Dinamica da viremia do HIV e da soroconversdo de anticorpos em doadores de
plasma: implicacdes para diagnostico e estadiamento da infeccao primaria pelo
HIV
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Objetivos: A caracterizagdo de infeccdo primaria pelo HIV através da analise de
amostras seriadas de plasma de pessoas recém-infectadas, usando multiplos ensaios
virais padronizados.

Desenho do estudo: Um estudo retrospectivo envolvendo dois conjuntos de
amostras armazenadas de doadores de plasma infectados pelo HIV. (A) 435 amostras
com resultado reagente por imunoensaio enzimatico anti-HIV, provenientes de 51
doadores, obtidas entre 1984-1994; (B) 145 amostras com resultado reagente em
ensaio de triagem de antigeno p24, provenientes de 44 doadores, obtidas no periodo
entre os anos de 1996-1998.

Cenario: Duas empresas estadounidenses de hemoderivados.

Principais medidas de desfecho: O periodo de tempo do surgimento de marcadores
de HIV-1 e as concentragdes de carga viral durante a infecgdo primaria pelo HIV.

Resultados: O padrdo de surgimento sequencial de marcadores virais nos painéis ‘A’
foi altamente consistente, permitindo a definicdo e a estimativa da duracdo de seis
estagios sequenciais. A partir dos painéis ‘B, a carga viral na soroconversdo do
antigeno p24 foi estimada por andlise de regresséo em 10.000 coépias/mL (IC 95%
2000-93000) e a taxa de replicagdo de HIV em 0,35 log copias/mL/dia,
correspondente ao tempo de duplicagdo na fase de pré-soroconversao de 20,5 h (IC
95% 18,2-23,4 h). Consequentemente, um teste de RNA com sensibilidade de 50
cépias/mL detectaria a infecgao pelo HIV aproximadamente 7 dias antes de um teste
de antigeno p24, e 12 dias antes de um teste sensivel de anticorpos anti-HIV.
Conclusao: O surgimento sequencial da reatividade nos testes permite a
classificacéo de infeccdo primaria por HIV-1 em estagios laboratoriais distintos, que
pode facilitar o diagnéstico de infecgdo recente e a estratificagdo de pacientes
incluidos em ensaios clinicos. A andlise quantitativa das taxas de replicagao pré-
soroconversao de HIV é Util para estimar a eficacia e o valor preditivo de ensaios que
visem a infecgéo primaria pelo HIV.
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Introducio

Uma compreensdo detalhada do curso da viremia e
soroconversdo durante a infeccdo primdria por HIV € um
pré-requisito para aperfeicoar algoritmos de triagem e
diagnéstico [1-4], e poderd prover dados de referéncia tteis
para ensaios clinicos, por exemplo, proporcionando uma
nova base para a estratificacdo de pacientes em diferentes
bracgos do estudo.

Em virtude da dificuldade em se obter amostras de sangue
que representem a fase inicial da infec¢do aguda pelo HIV
em pacientes clinicos, j4 que a maioria dos pacientes nao
procura atendimento médico nas primeiras semanas ou
meses apds a infec¢do, recorreu-se as amostras
armazenadas, amostras de plasma congeladas obtidas de
doadores de plasma que, por causas ndo relacionadas a
doagdo, foram infectados pelo HIV e viram-se impedidos de
fazer mais doac¢des. Como doadores de plasma fazem
doagdes em média duas vezes por semana, e cada doagdo é
testada para HIV e € guardada por 60 dias antes de ser
liberada. As amostras armazenadas dos doadores oferecem
um registro unico da infec¢do em intervalos de tempo
anteriores a exposi¢do ao virus até a soroconversio e o
periodo subsequente.

Com o objetivo de elaborar uma linha do tempo detalhada
do aparecimento de marcadores da infec¢g@o pelo HIV RNA,
antigeno do HIV-1 (p24), anticorpos anti-HIV e reatividade
das bandas do Western blot, foram utilizados estes ensaios
em um painel de doadores de plasma composto de 435
amostras provenientes de 51 doadores. Um segundo grupo
separado, de 145 amostras provenientes de 44 doadores de
plasma representando apenas o periodo anterior a
soroconversdo, foi analisado em paralelo com ensaios de
HIV-RNA e de antigeno p24 para desenvolver um modelo
que permitiria prever com quanta antecedéncia os testes
quantitativos de RNA detectam infeccdo em face a
reatividade ao antigeno p24.

Materiais e Métodos

Painéis de doadores de plasma em soroconversao

As doagdes de plasma (600-800 ml) proveniente de
doadores de plasma foram coletadas de maneira habitual em
intervalos aproximados de duas vezes por semana, e
armazenados a -20°C ou menos. Logo apds a confirmagao
da soroconversao ou presenca do antigeno p24, os doadores
foram permanentemente impedidos de fazer novas doagdes,
e todas as doacdes de plasma em quarentena, por exemplo,
doagdes retidas habitualmente, sem distribuicdo, por um
periodo de espera de 60 dias, foram retiradas do
armazenamento para a constituicdo de painéis com amostras
de plasma sequencialmente obtidas de doadores em
soroconversdo. Cada doagdo foi rapidamente descongelada,
separada em aliquotas e as aliquotas novamente congeladas
a -20°C ou menos. Aliquotas de doagcdes em série foram
codificadas, compiladas e mantidas em painéis andnimos,
ndo vinculados individualmente aos doadores. Registros de
dados de visita de cada doador, assim como os resultados de

testes de laboratério de cada aliquota de plasma foram
inseridos em um banco de dados computadorizado. O painel
de amostras foi obtido da Alpha Therapeutic Corporation
(Los Angeles,CA, USA) e Boston Biomedica (West
Bridgewater, MA, USA).

Foram examinados dois grupos de painéis de doadores.
(A) O primeiro grupo de 435 amostras, proveniente de 51
doadores que apresentaram soroconversdo de acordo com
os resultados obtidos ensaios de triagem de anticorpos
anti-HIV, no periodo entre junho de 1984 e outubro de
1994. As amostras incluidas nos painéis foram obtidas
vérias semanas antes da soroconversao e foram coletadas
por um periodo de até seis meses apds a detec¢do de
anticorpos anti-HIV. A mediana do intervalo entre as
doagdes foi de cinco dias (variando de 1-204 dias). (B) O
segundo grupo de 145 amostras representa doacdes em
série de 44 doadores de plasma que se tornaram HIV
positivo no periodo entre junho de 1996 e margo de 1998,
ap6s a introducgdo da rotina de triagem do antigeno p24
do HIV. As amostras foram  caracterizadas,
adicionalmente, por triagem estadiamento com uma
andlise de HIV-RNA, e foram selecionadas para
representar somente o periodo pré-soroconversdo. A
presente andlise incluiu as amostras que obtiveram
resultado igual ou superior a 100 cOpias/mL
(sensibilidade analitica do ensaio) em um ensaio de HIV-
1 RNA utilizando o método que emprega uma reagdo da
transcriptase reversa, seguida de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) durante o primeiro pico de viremia e
reatividade no ensaio de anticorpos anti-HIV. A mediana
dos intervalos entre as doacdes foi de 4 dias (variando de
1 a 10 dias).

Ensaios para marcadores do HIV-1

Painéis de doadores foram testados em paralelo com uma
série de ensaios comerciais para a deteccdo de dcidos
nucleicos e de sorologia do HIV de acordo com as
recomendagdes dos fabricantes. Os ensaios de
quantificacdo de HIV RNA por PCR utilizados foram o
conjunto diagndstico Amplicor HIV Monitor (Roche
Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA) em um
equipamento PCR Perkin-Elmer GeneAmp 9600
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ou o ensaio
SuperQuant desenvolvido pelo National Genetics
Institute (Los Angeles, CA, USA). O ensaio para a
deteccdo do antigeno p24 do HIV-1 foi realizado
utilizando um ensaio imunoenzimatico (EIA; Coulter
Corporation, Hialeah, FL, USA) aprovado pelo Food and
Drug Administration (USA), sem a etapa da dissociacdo
do complexo imune. Anticorpos anti-HIV foram
detectados usando um ensaio imunoenzimdtico indireto
(formato “sanduiche”) de Segunda Geracdo (Genetic
Systems Corp, Redmond, WA, USA) e um ensaio
imunoenzimdtico “sanduiche” HIV-1/HIV-2 de terceira
geracdo com sensibilidade para IgM estabelecida (Abbott
no. 3A77; Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA). As
amostras que reagiram ao ensaio imunoenzimatico foram
testadas por Western blot (Cambridge Biotech,
distribuido pela Ortho Diagnostics, Raritan, NJ, USA).



AIDS 2003, Vol 17 No 13

Desenvolvendo um modelo de relagdo entre os
niveis de HIV-1-RNA e a razdo sinal/ponto de
corte do antigeno p24 no periodo pré-
soroconversao

Esta andlise baseou-se no grupo ‘B’ de painéis de
doadores de plasma. Os resultados em log do HIV RNA e
razdo sinal/ponto de corte (S/CO) foram plotadas contra
dia de coleta da amostra. A razdo S/CO do antigeno p24
representa a intensidade da rea¢do em relacdo a um nivel
de ponto de corte, de modo que as relagdes entre S/CO
iguais ou. maiores que 1 (de forma equivalente, as razdes
S/CO do antigeno p24 log;y maiores ou iguais a 0) sdo
consideradas como sendo reativas ao antigeno p24. O
primeiro dia de deteccdo de RNA superior a 100
copias/mL pelo ensaio quantitativo de HIV-RNA foi
definido arbitrariamente como dia 0 na linha do tempo
para cada doador de plasma. Esta definicdo tem um
impacto no célculo do coeficiente linear e sua correlagdo
no modelo, mas ndao afeta de maneira substancial os
objetivos da andlise, pois consideramos somente as
diferencas na linha do tempo. De cada doador foram
incluidos resultados para todas as amostras ‘iniciais’, as
quais foram definidas como sendo aquelas amostras, em
que o HIV RNA log;y era maior do que 4,45, e incluindo
a primeira amostra, mantendo 97 de um total de 145
amostras para os célculos do modelo. O ponto de corte foi
decidido apds a inspec¢do visual do grafico dos niveis de
HIV-RNA ao longo do tempo; acima deste ponto de corte
de carga viral ndo havia mais um aumento consistente nos
niveis de RNA, indicando que as taxas de replicagdo viral
foram mais baixas, e foram inconsistentes com a
dindmica do aumento da carga viral, caracterizando a fase
inicial do aumento da viremia. A partir dos dados,
desenvolvemos um modelo de regressao dos niveis de
HIV-RNA e da razdo S/CO do antigeno p24 em fungdo
do tempo (ver secdo de Avaliacdo Estatistica). Para cada
doador, o modelo permitiu a predi¢do de: (i) o nivel de
HIV-RNA na soroconversdo do antigeno p24, por
exemplo, quando a razdo S/CO do antigeno p24 log;, for
igual a 0; (ii)) o tempo, em dias, quando ocorre a
soroconversdo do antigeno p24, relativo ao primeiro dia
possivel de detec¢do de RNA; e (iii) o tempo, em dias,
relativo a soroconversiao do antigeno p24, quando o HIV
RNA alcanga os niveis definidos durante a fase inicial de
aumento da viremia. Para as predi¢des acima citadas dos
niveis de RNA e de diferencas de tempo, intervalos de
confianca de 95% foram calculados utilizando um
bootstrap paramétrico [5]. Observe que este calculo
geralmente extrapola além dos dados disponiveis as vezes
extrapolando além do tempo previsto quando a
soroconversdo do antigeno p24 ocorre, frequentemente
extrapolando antes do tempo previsto, quando os niveis
de HIV-RNA sdo iguais a 100, e sempre extrapolando
antes do tempo previsto quando HIV RNA alcanga niveis
definidos inferiores a 100). Assim, o modelo se apoia no
pressuposto da linearidade (na escala logaritmica).
Também, o tamanho relativamente pequeno da amostra
(97 amostras de 44 doadores) limita a precisdo do modelo
na predi¢do das “reais” taxas de replicacdo viral durante a
fase de aumento da viremia. Além disso, a representagao
desigual de doadores no modelo (nimero de amostras por

doador variou de um até quatro) poderia potencialmente
introduzir um viés, se houvesse uma relacio entre a taxa
de replicagdo viral de um doador e o seu nimero de
amostras. Apesar destas limitacdes, o modelo oferece
uma aproximacao das relacdes dos niveis de HIV-RNA e
arazdo S/CO do antigeno p24 ao longo do tempo.

Avaliacdo Estatistica

Estatistica descritiva e comparagdes entre os grupos (teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney estratificado e Kruskal-
Wallis estratificado) foram calculados (SAS Institute,
Cary, NC, USA). A significancia estatistica foi obtida se P
< 0,05. A duracdo dos periodos da janela especificos de
cada ensaio foi estimada adaptando um modelo paramétrico
de Markov aos dados, conforme descrito anteriormente [6].
A adequacdo do modelo de Markov para estes dados foi
confirmada utilizando um modelo ndo paramétrico semi-
Markov e um modelo que permitiu o rastreamento
(correlagdo positiva entre tempos entre a sequéncia de
eventos [7]). As relacdes entre HIV RNA e a razdo S/CO do
antigeno p24 ao longo do tempo foram avaliadas com um
modelo de regressdo linear de medidas repetidas bivariadas
[8]. Através da equacdo, cada doador apresentard um
coeficiente linear (intercepto da reta no eixo y) € um
coeficiente angular (inclinagdo da reta de regressdo). As
inclinagdes permitem que cada doador tenha uma tnica taxa
de acréscimo ou ‘tempo de duplicagdo’ para RNA e para o
antigeno p24. O modelo de correlagdo inclui correlagdo
entre o intercepto e uma correlagdo entre as inclinagdes (por
exemplo, o antigeno p24 no dia 0 é correlacionado com o
RNA no dia 0, o ‘tempo de duplicacio’ para RNA ¢
correlacionado com o ‘tempo de duplicacdo’ para o
antigeno p24). Os parametros do modelo foram calculados
usando o software estatistico SAS (SAS Institute).

Resultados

Estdgios iniciais da infec¢do pelo HIV

De 435 amostras sequenciais de 51 doadores de plasma que
soroconverteram (painéis ‘A’), 113 amostras foram ndo
reativas em todos os ensaios empregados; as 322 amostras
restantes foram reativas em um ou mais ensaios. O padrio
da reatividade dos ensaios em amostras seriadas foi
altamente consistente para cada doador, o que nos
estimulou a propor os seguintes estdgios laboratoriais da
infec¢do primdria por HIV-1: estagio I: HIV presente em
amostras de sangue, apenas ensaio de RNA positivo;
estagio II: Testes positivos de RNA e antigeno p24 do HIV-
1, ndo reativo ao ensaio de anticorpos anti-HIV; estagio III:
RNA, antigeno do HIV-1 (p24) e imunoensaio enzimatico
de 3° Geracdo' reagentes, porém Western blot sem bandas
especificas de HIV-1; estdgio IV: idem ao estagio III, mas,
com o padrdo de Western blot indeterminado, ou seja, a
presenca de bandas de Western blot especificas de HIV-1
que falham em cumprir critérios de interpretacdo para
Western blot reativo definido pela USA Food and Drug

1 ~ . . . L.

Nota de tradugdo: “imunoensaio enzimatico capaz de
detectar [gM” foi traduzido como “imunoensaio enzimatico
de Terceira Geragdo”.
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Administration como a reatividade para duas das seguintes
das trés bandas: p24, gp 41, gp 120/160; estagio V: idem ao
estdgio IV, mas com padrdo de Western blot reativo, exceto
pela auséncia de reatividade da banda p31 (pol); estagio VI
idem ao estdgio V, porém com padrdo completo de
reatividade no Western blot incluindo a banda p31.

A figura 1 demonstra como as amostras reativas
representam todos os seis estdgios, e apresenta detalhes de
reatividade do ensaio para painéis do doador
representativos. A Tabela 1 apresenta projecdes da duracio
de cada estdgio proveniente da adaptagdo de um modelo
paramétrico de Markov para os dados. Particularmente, a
duracdo projetada de cada um dos estagios I[-IV €
relativamente curta, durando em média somente de 3 a 5
dias, enquanto o estidgio V (Western blot positivo sem
banda p31) é estimado durar 69,5 dias em média. Nenhum
limite de duragdo foi definido para o estdgio final VI,
caracterizado por um padrio completo de bandas no
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Western blot. Com base nos resultados publicados
anteriormente, o estdgio VI pode ser subdividido ainda em
infec¢do recente versus infec¢do cronica inicial, conforme
ilustrado na Fig. 2.

Inerente ao conceito proposto de estadiamento em
laboratério a atribuicdo do estdgio é dependente da
sensibilidade do ensaio. O imunoensaio enzimadtico (EIA)
de segunda geragcdo, menos sensivel, se torna reativo, em
média, uma semana ap6s o imunoensaio enzimdtico (EIA)
de 3° Geragdo. Amostras com padroes de bandas
indeterminados no Western blot (estdgio IV) reagiram de
forma inconsistente com este imunoensaio enzimatico
(EIA) (nove de 39 amostras, 23%); entretanto, foram
observadas taxas de reatividade mais elevadas para
amostras classificadas como estdgio V (118 de 143, 83%) e
VI (46 de 46, 100%).
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Fig. 1. (a) Visdo geral de padrdes de reatividade de amostra (correspondente aos estagios I-VI) para cada um dos 51
doadores de plasma dos painéis ‘A’. O nimero médio de amostras por estdgio para cada painel de doador variou de
um para dois para os estdgios de curta duragdo I-IV e foi mais elevado (média 3,5) para os estdgios de maior duragido
V e VI (b-d) Resultados de cada teste, por exemplo, HIV-RNA log,, cépias/mL c6pias/ml (quadrados preenchidos),
razdo S/CO do antigeno p24 (Ag) (circulos ndo preenchidos), razdo S/COe de anticorpos anti-HIV por imunoensaio
enzimatico (EIA) de 3° Geracio (circulos preenchidos) e padrées de banda de Western blot anti-HIV para trés painéis
representativos de doador de plasma [doadores 51, 45, e 7 em (a)]. Os cédigos de letras simples, nos graficos indicam
o surgimento de um novo padriao de banda de Western blot (N, ndo reativo; I, indeterminado; P*, reativo sem p31; P,
totalmente reativo). Ab, Anticorpo. (b) O padrdo de reatividade em um doador que contribuiu com seis amostras que
representam o estagio I até o inicio do estdgio V (Western blot P*), o qual é alcancado, neste caso, no dia 17 a partir
da primeira amostra detectdvel lde RNA. (c) Os resultados para 17 amostras que representam estdgios I-VI
(reatividade completa do Western blot), o qual é alcangado neste doador no dia 56. (d) Um caso no qual a primeira
amostra reativa ja € representativa do estdgio IIl (imunoensaio enzimdtico (EIA) anti-HIV de 3° Geragdo reativo)
com as amostras subsequentes progredindo para os estidgios V e VI em 10 e 65 dias, respectivamente.
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Tabela 1. Estadiamento laboratorial de infeccdo primdria de infec¢do por HIV com base no
surgimento de marcadores virais em 51 doadores de plasma com soroconversao.

Marcador

Anticorpo (EIA) Duragéo em dias (95% IC)?

P24 ——  Western
Estdgio RNA  Antigeno NS S blot Individual Cumulativo
I + - - - - 5.0 (3.1,8.1) 5.0 (3.1, 8.1)
Il + + - - - 5.3(3.7,7.7) 10.3 (7.1, 13.5)
1] + + - + - 3.2(2.1,4.8) 13.5 (10.0, 17.0)
v + +- - + [ 5.6 (3.8,8.1) 19.1 (15.3, 22.9)
\Y + +/— +/— + +P 69.5(39.7,121.7) 88.6(47.4,129.8)
\ + +/— + + + Sem limite de duragéo Sem limite de duragao

aOs célculos se baseiam em um modelo paramétrico de Markov.
bSem banda p31.
IC Intervalo de confianga; I, indeterminado; NS, néo sensivel, refere-se a imunoensaio enzimatico (EIA) ndo

sensivel a IgM, (2° Geragao); S, sensivel, refere-se a imunoensaio enzimatico (EIA) de 3° Geragao.

Relacdo entre estidgios do HIV e os niveis de
HIV-1-RNA

Os niveis de HIV-1-RNA ndo sdo iguais nos seis estdgios
(P< 0,001, teste Kruskal-Wallis estratificado). A mediana
dos niveis de HIV-1-RNA no estdgio II tende a serem, em
média, 2 log;, mais elevada que os do estagio I (Fig. 2, e
P< 0,001, teste Mann-Whitney estratificado). Em outras
comparagdes sequencias pareadas através dos estagios
apresentaram niveis de RNA equivalentes nos estagios II,
IIT e IV, e decrescentes nos estagios V e VI (Fig. 3,e P =
0,09 estagio II versus III, P = 0,05 estagio III versus IV, P
< 0,001 estagio IV versus V, e P < 0,001 estigio V versus
VI).

Modelo de predicio de HIV-1 RNA e razdo
S/CO do antigeno p24 no periodo pré-
soroconversao

O HIV-RNA e a razdo S/CO do antigeno p24 no grupo
‘B’ de painéis de doadores de plasma, representando a
fase inicial de viremia, se elevaram concomitantemente
por 13 dias desde primeira detec¢do de RNA (Fig. 4a, b).
Conforme observado para os painéis de doadores ‘A’, a
mediana dos niveis de HIV-1-RNA nas 85 amostras do
estagio. II dos painéis ‘B’ foram, em média, 2 log;o, mais
elevados que os das 60 amostras de doadores do estagio I
(P < 0,0001, teste Mann-Whitney estratificado). No
modelo de regressdo linear, o coeficiente angular para
HIV-RNA log;o e a razdo S/CO do antigeno p24 foram
calculadas, obtendo o coeficiente angular de 0,35 e 0,23,
respectivamente, sugerindo um aumento médio na carga
viral de HIV de 0,35 log; (aumento de aproximadamente
2.2 vezes de HIV-RNA em cépias/mL) por dia,
correspondendo ao ‘tempo de duplicacdo’ de HIV-RNA
em cépias/mL de 20,5 h [Intervalo de Confianga 95% (IC)
18,2-23,4 h] durante este periodo de expansdo dindmica
[11].

da Carga Viral. A correlacgio do HIV-RNA e os
coeficientes lineares e angulares do antigeno p24 foram
respectivamente de 0,94 e 0,82. A correlagdo de
coeficiente angular de 0,82 entre individuos da suporte ao
pressuposto de um aumento simultdneo da HIV-1 RNA e
arazdo S/CO do antigeno p24 durante esta fase.

A partir do modelo de regressdo mostrado na Fig. 4c, a
estimativa pontual para a concentragdo de HIV-1-RNA na
soroconversdo do antigeno p24 ¢é 4,01 logy, (10.000)
copias/mL, com IC estimado de 95% de 3,31-4,97 log;,
(2.000-93 000 copias/mL). A Fig. 4c também ilustra a
derivacdo de intervalos de tempo relativa a soroconversao
do antigeno p24 quando se espera que ensaios HIV-RNA
possam detectar virus em amostras diluidas (pool) e nao
diluidas.

Estimativa do encerramento da janela
diagnostica e eficicia dos ensaios de antigeno
p24 e ensaios individuais € em mini pool de
acidos nucleicos

As reducdes médias da janela imunoldgica para o teste do
antigeno p24 (equivalente a duracdo do estagio II no
presente estudo), assim como para o teste de mini pool e
teste individuais de doadores de 4cidos nucleicos,
derivados dos calculos do modelo aqui relatados sdo
mostrados na Tabela 2 frente a um imunoensaio
enzimatico (EIA) de anticorpos anti-HIV de 3° Geracdo
com uma janela imunolégica de 22 dias [3]. Estas
projecdes também assumem que oS pacientes irdo buscar
atendimento, dentro dos estdgios definidos, a uma taxa
consistente com a durag@o de cada estagio, enquanto que
em diferentes circunstancias de triagem, a presenca ou
nao de comportamento de risco recente ou de sintomas ird
provavelmente influenciar a probabilidade de busca por
atendimento
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Fig. 2. Uma exposicdo esquemdtica semiquantitativa da progressdo de marcadores de HIV. De cima para baixo: WB,
Western blot, Ab, Anticorpo, anti-HIV, RNA, HIV RNA, LS-Ab. Anticorpo HIV determinado por estratégia de teste
de imunoensaio enzimatico sensivel/menos sensivel [9], um ensaio ndo realizado neste estudo; p24 Ag, antigeno p24
do HIV, do momento da exposi¢do (dia 0) até os 200 dias de infeccdo. Conforme cada um dos marcadores aparece na
corrente sanguinea, ¢ atribuido um novo estdgio da infec¢do a partir de O (fase eclipse, ecl., caracterizado por
marcadores virais ndo detectdveis em amostras de sangue; com relatos de que a duragdo, € em média, de até 11 dias a
partir exposicdo viral [10]), passando pelo estdgio I (viremia HIV RNA definitiva), estagio II (antigenemia p24),
estadgio III (imunoensaio enzimdtico de anticorpos anti- HIV (EIA) reagente), estigio IV (Western blot
indeterminado, ‘T’), estdgio V (Western blot positivo sem a banda p31, ‘P ’) e estdgio VI (Western blot positivo, ‘P’
com a banda p31). Estdgios I-VI foram derivados da andlise do grupo ‘A’ de painéis de soroconversdo de doadores de
plasma como descrito aqui. Observe que a incorporagdo de teste EIA sensivel/menos sensivel (ndo realizado neste
estudo) permitiria ainda a caracterizagdo de amostras do estdgio VI como representagdo de infeccdo recente versus
infec¢@o cronica inicial, i.e., infeccdo que ocorreu dentro do periodo de aproximadamente 6 meses a partir da
soroconversdo identificada por um imunoensaio enzimético de 3° Geragdo versus infeccdo que ocorreu além desse
periodo [9]. O ponto de corte (“cutoff”) da densidade 6tica padronizada (OD) para os imunoensaios enzimaticos
(EIA) sensivel/menos sensivel pode ser alterado, com pontos de corte entre 0,5 a 1,0. Na figura sdo exibidos os
resultados de um ponto de corte de densidade 6ptica de 0,75, conforme a publicacio original [9]. Pontos de corte
entre 0,5 e 1,0 resultariam em demarcagdes médias de infec¢des recentes para infecgdes cronicas iniciais em 124 e

186 dias, respectivamente.
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Fig. 3. Mediana de HIV-RNA log;, (c6épias/mL) (dentro das caixas), nimero de amostras analisadas e duracdo em dias
(abaixo de cada caixa) para cada estdgio de infec¢do pelo HIV como definido neste estudo. Os resultados para um total
de 322 amostras sdo exibidos, representando 51 painéis de soroconversdo obtidos a partir de doadores de plasma. As
barras horizontais nas caixas representam medianas; os limites maximos e minimos das caixas dos percentis de 75 e 25,
e as barras dos percentis de 90 e 10, respectivamente. Os valores acima do percentil 90 e abaixo dos percentis 10 sdo
representados como circulos. Observe que a mediana de HIV-RNA em cépias/mL no estdgio II (reativa ao antigeno
p24) excedem 100.000 (5 log)p) e que todas as amostras, com excecdo de duas, possuem niveis de HIV-RNA maiores

que 10.000 copias/mL (4 logo).

Discussio

Com base em nossa observagdo de que a reatividade
do ensaio HIV-1 progrediu sequencialmente e de
forma altamente consistente em doadores de plasma
soroconversores, nds propomos um sistema de
estadiamento laboratorial da infec¢do primdria pelo
HIV que inclui seis estagios, cada um definido por um
padrdo tdnico de reatividade de ensaio (Fig. 2).
Consistente com resultados prévios [16], encontramos
picos de carga viral do HIV durante a soroconversio
(estagio III), seguido de um declinio na direcdo de um
estado aparente de plato coincidindo com a maturacio
do Western blot (estagios V VI; Fig. 2). Em nenhum
de nossos casos os niveis de HIV-RNA se tornaram
indetectaveis durante o estdgio VI, embora isto tenha
sido reportado em alguns casos quando a metodologia
padrdo de HIV-RNA for utilizada [17]. Nestes casos,
o HIV RNA foi detectdvel utilizando métodos
ultrassensiveis [17]. O antigeno p24 do HIV-1 foi
detectado em todas as amostras durante os estagios Il
e III, mas foi desaparecendo subsequentemente de
maneira gradual, consistente com a formagdo do
complexo imune entre o antigeno e os emergentes
anticorpos anti-HIV [3, 18,19]. A presenca de bandas

de Western blot que definem a infec¢do por HIV, mas
com a auséncia de reatividade da banda p31 (estdgio
V), foi indicador de soroconversido dentro dos 2-3
meses anteriores, um achado confirmado em um
estudo recente de 98 individuos recém-infectados
identificados na rede do Programa de Pesquisa de
Infeccdo Aguda e Doenga Precoce [20].

Ao oferecer estimativas para periodos de janela
diagnostica associados aos ensaios virais em sua
metodologia padrdo para HIV-1, nos quais o periodo
de janela € definido como periodo de tempo entre a
infectividade e a detectabilidade de infeccdo pelos
ensaios, o sistema de estadiamento proposto tem
aplicacdo direta nos propdsitos de triagem de doador
de sangue e na prevencdo da propagacdo de HIV em
outros cendrios. Com base em uma janela
imunolégica pressuposta de 22 dias para a deteccdo de
anticorpos de HIV por imunoensaio enzimatico (EIA)
de 3° Geracdo, e aproximadamente 5 dias para cada
um dos dois estigios de pré-soroconversio
caracterizados neste estudo, obtivemos as estimativas
dos periodos de janela potencialmente infecciosos
para o antigeno p24 e HIV RNA de,
aproximadamente, 17 a 12 dias respectivamente. Estas
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estimativas podem, entdo, ser combinadas com os
dados da taxa de incidéncia para estimar os riscos da
transfusdo das unidades na janela diagndstica no
contexto de diferentes cendrios de triagem de doador
[21,22].

Como a extensdo da janela imunolégica depende da
sensibilidade do ensaio, nossa estimativa de periodo
da janela de 5 dias para a deteccio de HIV-RNA
reflete a sensibilidade um pouco menor de um ensaio
de PCR transcriptase reversa de geracdo anterior. Para
poder estimar as duragdes da janela imunoldgica para
testes mais recentes de HIV-RNA ultrassensiveis,
desenvolvemos uma abordagem para relacionar o
nimero de copias de HIV-RNA durante a fase
dinamica da expansdo viral inicial para a evolucdo da
reatividade do antigeno p24 ao longo do tempo.
Utilizando um modelo de regressao linear de medidas

repetidas bivariadas e andlise de regressdo linear,
pudemos, entdo, estimar o nimero médio de cdpias
HIV-RNA no momento da soroconversao do antigeno
p24, e estimar os niveis de HIV-RNA em momentos
anteriores em relacdo a detectabilidade do marcador
p24. O modelo prevé um nivel médio de HIV-RNA de
10.000 cépias/mL (95%IC 2.000-93.000 cépias/ml)
quando o antigeno p24 se torna detectivel, e um
aumento de 0,35 log,y HIV RNA por dia
Considerando que os ensaios HIV-RNA apresentam
diferentes limites de deteccdo, projetamos que um
ensaio com sensibilidade de 50 cépias/mL detecta
HIV aproximadamente 7 dias antes que o teste do
antigeno p24, e que o limite de detecgdo tedrica de 1
cépia/mL HIV seria alcangado, aproximadamente, 11
dias mais cedo.
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Fig. 4. (a) Carga viral de HIV (log;y cépias/mL) em 97 amostras obtidas a partir de 44 doadores de plasma
soroconversores em funcéo de tempo a partir das primeiras amostras com HIV-RNA positivo (dia 0). Os valores de HIV-
RNA refletem a fase inicial de aumento da viremia (ver Métodos). Os valores seriados de um mesmo doador estdo
conectados por linhas retas na cor cinza. As linhas sélidas na cor preta representam os valores de RNA que
correspondem ao coeficiente linear e coeficiente angular médios decorrentes de modelos matematicos de valor de RNA
individuais. (b) A razdo S/CO do antigeno p24 em log;, para as mesmas amostras em (a). As linhas sélidas na cor preta
representam os valores do antigeno p24 (Ag) que correspondem a coeficiente linear e coeficiente angular médios obtidos
a partir de modelo matemadtico de valores individuais de antigeno p24. (c) O célculo de intervalos de tempo. Para um
dado coeficiente linear e angular (aqui a mediana do coeficiente linear e angular sdo usados), o tempo de soroconversiao
do antigeno p24 [relagdo S/CO de antigeno p24 log;o = 0] pode ser determinado e estabelecido como tempo 0. Entdo, os
momentos em que HIV-RNA log;, cépias/mL € igual aos valores do ponto de referéncia podem ser determinados com
relacdo ao tempo de soroconversao do antigeno p24. As linhas a-d e setas indicam os dias em relacdo a soroconversdo do
antigeno p24 quando HIV-RNA log;, cépias/mL sdo 4 (10.000), 3 (1.000), 1,7 (50) e O (1), correspondendo aos limites
de deteccdo para teste de antigeno p24, teste de dcido nucleico mini-pool, teste de acido nucleico individual e um ensaio
de teste de 4cido nucleico tedrico com maxima sensibilidade, respectivamente. Consequentemente, espera-se que o teste
de 4cido nucleico em mini-pool detecte HIV em média 3 dias antes que o teste do antigeno p24, e teste de dcido
nucleico individual detectaria o virus 7 dias mais cedo. Espera-se que um ensaio de teste de acido nucleico tedrico,
capaz de detectar de maneira confidvel 1 copia/mL HIV, torne-se reativo aproximadamente 11 dias mais cedo que o teste
de antigeno p24.

Tabela 2. Eficacia estimada dos ensaios de antigeno p24 e RNA em comparagao ao imunoensaio enzimatico na identificagdo de infecgdes agudas

pelo HIV.
Estimativa do nimero de infecgdes pelo HIV diagnosticadas
durante o periodo de janela diagnéstica a cada 1.000 individuos em
diferentes cenarios de testagem.?
Estimativa da
Nivel presumido redugdoda
de deteccgéo por janela dagnéstica B Doadores de Clinica de DST Clinica/Servico de
Ensaio HIV RNA (copias/mL) (em dias) emrelagdo  sangue (T1 % (TI%100/105 p.a.)  Alto Risco (TI1410
ao imunoensaio (EIA)  1.6/10%p.a.) 000/10%p.a.)
de 3°Geragao
Antigeno p24 10000 5 0.00022 0.014 1.4
RNA em Minipool 1000 8 0.00035° 0.022° 2.2°
RNA Individual 50 12 0.00053 0.033 3.3

Sao mostradas as redugdes estimadas na janela diagnéstica e eficacia na identificagéo de infecgdes na janela diagnéstica pelos ensaios
de antigeno p24, ensaios mini-pool com 20 membros e de HIV-RNA individual (nédo diluido) em relagdo a um imunoensaio enzimatico
(EIA) de 3° Geragao (janela diagnéstica de 22 dias). O término do periodo de janela diagnéstica para o antigeno p24 em relagéo a um
imunoensaio enzimatico baseou-se em uma duragdo média de 5 dias a partir da reatividade do antigeno p24 para o imunoensaio
enzimatico (EIA) de 3° Geragéo no presente estudo; outras redugdes para mini-poo/ € RNA individual baseiam-se em calculos de
modelos aqui relatados. A Taxa de Incidéncia (TI) representativa de infecgdo pelo HIV em doadores de sangue baseia-se nos dados da
Cruz Vermelha Americana para o periodo de 2000-2001 [12]. A Tl em clinicas de doengas sexualmente transmissiveis (DST) (0,1%)
reflete a Tl entre heterossexuais em uma extensa pesquisa de areas metropolitanas nos EUA [13]. A Tl para uma hipotética ‘clinica de
alto risco’ foi definido como 100 vezes mais elevada com base na Tl em certas clinicas em San Francisco que excederam a Tl em 15
vezes ao de uma clinica padréo [9].

a A Taxa de Incidéncia (Tl) representativa por 100 000 pessoas-ano (p.a.) € dada para cada cenario de testagem.

b A eficacia observada em 19.811.809 doagdes de triagem de 1999 a 2002 foi igual a 0,00025 por 1000 [12].

c A eficacia observada em 8.505 amostras de individuos consecutivos encaminhados para testagem e aconselhamento de HIV durante
um periodo de 20 dias uteis em 2001 em 110 locais de testagem publicos na Carolina do Norte foi igual a 0,49 por 1000 [15]. As
amostras neste estudo foram testadas em pools com um ensaio de HIV-RNA com sensibilidade efetiva de 1800 copias/mL. A Tl na
populagdo testada nao foi informada, mas espera-se que tenha ficado entre 100-10.000/ 10° pessoas-ano, por exemplo, a Tl que
pressupomos para a clinica padréo e a hipotética ‘clinica de alto risco’, respectivamente.

Nosso modelo também permite projecdes de periodo da
janela para testar amostras em pool com testes HIV-
RNA, como ¢€ feito atualmente na triagem de doadores de
sangue nos EUA [23]. Nesta situacdo, os virus presentes
em uma amostra seriam diluidos no pool, reduzindo a
sensibilidade aparente do ensaio. Se o grupo contém 20
amostras, como na média da utilizacdo da estratégia
chamada ‘mini-pool’ empregada na triagem de doador de
sangue, um ensaio de HIV-RNA com um limite de

deteccdo de 50 copias/mL indicaria um limite de
detec¢@o de 1000 cépias/mL por causa da dilui¢do de 20
vezes do virus no pool. Neste cenario, o modelo preveria
a detectabilidade do HIV pelo ensaio RNA,
aproximadamente, 4 dias mais tarde do que se a amostra
tivesse sido testada ndo diluida, ou 3 ao invés de 7 dias
antes da reatividade do antigeno p24 em uma amostra
ndo diluida. Dois casos recentes de transmissdo de HIV
por doacdes que apresentaram resultados ndo reativos em
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teste em pool, porém reativo em teste de amostras nao
diluidas, confirmam que estas doacdes sdo infecciosas
[24,25]. Nossa analise permite estimar a frequéncia de
tais doagdes com base em taxas de incidéncia conhecidas
em doadores, para uso em politicas de deliberacdes,
considerando o valor da implementacdo de testes
individuais de RNA em triagem de doadores de sangue.
Projecdes similares podem ser utilizadas para estimar os
beneficios da testagem utilizando RNA ou antigeno p24
em outras situacdes, como clinicas de doencas
sexualmente transmissiveis ou populacdes que
participam de ensaios clinicos com vacinas (Tabela 2).

Por fim, acreditamos que o sistema de
estadiamento proposto tem aplicagcdo na pratica clinica,
embora vdrias ressalvas precisem ser consideradas.
Primeiro, nosso sistema de estadiamento baseia-se no
uso de um imunoensaio enzimatico (EIA) de 3° Geragao
para a deteccdo da  soroconversdo; pode-se esperar
reatividade tardia quando um imunoensaio enzimadtico
(EIA) menos sensivel € utilizado, conforme observamos
neste estudo. Segundo, a curta duracdo dos estdgios I-IV
parece limitar o uso do estadiamento na maioria das
circunstancias na pratica, pois os pacientes geralmente
buscam atendimento apds a soroconversdo. Por fim,
nossas observacdes em doadores de plasma talvez ndo
sejam aplicdveis a pacientes recém-infectados em geral.
Em particular, pacientes que apresentam uma sindrome
retroviral altamente sintomatica podem apresentar niveis
mais elevados de viremia e soroconversdo tardia, quando
comparados com doadores de plasma que continuaram a
se apresentar para doagdo, e, portanto, como um grupo,
pode representar individuos infectados sem sintomas ou
com sintomas agudos mais leves. Com estas restricdes
em mente, o estadiamento proposto oferece um quadro
de referéncia para quando esperar que marcadores virais
se tornem positivos na infec¢do primdria pelo HIV, o que
poderia auxiliar na solugdo de situacdes de diagndstico
dificil ou incomum. Além disso, a abordagem de
estadiamento oferece uma nova base para a estratificacdo
de pacientes inscritos em ensaios clinicos. Definir o
estadiamento laboratorial na fase inicial do diagndstico e
o inicio da interveng@o terapéutica podem ajudar a
responder indmeras questdes importantes: (i) A
antecipacdo do inicio do tratamento durante os estigios
de pré-soroconversao virémica pode abortar a infec¢do?
(i) Caso negativo, o inicio precoce da terapia
antirretroviral altamente ativa e sua manutengdo ou os
protocolos de interrup¢do de tratamento supervisionado
[14,26] podem resultar em reducdo de niveis em longo
prazo do setpoint viral com beneficio clinico sustentado?
(iii)) O momento do inicio da terapia (i.e., o estdgio)
influéncia a resposta ao tratamento precoce?. Ensaios
clinicos terapéuticos, utilizando o sistema de
estadiamento laboratorial de infec¢do pelo HIV descritos
neste relatdrio estdo atualmente em andamento.
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