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RESUMO

A Sindrome da Imunodeficéncia Adquirida € um grave problema de saude publica em
escala global. Ao longo de quase 40 anos dessa pandemia, houve grandes avangos no
diagnostico dessa enfermidade. No presente estudo foi realizada uma reviséo de literatura
sobre a evolugdo do diagndstico laboratorial da infeccédo pelo HIV, com énfase na
descricdo dos testes rapidos. Nessa pesquisa foram consultadas as bases de dados do
Ministério da Saude do Brasil e da Biblioteca Virtual em Saude — BVS/ LILACS, SciELO e
PubMed. Nos estudos pode-se evidenciar as vantagens dos novos métodos no que
concerne a redugdo da janela imunoldgica, a rapidez dos resultados, aliado a alta
sensibilidade dos testes diagndsticos. Tais caracteristicas permitiram a implantagao de
fluxogramas na rede publica de saude, os quais foram planejados e implementados, a fim
de transpor as barreiras sociais, estruturais e operacionais, permitindo assim sua
execucao em ambientes laboratoriais € ndo laboratoriais. Estes testes constituem uma
importante estratégia no sentido de conter a disseminagdo da infecgdo, uma vez que a
deteccgao e tratamento precoce da infeccédo pelo HIV de certa forma contribui no controle
da sua disseminagéo.

Palavras Chave: HIV; testes rapidos; diagndstico



ABSTRACT

Acquired immunodeficiency syndrome is a serious public health problem in global. Over
almost 40 years in this pandemic, there have been major advances in diagnosing disease.
In the present study a review of the literature on the evolution of the HIV diagnosis, with
emphasis on the description of the rapid tests. In this research the databases of the
Ministry of Health of Brazil and the Virtual Health Library - VHL / LILACS, Scielo and
Pubmed were consulted. In the studies the advantages can be evidenced with regard to
the reduction of the window in immunology, the rapidity of the results, allied to the high
sensitivity of the diagnostic tests. These characteristics allowed the implantation of
flowcharts in the public health network, which were planned and implemented with the
objective of overcoming social, structural and operational barriers, allowing their execution
in laboratories and non-laboratory environments. These tests are an important strategy to
contain the spread of infection, since early detection of HIV has been used in some way to

control its spread.

Key Words: HIV;rapid tests;diagnosis
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INTRODUGAO

A infeccdo pelo HIV é considerada um grave problema de saude publica em escala
mundial. Presente em todos os continentes, o retrovirus causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € responsavel pela infecgdo de 36,9 milhdes de
pessoas de acordo com dados publicados, em 2017, pela UNAIDS (Programa Conjunto
das Nagdes Unidas sobre HIV/AIDS). Hodiernamente, no Brasil ha em média de 530 mil
pessoas infectadas pelo HIV, contudo estima-se que 25% delas ndao sabem que sao
portadoras do virus.

A falta de conhecimento dos individuos a respeito da doenca, principalmente
relacionada as suas formas de transmissao, prevencgao, diagndstico e tratamento, tornou-
se um grande desafio para o Ministério da Saude no enfrentamento deste agravo. Nessa
perspectiva, ha uma necessidade de aprimorar os testes diagndsticos, bem como a
adogao de medidas que possibilitem sua ampliagdo, abrangendo um maior numero de
individuos. O diagnostico precoce é de fundamental importancia, pois uma vez detectada
a presenca da infecgao, o individuo pode iniciar o quanto antes o tratamento, melhorando
0 progndstico de evolugdo da doenga e a qualidade de vida, além do que, minimiza a
chance de novas infecgbes, atenuando os gastos publicos com terapias antirretrovirais
(TARV).

Sendo assim, a intengdo deste estudo foi de analisar os testes diagndsticos mais
utilizados atualmente - testes rapidos. Com aspectos positivos, essa estratégia
diagndstica visa obter resultados confiaveis de facil e rapida execugao e permite detectar
os marcadores da infeccdo em um curto periodo de tempo apds o contagio. Pois sao
instrumentos para auxiliar no diagndstico clinico, na protecao do suprimento de sangue e
no monitoramento da infecgdo pelo HIV, no ambito nacional. Além disso, demonstrar o
embasamento cientifico da técnica do teste imunohematolégico utilizado e as leis e
normas relacionadas ao diagndstico para deteccdo do HIV pelo Sistema Unico de Saude
(SUS).
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi realizar uma revisao de literatura sobre a evolugdo dos
métodos diagnostico da infecgao pelo HIV, com énfase na descrigdo dos testes rapidos de
HIV.

METODOLOGIA

O método utilizado nesse trabalho foi de uma revisdo bibliografica, cuja pesquisa
baseou-se na consulta da bibliografia impressa relacionada a essa tematica, com base
nos dados fornecidos pelo Ministério da Saude do Brasil e de artigos publicados no
periodo de 2005 a 2017. A coleta de dados foi realizada a partir de fontes publicadas nos
idiomas inglés e portugués. Na estratégia de busca, foram consultadas as bases de
dados de publicagdes cientificas indexadas: Biblioteca Virtual em Saude - BVS, nas fontes
de dados do Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacdo em Ciéncias da Saude
— LILACS e no repositério Scientific Electronic Library Online — SciELO e PubMed.

Baseando-se pelos descritores voltados para o tema e as Ciéncias da Saude, foram
selecionados: “; HIV;AIDS; diagndstico; teste rapido bem como a combinagao variada de

dois ou trés desses termos na busca como critério de selegao.
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1.0 REFERENCIAL TEORICO

Com carater pandémico e complexo, a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
foi descrita e reconhecida oficialmente como entidade clinica no dia 5 de junho de 1981.
Quando o Centro de Prevengdo e Controle de Doengas (CDC) dos Estados Unidos,
publicou um artigo descrevendo um quadro de imunossupressao em pacientes, os quais
em sua maioria eram homens jovens entre 23 e 35 anos, homossexuais e sexualmente
ativos, sugerindo aos pesquisadores, se tratar de uma doencga, de etiologia provavelmente
infecciosa e transmissivel tendo em vista sua rapida disseminacao
(FERREIRA,2005;CDC,2011).

Contudo, somente em 1983, cientistas e médicos franceses e estadunidenses
divulgaram o isolamento do HIV-1 e iniciava-se assim, uma busca pela cura, a qual
perdura até os dias atuais. Inicialmente esse agente foi denominado de Virus Associado a
Linfadenopatia-LAV, pois fora isolado de um paciente com diagndstico de linfadenopatia
crbénica, Contudo, em 1987,0 Comité Internacional de Taxonomia de Virus, passou a
denominar o LAV de Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV, agente infeccioso
causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida-AIDS (ENGELMAN,2012).

Trata-se de um retrovirus que se apresenta sob a forma de dois sorotipos de HIV o
tipo 1 e o tipo 2. O HIV-1 é o principal e mais prevalente no d&mbito mundial. Ja o HIV-2, é
o retrovirus de carater e que ocorre com maior frequéncia na Africa Ocidental, como
Guiné Bissau, Gambia, Costa do Marfim e Senegal. Ambos os retrovirus tem os mesmos
meios de transmissdo-via sanguinea, sexual ou vertical. No entanto, a transmissao de
HIV-2 é ligeiramente mais dificil e com progressao mais lenta das infec¢des relacionadas
com o HIV (MONTEIRO et al., 2009;HEMELAAR et al., 2011).

No inicio, os casos de HIV eram restritos majoritariamente a grupos de homens
homossexuais e em pacientes hemofilicos que dependiam exclusivamente de transfusdes
sanguineas. Contudo, devido a disseminagao do virus ser dinamica e instavel, nos ultimos
anos, houve uma mudanga no perfil epidemioldgico, culminando na feminizagdo e
heterossexualizagdo da infecgao (UNAIDS,2016).

Devido ao aumento do numero de casos de infeccdo pelo HIV em pacientes com
hemcofilia, leucemia ou anemias crbnicas, os quais adquiriram o virus a partir de
transfusdes sanguineas, surgiu a necessidade de um teste diagnostico que pudesse ser

utiizado na triagem dos servicos de hemoterapia. Nesse sentido, pesquisas foram

15



intensificadas na busca de uma compreensao mais detalhada do curso da viremia e da
soroconvers&o durante a infecgéo por HIV (BUTTO, 2010).

Em 1986, foi utilizado o primeiro teste diagndstico, o qual se baseava na detecgao de
anticorpos anti-HIV-1 pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Esse ensaio fundamentava-
se no emprego de antigenos do virus, obtidos a partir de lisados de culturas de células
infectadas. Contudo, com a evolugdo das pesquisas houve a introdu¢cdo de antigenos
recombinantes, promovendo o aumento da sensibilidade e da especificidade dos ensaios
( ALEXANDER, 2016;GUARNER,2017).

No inicio dos anos 90, o problema da variabilidade genética e antigénica do HIV
tornou-se evidente, dessa forma os ensaios imunoldgicos deveriam incluir os antigenos
para o HIV-2 e os novos antigenos do HIV-1,como os grupos M, N e O. Assentindo assim,
a necessidade de testes mais detalhados e confiaveis para confirmagédo dos diagnosticos
feitos na triagem (PANCINO,2013).

Nesse sentido, passou a utilizar os testes confirmatérios, os quais possuem alto grau
de especificidade, ou seja, capacidade reduzida de gerar reagdes cruzadas e resultados
falso-positivos. e alta sensibilidade, de produzir poucos falsos negativos. Porém, para
garantir esses parametro, devem ser utilizados equipamentos e reagentes de custo
elevado, além de mao de obra especializado. Atualmente, os principais testes
confirmatérios sdo: PCR(reacdo em cadeia de polimerase), NAT (Teste de Acido
Nucléico), Western Blot(WB) e Imunoblot(IB) (CDC, 2014; ROSENBERG et al., 2015).

Os testes rapidos (TR’s) surgiram da necessidade de baratear custos, aumentar a
praticidade no manuseio do teste e precisdo nos resultados. Esse teste baseia-se no
método imunocromatografico para determinacéo rapida e qualitativa de anticorpos totais
(IgG, IgM e IgA) anti-HIV 1, e anti-HIV 2 em amostras de soro, plasma ou sangue total.
Empregam comumente antigenos virais fixados a um suporte solido, tais como
membranas de celulose ou nylon, latex, microparticulas ou cartelas plasticas. A utilizagao
dos testes rapidos no Brasil teve inicio em 2001, a partir de publicagdes sobre
recomendagdes para a profilaxia da transmissdo materno infantil do HIV (ALEXANDER,
2016).

Atualmente, os TR's ja sdo vendidos em farmacias para populagdo em geral. A adesao
a eles é de extrema importancia para saude publica,visto que proporciona o diagndstico e
tratamento precoce possibilitando uma sobrevida maior as pessoas vivendo com HIV,
melhora sua qualidade de vida e entra também como uma estratégia de prevengao

combinada, pois com o tratamento adequado a carga viral do paciente diminuira,além da
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probabilidade da transmissao ser reduzida.Sendo este o principal objetivo desse estudo,
buscar analisar a

evolucdo dos testes rapidos,expondo os dados referentes a técnicas
imunohematologicas,com alta sensibilidade e especificidade de cada um deles.Sempre
evidenciando as vantagens ao preconiza-los como teste absoluto para diagndstico do HIV
(BRASIL/MS,2010;ANDERSON,2013;FIOTEC,2014).

2.0 EPIDEMIOLOGIA

Mesmo depois de trés décadas do primeiro diagnéstico da infecgdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), estima-se que em escala global 36,9 milhdes de pessoas
vivam com o virus, sendo 35,1 milhdes de adultos e 1,8 milhdo de criangas, abaixo dos 15
anos de idade. No ano de 2017, foram mundialmente notificadas 1,8 milhdo de novas
infeccdes por HIV e 3,1 milhdes de dbitos, dentre esse 2,6 milhdes foram registrados em
adultos e o restante em criangas (UNAIDS, 2017)

Inicialmente a epidemia da AIDS era restrita a determinados grupos considerados de
risco, a maioria formada por homossexuais, hemofilicos e usuarios de drogas, mas com o
decorrer do tempo esse grupo foi se modificando,e atualmente temos um panorama bem
diversificado, pois a AIDS acomete qualquer individuo desde que exposto ao HIV sem as
medidas preventivas conhecidas (UNAIDS,2017).

O panorama epidemiolégico demonstra uma feminizagado da infeccéo pelo HIV.Fatores
bioldgicos, psicoldgicos, culturais, socioecondémicos e politicos, promovem a instabilidade
desse segmento populacional.Visto que, culturalmente desde os primordios da
humanidade cita-se que a mulher ¢é o género mais fragil,permitindo que essa
desigualdade amplie a vulnerabilidade da mesma,a qual em sua maioria tém acesso
desigual aos recursos econdmicos, auséncia de poder feminino frente as politicas de
protecdo contra abusos sexuais e muitas ainda negligenciam o uso de preservativos em
uma relagéo estavel (DORNELAS NETO et al., 2015).

Além da feminizag&o,ainda ha também o envelhecimento dos individuos responsaveis
pelos novos casos de infecgcao pelo HIV. Houve um aumento na incidéncia da infeccao
referente a populagdo acima dos 50 anos,isto estd emergindo como desafio para as
politicas publicas de saude no Brasil. Entre as principais causas desse crescente indice
estdo: ampliagdo do acesso a medicamentos para disturbios eréteis, participacdo de

idosos em grupos de convivéncia, pequena adesao de homens idosos aos preservativos
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masculinos,idosas que confiam na relagdo estavel com o marido e ndo fazem uso de
preservativos e retardamento de politicas de prevengao direcionadas a este grupo etario,o
qual deve contemplado com acbes preventivas e assistenciais no contexto da atencgao
integral a saude do idoso (Fontes KS ,2006).

No Brasil, a AIDS é considerado um agravo a saude humana pelo risco de qualquer
cidadao ser infectado pelo retrovirus. Sendo assim, essa enfermidade passou a compor a
Lista Nacional de doengas de Notificagdo Compulséria, segundo a Portaria n° 204, de 17
de fevereiro de 2016, cuja a ocorréncia de novos casos, devem ser notificados as
autoridades de saude. Esse dado possibilita que sejam adotadas as politicas publicas de
fomento a prevencado contra o HIV, bem como a racionalizagdo do sistema para o
fornecimento continuo de medicamentos e as acdes prioritarias para populagcdes-chave e
populagdes mais vulneraveis (Ministério da Saude — Brasil, 2016). Apenas na ultima
década, foram notificados no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN),
194.217 casos de infeccdao por esse virus (BRASIL, 2017).Tem sido observa da a
prevaléncia do subtipo B do HIV-1, F1 e das formas recombinantes unicas B/F1 nas
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, ja na regido Sul nota-se uma alta
prevaléncia do subtipo C, com valores dos quais sempre variam de um estado para outro
(BRASIL, 2013).

Em relacdo a mortalidade, desde o principio da epidemia de AIDS até o ano de 2016
foram notificados no Brasil 316.088 6bitos (CID10: B20 a B24). A maior propor¢ao destes
Obitos ocorreu na regido Sudeste (59,6%), seguida das regides Sul (17,6%), Nordeste
(13,0%), Centro-Oeste (5,1%) e Norte (4,7%). Em 2016, a distribuicdo proporcional dos
12.366 obitos foi: 42,4% no Sudeste, 21,3% no Nordeste, 19,6% no Sul,10,2% no Norte e
6,5% no Centro-Oeste (BRASIL, 2017).

O crescente avango no numero de novos casos de infecgao pelo HIV e o decorrente
aumento no risco de contaminagdo em hemocomponentes dos hemocentros passou a
exigir estratégias de prevencgao e triagem mais reforcadas. Nos ultimos anos, o Brasil
ampliou e disponibilizou as novas formas de diagnodstico do HIV, possibilitando ao
paciente a busca pelo tratamento, o que por sua vez,melhora a expectativa e a qualidade

de vida desses individuos (Ministério da Saude,2013).
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2.1 Epidemiologia do estado do Rio Grande do Norte (RN)

No periodo de 2006 a 2016, foram registrados 4388 casos de AIDS em Adultos no RN,
de acordo com o cruzamento dos bancos de dados do SINAN (Sistema de Informagbes
de Agravos Notificaveis), SICLOM (Sistema de Controle Logistico de Medicamentos), SIM
(Sistema de Informagao de Mortalidade) e SIMC (Sistema de Monitoramento Clinico das
Pessoas Vivendo com HIV). Desses casos, 69% foram do sexo masculino e 31% do sexo
feminino, revelando uma razdo de 02 casos em homens para 01 em mulheres.Tudo isso
exigiu o desenvolvimento de novos paradigmas de cuidado, convocando os profissionais
de saude para mudangas estratégicas na assisténcia a pessoa vivendo com HIV/AIDS
(Sesap -RN,2016).

Nesse sentido, a vigilancia epidemiologica tornou-se mais relevante principalmente em
casos de infeccdo pelo HIV, visando uma melhor compreensao das tendéncias da
epidemia e dos comportamentos que favorecem a disseminacdo do virus, além da
caracterizagdo das populagdes mais afetadas com diagndstico precoce da infeccéo.
Ressalta-se que a notificacdo compulséria da infeccdo pelo HIV é muito novo, o que
impede uma analise epidemioldgica segura com relagao as tendéncias da infecgdo no Rio
Grande do Norte. No periodo de 2014 a 2016, foram registrados 1423 casos de HIV no
estado (Sesap -RN,2016).

A taxa de incidéncia encontra-se distribuida por Regido de Saude de Residéncia e ano
de notificagdo. Dos casos notificados nesse periodo, 64% foram do sexo masculino e 36%
do sexo feminino. De acordo com a andlise dos dados coletados em 2014 e 2016,
observou-se que 0s maiores percentuais de casos encontram-se na faixa etaria de 20 a
29 com 34%, seguida pela de 30 a 39 anos, com 30%.Existem algumas caracteristicas
comportamentais, socioeconémicas e biolégicas que fazem com que os jovens sejam um
grupo mais propenso a adquirir a infecgdo pelo HIV.Muitas vezes, a ndo utilizagado dos
preservativos esta relacionada ao abuso de alcool e outras drogas, os quais favorecem a
pratica do sexo inseguro. Outras vezes 0s jovens ndo usam o preservativo quando em
relacionamentos estaveis, justificando que seu uso pode gerar desconfianga em relagéo a

fidelidade do parceiro no casal (Sesap -RN,2016;Ministério da Saude,2016).
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3.0 ESTRUTURA DO HIV

O HIV se apresenta como uma particula ligeiramente esférica, que mede de 100 a
120nm de diametro, pertencente ao género Lentivirus e a familia Retroviridae. Apresenta
um nucleocapsideo cilindrico, com duas cépias de RNA de fita simples, um envelope
externo composto por uma bicamada fosfolipidica e contendo glicoproteinas na
superficieSao conhecidos dois tipos, o HIV-1 e o HIV-2, cuja classificagéo € feita por meio
da analise filogenética das sequéncias nucleotidicas dos virus. Os dois tipos causam a
AIDS, contudo, o HIV-1 é o de maior prevaléncia no mundo (FANALES-BELASIO et al.,
2010).

Os dois tipos de virus surgiram em primatas, a partir do virus da imunodeficiéncia
simia (SIV), e a infecgdo em humanos, possivelmente é o resultado da evolugéo do SIV
apos adaptar-se aos humanos (YERLY, S. 2012).

Com o decorrer do tempo, nota-se um aumento significativo na complexidade da
composicao de subtipos virais e formas recombinantes, distribuidas nas diferentes regides
brasileiras. O HIV-1 é subdividido em quatro grupos: grupo M, N, grupo O e grupo P,
sendo a maioria das infecgbes causadas pelo HIV-1 do grupo M, o qual também tem
classificagdo em subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K). O subtipo B do HIV-1 do grupo M é
0 mais prevalente no Brasil, seguido pelo F nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste, contudo na regido Sul observa-se um alto indice do subtipo C (LANL, 2017).

Em relacdo ao HIV-2, sao descritos cinco subtipos: A, B, C, D e E. Ha possibilidade
de variantes virais possuirem diferentes formas de transmissibilidade e indice de
patogenicidade, porém o HIV-2 tem um quadro clinico menos virulento que o do HIV-1
(VERAS et al., 2011)

Os componentes virais com utilidade diagnéstica incluem as glicoproteinas do
envelope viral (gp160, gp120 e gp41), o gene gag codifica a proteina 55 que apds o
processamento e clivagem dar origem as proteinas p24 que compoem o capsideo viral
p17 que compoem a proteina da matriz e p9 que esta associado no RNA genomico e 06
que participa nas interacbées do vius com a membrana da célula hospedeira e as
proteinas codificadas pelo gene pol (p66, p51, p31) (CHEREPANOV, 2012).

O gene env codifica a glicoproteinas gp160, que apds a clivagem resulta em gp120 e
gp41, encontradas no envelope viral (figura 01). A gp160 € uma proteina precursora,

clivada para formar a gp120 e a gp41, as quais estao envolvidas, respectivamente, na
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ligacado dos receptores expressos nas células do hospedeiro e na fusdo do envelope viral
com a membrana celular. O gene pol, codifica as enzimas p66 e p51, que compdem a
transcriptase reversa (RT), a qual estad envolvida diretamente na replicacédo do HIV e a
integrase p31, que promove a integragdo do DNA do HIV ao genoma do hospedeiro.
(NICOLAS et al., 2015).

Existe similaridade entre os genomas dos dois virus, o HIV-2 apresenta os genes
gag, pol e env com fungbes semelhantes as observadas no HIV-1 no entanto,o gene vpx
do HIV-2 é substituido pelo vpu do HIV-1. Porém as regides gag e pol do genoma viral sdo

as que apresentam maior similaridade entre eles (NICOLAS et al., 2015)

gag p17

- —— Lipid
Membrane

gag p24

Figura 01: Estrutura do HIV (modificada)
Fonte:DIAHV/SVS/MS.

3.1 TRANSMISSAO E RESPOSTA IMUNE CONTRA O HIV

A infeccdo pelo HIV-1 ocorre através do contato com liquidos organicos, tais como
sémen, sangue, hemoderivados, ou leite materno de pessoas infectadas. Nas primeiras
horas apds a infeccdo, o virus e as células infectadas ultrapassam as barreira da mucosa,
possibilitando que o virus se estabeleca no local de entrada e continue infectando
linfécitos TCD4+, macrofagos e células dendriticas (MCMICHAEL et al., 2010).

Ha ainda, os acidentes ocupacionais os quais envolvem material perfurocortante,
como: agulhas, pingas, laminas de bisturi, fios de sutura ou até laringoscopios. Os quais
contendo sangue infectado torna-se um importante fator de transmissdo do HIV, entre
profissionais da area de saude (GOMES, 2009).

Apds a transmissdo do virus, as manifestagdes clinicas da infecgao aguda pelo HIV
surgem em média de 3 semanas,as quais se parecem com uma “gripe simples”, cujos

sintomas sdo febre, fadiga, cefaleia, faringite, nauseas/vémitos, diarreia, e
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linfadenomegalias.A infecg&o inicia-se caracterizada por viremia e resposta imune intensa
acompanhada de subita queda na contagem de células TCD4+ (SALAZAR-GONZALEZ et
al., 2009).

A etapa inicial do processo de replicagao viral caracteriza-se pela interagcao da proteina
gp120 do envelope do virion com a proteina CD4+ e da gp41 com os co-receptores de
quimiocina CCR5 e CXCR4 da superficie da célula. A partir dai, a gp41 do virus promove
a fusao do envoltério viral com a membrana celular, possibilitando a penetracdo do virus
na ceélula. Apos a entrada, ocorre o desnudamento do nucleocapsideo viral e o inicio da
transcricdo do RNA genémico em cDNA pela agdo da transcriptase reversa, enzima que
também duplica a fita de DNA. Apds a circularizacdo o DNA viral é transportado para o
nucleo da célula,onde se integra ao DNA da célula hospedeira pela agdao da enzima
integrase, sendo denominado DNA proviral. Apos a integragdo, ocorre a transcrigao do
DNA proviral, gerando RNAs virais (gen6micos e mensageiro) . As fitas de RNAm sao
traduzidas gerando as poliproteinas que darao origem as proteinas virais (MCMICHAEL et
al., 2010).

As glicoproteinas do envelope do virus sdo agrupadas na membrana celular, Enquanto
isso, RNA genbmico, enzimas virais, e compostos celulares se associam no
nucleocapsidio imaturo. Mais tarde, este complexo brota através da membrana plasmatica
produzindo um virion imaturo. A partir dai, a maturacdo do HIV sera completada pela
clivagem das moléculas gag e pol, gerando assim particulas maduras, as quais serao
capazes de infectar novas células e continuar o ciclo retroviral. Na fase aguda da
infeccdo, ocorre a janela imunoldgica, periodo no qual os testes diagndsticos, nao
detectam a presenca de anticorpos para o HIV. Nesse periodo a transmissibilidade do HIV
€ maior, pois a carga viral encontra-se elevada.A resposta de anticorpos é induzida
inicialmente contra as glicoproteinas do envelope, a gp120 e a gp41, e contra a proteina

do capsideo viral, a p24 (Fanales-Belasio et al., 2010).

A primeira classe de anticorpo produzida durante uma resposta imune primaria € a
imunoglobulina M (IgM), seguida da 1gG ( figura 02) . A IgG anti-HIV encontra-se com
padrdes elevados, ja os niveis de IgM evoluem para o desaparecimento com o tempo ou
intermiténcia (LEVY, J.2003).

Ao longo do processo infeccioso, a avidez do anticorpo pelo antigeno, é gradativamente
aumentada, devido ao fato de ocorrer mutagdes em algumas regides dos genes

codificadores da imunoglobulina (lg). Esse aumento de afinidade aliado ao aumento da
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concentracdo de anticorpos especificos anti-HIV na fase inicial da resposta imune
humoral, serve de suporte para o desenvolvimento de testes diagndstico (O’'CONNELL,
K. A.,2009; MCMICHAEL et al., 2010)

Figura 02:Marcadores do HIV na corrente sanguinea de acordo com o periodo apés infecgéao.
Fonte:Laboratory diagnostics for HIV infection,2010
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Na fase inicial da infecgédo o virus tem mais afinidade pelos macrofagos que sdo menos
eficientes para produgéo de novos virus,o que faz a infecgdo progredir lentamente com o
tempo.Entdo ao longo dos anos, o paciente encontra-se na fase de laténcia clinica, e o
virus vai aumentando a afinidade pelas células TCD4+ que sido mais eficientes na
producdo de novos virus,neste periodo ndo ha sintomatologia expressiva embora haja
replicacdo continua do virus. Nessa etapa ha a indugdo da resposta imunologica, mas
esta é insuficiente para eliminar a infeccédo. Por outro lado, a resposta imune produz um
adicional de linfocitos TCD4+,0s quais sdo uteis como alvo de novas infecgoes.
Concomitantemente ha o aumento no numero de linfécitos TCD8+, os quais exercem um
controle limitado da infeccdo, mas ndo sao suficientes para erradica-la. Entdo, sem o
diagndstico precoce e a consequente terapia antiretroviral, havera a lenta e progressiva
reducao do numero dos linfécitos TCD4+, concomitante ao aumento da carga viral, nesse
quadro ha uma tendéncia do paciente evoluir para a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida(AIDS) (MCMICHAEL et al., 2010; Fanales-Belasio et al., 2010).
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4.0 DIAGNOSTICO DA INFECGAO PELO HIV

Desde os primeiros casos relatados da AIDS, logo no inicio da década de 80, até a
identificacdo do HIV, como agente etiolégico dessa sindrome, em 1983, varios
pesquisadores procuraram desenvolver métodos laboratoriais capazes de detectar o
agente infeccioso, com o objetivo de melhorar a qualidade, acessibilidade e rapidez do
diagndstico precoce da infecgdo pelo virus, a fim de iniciar a terapia antiretroviral e assim
evitar a progressao da infecgdo ( ALEXANDER, 2016).

Os testes para deteccdo da infeccao pelo HIV s&o realizados em trés situagdes: para
triagem soroldgica de doadores de sangue a fim de garantir a seguranga transfusional,
tanto de hemocomponentes, quanto de 6rgdos para transplante; para realizar o
diagnéstico da infecgcédo pelo HIV e para realizacdo de estudos de vigilancia e controle
epidemiologico. O diagndstico laboratorial da infecgéo pelo HIV em individuos com idade
superior a 18 meses deve obrigatoriamente ser realizado em duas etapas, uma de
triagem e se necessario havera uma etapa complementar com testes mais complexos
(OMS,2015).

O interesse por testes mais sensiveis e especificos promoveu o desenvolvimento de
ensaios de diferentes geragdes, classificando-os de acordo com antigeno empregado.
Desenvolvido em 1985, e amplamente difundido os testes para deteccdo de anticorpos
anti-HIV, basearam-se nos ensaios imunoenzimaticos conhecidos por ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) indireto (ALEXANDER, 2016).

4.1 Imunoensaio
Nas ultimas trés décadas, foram desenvolvidos imunoensaios classificados em cinco
geragbes, os quais foram conceituados de acordo com as respectivas metodologias

empregadas:

4.1.1 Primeira geragao

No ensaio de primeira geragao a janela imunolégica corresponde a um periodo de 8-10
semanas. Esse teste é indireto, o qual utiliza antigenos obtidos do lisado viral extraidos a
partir de cultura do HIV em linhagens celulares humanas. Os antigenos sao utilizados na
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fase sdlida, os quais irdo reagir com anticorpos da amostra do paciente e estas
imunoglobulinas irdo interagir com um anticorpo complementar marcado com uma
enzima, capaz de reagir com um substrato cromogénico (figura 03). Sendo assim,
presenca de anticorpos IgG anti HIV-1 pode ser evidenciada quando ha um produto final
colorido, e a intensidade da cor € medida por um espectrofotémetro. Portanto, sabe-se
que a intensidade da coloragdo € proporcional a presenga de anticorpos na amostra
(GUARNER, 2017).

Essas caracteristicas tornam os ensaios de primeira geragdo pouco especificos, com
baixa sensibilidade, janela imunolégia muito expandida e apenas detectam a presenca de
IgG. Hoje, esses ensaios ndo sdo mais utilizados na rotina dos laboratérios brasileiros
(GUARNER, 2017;Ministério da Saude,2015).
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Figura 03: Esquema ilustrativo do imunoensaio de primeira geragao (modificada)
Fonte:Ministério da Saude,2017.

4.1.2 Segunda geracdo

Em 1987, surgem os testes de segunda geragédo, também com formato indireto,
contudo utilizam antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos derivados de proteinas
do HIV. Esse teste foi desenvolvido a partir da deteccdo de epitopos imunodominantes
presentes em algumas moléculas do virus, as quais sao alvos preferenciais da resposta

imune humoral. Nesse teste, pode-se verificar que quanto maior o numero de epitopos
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imunodominantes no ensaio, melhor € a sua sensibilidade. Os testes de segunda
geragao, caracterizam-se por uma reducao da janela imunolégica de 4-5 semanas em
média e pela detecgao de anticorpos IgG anti-HIV-1 e anti-HIV-2,0s quais sdo especificos
para os antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos derivados de proteinas do HIV
(GUARNER, 2017; ALEXANDER, 2016).

4.1.3 Terceira geragao

Em 1991, surge o ensaio de terceira geracdo com formato de “sanduiche”. Esse
método utiliza antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos na fase solida ou sob a
forma de um conjugado, permitindo assim a deteccado simultdnea anticorpos IgM e IgG
anti-HIV. Esse teste diagndstico baseia-se no fato da IgG ser bivalente e possuir dois
sitios de ligagdo ao antigeno e a IgM ser pentavalente, nesse sentido um desses sitios
liga-se ao antigeno adsorvido na fase sdlida e os outros Fab ficam livres para ligarem-se
aos mesmos antigenos soluveis, sob a forma de conjugado. Assim, o anticorpo fica “entre”
dois antigenos e, por essa caracteristica, qualquer classe de imunoglobulina anti-HIV
(IgG, IgM, IgA ou IgE) sera detectada por essa metodologia (figura 04). Esse teste tornou-
se mais sensivel, visto que é capaz de detectar anticorpos da classe IgM, reduzindo
assim a janela imunoldgica para aproximadamente trés semanas pos-infecgao
(BARTLETT, 2017).
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Figura 04: Representacao esquematica de um ensaio de terceira geragao(modificado).
Fonte:Ministério da Saude,2010
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4.1.4 Quarta geracao

Em 1997 foram desenvolvidos os ensaios de quarta geragédo, os quais combinaram a
deteccao de anticorpos IgM e IgG anti-HIV-1,HIV-2 e do grupo O, assim como o antigeno
p24. Os ensaios de quarta geracdo melhoraram ainda mais a sensibilidade e
especificidade dos testes de HIV, reduzindo assim a janela imunologica para
aproximadamente duas semanas. O principio desse método baseia-se no formato de
“sanduiche”; o qual detecta anticorpos contra proteinas recombinantes ou peptideos
sintéticos derivados das glicoproteinas gp41 e gp120/160 (figura 05). Enquanto que para
a deteccdo do antigeno p24, utiliza-se anticorpo monoclonal na fase sélida e um
conjugado constituido por um anticorpo poliespecifico contra a proteina p24, ou mesmo
outro anticorpo monoclonal contra um segundo epitopo da proteina p24 (BARTLETT,
2017). Embora esse teste consiga detectar simultaneamente tanto o anticorpo como o
antigeno, contudo ndo consegue diferenciar se um resultado positivo foi devido a
presenca do antigeno p24 do HIV-1 ou devido a presenga de anticorpos anti-HIV-1 ou
HIV-2 (Thomas S. Alexander, 2016).
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Figura 05: Representagdo esquematica de um teste de quarta geragao(modificada).
Fonte:DIAHV/SVS/MS
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4.1.5 Quinta geragao

Em 2015, foi aprovado pelo Comité de Administracdo de Alimentos e Medicamentos
(FDA - Food and Drug Administration) dos Estados Unidos os imunoensaios de quinta
geragéao, os quais sdo metodos de diagnodstico de analise multiplex. S&o semelhantes aos
testes de quarta geragao, porém fornece resultado para cada analito de forma isolada, ou
seja, separa os resultados de deteccédo de IgG e IgM anti HIV-1,HIV-2 e grupo O do
antigeno p24. Nesses imunoensaios a sensibilidade é de 100%, enquanto a
especificidade € de 99,5% e a janela imunolégica compreende um periodo de duas
semanas. Esse ensaio imunoenzimatico ainda esta aguardando aprovagdo do CDC
(Centro de Prevencado e Controle de Doencgas) para entrar no fluxograma de teste
diagndstico
para HIV (BOTTONE,2017;CDC,2015).

Embora os imunoensaios (IE) sejam sensiveis e especificos, os resultados falso
positivos ainda podem acontecer, nesse sentido os testes complementares foram
desenvolvidos, a fim de obter um resultado fidedigno. Entre os testes estdo incluidos:
Western Blot (WB), Imunoblot (IB) e Testes moleculares (PCR ou NAT) (CDC,2014).

4.2 Western blot (WB)

O WB é uma reagao que utiliza antigenos do HIV adsorvidos a uma membrana de
nitrocelulose. Nessa reacgéo, as proteinas e glicoproteinas virais sdo separadas em um gel
de poliacrilamida, por eletroforese, com base nos seus pesos moleculares e, em seguida
sao transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A esses antigenos virais adiciona-
se a amostra, na qual se pesquisa a presenca de anticorpos especificos para o HIV. A
interacdo antigeno-anticorpo € revelada pela adicdo de um conjugado enzimatico.
Inicialmente, adiciona-se o conjugado 1, que é composto por uma imunoglobulina
associada a biotina,em seguida acrescenta-se o conjugado 2 que € de avidina ou
estreptavidina ligado a uma enzima e por fim adiciona-se o substrato (4-cloro-1-
naftol).Entdo,a degradacdo do substrato pela enzima origina um produto insoluvel e
corado que permite a visualizagéo sobre a fita (BUTTO et al., 2010).

Na fita reveladora (figura 06) se houver auséncia de reatividade, ou seja, auséncia de
bandas, a amostra é considerada nao reagente. Porém, se a reatividade em pelo menos
duas das proteinas gp41,p24, gp120, gp160 acontecer, a amostra € positiva para o HIV.

Contudo,ha amostras indeterminadas,quando ha presenca da reacdo em qualquer um
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dos padrdes diferentes dos que conferem positividade a amostra (BUTTO et al., 2010).
Portanto, é um teste diagndstico de custo elevado e requer mao de obra especializada

para realizar a leitura do teste.
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Figura 06:Representacdo esquematica de uma fita de Western-blot(modificada)
Fonte:DIAHV/SVS/MS.
4.3 Imunoblot(IB)

O teste de imunoblot (IB) € semelhante ao Western-Blot (WB),diferencia-se apenas em
relacdo as proteinas recombinantes ou aos peptideos sintéticos que s&o impregnados
diretamente em membranas. Porém, a leitura do exame é a mesma..Ha ainda o Imunoblot
rapido,o qual € um teste com a metodologia DPP(Plataforma de migragao dupla).Em sua
fase sdlida utiliza-se uma membrana de nitrocelulose, na qual estdo ligados antigenos
recombinantes ou peptideos sintéticos do HIV-1(grupo O) e HIV-2,e serdo revelados em
linhas diferentes.Caso tenha anticorpos na amostra eles se ligardo aos antigenos
previamente fixados e em seguida esse conjugado se ligara aos anticorpos.Estas ligagdes
serdo visualizadas na forma de linhas avermelhadas indicando a positividade ou ndo da
amostra (HIRSCHEL, 2012).

4.4 Imunofluorescencia indireta
Alguns laboratérios preferem utilizar a imunofluorescéncia indireta (If) como um teste
confirmatdrio, pois € um método rapido e pratico de ser realizado, porém requer
subjetividade e conhecimento habil na leitura. Contudo, € necessario no laboratério, um
microscopio de fluorescéncia, capitalizando ainda mais o método, assim como é
necessario, uma alta selecdo na escolha das laminas utilizadas nos testes, as quais
devem conter células infectadas pelo HIV-1(BARTLETT, 2017).
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O teste configura-se quando a amostra (soro ou plasma) € colocada sobre o antigeno e,
em seguida incubada para formar o complexo antigeno-anticorpo. Apds lavagens da
lamina, esta é incubada com um conjugado fluorescente e caso contenha o anticorpo na
amostra reage especificamente para o antigeno e essa reagao € mostrada por meio do
microscépio de fluorescéncia (BUTTO et al., 2010).

4.4 Testes moleculares

A ascensao dos testes moleculares no mercado resultou que os testes complementares
que detectam anticorpos (WB, IB, IBR) ndo sejam considerados os mais adequados para
confirmar a infeccao recente. E sim,através do TM que é capaz de quantificar o RNA viral
(carga viral — CV) e p24 circulantes.Contudo,ainda € extremamente caro comparado aos
outros testes.Sendo mais indicado para criangcas entre 2 a 24 meses de idade,na
possibilidade de ter sido infectado por tranmisséao vertical.Visto que, nenhum outro teste é
capaz de identificar a CV existente nesse paciente,pois as criangas nascem com
anticorpos de transferéncia passiva, levando a resultados sorologicos refutaveis e nao
poderia ser utilizada para a efetivagao de diagnostico (ROSENBERG et al., 2015).

Dentre os testes moleculares,o que tem mais destaque € sobretudo a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction— Reacdo em cadeia da Polimerase) a qual se baseia na
amplificagdo in vitro usada para aumentar o numero de coOpias de uma regido do DNA,
com o objetivo de produzir DNA suficiente para ser analisado e possibilitar um diagnostico
(YERLY, S,2012).

Ainda ha o NAT (Teste de Acido Nucléico), que apresenta boa sensibilidade e permite a
deteccdo de antigenos em amostras positivas para HIV dentro de um periodo de janela
imunoldgica. Neste é utilizada a técnica de PCR em tempo real para a detecgdo do
virus,principalmente utilizada em amostras de doadores de sangue nos grandes

hemocentros (Lima, 2011).

5.0 TESTES RAPIDOS

Nos bancos de sangue o grande volume de amostras para testagem exigem testes
diagndstico sorolégicos com sensibilidade e especificidade que permitam a diminui¢do do
tempo da janela imunoldgica para o resultado aliado ao baixo custo. Decorrente disso

houve uma impulsdo para o desenvolvimento de testes de triagem nos hemocentros,

30



entdo em 1987 surgem os testes rapidos os quais seguem evoluindo e tem sido
amplamente utilizados no mundo atual (PEELING; MABEY, 2010).

Atualmente a grande utilidade dos testes rapidos encontra-se em algumas situagdes,
bem como onde existe a necessidade de avaliar-se e decidir rapidamente sobre a
utilizacdo da profilaxia medicamentosa a ser usada no combate a infeccdo pelo HIV.
Entdo o uso de teste rapido na triagem dos hemocentros se tornou obsoleto, visto que, o
volume diario de amostras € muito alto, nesse sentido a utilizacdo de outros métodos,
como o ELISA,IB, WB é mais viavel (MILLIPORE,2013).

Os Testes Rapidos (TR's) utilizados para diagnostico da infecgéo pelo HIV estdo cada
vez mais desenvolvidos e facilmente disponiveis no mercado. E realizado prioritariamente
em regides onde o acesso a infraestrutura laboratorial é deficiente, na entrada de
parturientes nas maternidades (mesmo naquelas que fizeram o pré-natal), acidente de
trabalho com material perfurocortante, no Centro de Testagem e Aconselhamento — CTA,
segmentos populacionais mais vulneraveis, além de outras situagées mais especificas,
mas que tém necessidade de obter resultados rapidamente (Miller,2010).

Atualmente, os TR's disponiveis no mercado, utilizam sangue total, plasma, soro,
fluido oral e até mesmo urina. Sendo estes dois ultimos, ainda n&o validados pelo
Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais/Ministério da Saude, devido ao longo
tempo da janela imunolégica, em relagado as demais amostras (MOTTA, L. 2013).

Com sensibilidade entre 99,8 - 100%, semelhante aos testes sorologicos, os testes
rapidos vém sendo cada vez mais utilizados para a deteccdo de anticorpos anti-HIV. Isso
se deve, principalmente, a facilidade e rapidez na leitura do resultado, o qual nao se faz
necessario equipamento especifico para o mesmo (WERSOM,2013;FIOTEC,2014).

Ha varias metodologias das técnicas de funcionamento dos testes rapidos, sendo os
mais utilizados: imunocromatografia ou fluxo lateral (lateral flow), a imunocromatografia de
dupla migragao (DPP - dual path platform), imunoconcentracao (flow through), aglutinagao
e fase solida (GREENWALD, J.L 2006).

5.1 Imunocromatografia /Fluxo Lateral

Utilizada para o diagndstico do HIV, esse teste é facilmente adaptado para uso em
domicilio ou em regides onde ndo ha acesso a recursos tecnoldgicos ou conhecimento de
profissionais. Esse procedimento possibilita também a analise de grandes volumes de
amostras com resultados rapidos e com alta sensibilidade (KARAKUS & SALIH, 2013).
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A técnica se baseia na adigdo da amostra na regido analitica de uma membrana de
nitrocelulose, a qual deve conter reagentes de captura na linha teste e na linha controle.
Nesse procedimento, a solugdo tampéao é colocada sobre a amostra, permitindo um fluxo
regular do analito através da membrana. Nesse processo, 0s anticorpos presentes na
amostra migram pela area onde contém o conjugado, que geralmente € composto de ouro
coloidal ligado a anticorpos anti-HIV. Ao interagirem com o conjugado, os anticorpos
prosseguem em direcdo a area onde contem os antigenos fixados a membrana de
nitrocelulose, e esse complexo anticorpo-conjugado se liga aos antigenos do virus,
formando uma linha colorida (figura 07), a qual define a positividade do teste. Por fim, o
conjugado nao ligado ao antigeno e o excesso do complexo imune continua a migragao
ao longo da membrana de nitrocelulose em dire¢ao a linha controle onde sao capturados
por anticorpos anti-imunoglobulina, formando outra linha colorida, validando dessa forma
o teste (WANG et al., 2014 ).

Reagente Nao reagente Invélido

Figura 07: Representacdo esquematica da Imunocromatografia.
Fonte: Teste Rapido - HIV-1/2 - Bio-Manguinhos ,2016(modificada).

5.2 Imunocromatografia de dupla migragao
A imunocromatografia de dupla migracao, semelhante ao de fluxo lateral, trata-se de
uma analise qualitativa, rapida, econémica e de facil interpretacdo. Apresenta
sensibilidade e especificidade semelhante ao ELISA de terceira geragcdo. A técnica
utilizada consiste de uma membrana de nitrocelulose, na qual estdo ligados os antigenos
recombinantes gp120 e gp41 e p24 do HIV-1 e gp36 do HIV-2, conjugados com ouro
coloidal. Nesse cassete € adicionada a amostra e o tampé&o e, caso haja a presenga de
anticorpos, estes se ligardo a aos seus respectivos antigenos previamente fixados na
membrana. Esse teste permite diferenciar os anticorpos das classes IgG e IgM anti-HIV-
1(incluindo grupo O),anti-HIV-2 e os antigenos p24 (DRYGIN.Y ,2012;AGUILAR, Z. 2013).
A fim de revelar essa reacdo, o tampao é novamente adicionado na membrana de

nitrocelulose,o que permite a migragao perpendicular do conjugado,composto por proteina
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A e particulas de ouro coloidal. Nesse fluxo, a proteina A liga-se as imunoglobulinas que ja
estavam ligados aos antigenos fixados na membrana.Com a concentragdo do ouro
coloidal nesta area, € possivel visualizar a presenga de uma linha (figura 08) que indica a
positividade do teste para HIV 1 e/ou 2 (BRANSON, B. M. 2003).

Mediante a auséncia de anticorpos anti-HIV-1 ou anti-HIV-2 na amostra, ndo havera
uma faixa vermelha na area do teste, mas o conjugado de ouro e antigenos, continuara a
migrar até ao limite da area de controle, onde sera capturado para produzir uma faixa
vermelha indicando a validade do teste (GARCIA,2013).

.
P

Figura 08:Representacdo esquematica dos possiveis resultados da Imunocromatografia de dupla migragéo.
Fonte:Manual do Ministério da Saude/DST,2015(modificada).

5.3 Imunoconcentragao
O teste tem por base uma membrana de nitrocelulose (figura 09) ou de nylon na qual
estdo imobilizados os antigenos de HIV-1 e de HIV-2, além disso, ha uma membrana
absorvente, que esta sob a primeira membrana e um conjugado composto de proteina A
conjugada com ouro coloidal (GARCIA,2013).

A amostra é colocada sobre a membrana de nitrocelulose e que ao passar pela area
onde estdo imobilizados os antigenos de HIV, os anticorpos especificos da amostra, se
ligardo formando um complexo antigeno-anticorpo. Em seguida, adiciona-se o conjugado
e a proteina A se ligara aos anticorpos anti-HIV do complexo e a concentragdo do ouro
coloidal permitira a visualizagdo de um ponto colorido(figura 10). A reac&o sera valida se
houver o aparecimento de um ponto colorido na area de controle (BRANSON, B. M.
2003).

L_H Amostra

= —_— .‘- Membrana de nitrocelulose ou de Nylon
k\ — Membrana Absorvente

Figura 09:Representacdo interna e externa de um dispositivo para o teste por Imunoconcentragéo .
Fonte:Manual do Ministério da Saude/DST,2015(modificada).
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POSITIVO NEGATIVO INVALIDO
Figura 10:Representagédo esquematica dos possiveis resultados para o teste por Imunoconcentragao .
Fonte:Manual do Ministério da Saude/DST,2015(modificada).

5.4 Aglutinagao

O teste rapido de aglutinagcéo € de facil execugao, leitura, de baixo custo, apresenta
boa especificidade, porém baixa sensibilidade e pouca estabilidade Ag-Ac. Essa técnica
utiliza particulas em suspensdao como, por exemplo, gelatina, latex ou poliestireno,
revestidos com antigenos de HIV-1 e de HIV-2. E caracterizada pela formacdo de
agregados visiveis como resultado da interacdo de anticorpos especificos se existentes
na amostra e particulas insoluveis que contém determinantes antigénicos na sua
superficie (WANG et al., 2014)

Contudo, a interpretagcéo dos testes rapidos por aglutinagdo apresenta maior grau de
dificuldade, em relagdo a outras metodologias, devido ao padrdo de reatividade
apresentado por amostras fracamente reagentes ser muito similar ao padrao apresentado
por amostras n&o reagentes (BRANSON, B. M. 2003).

5.5 Fase Soélida

O método de fase solida € um teste rapido que tem por base o principio metodoldgico
de um ensaio de ELISA indireto. Neste método, a tecnologia utilizada desenvolveu-se a
partir da deteccdo de IgG anti-antigenos obtidos de um lisado viral, caracterizando-o
como teste de primeira geragcédo. Esse teste evoluiu para o de segunda geragao, que
utilizava antigenos e peptideos sintéticos e/ou recombinantes, seguido pelo teste de
terceira geragdo que detecta todos os isotipos do anticorpo e chegou finalmente aos
ensaios de terceira geragao, os quais detectam o grupo O do HIV-1. Enfim, os ensaios de
quarta geracdo permitem uma redugéo significativa do tempo da janela imunoldgica,
periodo decorrido entre a infecgéo inicial e o diagndstico. Estudos comparam testes de
terceira e quarta geracdo e evidenciam que, em média, os ultimos ensaios reduziram a

janela imunolégica em relagéo ao de terceira em 2 a 4 dias (GREENWALD, J.L 2006).
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O teste por fase soélida se apresenta na forma de um “cartela” com 12 dentes (figura 11),
onde cada um dos espagos contém:uma area com anticorpos anti-imunoglobulina
humana (controle); area com antigenos de HIV-1 e uma area com antigenos de HIV-2
(AGUILAR, Z. 2013).

2

Figura 11 :Representagcdo de um dispositivo para o teste por Fase sdlida.
Fonte:Manual do Ministério da Saude/DST,2015(modificada).

O dente do pente € colocado em um recipiente que contém a amostra,entdo os
anticorpos da amostra se ligardo as anti-imunoglobulinas da area de controle e formarao
um complexo. Se estiverem presentes os anticorpos anti-HIV-1 e anti- HIV-2 se ligaréao,
respectivamente, as areas contendo os antigenos de HIV-1 e de HIV-2, os quais formarao
um complexo. Em seguida, o pente é colocado em outro recipiente que contém o
conjugado (anti-imunoglobulina conjugada com uma enzima) e havera a ligacdo deste
com os complexos formados na etapa anterior. Numa etapa seguinte, o pente é colocado
em um terceiro recipiente que contém o substrato (cromégeno + H;0,). A presenca dos
anticorpos sera revelada pela formagéo de pontos coloridos(figura 12) na area do controle
e nas areas que contém anticorpos anti-HIV-1 ou anti HIV-2 (WANG et al., 2014).

. — (ontrole —.

THV2 =L

. — HNY _..

Figura 12:Representagdo de um dispositivo para o teste por Fase sdlida,positivo para HIV-1.
Fonte:Manual do Ministério da Saude/DST,2015(modificada)

Sabendo que os TR's sdo desenvolvidos para detectar anticorpos anti-HIV em no
maximo 30 minutos, os dispositivos sdo desenvolvidos a fim de acelerar a interacéo
antigeno - anticorpo. Nesse sentido, utiliza-se uma maior concentragdo de antigeno e

para a detecgdo de complexo antigeno — anticorpo, emprega-se reagentes sensiveis a
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cor, como o ouro coloidal (GARCIA,2013).

A leitura do resultado do teste rapido deve seguir obrigatoriamente as instrugdes
especificas de cada kit. Sempre respeitando os tempos minimo e maximo definidos pelo
fabricante, a fim de efetivar a leitura de reagao e emissao de laudo do teste. Pois, caso
nao seja respeitado esse tempo o resultado podera ser ndo confiavel,uma vez que, se for
lido antes do tempo podera gerar um resultado falso negativo ou invalido e se for
superior ao recomendado, pode induzir a resultados falso-positivos (GUARNER,2017).

De acordo com a Portaria N° 34/SVS/MS 29/07/2005, os testes rapidos foram
regulamentados para o diagndstico da infeccdo pelo HIV no Brasil, inicialmente foi
aprovado para locais de dificil acesso,como na regido norte. Contudo, em seguida, foi
expandido para os CTA's (Centros de Testagem e Aconselhamento) e a rede cegonha nas
maternidades de todo o pais. Apenas em casos de duvida nos resultados do teste rapido
€ que deve ser realizado um teste considerado confirmatério (MOTTA et al,
2013;Ministério da Saude,2013)

A utilizacdo dos testes rapidos para o diagndstico da infeccdo pelo HIV esta
regulamentada por meio da Portaria SVS/MS N° 29, de 17 de dezembro de 2013. Além
disso, foi desenvolvida uma metodologia para finalizar o diagndstico do HIV, na qual se
realiza dois testes rapidos sequenciais, os quais configuram um valor de sensibilidade e
especificidade igualmente ao de um teste confirmatério, como o WB ou IFl. Nesse
sentido, faz-se necessario a utilizacdo de um fluxograma para os testes diagnostico, a fim
de esclarecer o resultado inicial (Ministério da Saude, 2013).

As instituicdes de saude publicas ou privadas de acordo com a Portaria SVS/MS n°
151 de 14/10/2009 utilizam o Fluxograma Minimo para o Diagndéstico Laboratorial da
Infecgdo pelo HIV em individuos com idade acima de 18 meses (figura 13). Seguidos
pelas etapas | e Il, sempre que um teste for reagente, em qualquer metodologia, o

resultado devera ser confirmado por um segundo teste (Ministério da Saude, 2013).

36



1: taQos reagei ies nas etapas
Coletar nova amostra apas
Amaostra 30 dias caso persista a
(sarg, plasma, suspedta de infecgdo,
sandue total ou
S800 &M
papel-filtro) : Amostra
Resultada : Primeira i Restiltado ; e
l ’7-- Nao Reagente? — Nan—- i 3 —HNig——p= Reagente? —Hin—.- Inﬁ;:eg:‘:;lr:raﬂa
| -
Sim -
— Realizar Teste 1| — | \J
= 3 il Reslooua
b L Etapa Ii?
Mmosira i Slim
Negativa para HIV Resultado . Resultado 1
Heagente? Nao—3- Indeterminada Y
Amastra
Coletar nova amosira apds Coletar sequmida amostra Positiva para HIV
30 dias caso persista a o mais tapido possivel e
suspeita de infecgio. 5||n'| repetir o flunograma,
Realizar Teste 7~ N
Resubtado ;. Resuttado . Resultado
Reagente? F=tah— Nio Reagente? B Indeterminade
i~
E o '
= + Amustra
Amostra = Sim - Indeterminada

Coletar sequnda amastra Positiva para HIV paraHiv
o mais rapido possivel &
repetir a Etapa k. Coletar nova amastra apds 30 dias e

repeti o flusograma. Persistindo a
discordancia investigar SorConveniaa,
HIV-2 ou outras patalogias que ndo o HIV.

Figura 13:Fluxograma para diagnoéstico em maiores de 18 meses,preconizado pelo Ministério da Saude.
Fonte:Manual do Ministério da Saude/DST,2009(modificada)

Outros tipos de fluxogramas sao utilizados para o diagnéstico em situagdes especiais
(figura 14), tais como acidentes com perfurocortantes contaminados ou no caso das
parturientes, mesmo que ja tenham realizado o teste durante o pré-natal. Neste caso, o
Ministério da Saude preconiza que seja repetido no momento do parto, visto que
anteriormente a mae poderia estar em um periodo de janela imunoldgica, o que colocaria
o feto sob risco da transmissao vertical (SHIMA-SANO,2010;CHAO, T. T. et al.
2012;Ministério da Saude,2013).

Além disso, o indice de transmissao vertical é responsavel por mais de 90% dos casos
em criangas notificados de AIDS. Isso se da entre outros motivos, a baixa adeséo ao pré-
natal, principalmente pelas gestantes mais vulneraveis a infeccao (CAPPELLO, J. M. et al.
2013;Ministério da Saude,2013).
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Figura 14:Fluxograma para diagnéstico em situagdes especiais,preconizado pelo Ministério da Saude.
Fonte:Manual do Ministério da Saude/DST,2009(modificada)

E importante salientar, que o MS atualiza e aperfeicoa periodicamente o algoritmo-
fluxograma de testagem para o diagnéstico da infecgdo pelo HIV, o que permite analisar
os melhores kits, optando por aqueles de melhor sensibilidade e especificidade. Além
disso, possibilita a escolha de metodologias mais modernas, ampliando assim, as opgdes
de testagem e reduzindo a quantidade de etapas necessarias para finalizar este processo
sem perda da confiabilidade do diagnéstico (CAPPELLO, J. M. et al.,2013;Ministério da
Saude,2013).

Atualmente, no Brasil as principais distribuidoras dos testes rapidos para o
departamento DST, AIDS e Hepatites Virais do Ministério da Saude sédo: TR DPP HIV 1/2-
Bio-Manguinhos,Rapid Check HIV 1 e 2,Determine HIV - '2,Uni-Gold HIV,HIV 1/2
Colloidal Gold,BD Check HIV Multi-test,Vikia HIV1/2 ,HIV Bioeasy SD,TR DPP HIV 1/2
Fluido Oral (FO) — Bio-Manguinhos e HIV 1/2 ABON — Biopharma. A maioria desses testes
€ de terceira e de quarta geracao (Ministério da Saude, 2015).

Ainda ndo ha teste rapido que disponha, simultaneamente, de 100% de sensibilidade
e de especificidade. Por isso, o ideal para o diagnostico através dos TR's & seguir o
algoritmo do MS, realizando no minimo dois tipos de testes provenientes de diferentes
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fabricantes. Esse protocolo se faz necessario, a fim de evitar equivocos no diagndstico,
pois tanto os resultados falso-positivos quanto os falso-negativos podem gerar grande
impacto no psicossocial do paciente (CHAO, T.2012; Ministério da Saude, 2013).

Ao descobrir a positividade do diagndstico, dependendo da estrutura emocional do
individuo, aquele momento torna-se de profundo desconsolo e uma busca mental para
saber de quem teria adquirido o virus. Ha uma intencao natural de culpabilizar o outro por
nao aceitar o diagndstico. Sob forte impacto na vida do paciente, o diagnostico positivo
assusta, devido, principalmente, ao enfretamento do tratamento da patologia, que é
desconhecido por muitos, além da problematica social em relagdo ao preconceito e
estigma, os quais provocam alteragdes nas relagdes sociais, bem como o abandono de
parceiros/familiares levando ao desenvolvimento de disturbios como a depressao
(OMS,2004;Zhang S. 2015).

O resultado positivo para o HIV deve ser informado ao paciente em um espacgo
especifico, de forma discreta e individual, pois ndo se conhece a reagao comportamental
do individuo. Esta confidencialidade deve ser garantida, visto que a infecgao pelo HIV
ameaca integralmente a saude do individuo, além do que o deixa dentro de uma realidade
negativa e sem perspectivas (Faustino,2010).

Sendo assim, com o objetivo de mitigar o sofrimento dos pacientes portadores do HIV,
o Ministério da Saude desenvolve estratégias de enfrentamento, porém, muitas vezes nao
sdo adotadas devido as diferengas sociodemograficas, sociais e culturais. Nestes casos,
verifica-se que muitos pacientes preferem nao ter conhecimento sobre a doenca por
apresentarem medo, o que prejudica seu prognéstico, além de aumentar o risco de
transmitir o virus para mais pessoas. Para tentar transpor essas barreiras, o Ministério da
Saude criou o Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA), o qual € de fundamental
importancia para o diagndstico precoce do HIV, em brasileiros com maior exposigcéo e
vulnerabilidade ao virus. Além de aconselhar e ajudar aqueles com maior deficiéncia
social (Ministério da Saude,2011;CHAO, T. 2012).

Criados no final da década de 90, os CTA's s&o centros onde sdo realizados testes
rapidos, aconselhamentos, ajuda psicossocial e disponibilizagdo de terapia
antiretroviral(TARV) para o paciente de forma individualizada e sigilosa, reduzindo o
sofrimento psicolégico dos mesmos, visto que se baseia em uma forma mais humanizada

de olhar para a doenca (Wright,2012).
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CONCLUSAO

O surgimento do primeiro teste sorolégico anti-HIV, classificado como de primeira
geragao, proporcionou maior seguranga aos bancos de sangue, contudo o periodo da
janela imunolégica era extenso. Ao longo dos anos houve uma grande evolugdo no
desenvolvimento de diferentes métodos diagnéstico, bem como houve uma otimizagao
desses testes no sentido de reduzir a janela imunolégica para um periodo de apenas duas
semanas. Além disso, o surgimento dos testes rapidos conferiu vantagens significativas
na gestao do tempo, aliado a alta sensibilidade, redug¢ao do custo, facilidade de execugéo,
sem haver necessidade de uma infraestrutura laboratorial. Nesse sentido, o Ministério da
Saude disponibiliza esses testes rapidos na rede publica proporcionando para a
populagcdo o acesso ao seu diagnostico. Contudo, ainda ha um grande numero de
portadores do HIV que desconhece seu estado soroldgico, contribuindo assim para a
disseminagao da doencga. Dado o crescimento do numero de casos de AIDS,torna-se
urgente a realizagdo de campanhas que possam promover uma sensibilizacdo dos

indviduos no sentido de concientiza-los quanto a importancia da realizacao do teste.
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