria icosaedrica (ANTONI et al, 1994). A pl7 apresenta 130
aminoécidos, e est4 relacionada ao ciclo de vida viral (LUCIW, 1996).

A proteina p24 ou capsideo (CA) (Figura 1) ¢ uma particula nuclear, que
apresenta de 24-27kDa e 240 aminoacidos. A p7/p9 pertencem ao nucleocapsideo viral
(NC), apresentam de 7-9kDa e sdo compostas por 70 aminoacidos (LUCIW, 1996).

- Gene env: O gene env codifica uma proteina precursora, a gp160, que é clivada,
originando duas glicoproteinas, gp41 e gp120. Essa ltima é a proteina mais externa do
HIV, sendo responséve!l pela interagio viral com a molécula de CD4 do linfocito T
auxiliador e macrofagos, principais células hospedeiras do HIV; sendo, portanto,
responsavel pela adsorsdo do HIV na célula hospedeira (AN TONI et al., 1994).

A gp4l é uma proteina transmembrana, com fungdo de ligar a gpl20 ao virus.
Ambas, a gpl120 ¢ a gp4l sio alvos para anticorpos neutralizadores, que impedem os
virus de penetrarem nas células e replicarem-se dentro delas, muitas vezes prevenindo a
ligagio a proteina CD4 (CUNNINGHAM et al,, 1996).

O gene do envelope é o mais varidvel, enquanto que os genes gag e pol, s3o mais
conservados. A variagio do env ocorre com mais freqiiéncia em algumas regides. Com
base nessa segregagio de variagio, a gp120 ¢ dividida em regies constantes (cHhe
variaveis { v ), conhecidas como dominios. E no terceiro dominio variavel ( V3 ), que
existe a maior diversidade de sequéncia dos nucleotideos, chamada de alga V3
(GALVAO-CASTRO et al., 1994).

_ Gene pol: Os produtos do gene pol sdo a integrase, a RNAse ¢ protease, partes
da transcriptase reversa (ANTONI ef al., 1994).

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

cromossomos da célula hospedeira. Ja a integrase (31kDa), integra o DNA viral ao



genoma da célula hospedeira; ¢ a RNAse degrada a fita de RNA viral, quando, num
momento da replicaggo, ha uma fita de DNA e uma de RNA; isso ¢ realizado, a fim de
deixar presente apenas a fita de DNA viral, que, posteriormente, tera sua fita
complementar (ANTONI et al., 1994).

A protease, apresenta peso molecular de aproximadamente 10 kDa, sendo
constituida por 99 aminoacidos A protease atua especificamente na clivagem dos
polipeptideos precursores das proteinas funcionalmente ativas, dos genes gag pol do
HIV-1 (LUCIW, 1996).

-Regides LTR: “Long terminal repeats”. Trata-se das duas extremidades do
chdigo genético viral (extremidade inicial e terminal), que sdo ideénticas, ou seja
repetidas (GALLO, 1991). Funciona como um promotor/ “enhancer”, para os genes do
HIV, interage com as proteinas celulares que modulam a replicagdo viral

(CUNNIGHAM, 1996).



(LUCIW, 1996.)

Figura 2. Organizagdo genomica do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipol(HIV-1).

gag e env: genes estruturais do HIV-1

pol: gene codificador do complexo protéico da trancriptase reversa (integrase, protease e

RNAse):
vif, vpr, rev, tat, vpu, nef. genes regulatorios do HIV-1

LTR: extremidades inicial e final do genoma do HIV-1, que ¢ constituido por seqiiéncias
longas repetidas.
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1.4.4. Ciclo biolégico do HIV-1

O HIV infecta uma grande variedade de tipos de células. Assim como as células
T, o HIV pode infectar uma ampla variedade de células que expressam a molécula
protéica CD4, especialmente os mondcitos e os macréfagos, incluindo as células
microgliais especializadas do cérebro ¢ as células Hofbauer da placenta, ou células
dendriticas (incluindo as células dendriticas foliculares, encontradas nos nédulos
linféticos e nas células de Langerhans na pele), infecta também células T (auxiliares-
indutoras) CD4 positivas. Os principais reservatorios do HIV nos pacientes
assintomaticos, sio os nodulos linfaticos, onde o virus, em abundancia, é encontrado
aderido &s células dendriticas foliculares. Os monécitos e linfocitos infectados
provavelmente espalham o virus pelo corpo e o HIV pode entrar no cérebro, via
monocitos ou através de infec¢do nas células endoteliais (CUNNINGHAM et al., 1996).

As células microgliais, os macréfagos no cérebro, os macroéfagos progenitores na
medula Ossea e as células e macrofagos, no intestino, apresentam o receptor CD4
(CASTRO er al., 1988) e sdo importantes reservatorios do virus.

Os principais eventos do ciclo de replicagdo do virus incluem entrada; sintese e
integracio do DNA viral; expressio deste DNA como RNA ¢ proteinas virais e a
congregacio e satda do virus (COFFIN, 1990).

A jungio do HIV-1 a célula hospedeira é mediada por uma intera¢io entre a
glicoproteina gpl20 do gene env do HIV-1 com a molécula protéica de 55 Kda,
denominada CD4, que ¢ encontrada na membrana plasméatica dos linfécitos T
auxiliadores e macrofagos, e funciona como receptor a entrada do HIV-1 na célula. Essa
entrada do virus na célula hospedeira ocorre pela fusio da particula viral com a

membrana celular, através de processos que independem de pH (LUCIW, 1996). Apos a
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entrada do virus na célula CD4 positiva, 0 HIV-1 pode estabelecer uma laténcia que
seria explicada pela luta do sistema imunologico humano contra bilhdes de virus
produzidos todos os dias ou entio, uma persistente forma de infecgdo (GREENE, 1991).
Posteriormente 2 ligagdo e penetragdo do virus na célula, o capsideo viral desintegra-se
parcialmente e a etapa seguinte do ciclo envolve a acéio da enzima transcriptase reversa,
que converte o RNA viral dimérico, em DNA linear fita dupla. Para essa etapa de
replicagdio sdo necesséarios: (a) 2 copias do RNA gendmico do HIV-1, para a partir
dessas, ser formada a fita de DNA; (b) o “primer” tRNA do hospedeiro, para iniciar a
transerigdo; (c) atividade das proteinas transcriptase reversa para transcrever 0 RNA
viral em DNA e a RNAse que degrada o RNA do virus pos -transcrigfio. Apds a entrada
no micleo da célula, o0 DNA proviral é inserido ao genoma da célula hospede pela
enzima viral integrase (LUCIW, 1996). Apos a integragiio do codigo genético viral ao
DNA da célula infectada, o provirus é transcrito em cépias de RNA, que sdo ou
incorporadas em novas particulas do virus como genoma, ou funciona como RNA
mensageiro (mRNA); sendo traduzidos em proteinas virais regulatdrias, estruturais e
enzimaticas. A partir dai, a particula viral brota através da membrana da célula
hospedeira, para infectar outras células CD4 positivas Ao irromperem da célula
infectada, os virus recém-formados estdo envoltos por um envelope proteico que ¢

similar ao da membrana celular humana (CUNNINGHAM et al., 1996).

1.4.5, Padroes de infecciio causados pelo HIV

Padrdes de infecgdo sio definidos desde o contato do hospedeiro com o virus, até

a fase final da doenga causada pelo HIV-1.
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Primeiro Padrio

Nesse padrio de infecgiio ocorre a replicagiio viral intensa entre 3 a 6 semanas
apds exposigio (PANTALEO, GRAZIOSI, FAUCIL, 1993). Sdo encontrados virus
infecciosos e proteinas virais no sangue ¢ no fluido cerebrospinhal; sendo que o nivel de
RNA do HIV-1 é eleva-se rapidamente apds a contaminagdo para decair logo em
seguida (SCHACKER er al, 1998). Esse declive ocorre, também, em relagio a
quantidade de virus circulante, quando aumenta a concentracdo de anticorpos contra o
virus, pois ocorre um estimulo das reagdes imunoldgicas celulares e humorais,
necessarias ao combate 2 infecgfio viral (FFRENCH ef al., 1996). Anticorpos contra as
proteinas virais aumentam para niveis muito altos, em aproximadamente seis semanas e
permanecem elevados durante toda a infecgdo (HANSELTINE, 1989). Ha um periodo
assintomatico prolongado, denominado ‘Laténcia Clinica’ (PANTALEO et al,, 1993),
que pode levar cerca de 10-11 anos (MELLORS et al,, 1996). Nessa fase somente niveis
muito baixos de virus circulante estdo presentes, apesar de saber-se atualmente que o
virus ndo fica em laténcia e sim produz cerca de 10 bilhdes de particulas virais
diariamente, sendo parte dessas, eliminadas pelo sistema imunologico; porém, a
concentragiio do virus no soro gradativamente aumenta e o individuo infectado torna-se
sintomatico. Os altos niveis de anticorpos, observados durante o periodo assintomatico
longo e latente, provavelmente representam uma reestimulagio continua da resposta

imunologica (HANSELTINE, 1989).

Segundo Padrio
Nesse padrio de infecgdo, que ¢ bastante raro, um estado inicial soropositivo é
acompanhado pela perda de anticorpos antivirais, como determinado pelos métodos de

ELISA e Western blot. A informagio genética do HIV-1, na forma de DNA proviral
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esta presente nos linfocitos circulantes e pode ser detectada pela reagdo em cadeia da
polimerase. Nesses casos, a perda de anticorpos antivirais, provavelmente reflete a
suspensdo, ou pelo menos uma restrigio grave, na produgdo ou liberagdo do virus

(HANSELTINE, 1989).

Terceiro Padrio

Nesse padrio, ha uma infecgfo prolongada com baixa formagio de anticorpos
antivirais. Esse padrdo implica que, ou a infec¢dio sistémica pelo HIV-1 pode ser
estabelecida sem estimular o sistema imune ou a perda de anticorpos antivirais pode
ocorrer apds uma produgfo transitoria tanto do virus como dos anticorpos antivirais
(HANSELTINE, 1989). Esta fase é caracterizada pelo inicio da doenga aparente,
(GOUDSMIT et al., 1987), em que surgem as manifestagdes clinicas da AIDS (EMINI,
1995). Apo6s o aparecimento dos sintomas, a doenga desenvolve-se rapidamente,
podendo, em curto prazo, levar o individuo & morte.

Desde 1989, estudos tém consistentemente mostrado que pacientes em estagios
avangados da infec¢do pelo HIV-1 apresentam altas concentracdes de virus no sangue.
(HO, 1996).

A imunopatogénese da AIDS nfio € completamente entendida. A infecgdo com o
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) leva a miltiplos defeitos
imunologicos, causando, predominantemente, imunossupressio no hospedeiro
infectado, através da depleciio dos linfocitos CD4 positivos. (DONATELLA et al,,
1998). A diminuigio desses linfocitos CD4 positivos, para valores inferiores a 200 por
mm3 (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1992) caracteriza a fase terminal da

doenga.
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1.5. Métodos laboratoriais para diagndstico da infecciio pele HIV

Os testes para detecgfio da infecgdo pelo HIV podem ser divididos basicamente
em quatro grupos:

Testes de detec¢io de anticorpos;

Testes de detecgdo de antigenos virais;

Técnicas de cultura viral;

Testes moleculares.

1.5.1. Testes para detec¢iio de anticorpos especificos contra o virus

O desenvolvimento de testes sensiveis ¢ especificos para a detecgdio dos
anticorpos contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) tem progredido
rapidamente, ap0s o retrovirus ter sido identificado como sendo o causador da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

As técnicas para diagnoéstico do HIV, por métodos de detecgdio de anticorpos
contra o virus, foram introduzidas nos Estados Unidos em 1985, (JOSEPHSON et al,,
1989) quando foram licenciadas pela Food and Drug Admnistration - FDA,
primeiramente para triagem de doadores de sangue. (LACKRITZ ef al., 1995).

Os testes que pesquisam anticorpos contra 0 HIV podem ser aplicados entre 4 a 6
semanas apos a exposi¢io ao virus, tempo em que comegam a ser encontrados
anticorpos circulantes.

Rotineiramente, os testes mais utilizados para detecgio de anticorpos contra
antigenos virais do HIV-1 sdo o método sorolégico imunoenzimatico, ELISA e como

teste confirmatério, o Western Blot, porém, varios outros testes, porém estdo
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disponiveis, entre eles, a radicimunoprecipitagdo; imunofluorescéncia indireta; que tém
sido desenvolvidos para estudos de campo e triagens de grandes populagdes, ja que sdo

testes rapidos (KIFFER ef al,, 1995).

1.5.1.a. ELISA

Trata-se de um teste imunoenzimatico, sendo este método sorolégico o mais
amplamente utilizado para detecgio de anticorpos contra o HIV-1 (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL, 1989).

Neste teste, os antigenos virais recombinantes ou sintéticos (testes de ultima
geragio) sfo colocados em contato com o soro do paciente, em cavidades existentes em
placas de plastico (HUSSON, COMEAU, HOFF, 1990). Se o soro possuir anticorpos
especificos contra o HIV, haverd formagdio do complexo antigeno/anticorpo. Tal
fenémeno pode ser verificado com a adigio de uma anti-imunoglobulina humana
conjugada a uma enzima, como por exemplo, a peroxidase (KIFFER ef al, 1995). Num
teste com resultado positive ocorre uma reagdo corada ao se adicionar o substrato
especifico para a enzima. Esta técnica € muito utilizada como teste inicial para detec¢ao
de anticorpos contra o virus, e apresenta sensibilidade e especificidade, atingindo
aproximadamente 98% (HUSSON ef al, 1990), sendo que essas irdio variar entre os

varios kits, laboratorios e populagdes testadas. (FALLON ef al., 1989).

1.5.1.b. Western Blot

O Western Blot é o teste mais freqilentemente usado para confirmar a presenca de

anticorpos contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e tipo 2 (HIV-2)
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em amostras de soro (CHIANG et al., 1989; KAMMERER, BURGISSER, FREIL, 1995;
SAYRE ef al., 1996). Este ensaio envolve, inicialmente, a separagdo das proteinas virais
por eletroforese em gel de poliacrilamida, que separa os antigenos virais, de acordo com
seus respectivos tamanhos, com as proteinas menores migrando mais facilmente ¢
aparecendo portanto, na parte inferior do gel (HUSSON et al, 1990). Em seguida, da-se
a transferéncia eletroforética dos antigenos para uma membrana de mitrocelulose
(KIFFER et al., 1995). Atualmente, essa etapa ja ndo ¢ necessaria, pois a maioria dos
“kits” j4 apresentam o antigeno transferido na fita de nitrocelulose. Num terceiro
momento, a membrana é bloqueada com proteinas que sio adsorvidas por sitios ndo
ocupados pelos antigenos. Posteriormente, a membrana ¢ colocada em contato com o
soro que se deseja pesquisar. As reagdes antigeno-anticorpo sdo detectadas por meio da
reagio com anti-imunoglobulina humana, conjugada com um radioistopo ou uma
enzima. A revelagio ¢é feita por auto-radiografia ou por substrato cromogénico.

Apresenta alta sensibilidade e especificidade (KIFFER ez al., 1995).
1.5.1.c. Radioimunoprecipitacio (RIPA)

A detecgdo dos anticorpos, através deste método, decorre de reagles com
antigenos radioativos. Esses antigenos sio obtidos de células infectadas, mantidas na
presenca de radioistopos durante a sintese de proteinas virais, ou seja, a replicacéo das
células ocorré em presenga de aminoacidos marcados radioativamente; tais aminoacidos
sdo incorporados na proteina viral durante a replicagdo. Precipitados, formados da
reacio desses antigenos com anticorpos especificos sdo sedimentados, dissociados com

detergentes ¢ depois analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida. Segue-se a
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auto-radiografia. (KIFFER et al, 1995) Em alguns locais é uma técnica bastante

utilizada para confirmacéo de diagnostico.

1.5.1.d. Imunofluorescéncia indireta

Fm laminas de microscopio, as células infectadas pelo HIV sio incubadas com o
soro a ser testado. Em etapa seguinte, tais células sfo tratadas com o soro que contenha
anticorpos especificos para imunoglobulina humana (anti-Ig) conjugados a um
fluorocromo. A presenga dos anticorpos ¢ revelada por meio de microscopia de
fluorescéneia. Também utilizada amplamente em alguns servigos como teste inicial

KIFFER et al., 1995).

1.5.2. Teste de detecgio de antigeno viral

Ensaio imunoenzimatico, para deteccio do antigeno viral nuclear p24, ¢
comumente utilizado para diagnéstico da infecgdio pelo HIV (HUSSON et af., 1990).

A pesquisa de antigeno p24 quantifica a proteina viral presente no plasma ou no
sobrenadante de cultura de tecido (KIFFER ef al., 1995). Embora esta proteina esteja
presente no plasma de pacientes, em todos os estagios da infec¢io pelo HIV, sua maior
prevaléncia ocorre antes da soroconversdo, ou seja, na fase inicial da infecgdo
(STRATHDEE et al., 1995) e na fase final da doenga.

Esse método no plasma, apresenta uma sensibilidade de 18% no diagndstico do

HIV, durante o periodo neonatal (ZOLLNER ef al., 1996).
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1.5.3. Técnica de cultura viral

A técnica da cultura celular ¢ usada para detecgfio do virus da imunodeficiéncia
humana-1 (HIV-1) em células do sangue periférico ¢ plasma de individuos com
anticorpos para o virus (CASTRO et al., 1988).

Trata-se de uma técnica bastante sensivel para detecgfo da infecgo pelo HIV,
porém, ndo é utilizada rotineiramente para diagnostico, jé que envolve dificuldades
técnicas, exige condigdes laboratoriais especiais de seguranga, ndo disponiveis na
maioria dos servigos (EDWARDS et al., 1989; KELLOGG ef al., 1990} e por consumir
muito tempo para resultados confidveis, levando em média de 3 a 4 semanas para se
evidenciar o crescimento do virus (DORENBAUM et al., 1997).

No periodo neonatal, a demonstragdo direta do HIV por método de cultura viral

apresenta uma sensibilidade de aproximadamente 28-48% (ZOLLNER e/ al., 1996).

1.5.4. Testes Moleculares
1.5.4.a. Hibridacio de dcidos nucléicos

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante tornou possivel a detecgio
do HIV-1 em amostras bioldgicas, por meio de hibridagio com sondas especificas. Os
métodos de diagndstico com base na hibridagio de DNA apresentam vantagens
significativas, destacando-se a precocidade no diagnostico, a sensibilidade e
especificidade (GIRI er al, 1994). Embora represente um grande avango na
metodologia de diagndstico do HIV-1, essa técnica apresenta inconvenientes, devido &
complexidade envolvida na sua realizagho e A utilizagdo de isétopos radicativos (GIRI
et al., 1994). Além disso, para a realizagio do teste ¢ necessario uma quantidade elevada

de particulas virais na amostra a ser testada.
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1.5.4.b. Reag¢ido em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reagiio em cadeia da polimerase (PCR), introduzida em 1985 (SAIKI, ef af,
1985), tem como principio fundamental a amplificacio de fragmentos especificos do
DNA alvo, escolhido pelo investigador, amplificados através de repetidos ciclos de
separagiio das hélices de DNA, com temperatura variando entre 90°C - 95°C; ligacéo
complementar entre os iniciadores (“primers”) e o DNA, com temperatura de
aproximadamente 37°C - 50°C e sintese de DNA pela 7ag DNA polimerase a
temperatura de 67°C — 72°C (CLEWLEY , 1989). A orientagfio dos “primers” faz com
que a sintese de DNA ocorra na regiio interna entre eles. Assin, o produto da extensdo
de um “primer” ¢ utilizado como substrato para outro, o que resulta, em cada ciclo, na
duplicagiio da quantidade de DNA sintetizada no ciclo precedente. Com isso, 0 numero
de copias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, o que faculta no final de 30
ciclos, aumento da ordem de 10° copias, partindo-se de uma tinica célula (COSTA &
COSTA, 1992).

Para aumentar ainda mais a especificidade do método, a “Nested-PCR” tem sido
aplicada. A técnica consiste numa segunda PCR, com utilizagdo de pares de “primers™
internos aos da primeira reagdo de amplificagio (ALBERT & FENYO, 1990). As
principais vantagens da “Nested-PCR” em relagdo 4 hibridagdo de acidos nucl€icos,
refere-se a um menor tempo para realizagdo do teste, sendo a “Nested-PCR” menos
complexa e ndo exigindo a utilizagdo de material radioativo.

A PCR tem sido amplamente utilizada para detectar a infecgdo pelo HIV-1
(SLAVIK et al., 1995, ZAZZI et al., 1995) que, para fins de diagnéstico, amplificam-se
regides conservadas do virus, j& que o HIV-1 ¢ um patdgeno capaz de sofrer

consideraveis variagdes gendmicas (ZIEGLER, BLANCHE, 1.OH, 1996, BARIN ef al.,
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1997), em certas regides de seu codigo genético, principalmente na regido da alga V3 do
gene viral enmv (HALAPI et al, 1997). Essa variabilidade genética do HIV pode
influenciar a confiabilidade no resultado da PCR, podendo originar resultados falso-
negativos. A concentragdo dos reagentes, inibidores presentes na amostra a ser testada,
erros na amplificagdo do material, baixa quantidade de ¢opias do HIV-1 circulantes na
amostra (GIRI ef al, 1994) podem afetar o resultado da PCR, diminuindo assim sua
eficiéncia como método diagnéstico. Resultados falso-positivos, podem tambem
ocorrer, devido a algum tipo de contaminagio, muitas vezes de uma amostra para outra,
por aerosol durante a realizagdo do procedimento, por intrumentos € reagentes
contaminados.

Para analise das segiiéncias nucleotidicas do HIV-1 e determinagéo de seus
respectivos subtipos, 0 métedo padrdo-ouro é o seqiienciamento direto (BARIN et al.,
1997), que seqiencia o fragmento de DNA a ser estudado, para com isso ser possivel a

analise genotipica viral.

1.6. Diagnostico da infecgiio pelo HIV-1 em criancas nascidas de mies infectadas

pelo virus

A transmisséo perinatal é responsavel por praticamente todas as infecgbes novas
pelo HIV em criangas, € responde por 82,78% dos casos de AIDS, notificados até maio
de 1998 nos pacientes com idade inferior a 13 anos no Brasil (SECRETARIA DA
SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO, S.P., 1998). A transmissdo perinatal pode
ocorrer durante qualquer estagio da gestagdo, sendo porém menos fregiiente no primeiro
trimestre (OLIVEIRA et al., 1995); durante o parto, através de contato com O sangue

matemo ou por secregdes de mucosa, ou apds o nascimento, por aleitamento materno
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(NEWELL ef al, 1995, LANDESMAN et al, 1996, MACDONALD ef al., 1998,
WILFERT & MCKINNEY, 1998).

A busca por métodos precoces e especificos, para diagnostico da infecgio pelo
HIV em neonatos, tem-se tornado pesquisa prioritdria (INDACOCHEA & SCOTT,
1990), j4 que a infecglio pelo HIV tem sido causa muito comum de morte em criancas
infectadas pelo HIV-1 (LAURE ef al., 1988) de 1 a 4 anos de idade (DORENBAUM et
al, 1997) ¢ também, para iniciar-se rapidamente terapia antiviral e tratamento
profilatico das infecgdes oportunistas (ROUZIOUX, 1996).

Entre os testes mais utilizados no diagnostico da infecgio pelo HIV-I, via
perinatal, estdo:

O ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay), que ¢ correntemente utilizado,
para detecgio de anticorpos especificos contra o HIV-1. Este teste identifica
exclusivamente anticorpos contra o virus; por isso, pode apresentar resultado falso
positivo, pela presenga das imunoglobulinas da classe G (IgQ), que s3o passivamente ou
ativamente transportadas através da mée para o feto, via placenta (EDWARDS, et al,
1989;: MADURAI et al., 1993; KLINE ef al,, 1993). O transporte da imunoglobulina G,
através da placenta, ocorre devido a seu peso molecular baixo, e pela placenta
apresentar receptores de IgG. A imunoglobulina da classe G materna pode persistir
circulante na crianga até aproximadamente os dezoito meses de idade (MOODLEY et
al, 1995, KELLOGG & KWOK, 1990). Esse método ndo diferencia anticorpos
produzidos pela mae ¢ transferidos a crianga, dos anticorpos da classe IgG produzidos
pelo feto.

O Western Blot ¢ utilizado como teste confirmatério para o ELISA (CARVALHO

et al.,1996), ¢ detecta anticorpos da classe IgG.
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A. pesquisa de anticorpos IgA e IgM anti-HIV ¢ utilizada (STEKETEE et al,
1997), ja que estes ndo atravessam a placenta (HUSSON er al., 1990), com 1ss0, &
presenga de tais anticorpos no soro pode indicar infecgfio da crianga. Entretanto, as
dificuldades com fais anticorpos deve-se & possibilidade de negatividade até os trés
meses de vida da crianga e positividade apds os seis meses, fato que ndo possibilita o
uso desta técnica para diagnostico precoce da infecgio viral. Isto ocorre pois o anticorpo
IgA niio é produzido em quantidade suficiente para ser detectado, durante os primeiros
meses de vida, o mesmo ocorrendo com 08 anticorpos da classe IgM. Os anticorpos das
classes IgA e IgM podem ser detectados pelas técnicas de ELISA ou Imunoblot
(OLIVEIRA et al., 1995).

A deteccdo de antigeno p24 pode ser utilizada; entretanto, este teste isoladamente
ndo ¢ indicado para excluir uma infeccdo pelo HIV ou para diagnosticar infec¢do em
criangas com idade inferior a 1 més de vida (CENTERS FOR DISEASE CONTROL,
1998).

A cultura para HIV é uma técnica sensivel para detecgio do HIV-1 em criangas
com suspeita de infecgdo, via perinatal, porém, néo € usada rotineiramente, por envolver
dificuldades técnicas, que exigem condigBes laboratoriais especiais de seguranga
(EDWARDS et al., 1989) ¢, pelo resultado definitivo do teste, levar aproximadamente
de 2 a 4 semanas para ser obtido (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1998).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido o teste mais promissor no
diagnostico precoce do HIV-1 em criangas com suspeita de infecgfo via perinatal
(DUNN et al., 1995). O inicio de sua utilizagdo para detecgdo do HIV-1, em pacientes
pediatricos, aconteceu em 1988 (CLEWLEY, 1989).

A PCR permite detecgio de infeccdo pelo HIV antes da soroconversio,

possibilitando um diagndstico precoce em criangas (WILLIAMS ef al,, 1990).
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Dentre as vantagens de um diagnéstico precoce, pode-se citar: inicio de uma
terapia antiviral precoce; profilaxia de infecgdies oportunistas, tratamento agressivo de
infecgBes bacterianas, evitar procedimentos desnecessarios a pacientes ndo infectados;
reduzir a ansiedade do desconhecimento do diagnéstico e, finalmente, poder mudar a
historia natural da infecgéo.

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention, resultados positivos para
PCR, em amostras distintas, revelam diagnostico de infecgiio pelo HIV (BAKSHI e/ al,
1995).

Ensaios que detectam o RNA do HIV no plasma, também sdio disponiveis para
utilizagio com finalidade de diagnostico da infeccdio perinatal e podem ser mais
sensiveis que a PCR do DNA viral, para detecgdo precoce do HIV em criangas com
suspeita de infecgfio. Entretanto, dados em relacdo a4 PCR do RNA viral sio
relativamente mais limitados, quando comparados & PCR do DNA viral para
diagnostico precoce (CENTERS FOR DISEASES CONTROL, 1998).

O HIV pode ser transmitido verticalmente através da mie infectada, durante a
gestagdo, no momento do parto ou ap6s 0 nascimento, pelo aleitamento materno
(BRYSON, 1996, DOMACHOWSKE, 1996) .

Varios fatores estdio associados a redugéo da transmissdo vertical do HIV-1, entre
elas, o uso da zidovudina (AZT) durante o periodo gestacional por parte materna, o
parto do tipo cesareo e 0 ndo aleitamento matermno pela mie infectada (NEWELL et al,,
1996).

Em fevereiro de 1994 o Instituto Nacional de Alergia ¢ Doengas Infecciosas
revelou a ogorréncia de redugdo na transmiss&o vertical do HIV-1, através da terapia
com zidovudina (AZT) no periodo que precede o nascimento, seguindo o protocolo

ACTG 076, onde a utilizagdo do AZT s0 pode ser realizada em maes infectadas pelo
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HIV com contagem de células CD4+ = 200 células / ul (MATHESON ef al, 1995). A
duracio do rompimento da membrana torna-se um fator importante na transmissdo
materno-fetal do HIV-1, revelando assim, a correlagdo entre a transmissdo viral ¢ o tipo,
de parto ao qual a mée infectada ¢ submetida (LANDESMAN ez al,, 1996). O ndo
aleitamento materno por mae infectada tem demonstrado redugfio na transmissdo

perinatal do HIV-1 (LEROY et al, 1998).
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2. OBJETIVO

° Padronizar a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), tipo “NESTED”, para
diagnostico precoce do HIV-1, em criangas nascidas de mées infectadas pelo virus, em
seguimento no Ambulatério de Imunodeficiéncia Pediatrica do Hospital de Clinicas da

Universidade Estadual de Campinas - Unicamp.
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3. CASUISTICA E METODOS

Casuistica

Foram estudadas 41 criancas, com idade inferior a 18 meses, nascidas de mées
infectadas pelo virus HIV-1, em seguimento no Ambulatorio de Imunodeficiéncia
Pediatrica, do Hospital de Clinicas da Unicamp, Campinas, SP; no periodo de maio de
1996 a junho de 1997. A Tabela 1 mostra os dados clinicos das criangas estudadas; tipo
de parto (normal ou cesareo), aleitamento materno € uso de AZT, durante a gestagdo,
pela mie da crianga estudada.

O critério de inclusio das criangas, foi realizado com base na idade do paciente;
sendo que foram incluidas no estudo as criangas em seguimento no Ambulatorio de
Imunodeficiéncia Pediatrica da UNICAMP com idade inferior a 18 meses, na 1" coleta
de sangue periférico e excluidas as que ultrapassavam 08 18 meses de idade. A crianga

deveria ser filha de mae confirmadamente infectada pelo HIV-1.
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Legenda da Tabela 1: Os dados descritos na Tabela 1 foram obtidos por meio da
analise do prontuario médico da crianga estudada.
Coluna 4: utilizagio de AZT durante o periodo gestacional.
Coluna 5: AZT (P. Gest.), refere-se a partir de que més gestacional a mée iniciou o uso
do AZT.
Coluna 6: Aleit. Materno, refere-se ao uso de aleitamento materno.
Coluna 7; Temp. Aleit. Mat., refere-se ao tempo (em meses), em que a crianga recebeu
aleitamento materno.
Coluna 8: Tipo de parto (Normal ou Cesareo).
Para as colunas 4, 5,6, 7 ¢ 8:
e §. Inf: quando ndo foi possivel obter a informagfio por meio da analise do

prontuario médico da crianga;
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Tabela 1. Dados pessoais € clinicos das criangas estudadas.

Criangas idade Saxo AZT (Mie) AZT Aleit. Materno Temp. Parto
(na 1 coleta) {P. Gest.) Aleit. Mat.

1 9 meses F S.Inf, S.Inf. S.Inf. S.Inf. S.Inf.
2 6 meses M N&o usou - Néo recebeu - Normal
3 14 meses F S.inf. S.inf. S.Inf. S.0nf. S.Inf.
4 6 meses F Usou 8° més N&o recebeu - Cesareo
5 12 meses F Usou 4° més N&o recebeu - Cesareo
6 4 meses M N&o usou - Nao recebeu - Cesareo
7 1més M N30 usou - Recebeu 11 meses Normal
8 2.5 meses F S.Anf. S.nf. S.inf. S.nf. S.Inf.
9 7 meses M S.Inf. S.Inf. S.Inf, S.Inf.
10 4 meses M Usou 3° més N&o recebeu - Normal
11 10,5 meses M Usou 3° més NZo recebeu - Cesareo
12 6 meses M N&o usou - Recebeu 1,5 meses Cesarec
13 1 més F Nao usou - Recebeu 4 meses Normal
14 2 meses M N0 usou - N&o recebeu - Cesareo
15 11 meses F N&o usou - N&o recebeu - Cesareo
16 8,5 meses F Nao usou - Nio recebeu - Normal
17 4 5 meses F Usou 6° més N&o recebeu - Normal
18 1 més M N&o usou . Nio recebeu - Cesareo
19 11 meses F N&o usou - Recebeu 1 més S.Inf.
20 12 meses M Usou 7° més Recebeu 0,2 meses Cesareo
21 12 meses F Usou 3° més N80 recebeu - Normal
22 8,5 meses M Usou 8,5° més N3o recebeu - Normal
23 £ meses M Usou 6° més Nao recebeu - Normal
24 11 meses M Néo usou - Receheu 8 meses Cesareo
25 11 meses F N&o usou - Recebeu 9 meses Normal
26 2 meses M Usou 3° més N&o recebeu - Normal
27 4 meses M Usou 6° més N&o recebeu - Normal
23 5,5 meses F N&o usou - N&o recebeu - Normal
29 1 més M Nao usou - Nao recebeu - Normal
30 6 meses F S.Inf. S.Inf. S.Inf. S.inf, S.inf.
M 15 meses M N&o usou - Recebeu 3 meses Cesareo
32 12 meses F N&o usou - N&o recebeu - Cesareo
33 1 més M N&o usou - N&o recebeu - Cesareo
34 13 meses M Nao usou - Recebeu 1 més Normal
35 9.5 meses F Nzo usou - N&o recebeu - Cesareo
36 1,5 meses F Usou 5° més Nao receheu - Cesareo
37 9 meses M Néo usou - N&ao recebeu - Normal
38 4 meses M Né&o usou - N&o recebeu - Mormal
39 5.5 meses M N&o usou - N&o recebeu - Cesareo
40 1 més F Usou 3° més Nao recebeu - Normal
a1 1 més M Jsou 6° més N&o recebeu - Cesareo




Métodos

Primeiramente foi determinada a presenca de anticorpos contra o HIV-1 nas
criancas analisadas, através do método sorologico ELISA (ensaio imunoenzimatico para
detecio de anticorpos anti HIV-1 e HIV-2, Kit - COBAS® CORE Anti HIV-1/HIV-2
EIA DAGS — Roche), realizado no Laboratério de AIDS do Hospital de Clinicas da
Unicamp. Todas as criangas incluidas foram submetidas a esta triagem sorologica. O
outro método laboratorial utilizado foi a reagdo em cadeia da polimerase tipo “Nested”
(“Nested-PCR™), a fim de detectar particulas do HIV-1 no sangue.

As amostras de sangue foram obtidas no laboratério de coleta geral do Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, por solicitagio do Ambulatério de
Imunodeficiéncia Pedistrica da mesma instituigdo, atraves de punciio venosa em tubos
estéreis, contendo (EDTA) como anticoagulante; sendo colhidos 3 a 5 ml de sangue em
cada coleta

Coletaram-se no minimo, duas e no maximo quatro amostras de sangue periférico
por crianca estudada, com intervalo de aproximadamente 3 meses, para observagio da
fidelidade dos resultados da “Nested-PCR” nas diferentes coletas.

As amostras foram obtidas apés informag3es e autorizagoes das respectivas maes

ou dos responsaveis pelas criangas.

Critérios de diagnostico

Foram sugeridos como sendo pacientes positivos para infecgdo pelo HIV-1 neste

trabalho, as criangas que apresentaram positividade ao método sorologico ELISA, em
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no minimo dois testes e gue tiveram resultados positivos em pelo menos trés das quatro
regides amplificadas do HIV-1 {genes gag, env — 2 regides e pol), para cada coleta de
amostra de sangue periférico (minimo de 2 e maximo de 4 coletas por paciente), por
meio da “Nested-PCR”. Este critério foi utilizado, porém, cabe resaltar que o método
sorologico ELISA ndo é considerado teste padrio-ourc para individuos com idade
inferior a 18 meses, com suspeita de infecqiio perinatal pelo HIV-1, devido a presenca
dos anticorpos maternos da classe IgG.

Como pacientes negativos a infecgio pelo HIV-1, foram sugeridos aqueles que
resultaram em negativo em todas as quatro regides testadas do HIV-1 pela “Nested-
PCR”, em todas as coletas de sangue periférico.

Com os resultados sugeridos pela “Nested-PCR” foi realizada uma analise em
relagio a alguns fatores associados & infecgdo pelo HIV-1, via transmissao perinatal. Os
fatores analisados foram o uso da Zidovudina (AZT) durante a gestagfio pela mde
infectada, o tipo de parto ao qual a mie foi submetida (normal ou cesarea) e o uso do
aleitamento materno. Entretanto, os dados obtidos nesta analise apenas sugerem
observagdes, ja que as informagdes foram obtidas de prontuarios médicos, ndo levando-
se em consideragdio nos calculos, o periodo de uso do AZT, a dosagem que foi usada, se
houve utilizagio do medicamento no momento do parto ¢ posterior a ele por parte da

crianca, o periodo de aleitamento matemo, intercorréncias no parto.

3.1. Extracio do DNA

3.1.1. Preparacio das amostras

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas a 2.500 rpm por dez

minutos, para a separagdo do plasma, sendo este descartado.
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3.1.2. Lise das hemaceas:

As hemaceas foram lisadas com uma mistura de solugdes de cloreto de aménio
(NH4CL), a 0,0114M (5 vezes o volume de células) ¢ bicarbonato de aménio
(NH4HCO3) a 0,01M (0,5 vezes o volume de células). Apds quinze minutos em
repouso a temperatura ambiente, o hemolisado foi centrifugado duas vezes, por vinte
minutos a 2500 rpm ; foi removido o sobrenadante ¢ o precipitado de leucdcitos sofreu

hise, conforme item a seguir.

3.1.3. Lise de Leucdicitos:

Os leucdcitos foram lisados através de lavagens com solugéio de Tris-HCL 10mM
(pH=7,6); KCL 10mM; MgCL2 10mM e EDTA 20mM, sendo centrifugados por dez
minutos a 2.500 rpm, por duas vezes consecutivas, quando foi adicionado,
aproximadamente, quatro gotas de Nonidet p40, na primeira lavagem. A segunda
lavagem ndo continha nenhum desses dois Gltimos especificados; o sobrenadante foi
descartado e, apds essa etapa foi acrescentado ao precipitado, 0,8ml da solugfio
contendo Tris-HCL 10mM (pH=7,6), KCL 10mM, NaCL 0,4M; MgCL2 10mM;
EDTA 2mM; 0,025mi de duodecil sulfato de sddio (SDS) 20%, em seguida o material
foi incubado durante quarenta minutos a uma temperatura de 56°C. Apés a incubagio
adicionou-se a0 mesmo, 0,3 ml de NaCL 5M; nessa etapa descartou-se o precipitado e

fez-se uso do sobrenadante, que foi transferido para outro tubo estéril.
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3.1.4. Precipitacio do DNA:

Ao sobrenadante, referido no item anterior foi adicionado 4ml de etanol absoluto
(gelado), havendo assim a precipitagio do DNA. Apos essa etapa, O DNA foi
solubilizado em agua destilada, deionizada e estéril, sendo deixado por 8 horas em
banho-maria a 37°C, ou levado a uma temperatura de aproximadamente 4°C, por 16
horas e sua concentragio foi estimada em espectofotdmetro, por meio do valor da
densidade 6ptica em comprimento de onda de 260 nm. (SAMBROOK, FRITSCH,

MANIATS,1989).

3.2. Reacfio de amplificagiio génica através da reaciio em cadeia da polimerase

(PCR)

A reagdio em cadeia da polimerase seguiu com algumas modificagdes, o método
descrito por Saiki ef al, (1985) e Albert & Fenyd (ALBERT & FENYO, 1990). Em
tubo tipo “eppendorf” foi adicionado 0,4 ul do DNA a ser estudado (extraido das
amostras de sangue periférico); 50 mM de cloreto de potéssio; 10 mM de Tris-HCI (pH
8,4); 2,5 mM de cloreto de magnésio, 0,1 mM de cada “primer” (Veja seqi€ncia de
nucleotideos e localizagdio gendmica na tabela 2: JA4/7, JA9/12; JA13/16 e JA17/20),
200 mM da mistura desoxirribonucléica - dNTPs (dATP, dGTP, dCTP; dTTP) e 2.0 U
de 7ag DNA polimerase (Gibco — BRL). A esta mistura reacional de 20ul foram
adicionadas 2 gotas de dleo mineral para evitar a evaporagio dos reagentes.

A reagdo foi conduzida, inicialmente por 1 ciclo a 94°C durante 5 minutos (para
inativacio de qualquer atividade de proteases que pudesse interferir com a reacdo

enzimatica) e, posteriormente, por 30 ciclos de amplificagdo em ciclador automatico e,
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cada ciclo, sob as seguintes condigdes: 94°C durante 30 segundos (para separagdo das
hélices de DNA); 57°C durante 30 segundos (para ocorrer a ligacdo complementar entre
os “primers” e 0 DNA} e 75°C durante 30 segundos (para a sintese do DNA, através da
enzima DNA Tag polimerase). Ao término dos 30 ciclos, o produto de amplificagio foi
mantido a 75°C durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA), completando um
Ginico ciclo. Apos este tltimo ciclo, as amostras foram mantidas sob refrigeragio a 4°C.
Tais reagdes de amplificagio foram realizadas em termociclador automético (“DNA
Thermal Cycler”, Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA).

Foram utilizadas, como controles positivos da reagiio, amostras de pacientes com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), tendo varias sorologias positivas para
o virus e com sintomatologia evidente; ¢ como controles negativos, amostras de
individuos com vérias sorologias negativas para HIV-1, e como controle Branco de
reacdio, utilizou-se agua, ou seja, todos os reagentes necessarios para o PCR, nas

quantidades corretas, porém sem a adigio do DNA.

3.2.1. “Nested-PCR”

O protocolo de amplificagiio para a “Nested” PCR foi realizado com a mesma
mistura reacional da PCR ja citada. O programa utilizado (numero de ciclos,
temperaturas e periodos) é também idéntico ao descrito anteriormente, no item (3.2). Na
“Nested-PCR”, uma aliquota (0,4 pl) do DNA amplificado na primeira reagdo foi
reamplificado com pares de “primers” internos aos primeiros. Os “primers” utilizados

foram: JAS5/6; JA10/11; JA14/15 e JA18/19. (Tabela 2).
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Tabela 2. Seqiiéncia dos nucleotideos iniciadores (“primers™) utilizados na Reagio em

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

“Primers” Seqiiéncia de nucleotideos (5’ - 3%) Gene e localizacio
JA4 GAAGGCTTTCAGCCCAGAAG Gag (1319 — 1338)**
AS ACCATCAATGAGGAAGCTGC Gag (1446 — 1465)***
JA6 TATTTGTTCCTGAAGGGTAC Gag (1577 — 1558)***
JAT TCTCCTACTGGGATAGGTGG Gag (1615 — 1596)**
JA9 CACAGTACAATGTACACATG Env (7137 — 7156)**
JAL10 AAATGGCAGTCTAGCAGAAG Env (7191 = 7210)***
JALL ACAATTTCTGGGTCCCCTCC Env (7532 —7513)%%+
JAL2 ACAGTAGAAAAATTCCCCTC Env (7572 —7533)**
JAL3 TTCCTTGGGTTCTTGGGAGC Env (8004 — 8023)**
JAl4 GCAGCAGGAAGCACTATGGG Env (8022 — 8041)***
JALS CCAGGACTCTTGCCTGGAGC Env (8194 — 8175)***
JAl6 AGGTATCTTITCCACAGCCAG 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 desctitos por ALBERT, J. & FENYO, EM,,1990., ¢ sintetizados
por GIBCO — BRL — LIFE TECHNOLOGIES y— USA.
** “Primers” utilizados na primeira PCR (Externos)

*%* “Primers” utilizados na “Nested-PCR” (Internos)

3.2.2, Detecciio do fragmento amplificado pela “Nested PCR”

Apods as reagdes de amplificagfio e reamplificagdo, 8ul do produto da “Nested

PCR” foram submetidos a eletroforese em cuba de eletroforese horizontal, contendo gel
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de agarose 2% com brometo de etidio, para a possivel visualizagho do fragmento
amplificado, sob luz ultravioleta. Foram observados nas amostras positivas, incluindo os
controles positivos, fragmentos de DNA com 129, 131; 172 e 341 pares de bases, sendo
esses fragmentos originados de seus respectivos genes selecionados: gag; env, env e pol.
J4 nas amostras e coniroles negativos da rea¢o, ndo ocorreu amplificago de nenhum
desses fragmentos citados. Para cada coleta de amostras das criangas com suspeita de
infecgfio pelo HIV-1, via materno-fetal foi feita a “Nested- PCR”de cada uma dessas

quatro regides génicas descritas (gag, env, env e pol).

3.3. Amplificaciio génica através da reagiio em cadeia da polimerase (PCR),
usando-se “primers” que detectam o gene da B-Globina humana para controle

interno da reacio.

Em cada crianga estudada foi realizada a PCR ¢ “Nested-PCR” para a 2 coleta de
sangue periférico, em pelo menos uma das quatro regides testadas do HIV-1, para com a
utilizagdo de “primers” que flanqueiam o gene da -Globina humano, para atuar como
um controle interno de reacdo, a fim de ter-se uma maior confiabilidade nos resultados.
O fragmento obtido para o gene da p-Globina foi de 365 pb.

A reacdio em cadeia da polimerase, utilizando o gene da B-Globina seguiu o
método descrito por SAIKI et al, (1985), para PCR simples, com algumas
modificagGes.

Para a primeira PCR foram utilizados os “Primers” P3 e P5, e o protocolo utilizado

foi 0 mesmo descrito para o item (3.2).
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Tabela 3. “Primers” que flanqueiam uma regidio constante do gene da B-globina

humano utilizados como controle interno da rea¢io para a primeira PCR.

“Primers” Seqiiéncia (5°- 3°) Sentido
P3 AGACAGAGAAGACTCTTG “sense”
P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC “anti-sense”

3.3.1. “Nested-PCR” para o gene da -giobina humano

Seguindo o mesmo método descrito no item (3.2.1), uma aliquota do DNA
amplificado na primeira PCR foi reamplificado com um par de “primers” interno aos

primeiros. Qs “primers” utilizados para a “nested-PCR” foram P3 e 109 (Tabela 4).

Tabela 4. “Primers” que flanqueiam uma regido constante do gene da P-globina

utilizados como controle interno da reagio para “Nested PCR”.

“Primers” Seqiiéncia (5°- 3°) Sentido
P3 AGACAGAGAAGACTCTIG “sense”
109 CCCTTCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT “anti-sense”

Em amostras positivas para o HIV-1 foram encontrados fragmentos de 129; 131;
172 e 341 pb correspondentes as quatro regides testadas, dos genes: gag, env (2 regides)

e pol, sendo que ndo foi amplificado nenhum fragmento nas negativas. Nas amostras
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testadas com “primers” para o gene da B—globina foi possivel a observagic de um

fragmento de 365 pb.

3.4. Normas utilizadas para evitar contaminacio nas amostras

Durante a execugdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), varios cuidados
foram tomados, a fim de evitar qualquer tipo de contaminagdo nas amostras

manipuladas. Os cuidados utilizados foram:

o As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em salas diferentes (sala
pré-PCR) daquela onde a amplificagdo foi feita (sala pos-PCR).

¢  Todos os reagentes e materiais pré-PCR e pos-PCR foram preparados e utilizados
em ambientes diferentes.

. Antes da abertura de tubos tipo “eppendorf”, era efetuada rapida centrifugagdo em
microcentrifiiga, para concentrar o liquido contido no tubo, na regifio inferior deste e
evitar a dispersdo do mesmo por aerosol.

. Todo material plastico {ponteiras e tubos do tipo “eppendorf”) utilizado era novo
e estéril, e nfio autoclavado.

. Trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.

. Uso de hipoclorito 10% e etano! 70%, antes e depois do uso da bancada.

. Ponteiras com filtro, para se evitar a contaminagéo via aerosol.

. Jogo de pipetas para cada area.

» Pratica laboratorial meticttiosa.
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3.5. Hibridacao

Realizou-se a reagdo de hibridagio em 6 das 41 criangas estudadas, para
confirmagdo de resultados obtidos pela “Nested-PCR” neste estudo, sendo que foram
utilizados para o procedimento, um controle positivo ¢ um controle negativo; ambos
para a reagdo de PCR que precedeu a hibridagio. O controle positivo de reagdio
utilizado foi um paciente sabidamente infectado pelo HIV-1 e o controle negativo, um
individuo sem histéria e sem diagndstico laboratorial de contaminagédo pelo virus. Os
controles positivo e negativo foram previamente submetidos a testes sorologicos e a
PCR.

A PCR que precedeu a hibridagio foi realizada com o par de “primers” JA4 ¢ JA7
do gene gag do HIV-1

As criangas submetidas & hibridagio foram: 1, 13, 14 17, 22, 23 e a sonda

utilizada foi a SK38 (Tabela 5).

Tabela 5. Sonda que flanqueia uma regido constante do gene gag do HIV-1 utilizada na

reacio de hibridagéo.

Sonda Seqiiéncia (5°- 3%) Posi¢fio no genoma
do HIV-1
SK 38* ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGA 1551 - 1578

*Sonda descrita por SANCHEZ-PESCADOR et al., 1985.
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3.5.1. Protocolo de Hibridaciio

Apos a realizagio da reagdio em cadeia da polimerase com os “primers” JA4 ¢
JA7, com condigdes e programacio de reagio analoga 4 descrita no item (I11.2.) fo1 feita
a aplicagdo das amostras em gel de agarose 2%, com posterior visualizagiio, sob luz
ultravioleta; registro fotografico, com uma régua marcadora de peso molecular ao lado
do gel, e transferéncia das amostras contidas no gel de agarose 2%.

Apds eletroforese em gel de agarose 2%, o material foi transferido para membrana
de nitrocelulose, pelo método “seco’ isto é, sobre o gel foi colocada a membrana de
nitrocelulose, papel de filtro e papel toatha. O tinico tampdo utilizado foi aquele contido
no proprio gel. O tempo de duragdo de transferéncia foi ao redor de 12 horas, o que
resultou em transferéncia total do DNA da agarose para a membrana, Apés a
transferéncia, a membrana foi neutralizada por 2 minutos em tampdo 0,45M NaCl,
0,5M Tris-HCL pH 7,5. Apés secagem, o DNA foi estabilizado pelo aquecimento a

80°C, por 2 horas.

3.5.1.a. Marcagio das sondas com isétopos radioativos

Em tubo tipo “eppendorf”, foram adicionadas as seguintes substancias; 31l de
dH20, 5pl de Buffer, 1 u! do “primer” a ser marcado radioativamente (SK38 - Sonda),
8ul de [y”P]ATP, 5ul de enzima Kinase 50 mM, dando uma quantidade final de 50pl.
Esse “eppendorf”, contendo os 50pl de reagdo citados, foi mantido no banho — maria
por 2 horas, sob temperatura de 37° C. Apds retirada do banho - maria, foi adicionado
aos 50ul de reagdo, 100l de TNE e, posteriormente, este tubo foi colocado em caixa

propria para recipientes que contém material radioativo.
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3.5.1.b. Preparacéo da coluna de Sephadex

Em uma seringa de 1 ml foi colocado, na parte inferior desta, onde o liquido é
ejetado, um chumago de 18 de vidro, com o auxilio do prépric émbolo da seringa,
descartado posteriormente. Colocou-se na coluna 1 ml de Sephadex de G-50, evitando a
formagdo de bolhas; posteriormente a coluna foi submetida a centrifugagio a 1000 rpm,
durante 2 minutos; sendo repetido este procedimento de adigio de cerca de 1 ml de
Sephadex e postertor centrifugagiio, até formar uma quantidade na coluna, de 1 ml. A
etapa seguinte foi a adigio a coluna de Sephadex, de 150 ml de TNE, seguido de
centrifugaciio a 1000 rpm, durante 2 minutos. A coluna foi submetida a temperatura de

aproximadamente 4° C, por aproximadamente 14 horas.

3.5.1.c. Preparo do tampdo de hibridac¢fo

Em balfo volumétrico de 200 ml, foi adicionado 65 ml de dH20, 25 ml de SSPE
(20X), 5 ml de Denhart’s (100X) e 5 ml de SDS 10%, sendo o balio volumétrico,
submetido a temperatura de 37° C, por cerca de 30 minutos.

Apos essa etapa, a coluna de Sephadex foi centrifugada a 1000 rpm por 2 minutos
e, a esta foi adicionado 1pl da sonda previamente marcada com isétopo radioativo e, em
seguida ocorreu a centrifugaco da coluna a 1000 rpm, durante 2 minutos. Posterior &
centrifugacdo, houve formagic de um residuo (sonda), que em seguida sofreu
denaturagdo (separagio da dupla hélice de DNA) a 95° C, durante 2 minutos.

O proximo passo foi a adigio de 20 ml do tampdo de hibridacdo a um tubo
contendo a membrana de nitrocelulose, com as amostras na qual realizou-se a PCR com

os “primers JA4 e JA7. No seguimento seguinte, 0 tubo foi colocado em um forno por 2
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horas, sob temperatura de 42° C, com movimentagio giratoria lenta. Posterior a essas 2
horas, foi descartado o tampdo inicial e colocado mais 20 ml de tampao de hibridacéo e
também, a sonda SK38 previamente marcada radioativamente e denaturada. O tubo
contendo a membrana foi mantido no forno, sob as mesmas condi¢Ses anteriores, porém

“overnight”.

3.5.1.d. Lavagens

Apds “overnight” a membrana foi lavada com a solugdo I, que incluiu: 156 mi de
dH20, 40 mi de SSPE (20X), ¢ 4 ml de SDS (10%), sendo realizada, por duas vezes
consecutivas, a lavagem com esta solugiio, com tempo de aproximadamente 15 minutos
para cada lavagem. Apds a lavagem com a solugfio I, foi feita a lavagem com a solugio
I, que continha, 222 ml de dH20, 75 ml de SSPE (20X), 3 ml de SDS (10%), a
temperatura de 55 °C, durante 10 minutos.

Depois das lavagens, a membrana foi deixada & temperatura ambiente por cerca de

1 hora, para sua secagem, posterior auto-radiografia e revela¢do do filme.

3.6. Seqiienciamento do fragmento de DNA amplificado pela “Nested PCR”

Realizou-se a reacdo de seqgilenciamento direto pelo método de “Sanger”

(SANGER, NIKLEN, COULSON, 1977), para posterior comparagdo entre os

fragmentos genéticos obtidos neste estudo pela “Nested-PCR”, com as seqiiéncias do

HIV-1 descritas no GenBank.
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Para a realizagio do segiienciamento foi utilizado o “Thermo Sequenase
radiolabeled terminator cycle sequencing kit” — Amersham Life Scienci, Cleveland,

Ohio 44128, USA.

3.6.1. Purificacio do produto obtido pela “Nested-PCR”

Cerca de 5ul do produto amplificado pela “Nested-PCR” foi purificado com 1U
de Fosfatase alcalina ¢ 1ul de Exonuclease (1U/ul), a 37° C, durante 15 minutos e

posteriormente o material foi mantido a 80°C durante mais 15 minutos, em

termociclador automatico.

3.6.2. Reacho de terminacio

Foram utilizados 3 reagfio de terminagdo, 2p 1 de dGTP Master Mix (7,5uM
dATP, dGTP, dCTP e dTTP), para cada reagfio, o produto da “Nested-PCR” purificado,
acrescide de 1,2 pmols dos “primers” utilizados na “Nested-PCR”, e 0,51 1 de

[a>*P]ddATP.

3.6.3. Reacdo do seqiienciamento

A etapa seguinte foi a reagio do seqlienciamento; contendo 2pl de tampdo de
reagdo (260mM Tris-HCL, pH 9,5, 65mM MgCl2), 2ul do produto da “Nested-PCR”
purificado, 1pl de “primer” para 2" PCR, 2ul de Thermosequenase ¢ 13ul de dH2O.
Com isso, o volume total de reagdo, resultou em 20u 1. Desses 20ul, 4,51 + 2,5 11 do
produto da reago de terminagdo + 1 gota de 6lec mineral foi aplicado em programa de
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95° C, durante 30 segundos; 59° C, durante 30 segundos ¢ 72° C, durante 1 minuto,
num total de 35 ciclos, em termociclador (Perkin — Elmer). Apds esta reacio de
seqiienciamento, foi adicionado a cada tubo (amostra), 4ul da solugdo Stop (95%

formamide, 20mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xylene cyanol FF).

3.6.4. Eletroforese

Apbs a reacdo de seqiienciamento, as amostras foram submetidas & eletroforese

em gel de poliacrilamida 6%.

3.6.5, Raio- X

O dltimo procedimento deste método foi a exposi¢io, em filme de raio-X, para
posterior revelagdo e andlise seqiiencial comparatéria, entre a seqiiéncia obtida por ele

com a descrita no GenBank para o HIV-1.

3.7. Cilculo estatistico utilizado neste trabalko, para obtencdo de evidéncia ou

nio de associacio.

L1

Os céleulos, para se obter os valores de “p”, foram realizados pelo teste exato de
Fisher para verificar associagdo entre as varidveis. O nivel de significdncia adotado foi

de 5%, ou seja, quando p-valor < 0,05 existe evidéncia de associagéo.
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Obs. A 4 coleta de sangue periférico de cada crianga, nfio foi incluida em nenhuma
tabela de resultados, devido ao niimero reduzido de criangas participantes dessa coleta e

por ndo Ter, conseqiientemente, significancia para os calculos estatisticos.
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4. RESULTADOS

Os “primers”, utilizados neste trabalho foram selecionados a partir de regiGes
conservadas do HIV-1. Os conjuntos de “primers” para o gene pol (JA17 — JA20) e
gene gag (JA4 — JA7), mostraram uma concordancia maior de resultados, quando
comparados as duas regies amplificadas do gene env, primers (JA9 — JA12) e (JA13 —
JA16). A mais eficiente amplificagiio dos fragmentos foi encontrada com concentra¢go
de MgCl2 de 2,5 mM, e foi possivel uma Ginica padronizagdc de programagio
(temperaturas, periodos, numero de ciclos) para os dois passos (1° PCR e “Nested —
PCR™) da reagiio de amplificagdo génica. O programa de amplificacdo foi anteriormente
descrito no item Casuistica ¢ Métodos.

Os resultados obtidos pela “Nested-PCR” foram 12 pacientes positivos (29,3%),
ao qual seria a proporgdo de criancas infectadas pelo HIV-1 que foram incluidas no
trabalho, com base no critério de diagnostico utilizado, com positividade sugerida pelo
teste padronizado neste estudo (“Nested-PCR”) e pelo ELISA, apesar de sua limitagdo
para criangas com idade inferior a 18 meses; e 29 pacientes negativos (70,7%), de um
total de 41 pacienies (100%).

Os resultados da “Nested-PCR” para cada coleta de amostragem de sangue
periférico de cada crianga analisada estdo demonstrados na Tabela (6). A “Nested-PCR”
foi realizada mesmo quando a crianga ja havia completado os 18 meses de vida, para
ter-se uma observagdo quanto a “fidelidade’ nos resultados obtidos pelo teste, para as
diferentes coletas e regides virais.

Para obtengdo dos resultados gerais da “Nested-PCR”, demonstrados na tabela 6,
foram amplificadas 4 regides génicas do HIV-1(genes gag, env - 2 regibes e pol), isto

para cada coleta de sangue periférico de cada crianga estudada. Os resultados das
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amplificagdes para os respectivos genes do HIV-1 selecionados para esse estudo, estdo

nas tabelas 6.a., 6.b., 6.c. e 6.d.

4.1. Dificuldades durante a padronizagio e aplicacfio da “Nested-PCR”

A reagio em cadeia da polimerase tipo “Nested” apresentou algumas dificuldades
durante sua padronizacdo e aplicagiio em criangas com suspeita de infecgdo perinatal
pelo HIV-1, entre clas estédo:

e Problemas de contaminagdo, j4 que ocorria amplificagio de fragmento do
HIV-1 no controle negativo de reagdo ou em pacientes que resultaram em
negativo para todas as regides virais e coletas, porém, em certa regidio, ocorria
amplificagio. Nessas situagdes a “Nested-PCR” era repetida por no minino
duas vezes.

¢ Nao amplificagdo do controle positivo de reacdo e de pacientes com resultados
positivos para a maioria das regides virais e coletas analisadas. Nessas
ocorréncias, a “Nested-PCR” era realizada novamente, porém, em alguns
casos, mesmo com a repeticiio do experimento, certas amostras continuavam a
ndo amplificar determinada regidio viral; isso ocorreu principalmente para o
gene env do HIV-1.

e Amplificagdo de bandas inespecificas, que algumas vezes dificultavam a
interpretacdo das bandas de real interesse, porém, esse problema foi bastante
minimizado com a padronizagio da concentragdo de MgCl2 para 2,5mM, e
com a temperatura de pareamento dos “primers” com a fita de DNA a 57°C.

e Amplificagio de bandas com intensidade baixa (muito claras), dificuliando a

visualizagiio e a interpretagio do resultado. Esse problema foi bastante
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minimizado com a padronizagiio da temperatura, mimero de ciclos e periodo
da sintese do DNA através da enzima DNA 7ag polimerase para 75°C por 30
segundos durante 30 ciclos € 75°C por 5 minutos durante 1 ciclo (periodo da

extensio final).

Nem todas as criancas estudadas compareceram a 3" ¢ 4° coletas; por esta razdo,

as referidas colunas encontram-se sem resultados.
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Tabela 6; Resuitados da “Nested-PCR” para detec¢do do HIV-1 nas criangas estudadas,

com suas respectivas idades (em meses) em cada coleta de sangue periférico (1,2,3 e

4 coletas).
Crianga PCR idade PCR Idade PCR Idade PCR Idade
(1° Coleta) | (meses) | (2° Coleta) | (meses) | (3" Coleta) | {meses) | (4” Coleta) | (meses

1 - 9 - 12

2 - 6 - 9

3 - 14 - 15,6

4 + 6 + 8

5 - 12 - 16

6 - 4 - 15

7 + 1 + 25

8 + 25 + 5

g - 7 - 10

10 - 4 - 6

11 - 10,5 - 13,5 - 17,5

12 + & + 9 + 15

13 - 1 - 2,5 - 6,5

14 - 2 - 6 - 10

15 - 11 - 15 - 21

16 + 8,5 + 11,5 + 17,5

17 - 45 - 9 - 11,5

18 - 1 - 4 - 10

19 - 11 - 14 - 22
20 - 12 - 15 - 22
21 - 12 - 15 - 22
22 - 8,5 - 11,5 - 18,6
23 - 6 - 9 - 15
24 + 11 + 14 + 20
25 + 1 + 12 + 20
26 - 2 - 6 - 10
27 - 4 - 55 - 7
28 - 5,5 - 8,5 - 15,5

29 - 1 - 5 - 10
30 + 6 + 8,5 + 11

K| + 15 + 16 + 18

32 + 12 + 14 + 17

a3 - 1 - 55 - 9.5 - 13,5
34 + 13 + 16 + 22 + 25
35 - 9.5 - 12,5 - 19,5 - 22
36 - 1,5 - 4.5 - 11,5 - 15,5
37 + 9 + 11 + 12 + 16
38 - 4 - & - a - 12
39 - 55 - 10 - 13 - 16
40 - 1 - 4 - 7 - 10
41 - 1 - 4 - 9 - 12
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Tabela 6.a. : Resultados das amplificagdes génicas por meio da “Nested-PCR” dos
genes gag, env (2 regides) e pol do HIV-1, para a 1° coleta de sangue periférico de cada

crianga estudada.

Paciente 1 Coleta
(Resultados da “Nested-PCR™)

gene gag gene env (1) Gene env (2) gene pol

+ + + +

+ +
+ +
+ +
+ +

+ + +
+ + +
+ + +
+ 4+ 4+

R AN L P RS SNENRERNRNE3aIdardRiSeeNoaren
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
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Tabela 6.b. Resultados das amplificagbes génicas por meio da

gag, env (2 regibes) e pol do HIV-1, para a 2* coleta de sangue

crianga estudada.

“Nested-PCR” dos genes

periférico de cada

Paciente

(Resulitados da “Nested-PCR")

2 Coleta

SoeNeanmen-

-h-uuwuuuwuuwnnnnunmnum-n.nd.a_n.;d.;_;
ﬂtba"'-lﬂf.l'l-huNﬂﬁtﬂ@‘ﬂﬂ(ﬂ-ﬁ-ﬂh’—‘@tﬂﬂ‘lmﬂlhun-ﬁ

-
-

gene gag

+

+ 4+ 1

+ + 1 1

S

-+

gene env (1} gene env (2)

o+ 4+ 1

Gene pol

[ S T |
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Tabela 6.c. Resultados das amplificagdes génicas por meio da “Nested-PCR” dos genes
gag, env (2 regides) e pol do HIV-1, para a 3* coleta de sangue periférico de cada

crianga estudada.

Paciente 3 Coleta
(Resultados da “Nested-PCR")
gene gag gene env (1) gene env (2) gene pol

11
12 + + - +
13 - - - -
14 - - - -
15 - - -

17 - - - -
18 - - - -
19 - - - -
20 - - - -
21 - - - -
22 - - - -
23 -
24 +
25 +
26 -
27 - - - -
28 - - - -
29 -
30 +
31 +
32 +
a3 - - - -
34 +
35 - - - -
36 - - - -
3z + - + +
38 - - - -
39 - - - -
490 - - - -
41 - - - -

4+ +
+ + 1
+ +

+ + +
+ + +
+ + +

+
+
+
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Tabela 6.d. Resultados das amplificagbes génicas por meio da “Nested-PCR” dos genes
gag, env {2 regides) e pol do HIV-1, para 2 4* coleta de sangue periférico de cada

crianga esudada.

Paciente 4 Coleta
(Resuitados da “Nested-PCR”)

gene gag gene env (1) gene env (2) Gene pol
33 - - - -
34 + + + +
35 - - - -
36 - - - -
37 + + + +
38 - - - -
39 - - - -
40 - - - -
41 - - - -

Houve alternincia de resultados para os pacientes:

. Paciente n° 4: Apresentou “Nested-PCR” positiva, para 0s genes gag © pol, nas
duas primeiras coletas de sangue periférico. Ja para as duas regides do gene env,
apresentou resultados positivos para a 1" coleta, mas na 2 coleta, apresentou
resultado positivo para a regido do gene env (1), mas resultado negativo para a
regidio (2) (Tabela 6.b., item Resultados).

. Paciente n° 12: Apresentou “Nested-PCR” positiva, para os genes gag e pol, nas
duas primeiras coletas de sangue periférico. Ja para as duas regides do gene env,
apresentou resultados positivos para a 1" coleta, mas na 2 e 3 coletas, apresentou
resultado positivo para a regido do gene env (1), e resultado negativo para a regido
(2) do env (Tabela 6.b. e 6.c., item Resultados).

. Paciente n° 37: Apresentou “Nested-PCR™ positiva, para 0s genes gag € pol, nas
duas primeiras coletas de sangue periférico. Ja para as duas regiGes do gene env,

apresentou resultados positivos para a 1" coleta, mas na 2 e 3 coletas, apresentou

54



resultado negativo para a regido do gene env (1), e resultado positivo para a regifo

(2) do env (Tabela 6.b. e 6.c., item Resultados).
Para cada regiio génica do HIV-1 amplificada, genes gag, env (2 regides),e pol, 0s

fragmentos obtidos foram respectivamente: 131 pb, 341 pb, 172 pb e 129 pb. As figuras

4, 5, 6 ¢ 7 demonstram esses fragmentos amplificados.
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M C+ P+ C- P- P+ P+ P+

Figura 4. Produto da amplificacdo de uma regido flanqueada do gene gag do HIV-1

(“primers” JA4-JA7), com produto final de 131 pb.

Legenda referente a Figura 4:

M: Marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BRL, LIFE
TECHNOLOGIESy, USA).

C+: Controle (+) para “Nested-PCR” (paciente confirmadamente infectado
pelo HIV-1)

C-: Controle (-) para ‘“Nested-PCR” (paciente confirmadamente ndo
infectado pelo HIV-1).

P+: Paciente positivo para infecgdo pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.

P-: Paciente negativo para infecgao pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.
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M C+ P- P- P+

341pb

Figura S. Produto da amplifica¢@o de uma regido flanqueada do gene env (1) do HIV-1

(“primers” JA9-JA12), com produto final de 341 pb.

Legenda referente a Figura S:

M: Marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BRL, LIFE
TECHNOLOGIESty, USA).

C+: Controle (+) para “Nested-PCR” (paciente confirmadamente
infectado pelo HIV-1)

C-: Controle (-) para “Nested-PCR” (paciente confirmadamente n3o
infectado pelo HIV-1).

P+: Paciente positivo para infec¢do pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.
P-: Paciente negativo para infec¢ao pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.




M C+ P+ P+ P+ P+ P- C-

Figura 6. Produto da amplificagdo de uma regido flanqueada do gene env (2) HIV-1

(“primers” JA13-JA16), com produto final de 172 pb.

Legenda referente a Figura 6:

M: Marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BRL, LIFE
TECHNOLOGIES\, USA).

C+: Controle (+) para ‘“Nested-PCR” (paciente confirmadamente
infectado pelo HIV-1)

C-: Controle (-) para “Nested-PCR” (paciente confirmadamente nao
infectado pelo HIV-1).

P+: Paciente positivo para infecgdo pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.
P-: Paciente negativo para infec¢do pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.

58



M C . P- Pt

129pb

Figura 7. Produto da amplificagdo de uma regido flanqueada do gene po/ do HIV-1

(“primers” JA17-JA20), com produto final de 129 pb.

Legenda referente a Figura 7:

M: Marcador de peso molecular (Ladder 10X, Gibco BRL, LIFE
TECHNOLOGIESTy, USA).

C+: Controle (+) para “Nested-PCR” (paciente confirmadamente
infectado pelo HIV-1)

C-: Controle (-) para “Nested-PCR” (paciente confirmadamente ndo
infectado pelo HIV-1).

P+: Paciente positivo para infec¢ao pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.
P-: Paciente negativo para infec¢do pelo HIV-1, pela “Nested-PCR”.
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4.2. Resultados da “Nested-PCR”, tendo-se como controle interno de reacdo, a

amplificacio do gene humano da B—globina.

Como ja mencionado no item Casuistica e Métodos, as criangas foram submetidas
a amplificagdo com “primers” que flanqueiam regido do gene da P-globina, em pelo
menos uma regido genética viral testada (gene gag, env — 2 regides e pol) da 2’ coleta de
sangue periférico de cada crianga estudada. A figura 8 representa a amplificagdo de
regides do HIV-1, tendo-se como controle interno de reacdo, a amplificagdo de regido
flanqueada do gene da B-globina (365 pb); e os fragmentos dos genes do HIV-1

apresentam respectivamente na figura, 131 pb, 129 pb, 341 pb e 129 pb.
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365 pb
B-globina

341 pb

172 pb
131 pb

129 pb

Figura 8. Amplificagdo das regides génicas do HIV-1 por “Nested-PCR”,
utilizando-se com controle interno, a amplificagdo de fragmento do gene da -

globina humano.
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4.3. Analise comparativa dos resultados obtidos pelo método sorolégico ELISA

e pela “nested-PCR”

A coleta de material (sangue periférico) para a realizagdo da “Nested-PCR” ¢ do
ensaio soroléogico ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) foi realizada
conjuntamente.; porém para o ELISA, a amostra foi colhida em tubo ‘seco’ ou seja, sem
anticoagulante; j4 o material para PCR, foi colhido em tubo contendo como
anticoagulante, EDTA. Os resultados do teste ELISA para HIV-1 eram liberados no
prontugrio médico de cada paciente. Apos a obtenglio dos resultados do ELISA e da
“Nested-PCR” foi realizada uma anélise comparativa entre os resultados obtidos por
essas duas técnicas de diagnostico da infecgo pelo HIV-1. Entretanto essa comparagio,
apenas sugere observagdes, ja que o método ELISA foi utilizado e incluido na analise,
mesmo quando a crianca apresentava idade inferior a 18 meses e tal método somente €
considerado padro-ouro, para pacientes com idade superior a 18 meses. As tabelas 7.a.,

7b., 7.c. e 7.d., demonstram os dados encontrados.

Tabela 7.a. Comparagéio de resultados do ELISA com a "Nested-PCR”, para detecgio

do HIV-1, na 1" coleta de sangue periférico das criangas estudadas.

Crianga {+) Crianga (-) Total de criancas
ELISA 33 5 38
1" coleta (86,84%) (13,16%) {100%)
PCR 10 28 38
1" coleta (26,32%) (73,68%) {100%)
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Tabela 7.b. Comparagio de resultados do ELISA com a "Nested-PCR”, para detecgéo

do HIV-1, na 2’ coleta de sangue periférico das criangas estudadas.

Crianga (+) Crianga (-) Total de criancas
FLISA 30 8 38
2 coleta (78,95%) (21,05%) (100%)
aPCR 10 28 38
2" coleta (26,32%) (73,68%) (100%)

Nas Tabela 7.a. ¢ 7.b., o niimero total de criangas, ndo completam as 41 selecionadas
para a Casuistica deste trabalho, pois ndo foram possiveis alguns resultados do teste
sorologico imunoenzimatico ELISA, para realizagio da analise comparatbria com a
“Nested-PCR”. Para a tabela 7.c., o namero total de criancas decai ainda mais, pois
além dessa dificuldade, inclui-se o ndo comparecimento de todas as criangas, para as 3

e 4 coletas de sangue periférico.

Tabela 7.c. Comparagdo de resultados do ELISA com a “Nested-PCR”, para detecgéo

do HIV-1, na 3 coleta de sangue periférico das criancas estudadas.

Crianga (+) Crianga (-) Total de criangas
ELISA 17 13 30
3 coleta (56,67%) {43,33%) (100%)
,PCR 8 22 30
3 coleta {26,67%) (43,33%) {(100%)

63




4.4. Anilise do aleitamento materno em relacio 4 transmissiio vertical do HIV-

Neste estudo foi realizada a analise, levando em consideracio a influéncia do
aleitamento materno por parte da mde infectada com o HIV-1, na transmissdo vertical
do virus. As tabelas 8.a., 8.b. e 8.c., demonstram os resultados da “Nested-PCR”, para

cada coleta de sangue periférico. (1', 2 e 3 coletas).

Tabela 8.a. Resultados da “Nested-PCR” para HIV-1, realizada nas criangas estudadas,

em relagdo ao aleitamento materno por parte da méie infectada, para 1 coleta de sangue

periférico.
Aleitamento Total de criangas PCR (+) PCR -
Materno 1" coleta 1" coleta
Criangas que nao 27 4 23
receberam (75%) (14,81%) (85,19%)
Criangas que 9 3] 3
receberam (25%) (66,67%) (33,33%)

p= 0,006 (teste de Fisher)
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Tabela 8.b. Resultados da “Nested-PCR” para HIV-1, realizada nas criangas estudadas,

em relagio ao aleitamento materno por parte da mae infectada, para 2 coleta de sangue

periférico.
Aleitamento Total de criangas ECR {+) aF’CR -
Materno 2 colefa 2 coleta
Criangas que nao 27 4 23
receberam (75%) {14,81%) (85,19%)
Criancas que 9 6 3
receberam (25%) (66,67%) (33,33%)

p= 0,006 (teste de Fisher)

Tabela 8.c. Resultados da “Nested-PCR” para HIV-1, realizada nas criangas estudadas,

em relagio ao aleitamento materno por parte da mae infectada, para 3 coleta de sangue

periférico.

Aleitamento Total de criangas PCR (+) PCR -
Materno 3 coleta 3" coleta
Criangas que nio 22 3 19
receberam (73,33%) {13,64%) (86,36%)
Criangas que 8 5 3
receberam (26,67%) (62,50%}) (37,50)

p= 0,016 (teste de Fisher)
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4.5. Andlise do uso de AZT por parte da gestante, em relacdio A transmissio

vertical do HIV-1

Realizou-se, também, neste trabalho, um levantamento quanto a0 uso ou nio de
AZT pela gestante infectada pelo HIV-1 durante a gestacio, e foi analisada a influéncia
de seu uso como fator de associagdo a transmissao perinatal do virus. Os resultados da
analise estdo nas tabelas 9.a., 9.b., 9.c., de acordo com as respectivas coletas de sangue

periférico (1, 2, 3’ coletas).

Tabela 9.a..  Resultados da “Nested-PCR” para HIV-1 realizada nas criangas
estudadas, em relagdo ao uso ou ndo de AZT pela gestante infectada, para 1" coleta de

sangue periférico.

AZT Total de criangas PaCR (+) PCR (-}
1" coleta 1" coleta
Criangas cuja méae 22 9 13
nédo usou AZT (61,11%) (40,91%]) (59,04%)
durante a
gestacao
Criangas cuja mae 14 1 13
usou AZT durante (38,89%) (7,14%) {92,86%)
a gestagéo

p= 0,05 (teste de Fisher)
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Tabela 9.b.: Resultados da “Nested-PCR” para HIV-1, realizada nas criangas

estudadas, em relagio ao uso ou nio de AZT pela gestante infectada, para 2 coleta de

sangue periférico.

AZT Total de criangas PCR (+) PCR (-)
2 coleta 2 coleta
Criangas cuja mae 22 9 13
nédo usou AZT {61,11%) (40,91%) (59,04%)
durante a gestagcao
Criangas cuja mae 14 1 13
usou AZT durante a (38,89%) (7,14%) (92,86%)
gestacgao

p= 0,05 (teste de Fisher)

Tabela 9.c.: Resultados da “Nested-PCR” para HIV-1, realizada nas criangas

estudadas, em relagiio ao uso ou nfio de AZT pela gestante infectada, para 3’ coleta de

sangue periférico.

AZT Total de Pacientes PCR (t) PCR (-}
3 coieta 3" coleta
Criangas cuja mie 19 8 11
ndo usou AZT (63,33%) {42,11%) (57,89%)
durante a gestagéo
Criangas cuja mae 11 0 11
usou AZT durante a (36,67%) {0%) (100%)
gestagao

P= 0,014 (teste de Fisher)
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4.6. Anilise conjunta da influéncia de fatores associados a transmissiio

perinatal do HIV-1.

Foi também realizado neste trabalho um célculo da propor¢do de criangas
estudadas infectadas pelo HIV-1 via perinatal, cujas mées fizeram uso conjunto ou ndo,
dos trés 3 fatores de associagdo & infecgido pelo HIV-1. Os fatores analisados foram o
uso do AZT durante a gestagio pela gestante; o ndo aleitamento matemo, € 0 parto do
tipo cesarea, como ja citados anteriormente.

As tabelas 10.a. e 10.b., demonstram essas duas anilises.

Tabela 10.a.: Resultados do indice de transmissio vertical, para as criangas cujas maes

seguiram os fatores indicados para se reduzir o risco de infecgéo vertical.

Total de Pacientes | N° de criangas PCR {+) PCR (-)
(utilizaram)*
38 5 1 4
(100%) (13, 15%) (20%) (80%)

* Nimero de criangas cujas respectivas mies infectadas pelo HIV-1, utilizaram os

trés fatores indicados para redugio da transmissdo perinatal do HIV-1

10.b.: Resultados do indice de transmissdio vertical, para as criangas cujas mées

nfio seguiram os fatores indicados para reduzir o risco de infeccdo vertical.

Total de Pacientes| N° de criangas PCR () PCR {-)
(ndo utilizaram)**
a8 4 3 1
(100%) (10, 52%) (75%) (25%)

x* Ngmero de criancas cujas respectivas maes infectadas pelo HIV-1, nio

utilizaram os trés fatores indicados para redugdo da transmissio perinatal do HIV-1
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4.7. Resultados da hibridacio

Para uma confirmagio de resultados obtidos pela “Nested-PCR” foi feita
hibridagdo, com sonda radioativa, das criangas nimeros 1, 6, 13, 17, 20, 23, 1 controle
{(+) e 1 controle (-), com a sonda SK38, O fragmento obtido pela PCR pré-hibridaggo
com o par de “primers” JA4 ¢ JA7 apresentou um fragmento de 296pb. O resultado
obtido pela hibridagio, equivaleu aos realizados pela “Nested-PCR”, que estéio

expressos na tabela 11.

Tabela 11: Resultado da hibridagio com a sonda SK 38 e comparagéio com os obtidos
pela “Nested-PCR” com o par de “primers” JA4-JA7 para os pacientes 1, 6, 13, 17, 20,

33.

Criancas Hibridacfio “Nested-PCR”

13 - -
17 - -
20 - -
33 - -
Controle (1) + +

Controle (-) - -
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C- P

Figura 9. Resultado da hibridagdo

Legenda referente a Figura 9:

C+: Controle (+) para hibridagdo (paciente confirmadamente
infectado pelo HIV-1)

C-: Controle (-) para hibridagdo (paciente confirmadamente nao
infectado pelo HIV-1).

P-: Paciente negativo para infecgdo pelo HIV-1, pela Hibridagao.
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4.8. Seqiienciamento dos fragmentos amplificados, correspondentes as quatro

regides do HIV-1 selecionadas para o estudo.

Realizou-se o seqienciamento de algumas amostras positivas para infecgao
pelo HIV-1 pela “Nested-PCR”, a fim de se comprovar que as seqiiéncias que estavam
sendo amplificadas eram mesmo pertencentes ao codigo genético do virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). Os resultados obtidos através do
seqiienciamento direto, pelo método de Sanger (SANGER ef al, 1977), foram quase
totalmente idénticos aos do HIV-1, ou seja, houve identificagdo das seqiiéncias
selecionadas para diagnostico do HIV-1 por “Nested -PCR”, com as descritas para o
HIV-1 no GenBank.

As figuras 10, 11, 12 e 13 demonstram os resultados obtidos pelo seqiienciamento e
foram comparadas as descritas por GUILOON et al, 1995 (GENBANK, acession

U34604).
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AA=EP=EO=APA-E=0000==S0

—

Figura 10. Seqienciamento da regido do gene gag do HIV-1, com utilizagdo do

“primer” JAG.

Ty

HEpO=EPpErE=ERPORPESO0-0

—

Figura 11. Seqienciamento da regiao do gene env do HIV-1, com utilizagdo do
“primer” JA10
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FPOAFPA=N=0r0=S=S0Arr0r0r=E0

Figura 12. Seqiienciamento da regido do gene env do HIV-1, com utilizagdo do

“primer” JA15.

rr-EpA=SQHEAOERE= OO

Figura 13. Seqiienciamento da regido do gene pol/ do HIV-1, com utilizagio do

“primer” JA19.
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5. DISCUSSAO

Durante as duas tltimas décadas, a transmissdo perinatal do HIV tem se tornado a
maior causa do aumento de mortes em criangas nos Estados Unidos (SIMONDS &
ROGERS, 1996). Segundo o “Joint United Nations Program on HIV/AIDS (UNAIDS)”
estima-se que a cada ano, 350 mil criangas, nos paises em desenvolvimento, infectem-se
com o HIV, por transmisséo perinatal (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1998).

Unm teste eficaz, para diagnéstico precoce do HIV-1 em criangas nascidas de mées
infectadas pelo virus, é essencial, para que se possa: iniciar terapia antiviral precoce;
utilizar uma profilaxia contra infecgBes oportunistas; mudar a histéria natural da
doenga; iniciar um tratamento contra infecgdes bacterianas (PIETRELLA ef al., 1998)
ou virais, como o citomegalovirus (CMV) que por isolamento viral e testes sorologicos
tem demonstrado alta prevaléncia em criangas infectadas pelo HIV (FORBES, 1989,
STEWART et al, 1995, MUSSI-PINHATA et al, 1998), evitar procedimentos
desnecessarios em pacientes que nio estdo infectados pelo virus; reduzir a ansiedade
pelo desconhecimento do diagnéstico, por parte dos responsaveis pela crianca.

Os métodos sorolégicos, para detecglio do HIV-1 em criangas nascidas de mées
infectadas, tornam-se problematicos para esse tipo de diagnostico, ja que os anticorpos
maternos da classe IgG, que atravessam, passiva ou ativamente, a placenta e podem
permanecer circulantes, até aproximadamente os dezoito meses de idade; com isso,
resultados falsos-positivos podem permanecer até este periodo. O transporte ativo da
IgG da mie para o feto, via placentéria, € controlado, em parte, por receptores Fc,
presentes nas células placentarias (MADURAL e? al., 1997).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), descrita po Saiki (SAIKI ef al,, 1985},

consiste em uma técnica para amplificagio de seguimentos especificos de DNA in vitro;
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o método & extremamente sensivel e permite a detecgdo de uma simples molécula de
DNA (ALBERT & FENYO, 1990). A PCR tem sido o método virologico mais utilizado
para diagnéstico da infecgdo pelo HIV durante a infincia. O método diagnostico de
cultura do HIV tem demonstrado sensibilidade similar & obtida pela PCR, entretanto,
trata-se de um método complexo, de alto custo, & um resultado definitivo da cultura
viral nio se tomna disponivel antes de 2 — 4 semanas (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL, 1998). Um estudo realizado (DUNN et al, 1995), com finalidade de
determinar a sensibilidade da PCR no periodo neonatal, em criangas com suspeita de
infecgdio pelo HIV, mostrou 38% de criangas infectadas pelo HIV-1, positivas pela PCR
até 48 horas apds o nascimento; nfio sendo observada mudanca substancial na
sensibilidade da PCR, durante a primeira semana de vida da crianga; porém, a
sensibilidade desta técnica apresentou aumento rapido, durante a segunda semana de
vida do paciente, elevando-se para 93% a porcentagem de criancas infectadas pelo
virus, que puderam ser identificadas por esta técnica (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL, 1998). Outro estudo (KUHN et al, 1996), em relacdio 4 sensibilidade da
PCR, mostrou sensibilidade que superou 95%, para criangas com 39 dias de idade;
entretanto, a sensibilidade da PCR, ao nascimento, foi de 22%, subindo para 42% no 4
dia de vida da crianga, alcangando 73% de sensibilidade, no 14’ dia de vida, e 90%, em
21 dias.

A fim de se aumentar a especificidade do teste da PCR, tem-se utilizado a
“Nested~-PCR” (2 PCR), que reamplifica um fragmento interno do produto obtido pela
primeira PCR (ALBERT & FENYO, 1990).

No presente trabalho realizou-se a padronizagdo e aplicagido da “Nested-PCR”, em
pacientes acompanhados no Ambulatério de Imunodeficiéncia Pediatrica do Hospital de

Clinicas da UNICAMP. Para tal, foram feitas, no minimo, 2 coletas de sangue periférico
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por paciente e no maximo, 4, para com isso ser possivel a observagio da fidelidade dos
resultados da “Nested-PCR” entre as 4 regides virais testadas (genes gag, env — 2
regides, pol), durante as diferentes coletas.

Usou-se a “Nested-PCR”, por ser um método que nio utiliza materiais
radioativos, menos complexo e mais rapido, quando comparado 4 hibridagdo e por
apresentar sensibilidade alta.

Um problema potencial com a alta sensibilidade da PCR ¢ o risco de
contaminagdo das amostras ou reagentes, com o DNA alvo pois a partir de pouquissima
quantidade, este pode ser amplificado e, conseqiientemente, pode gerar um resultado
falso positivo (ALBERT & FENYOQ, 1990). Com a finalidade de se reduzir o risco de
contaminagdo, durante as etapas da PCR, utilizaram-se neste trabalho normas de
seguranga anteriormente descritas em Casuistica e Métodos, entretanto, como descrito
no item (4.1.), apesar de todos os cuidados ocorreram problemas de contaminagdo no
periodo de padronizagiio e de aplicagio do método exigindo com isso, a repeticio da
técnica em algumas situacdes, por pelo menos duas vezes. Em alguns casos foi possivel
detectar a origem da contaminag¢fio, como por exemplo reagentes contaminados, erros
no momento de aliquotar o DNA no tubo de reaglio; porém, em certas situagdes nao foi
possivel confirmagdo da origem da contaminaclio; entretanto, suspeita-se de
contaminagio por aerosol.

Além dos problemas de contaminagdo, outras intercorréncias ocotreram durante a
implantagiio da “ Nested-PCR”, como situagdes, em que ndo houve amplificagio do
controle positivo de reagio e de pacientes com positividade para praticamente todas as
regides virais e coletas testadas; nesses casos suspeita-se de inibi¢io da reagdo, por
algum fator nio identificado no estudo, tambeém, por erros no momento da pratica

laboratorial ou ainda por mutagio génica viral, ja que na maioria dos casos, a regido que
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eventualmente tinha algum problema de amplificagfio pertencia ao gene env do HIV-1,
que apresenta a alga V3, sendo esta a regido viral de maior variabilidade (CASTRO,
FERREIRA, BONGERTZ, 1994). Entretanto, esta situagdo apesar de rara ocorreu
também, para os genes gag e pol, porém, para esses, apos refeita a PCR a amplificagdo
era observada.

Outra dificuldade foi em algumas reagdes, a presenga de bandas inespecificas, que
comprometiam a visualizagdo da banda de interesse; entretanto, este problema foi sendo
minimizado durante a padroniza¢do da técnica, sendo que varias temperaturas, periodos,
nimero de ciclos, concentragdes ¢ quantidades dos regentes foram testados. A
temperatura de pareamento dos “primers” com o DNA a 57°C e a concentragfio de
MgCl; a 2,5mM proporcionaram uma 6tima eliminagdo de inespecificidade no teste,
entretanto, essa intercorréncia ocorreu novamente, mas com inespecificidade que ndo
comprometia a interpretagdo do resultado.

A amplificagio de bandas com intensidade baixa (muito claras), dificultou
algumas vezes a analise do resultado. Esse problema ¢ explicado provavelmente pela
presenca de pouca quantidade de copias do fragmento alvo do DNA, produto da PCR;
portanto, para minimizar a ocorréncia de tal fato féz-se diversas variagdes, no programa
pertencente a etapa da PCR que envolve a sintese do DNA através da enzima DNA Taq
polimerase, encontrando-se com isso, uma situagio que minimizou essa problematica,
porém a eliminagfo total do probiema néo foi possivel, pois esporadicamente ele ocorre.

Nio ocorreu em nenhum paciente estudado, amplificagdo pela “Nested-PCR” em
apenas uma ou duas regides virais testadas.

Foi possivel, neste estudo, a padronizagio de uma Unica programagio (94°C
durante 5° por 1 ciclo; 94°C durante 30” por 30 ciclos; 57°C durante 30”por 30 ciclos;

75°C durante 30”por 30 ciclos e 75°C durante 5’por 1 ciclo), para os dois passos da
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PCR, sendo: 1° PCR e “Nested-PCR”. Também padronizou-se a concentragéo nica de
MgCl2 (2,5mM), para todos os conjuntos de “primers” utilizados, para as duas etapas
da PCR; em contraste ao estudo de Albert & Fenyd (ALBERT & FENYO, 1990), que
utilizaram variagdes na temperatura de pareamento, para os 4 conjuntos de “primers”
usados (50°C para os “primers” JA9 e JA12, JAL0 ¢ JA1l, JAl4 e JALS; 47°C para o
conjunto JA4 e JA7, 45°C para JA13 e JA16; e 41°C para JAS e JAG, JA17 e JA20,
JA18 e JA19) e nas concentragdes de MgCl2 (7,0 mM para os “primers” JA4 e JAT,
JA13 ¢ JA16, JA17 e JA20; 4,0 mM para JA9 e JA12, JA14 e JALS; 3,0 mM para JAS e
JA6, JA10 e JAL1, JA18 e JAI9).

Os “primers” utilizados para 1" PCR e “Nested-PCR”, pertencem a duas regides
mais conservadas do virus (gene gag — “primers” JA4-JA7 e gene pol — “primers”
JA17-JA20) e a uma regifio viral mais varidvel, que pertence ao gene env do HIV-1
(“primers” JA9-JA12 e JA13-JA16). O conjunto de “primers” JA9-JA12, foi desenhado
para amplificar fragmento pertencente & regido de maior diversidade do HIV-1, que
corresponde & alga V3, (34 aminoacidos) (ROBERTSON et al., 1992), da glicoproteina
do envelope viral (PLANTIER e al,, 1998), a gp120, do gene env do HIV-1, que € o
gene de maior variabilidade (HALAPI ef al., 1997). Nas 41 amostras analisadas, todos
o0s conjuntos de “primers” funcionaram com é&xito, principalmente os conjuntos que
flanquearam regides dos genes gag e pol do HIV-1 (JA4-JAT e JA17-JA20
respectivamente), onde para esses nfio ocorreu, em nenhum paciente, alterndncia de
resultados, ou seja, todos os pacientes considerados positivos ou negativos, tiveram
positividade ou negatividade em 100% dos testes que incluiram esses dois genes. Ja
para os “primers” do gene envm do HIV-1 (JA9-JAI2 e JA13-JA16), os pacientes de

nimeros 4, 12, 37 apresentaram variagSes de resultados.
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Os demais pacientes, apresentaram total concordancia de resultados para todas as
regiGes virais testadas, incluindo o gene env provavelmente, por ser este o gene viral de
maior diversidade (CASTRO, 1994).

De acordo com o critério de diagnéstico incluido neste estudo foi sugerida uma
proporgio de criancas infectadas pelo HIV-1 de 29,3% para as 41 analisadas, em
acompanhamento no Hospital de Clinicas da UNICAMP. Entretanto, cabe ressaltar que
os dados apenas sugerem essa propror¢do, ja que o método soroldgico ELISA, entrou
como critério de diagnostico, mesmo para criangas com idade inferior a 18 meses, sendo
que nesse caso, o teste nfio é considerado padriio-ouro para diagnostico perinatal do
HIV-1 e também ndo foi avaliado o desempenho clinico por parte do paciente.

Estudos realizados na Europa , América do Norte ¢ Africa, tém demonstrado um
indice de transmissfio vertical, variando entre 15% e 35% e o risco global da
transmissdo vertical do HIV-1 na populagdo do Estado de S&o Paulo, estimado em 16%
(TESS et al.,, 1998).

Foi realizada a “Nested-PCR” com “primers” que flanqueiam regido do gene da
B-globina humano, como controle interno de reagdo, para uma das quatro regides virais
testadas, na 2’ coleta de cada paciente, a fim de se minimizar as chances de resultados
falsos-negativos para a detcgdio da infecgfio pelo HIV-1 pela PCR. Os “primers”do gene
da p-globina funcionaram eficientemente; entretanto ocorreram pequenas
intercorréncias relacionadas & contaminagdo do controle ‘branco’ de reagdio e ndo
amplificagio de algumas amostras, porém, esses problemas foram resolvidos com a
repetigio da téenica.

A hibridag8io com a sonda SK38 também foi realizada, tendo-se como objetivo a
comparagdo entre os resultados obtidos pela “Nested-PCR”, com os observados por um

outro método de altas sensibilide e especificidade, a hibridagio (GIRI ef al,1994). Os
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resultados da hibridagio, mostraram concordancia com os obtidos pela “Nested-PCR”,
através do uso dos conjuntos de “primers” (JA4-JAS; JA9-JA12; JA13-JAL6; JAL7-
JA20). Os resultados da hibridagdo (1,6,13,17,20 ¢ 23) (Tabela 11) foram todos
negativos havendo positividade, apenas para o controle positivo de reagéo, como obtido
pela “Nested-PCR”.

Realizou-se também neste trabatho, o seqilenciamento pelo método de Sanger
(SANGER et al.,1977) de fragmentos do HIV-1 com os “primers”JA6, JA10, JALS e
JA19, a fim de se confirmar que as seqiiéncias amplificadas pela “Nested-PCR”
pertenciam tealmente ao HIV-1. Os resultados do seqienciamento demosntraram
analogia entre as sequéncias de fragmentos do HIV-1 obtidas pelo teste, com as j&
descritas e inseridas no GenBank.

O teste sorolégico, para diagnéstico de anticorpos contra o HIV-1, utilizado, mais
rotineiramente nas criangas com suspeita de infecgdo, via perinatal no Hospital de
Clinicas da UNICAMP, onde o presente estudo foi desenvolvido, ¢ o ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay). Trata-se de um teste bastante sensivel, entretanto, no
diagndstico da infecgiio pelo HIV-1, por transmissdo vertical torna-se limitado, devido a
presenca dos anticorpos maternos da classe IgG, que como ja citado, podem permanecer
circulantes por 18 meses (BALOTA et al., 1997, MOODLEY et al., 1995).

Quando comparado ao ELISA, os dados obtidos, neste estudo, demonstraram uma
deteccdo mais precoce do HIV-1 nas criangas com suspeita de infecgdo, via perinatal
através da “Nested-PCR”, como esperado, j& que os testes para detecgdo de anticorpos
da classe IgG anti-HIV ndo podem ser usados como teste padrio, para indicar infecgdo
em criangas com idade inferior a 18 meses (DOMACHOWSKE; 1996). Ja a PCR e a
cultura viral sio provavelmente os ensaios mais sensiveis e especificos para detec¢do do

HIV-1, em criangas nascidas de m#es infectadas pelo virus (CENTERS FOR DISEASE



CONTROL, 1994; LAURE et al, 1988). As tabelas 7.a, 7.b e 7.c, demonstram tais
observagdes. A comparagio entre as tabelas 7ae 7b (1" e 2 coletas), revela uma queda
nos valores de ELISA positivos ¢ um conseqilente aumento do nimero de ELISAs
negativos (1 coleta: 86,84% de ELISA + e 2" coleta: 78,95% de ELISA +); essa queda,
pode ser explicada pela eliminagio dos anticorpos maternos da classe IgG, recebidos
pela crianga via perinatal; ou seja, com o passar do tempo, o nimero de testes falsos-
positivos (crianga positiva devido somente & presenga dos anticorpos maternos) pelo
ELISA, vai decaindo, mas como citado anteriormente, pode levar até aproximadamente
18 meses, para este acontecimento. Ja a “Nested-PCR” manteve seus resultados de uma
coleta a outra, sem qualquer variagdo, tendo 26,32% de positividade para infecgdo pelo
HIV-1 e 76,38% de negatividade, para a 1" e 2 coletas. A tabela 7.c. mostra alteragdes
nos valores da “Nested-PCR”, devido ao fato de ter ocorrido diminui¢dio do numero
total de criangas a 3 coleta de sangue periférico.

A transmiss#io perinatal do HIV-1 pode ocorrer no litero, durante 0 nascimento ou
apés o nascimento (BURTON ef al., 1996), e pode ser afetada pelo “status” da doenca
por parte materna, onde a alta carga viral durante a gestagio e (ou) durante o
nascimento, tem sido associada ao aumento do risco da transmissdo perinatal do HIV-1
(WILLY et al, 1998). A transmisso perinatal é influenciada da mesma forma, pelo tipo
de parto ao qual a mde é submetida; pela duragfio da ruptura da membrana; pela
presenga de complicagdes obstétricas, causando desta maneira, hemorragia ou infecgéo;
pelo aleitamento materno (DOMACHOWSKE, 1996), e pelo colostro. Em 1985 foi
descrito o isolamento do HIV-1 de células livres, no sobrenadante de leite materno de
trés mulheres infectadas pelo HIV-1 e também mencionou-se o isolamento do HIV-1 de

componentes celulares do colostro (GUAY et al,, 1996).
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No presente trabalho avaliou-se a propor¢do de criangas infectada pelo HIV-1 via
vertical, em relagio a administragio ou nio do leite materno por parte da mae infectada
a crianga; entretanto, cabe enfatizar que os dados para positividade e negatividade para
HIV-1 seguiram o critério de diagnéstico utilizado no estudo, com a utilizagdo do
ELISA antes dos 18 meses de idade, e que as informagdes foram obtidas somente por
anélise de prontuarios médicos e niio incluiu-se nos caleulos o periodo cuja crianca
recebeu aleitamento. As tabelas 7.a e 7.b mostram os resultados obtidos, para as 1e2
coletas de sangue. Essas duas tabelas sdo idénticas, ja que o nimero de criangas foi o
mesmo, e a “Nested-PCR” niio apresentou variagio em seus resultados.

De um total de 75% de criangas que nfo receberam aleitamento matermo, 14,84%
foram PCR (+) e 85,19% foram PCR(-), para detecgho de infecgdo pelo HIV-1; o p=
0,006 pelo teste estatistico de Fisher sugeriu significincia e co-relagdo com os dados
para os quais o aleitamento materno ¢ um fator contribuinte a infecgfo pelo HIV-1 via
perinatal. Estudos tém demonstrado que o risco de transmissdo vertical do HIV-1,
através do aleitamento materno, varia aproximadamente de 5% a 12%. (LEROY et al,
1998). Para a tabela 8.c., que representa a 3" coleta de sangue periférico das criangas, o
p=0,016 permanece significativo, apesar do namero total de criancas participantes dessa
coleta ter decaido em relagdio as tabelas 8.a ¢ 8.b.

Em relagio ao tratamento contra o HIV-1, a utiliza¢do da Zidovudina (AZT) tem
mostrado beneficios clinicos em adultos e criangas (NIELSEN er al., 1995, WIZNIA ef
al, 1996); e, por isso, tem se tornado padrdo, para redugio do risco de transmissdo
vertical do HIV-1 (BRYSON et al., 1996).

Segundo “The Pediatric AIDS Clinical Trials Group” (ACTG), o estudo do
protocolo 076 demonstra que a Zidovudina tem reduzido, significantemente, o risco de

transmissio materno-fetal do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), de
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22.6% para 7,6% (EASTMAN et al, 1998). O uso da Zidovudina € aconselhavel
durante a gestacdo, no trabalho de parto, por via intravenosa; e deve ser prolongado a
crianga entre 8 — 12 horas ap0s o nascimento e estendido por seis semanas.
(MATHESON et al., 1995).

No Hospital de Clinicas de Campinas, o fator associado a reducfio da infecgfio
materno-fetal para gestantes infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana, baseada
no uso de AZT a partir do terceiro trimestre de gestagéo, no momento do parto (por
parte materna) e apos o nascimento do feto, (por parte do recém-nato), ja foi implantada
regularmente desde o més de agosto de 1996, pelo departamento de Ginecologia ¢
Obstetricia, juntamente com ¢ departamento de Pediatria do Hospital, a fim de provocar
uma queda da transmiss8o vertical nos recém-nascidos de mies infectadas pelo HIV-1,
em acompanhamento neste Hospital.

Neste trabalho foi realizado uma analise entre o uso da zidovudina por parte
materna, durante o periodo gestacional e os indices de positividade ou negatividade para
HIV-1 obtidos pela “Nested-PCR”; ressaltando-se as mesmas limitagdes ja citadas para
analise do aleitamento materno e também o fato de nfio se levar en consideragfo nos
célculos, o periodo de uso do AZT, sua utilizag@io durante e apos o parto e dosagens.

As tabelas 9.a. 9.b. e 9.c. demonsiram os resultados sugeridos pela “Nested-PCR”,
para as criangas nascidas de mies infectadas pelo HIV-1 que fizeram uso ou ndo de
Zidovudina durante a gestagdo. As tabelas 9.a. e 9.b, sdio idénticas, ja que o total de
criangas para as 2 e 3 coletas manteve-se o mesmo e a “Nested-PCR”, ndo apresentou
variagio em seus resultados, tanto os positivos quanto os negativos. Os resultados
propostos pela “Nested-PCR” sugeriram uma analise significativa, p= 0,05 obtida pelo
teste estatistico de Fisher para as criangas cujas mdes utilizaram AZT, indicando

significdncia quanto a utilizagio da Zidovudina durante a gestagéio, por parte materna, e
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a redugio do risco de contaminagio pelo HIV-1 via perinatal (SHAH, LI,
CHRISTENSEN, 1996; FISCUS, et al., 1996).

Na tabela 9.c., também foi sugerida uma significincia, p= 0,014 (teste de Fisher)
propondo também, uma diminui¢@io da transmissdo vertical do HIV-1 pelo uso do AZT
pela mée durante a gestagéo.

Apesar da terapia com Zidovudina, durante o periodo gestacional ter propiciado uma
reducdio na transmissdo materno-fetal do HIV-1, ainda ndo foi possivel a eliminagio
total da transmissdo (TESS et al., 1998).

O uso de fatores associados a infecgio pelo HIV-1, como a utilizagdo do AZT no
periodo gestacional, o ndo aleitamento materno e o parto do tipo cesarea, reduzem o
risco da infecgfio pelo HIV-1 por via materno-fetal (ROGERS, 1994; NEWELL et al,,
1996; MAGUIRE et al., 1997), sendo que o periodo de duragdo do rompimento da
membrana é um determinante importante da transmissfio do HIV-1 para a crianga e
sugere que essa variagdo de tempo pode, pelo menos parcialmente explicar a associagdo
entre a transmisso vertical € o tipo de parto ao qual a mie € submetida (LANDESMAN
etal., 1996).

Neste estudo utilizou-se os dados obtidos dos prontuarios médicos dos pacientes e
foi realizada uma analise da utilizagfio conjunta de 3 fatores associados a infecgdo pelo
HIV-1 entre eles, o ndo aleitamento materno, o uso do AZT durante a gestaclio pela
gestante e o parto do tipo cesarea (Tabela 10.a.). Os dados sugeriram um percentual de
20% de positividade para infeccdo pelo HIV-1, para as criangas cujas mies utilizaram
os fatores para redugdo da infecgdo pelo HIV-1, em contraste com 75% de positividade
para as criancas cujas mies néio fizeram uso dos fatores.

O nimero de criancas utilizadas nesta analise e expressas na tabela 10.a. e 10.b.

foi muito reduzido, dificultando assim uma analise estatistica significante.
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Em seu conjunto, os dados obtidos neste trabalho, aliados aqueles da literatura
sugerem que o emprego da “Nested-PCR” pode ser indicado para o diagnostico precoce
da infecgiio pelo HIV-1, em criangas nascidas de mdes infectadas pelo virus e que a
utilizag@io de fatores associados 4 redugio da infecgdo pelo HIV-1, via perinatal podem
influenciar na redugiio da transmissfo viral; cabendo ressaltar, entretanto, as limitagOes
nos critérios de diagnéstico e na forma de obtengdo das informagdes necessarias a

realizagio da analise, utilizadas neste estudo.
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6. CONCLUSOES

1. Padronizou-se e aplicou-se a reagio em cadeia da polimerase tipo “Nested”
(“Nested-PCR™) para detecgdo precoce de particulas virais do HIV, no sangue
periférico de criangas com idade inferior a 18 meses, nascidas de mées infectadas
pelo virus, em seguimento no ambulatério de Imunodeficiéncia Pediatrica do
Hospital de Clinicas da UNICAMP;

2. A “Nested-PCR” foi padronizada, para quatro regides do genoma do HIV-1
(genes gag, env e pol), com utilizagio de uma mesma concentragio de MgCl2,
paraz os quatro pares de “primers” (JA4-JA7, JA9-JA12, JA13-JAl6 e JAL7-
JA20) usados, sendo que foi também padronizada uma tUnica programacgio
(temperaturas, periodos ¢ nimero de ciclos), para as primeira e segunda reagdes
de amplificagdo,

3. Os resultados obtidos pela “Nested-PCR” sugeriram analogia em relagio &
estudos que demonstram a PCR, como sendo um método indicade para
diagnéstico precoce do HIV-1, em criangas com suspeita de infecgio perinatal,
quando comparado ao método sorologico ELISA (Enzyme Immunosorbent
Assay), antes de 18 meses de idade e foi sugerida uma propor¢io de criancas
infectadas de 29,3%;

4. Com base nos resultados obtidos pela “Nested-PCR” ¢ nas informagdes dos
prontuarios médicos, a analise do uso da Zidovudina (AZT) por parte materna
durante o periodo gestacional, o nfo aleitamento materno pela mie infectada e o
uso conjunto de 3 fatores associados 4 queda da transmiss3o perinatal do HIV-1
sugertu significincia na redugfio da transmisséo vertical do HIV-1 na populagéo

estudada.
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SUMMARY

The diagnosis of the HIV infection is usually set by serologic assays that identify
specific antibodies against the HIV. However, the newborn can get the IgG class
maternal antibodies, during the pregnancy, at the delivery time, or after berth, and thus,
can present false-positive results up to about 18 months old. There are several other
methods to the diagnosis of the HIV-1 in children, but, nowadays, PCR (polymerase
chain reaction) is the one that is being suggested because it is a quick method with high
sensitivity and specificity that can be risen by performing a 2" amplification reaction
(Nested PCR). The PCR detects target fragments of the viral genome.

Based on the necessity of an early diagnosis of the HIV-1, the present study had
as goal the standardization of the Nested-PCR technique with the utilization of the
primers that flank 4 preserved viral areas of the HIV-1 {(gens gag, env - 2 areas and pol)
to the detection of the HIV-1 and the application of the method in 41 infants (with at
least 2 collects and at most 4 collects of the peripheral blood sample) followed at
Hospital de Clinicas da UNICAMP, with suspicion of infection. The data allowed a
comparative study between the diagnosis made by the “Nested-PCR” and the diagnosis
obtained from the serologic immune enzymatic method, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), in spite of the children had been under 18 months old, they did
not have the ELISA as a gold-standard test,

Based on the results of the Nested PCR, a rate of the HIV infected children who
are being followed at the ambulatério de Imunodificiéncia Pediatrica and that were
included in this work was evaluated. The influence of the use of Zidovudine (AZT), the
type of the delivery (caesarian or normal), and the maternal breastfeeding were also
analyzed since these factors are known to be influent to augment the HIV-1 perinatal
transmission.

The positive results acquired by the Nested-PCR to the 1* peripheral blood collect
of the children under study were 26,32%,; to the 2™ collect, the same value was
maintained, and to the 3™ collect, 26,67%. The positive results by ELISA, to the 1%, 2
and 3™ collects, were 86,84%, 78,95%, and 56,67% respectively.

The rate of the HIV infected children in the studied population was 29,3%. The
analyzes of the association of the prophylactic use of AZT during the pregnancy period
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presented 0,05% “p” (obtained by the Fisher’s test) to the 1% and 2" collects, and 0,014
to the 3™ collect. These results suggest that there was significance between the use of
AZT (on the mother’s side) and a reduction of the HIV-1 vertical transmission.
Regarding the maternal breastfeeding the values of ‘p” were: 0,006 (1* and 2 collects)
and 0,016 (3™ collect), also suggesting association with the reduction of the HIV-1
vertical transmission in this population. The analysis from children whose mothers
made use of the factors related to the reduction of the HIV infection via perinatal (use of
AZT, during the pregnancy; cesarian delivery, and non maternal breastfeeding), showed
a 20% percentage of the positiveness to the HIV-1 infection by Nested-PCR; yet in the
children born fiom mothers that did not made any use of such factors, this percentage
increased to 75%.

The results obtained by the “Nested-PCR” were confirmed in some of the
samples, through the hybridization and the direct sequencing method of the HIV-1
genetics sequences.

The results obtained in this study suggest that the Nested-PCR is really an early
and quick method to the diagnosis to the HIV-1 infection via perinatal.

The use of the factors related to the reduction of the perinatal HIV infection
indicated to the infected pregnants suggested the influence in the reduction of the

perinatal transmission of the virus in the studied population.
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9. APENCICE

Apéndice 1. Resultados dos testes ELISA e “Nested-PCR” para diagnostico da infecgio

pelo HIV-1 para as 1,2, 3" e 4 coletas de sangue periférico de cada crianga estudada.
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* Informagio ndo encontrada no prontuario médico da respectiva
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