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ABREVIATURAS

ANA - Anti-nuclear antlbody {anticorpos antl nucleares)
ADN - Acido Desox1r1bonuclelco

ARC - AIDS Related Complex (Complexo sintomatico relacionado com
o SIDA) . .

ARN - Acido Riboﬁucleico
BS. - Banco de Sangue
EIA - Enzyme Immuno Assay (Imunoensaio enzimético)i

ELISA - En?yme~binked_Iﬁmunosorbent Assay

ENV ;-Gene que codifica para as Qlicoproteinas dqlenvelope viral
GAG - Gene que codifica para as proteiﬁas do "core" (nﬁcleo)lviral
IICM - Hospital Central .de Maputo

HIV - Human Imhunodeficiéncy Virus .(Virus de Imunodeficiéncia
Humana) : '

HLA - Human Leucocitic Antigen. (Antigeno Leucoc¢itico Humano)
FITC - Fluorescein Isothiocyanate (Isotiocianato de fluoresceina)
Ig.~ Imunoglobulinas. L

Indeterm.- Individuos Mocamblcanos com reactividade indeterminada
a0 Western Blot para HIV.

L/K - Liver/ Kidney ( Autoantlcorpos contra o flgddo e o rim).

LNRS -~ Laboratérlo Na01onal de Referen01a do Sida.

MA - Mitocondrial Autoantlbodles | Autcanticorpos contra as
mltocondrlas) : v )
MHC - Major Histocompatibility Complex (Complexo de

hlstocompatlbllldade principal)

Neg. N. Moc¢.- IndivIduos ndo Mocambicanos com react1v1dade negativa.
ao Western Blot para HIV

Neg. Mog¢.- IndivIduos Mocamblcanos com reactividade negativa ao
Western Blot para HIV. )

PBS - Phosphate_Buffer.Saline.




PCA - Parietal Cell Autoantlbodles {Autocanticorpos contra as
celulas parietais). C

PCR - Polimerase Chain Reaction (Reacgfo da cadeia de polimerase)

POL - Gene que codifica para as enzimas necesséirias para a
replicagdo viral

Pos .- Indivlduos Mog¢ambicanos com react1v1dade p091t1va ao Western
Blot para HIV. :

RID - Radial Immunodifusiocn (Imdnodifusééiradial)

SIDA - Sindrome de .Imunodeficiéncia Adquirida ‘(AIDS—Adduired
.Immunodeficiency Virus) :

SMA - Smooth Muscle Autoantibodies (Autoantlcurpos contra o musculo
liso}.

WB - Técnica Western Blot para HIV.




SUMARTO.
Os tesfes serélogicos utilizados para o diagnéstico laboratorial da Infecgdo pelo Virus
HIV (Human Immunodeficiency Virus), sio inicialmente !.Qsm({os pela téecnica ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), e, apresentandv um resultado positivo, sdo
posteriormente analisados por um teste de confirmacdo denominado Western Blot. E‘sg‘.é

teste baseia-se na lIdentificagdo -de anticorpos espcecificos para cada__um dos

componentes antigénicos virais, preparados apértir de células de cultura e transferidos
f T .

para tiras de nitrocelulose por electroforese, com as quiis se incuba o soro a testar.
A pres‘enca de 3nr1cmpos especificos dirigidos contra o virius no soro do individuo, leva
i hgacao destes com os antigenos virais. A adicdo de um ¢ omugado de imunoglobuiina
anti-humana ligada a uma enzima, e a adicdo de substrato especifico a. esta, revela
um padrdo de bandas coloridas nos sitios onde ccorrcu a'h'gaca”o dos anticorpos
especificos aos antigenos virais. Esta técnica confirma a exposigdo 4s protez’nés do
virus quando aparecem lodas as bandas de proteina viral na tira do teste, que
correspondem aos critérios de positividade estabelecidos, ou inexisténcia . de tal
exposi¢do quando nio se verifica qualquer padrio Jo bandas. Porém, tem sido
frequénte a ocorréncia de resuitados "indeterminados o:: "ndo-conclusivos”, que séo’
assim referidos por apresentarem reactividade a bandas de proteina viral que nio

preenche_m'os critérios de positividade estabelecidos.
Estes resultados permanecem até ao momento sem qualqucr significado, embora vérias
hipéteses tenham sido postas para a sua clarificacdo. Ten sido descrito por outros
autores que eles podem ser devidos ao éstadio da deen¢a em que se encontra o
individuo infectado, 3'réacc5és j‘:iespem’fieas orIg!nadac pela existéncia de elevados
niveis de Jmunoglobu_lmas no soro dos individuos ou peif: preseng¢a de autoanticorpos

Os autoanticorpos sd6 considerados como possivel causa dus resultados indeterminados
devido, quer a eustenma de homo!ogm de certas proteinas do HIV com proteinas )
inorma:s do o:gamsmo, quer 4 possivel reaccdo dos auto.-'nticorpos presentes no soro

do individuo com proteinas celulares presentes nas tiras do teste Western Blot.

Um dos grandes problemas enfrentados na serologia dv HIV, é a ocorréncia destes

resultados indeterminados nas provas de confirmagdo peio Western Blot que em S0ros
de individuos Mocambicanos tem tido uma elevada frequéucia. As consequéncias desta

sitnagdo sdo negativas para o rastreio do HIV nos Bancos de Sangue, para a vigilincia




epidemiologica e monitorizacdo da evolucdo da infeccdo e bem como para o diagnéstico

dos casos clinicos.

Fste trabalho insere-se na pesquisa do significado da presenca de auvtoanticorpos e’

de niveis elevados de imunoglobulinas na ocorréncia destes resuitados.

Assim a dvr,ermumcao do nivel de Igs, deteccdo de factores reumatoldes e de outros
tipos de autoanﬂco:pos foi feita, usando-se a técnica de haunodifusdo Radial, o Teste
- de aglutinacdo e Provas de Imunofiuorescéncia respectivamente. A amostra fof
composta- por 60 soros de.individuos Mocambicanos com resultados indeterminados, 30
soros de individuos com resultados positives, 30 soros de individuos com resultados’
negativos Mocambicanos e 30 soros de individuos com resultados negativos néq

Mocambicanos,d técnica do Western Blot.

Pode constatar-se pelos resultados obtidos que, 08 ind!w’du_os infectados com o HIV
apresentam um nivel significativamente superior de Igii e IgM ao observado nos- .
individuos com re-?ufrados indeterminados e negativos, exclufndo-sge porém a
possibilidade de afumar de forma concludente que a ocorré:: cia destes Jeculrados surja
como resuitado de uma hipergamaglobulinemia.

Em relagdo ao factor reumatoide e aos outres autoanticorpos estudados, verificaram-~
se valores. superiores nos indiw’duaé-po-;i(ivos e indeterminados ao Western Blot para
HIV comparando -08 com os Iindividiuos negauvos Os resultados obtidos quantoe a
bresenca de factores reumatoides e dos outros autoanticory:os estudados nio permitem
tirar conclusées sobre a existéncia de uma ass.ociacé'o- entre eles e os resultados
indeterminados. ' - ' . '

Estes resultados nio permitem, no momento actual, a mtroducao das provas de
determinacdo de Jmunoglobuhnas de deteccdo de factores 1eumatoides e de anncorpos
anti-nucleares e anti-tecido pesquisados neste trabalho, como provas adicjona}s para

]

a clarificacdo do significado dos resultados mdetermmados
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1. INTRODUCAO

Z.1.REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1. Generalidades

0 virus de Imunodeficiéncia Humana (HIV) tem sido descrito

desde a sua descoberta_em 1983 como o agente etiongico priméario
do Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) [1]. Conhecem-se
até ao momento duas variantes do virus, as quais . tém. sido.
designadas por HIV1 e HIV2. Ambos os virus peftenéem ao grupo dos
fétrovirus , assim chamados por possuirem a sua informagio genética
ho Acido Ribonucleico (ARN), e na éua compos i¢do uma enzima chamada
transcritase reversa, a qual, uma vez que o virus invada a célula
Ahospedeiré permite a éintese apartir do ARN viral de um ADN kAcido
Desoxiribonucleico) com capacidade para inseiir-se dentréldo genoma
de tal célula onde pode permanecer silencidhp até ao momento de se
iniciar o processo de.replicacéo‘viral [2;3J.

0 genoma do HIV, isto &, 0s genes contidos 1 acido ﬁﬁcleico viral
tém sido amplamente estudados 'nos ultimes anos, permitindo a
identificacido de diferentesf genes, cla:cuificados c¢omo genes
estruturais e genes reguladores (Anéxo 1;. Do ponto de vista
serolégico sdo de maior interesse os chama.los ‘genes estruturais,
cﬁja presenga tem sido démonsprada no HIV e em todos os outros
retrovirus [2,3]. '

Existem trés genes estruturais que sdo essen-:iais para a replicacdo

viral:

* GAG - assim designado bor_coqificar para os antigenos de grﬁpo
especifico {(Group Anfigén), e que contém a ihformaééo genética para
as proteinas do nacleo "core" viral nomea.amente p24 e pl5 que
formam uma cobertura proteica ao ARN viral, e pl7;

* POL - gene que codifica para a enzima transcritase reversa

(Polimerase), e que contem como tem sido des: rito mais recentemente




a informacdo para uma integrase ou endonuclease (enzima necesséria

para a integrac¢do do ADN viral dehtro do -ADN da célula hospedeira)

e para uma protease (enzima. - importante na producdo final das

proteinas virais activas). ’ 7

* ENV - que codifica para uma g}icopfoteina da envoltura a gpl20
a qual forma as.protuberéhcias‘externas na cuperficie do virus e
uma outra proteina que estd integrada na membrana externa do vi;us
conhec¢ida como transhembranéria, ~ designada .- gp4l. Estas
glicoproteinas da envoltura, sio as que conferem a especificidade
serolégica de tipo, que pefmitiram a revelagio de diferengas entre
o HIV1 e o HIV2 para as mesmas f2,3;4,5,6] (Figura 1}.

0 virus HIV infecta principalmente uma subpopulac¢do particular de
linfécitos T, que pogssui na sua membrana um marcador identificado
como CD4, e, que apresenta uma especificidade "ligando-receptor"
para a glicoproteina 120 {gpl20) da envoltura do virus. Esta
subpopulacio de linfédcitos conhecidos como linfocitos T4' pela
preseng¢a do marcador CD4, tem sido associada com a funcgao
helper/inducer . {auxiliar/indutora) dentro do processo de

desenvolvimento duma resposta imune [3,7,8].

A populaqéo de linfédcitos T, que recebe ¢ste nome dado gque no
desenvolvimento do sistema imune sofre um processo de ‘maturacdo a
nivel do Timo, €& uma populacg¢do heterogénia de células que intervem
na resposta imune mediada por células ou imunidade celular, e no
ﬁrocesso de cooperag¢do celular paré a sintese de anticorpos [9,10].
Com o desenvoléimento de técnicas de producdo de anticorpos
monoclonais foil pbssivel identificar a presenca de marcadores
especificos na membrana das células T que permitem a diferenciacéo
das diferentes-subﬁopulacées de acordo com a fun¢do que exercem na
resposta imune [10}. Assim, conhecem-se os marcadores CD11 |
presentes em  todos o©s linfécitos T, os .marcaddres CDh4 que

identificam as populagbes de linfdcitos T com funcdes auxiliares




-ou inductoras, e o marcador CD8 que identifica aquelas com fungdes

supressoras e citotéxicas [7.9,11].

Na sua fun¢do de auxiliadora no 'desenvolvimento duma resposta
imune, os linfdécitos T4 estimulam OS_iinfécitos T8 na sua fungio
citotédxica, na destruicdo das celulas alteradas ou estranhas ao
organismo, no aumento da'actiyidade dos fagécitos incluindo- os
macrdfagos mediante a libertacdo - de mediadores solGveis ou
citoquinas, rna estinmulacdo da produgdo de anticorpos pelos

linfdcitos B, e Jjogam um bapel' importante na regulag¢do da

actividade das "Natural Killer"- (Matadoras naturais) -[5,7,9]. .

0 facto do HIV possuir como célula alvo os linfdécitos T4, [7] e,
dado o importante papel que estes desempenham na resposta imune,
& justificada a afectacdo que sobre estes produz a infecgdo por
este virus {[3]. Por outro lado, tem sido indicade, que o facto de
as linfdécitos T4 serem estimulados frequéntemente, na medida que
0o sgistema imunitirio do individub ¢ estimulado pela invaséd no
organismo de outros agentes infecéiosos, sejam estes virus,
bactérias ou fungos, favorece o processo d-¢ activagdo do virus e
a sua passagem da fase silencicosa & fase activa da ‘sua
multiplicag¢io dentro da célula [3,7,12]. No caso do HIV cuja
multiplicagdo acontece dentro do linfécito T4, a infecgao conduz
a morte da célula e 3 perda da sua fungio, bem como a producio de
um maior niumero de virus gue irdo infectar uovas células. Estudos
recentes tem indicado gque, a proporg¢ao de linfécitos T4 afectados
num individuo infectado pelo HIV ﬁode ser da ordem de 1 em cada 100
linfécitos T4. Por outro lado,'o linfécito infectado, pode prodtzir
citoquinas quanti—'e qualitativamente alteradas o que traduz numa
desregulacio- total do funcionamento do sisﬁema dmune cuja
manifestacéollmais evidenﬁe' ¢ o Sindrome de Imunodeficiéneia

Adguirida (SIDA) nas suas diferentes fases [5].




Nesta situacdo de desregulagdo do sispemlimune, os linféecitos B
nio ficam de fora, e, tem sido reportada a existéncia duma
activacio policlonal desta populag¢do celular com a consequente

producioc aumentada de imunoglobulinas inclusivamente sem ser em
resposta a um estimulo especifiéo {4,13]. Esta activag¢do tem sido
explicada pelo efeito das citéquinas produzidas pelas células
infectadas, devido .a desregulac¢do geral existente no sistema imune
do individuo infectado, e, taﬁbém devido ao facto de a fixagdo do
virus na célula alvo desencadear um processo de estimulagao ao
actuar como um sinal fisioldgico falso, provocqndo um excesso de

sinais de activag¢do imune [17].

Esta activacdo policlonal dos linfécitos it, conduz a situac¢des de
hipergamaglobulinemia, e inclusivamente tem sido indicada - a
ocorréncia de desordens autoimunes induzid.s pela infecdo pelo HIV
[13,14])]. Neste ultimo aspecto, as reacdes autoimunes podem ser
induzidas pelos séguintes meios: o virus pule alterar ou apresentar
alguns componentes da célula hospeduira tornando-a assim
antigénica; o virus pode activar ou inibir directamente as células
do sistema imune {(como foil acima indicado); alguns antigenos virais
podem reagir de forma cruzada com os componentes préprios do
organismo hospedeiro, por causa da oimilaridade éstrutural
existente entre as proteinas do virus e as proteinas normais do
organismo, e, por ultimo, as respostas anti—idiotipicas dirigidas
contra o receptor do virus podem também induzir uma resposta
autoimune [15,16]. .

Para o© caso da infecdo pelo HIV, tem sido dgscrita a presencga em
individuos infectados de imunoglobulinas 1esultantes de fendmenos
autoimunes [4].'Este_fen6meno tem sido explicado pela existéncia
duma sequéncia molecular hombloga entre a proteina gplz20 da
envoltura virél, e  aguela do Complexo Principal de
Histocompatibilidade Classe II (Antigeno #HC 1T} ambag com



capacidade de interactuar com a molécula CD4 [1,17]. Além disso,
autovanticorpos dirigidos contra o ADN e conttra células sanguineas

tém sido encontrados em individuos infectados com o HIV [17].

Porém a similaridade da sequéncia estrutural de algumas proteinas
normais do organismo tem sido reportada ndo sb6 em relacgdo -ao
Complexo Princiﬁal de Histocompatibilidade e a gpl20, mas, também
entre a pl7 e a Timosina alfa, a gpl20 e ncurointerleukina, e d
gpl20 e fegiées da IgG e Ig A [4,18], o que poderia servir de base
a aparicdo de autcanticorpos (Ver anexo 2). De facto, a homologia
existente entre a gpl20 e partes da molécula de IgG e IgA poderia
dar lugar a que os anticorpos antivirais actuassem como factores_
reumatoides, e, inclusivamente formassem imunocomplexos estes
ultimos presentes em 60-80% dos pacientes com SIDA ou ARC (Complexo
sintdmatico relacionado com o SIDA) ainda-yue possam dever-se a
outras causas [4,19].

Pelo [acto de o©s individuos que vivem em paises Africanos e outrosg
em desenvolvimento, terem uma exposicém‘ a .varias doencaé
infecciosas ao iongo da sua vida, esta exposicao confere-lhes uma
diferente'experiéncia imﬁnolégica em relagdo a individuos que vivem
em paises desenvolvidos com um diferente grau dé exposicdo - as
‘mesmas [20]. Sabe-se, que a exposig¢do do organismo a virias doencas
infecciosas constitui um estimulo forfe que'bode resultar numa
elevagdo do nivel "normal" das imunoglobulinas séricas ou activar
0 sistema imune no sentido da formagdo de autoanticorpos incluindo

os factores reumatoides [13,20].

Entre as doencas infecciosés aque tém sido indicadas como causadoras

dos fendmenos acima descritos encontram-se a maldria , cuwjo agente
causador tem sido reconhecido como um activador policlonal dos
linféecitos B, e, inclusivamente, como activador de c¢lones

"proibidos” produtores de autoanticorpos [10,11], as bactérias, e

'




o virus Epstein Barr, este ﬁltimo com a particularidade de

estimular o©s linfdcitos B sem requerer’ a participacido dos
linfdcitos T helper [197.

Os aspectos acima detalhados tem importdncia na medida em que os
métodos de diagndstico mais factiveis de serem utilizados para
identificar os individuos infectados belo HIV sdoc os métodos
serblogicos [21]). A aquisicao de métodos precisos de identificacéio
dos individuos infectados que permitam ndo 6 fazer a estimativa
da sua prevaléncia lna populagdao mas. intervif nas medidas de
controle de transmisdo através de sangue doadu,.torna¥se importante
pelo facto de qué a infecdo por HIV éausa umi deeng¢a mortal, para
a qual nédo existem meios terapéuticos eficazes e qué tem progredido
até atingir carédcter.de pandemia [21].

Embora o diagnéstico de confirmag¢do da infeccédo possa ser feito
mediante o isolamento- do virus apartir das c<élulas do sangue dos’
individuos infectados, este procedimento é& demasiado oneroso e
complexo para ser usado como método diagndstico de rotina [6]. Por
essa razdo, e tendo em conta a'relacdo’'exislonte entre a presenca
de anﬁicorpos e a infe¢do, utiliza-se como método alternativo para

0 diagnodstico a dete¢io de anticorpos especificos para o virus
[18,21].

Dois testes seroldgicos sdo utilizados para diagndéstico da infecdo
pelo HIV, os testes de vrastreio, e os de confirmag¢do. Os
imunoensaios enzimaticos usualmente designados por EIA (Enzyme
Immunorhssay) sao usados primdriamente como Lestes de rastreio, e,
aquelas. amostras apresentando reac¢do positiva- sdo posteriormente“
testadas pelos testes de confirmacédo. ‘Nos testes de rastreio
utilizam-se como antigenos, extratos virais mbtidos de culturas de
celulas' infectadas, proteinas virais recombinantes obtidas por

engenharia genética ou beptidos sintéticos que contém os epitopes.




especificos dos antigenos virais [18]: Incluidos nos testes de

rastreio encontram-se diferentes métodes de imunoensaios
enzimaticos como o chamado ELISA (Enzyme lmmunosorbent Assay),

competitivo, indirecto, etec., e o dot EIA eﬁtre outros [18,22,23]).

Para a confirmacio, utilizam-se testes mais especificos como sio
o caso do Western Blot mais aceitue e utilizado, a
Imunofluorescéncia Indirecta e a:RadioimunOprécipitacéo [12]). ©Os
ensaios de confirmacdo quando bositivos, indicam exposicao passada
as proteinas virais,. ,e provavel infeqéo cérrente [4].
| | | .

0 ensaio de Western Blot € Gtil na élucidag¢dc da especificidade da
resposta de anticorpos ao "HIV [18], pois define o perfil de
anticorpos aos produtos genéticos especificos virais [22]. Neste
ensaio, proteinas individugis de um lisado d¢ HIV sdo fraccionadas
por electroforese com base no seu peso molecular ‘em gel de
poliacrilamida. As bandas de prgteihas sdo ¢utAo tranferidas para -
as tiras de nitrocelulose que reagirdo com « soro do paciente. Se
anticorpos contra o virus estiverem presentes, a liga¢do entre
esles e 08 antigenos virais especificos ocorre nas zonas das bandas
correspondentes aquelas produzidas pelos anligenos virais. Estas
bandas tornam-se visiveis através do uso de um conjugado de
imunoglobulina anti-humana marcada com enzima peroxidase , seguida
a adicdo do substrato especifico & enzima. A -presenca de
imunoglobulinas dirigidas contra o virus no soro testado & indicada
pela colorac¢do das bandas de proteina viral piresentes nas tiras de
teste. Antigenos virais reconhecidos produz.m bandas de proteina
que provém dos produtos dos trés genes e:struturais do virus,

nomeadamente pl7, p24, p31, gpdl, p51, p55, p66, gpl20 e gplé6o
[18,23] {(Figura 2).

Existem critérios para considerar uma prova de Western Blot como

positiva, designados critérios de positividade. Quatro diferentes
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critérios—padrao (étandard criteria) para a positividade de um
teste de confirmacao éelo Western Blot’correntemente upilizados
incluem: o da Food and Drug Admnistration dos E.U.A. (Estados Unidos
da Américd) para o teste DuPont: (presenga de anticoros contra a
p24,p31l, e gpl20/160);: o critério da Cruz Vermelha Americana,
B.U.A. (presenga de pelo menos uma proteina de cada produto
genéticol); o c}itério’da Association of Sﬁate and Territorial
Public Health Laboratory Directors/Department of Defense Criteria,
E.U.A. (presenca de anticorpos contra qualquer das 2 proteinas p24,
gpd4l e gpl20/160)}, e o critério da Consortium for Retrovirﬁses
Serology Standardizétion, E.U.A. (presenca de anticorpos contra
pelo menos p24 ou p3l e gpdl ou gp120/160. 0s resultados negativos
ndc apresentam nas tiras do Western Biot reacgdo com nenhuma das
bandas dé proteinas corresbondentes avs antigenos virais [21, 24].
0 critério utilizado pélo Laboratério de Referéncia do SIDA

considera positivo ¢ teste que apresente pelo menos uma proteina

de cada produto genético [25].

Todos os outros padrdes de bandas que nio sdo incluidos nas
categorias acima citadas sdo considerados resultados
"indeterminados" ou  "nio-conclusivogs” e  sgsobre eles  nenhuma
conclusdo pode ser tirada sobre a evidéneia de exposicdo do
individuo as proteinas virais [21,22]. Possiveis explicacdes para
a reactividade dos "indeterminados" incluem o estadio da doenc¢a em
gue se encontra o individue, podendo abresentar um estadio precoce
ou avanc¢ado da infeccdo, a variabilidade biclégica da resposta ao
HIV, a reacg¢dao cruzada com outros anticoipos dirigidos contra
cutros retrovirus relacionados com (o} HIV, presenga de
autvanticorpos, e artefactos técnicos [14,26]. Recomenda-se que
estes soros sejam retestados 2-3 meses maics tarde, uma vez que o
individuo infectado possa encontrar-se em esltado de seroconversio

[6,14]. Outros fendmenos que tem sido referidog como poggsivel causa




dos resultados indeterminados s3o uma reactividgde cruzada com
outros retrovirus ou uma reaccdo cruzada ainda nio compreendida que
¢ usualmente encontrada em individuos sauddveis e em pacientes

com anticorpos contra o antigeno HLA, com bilirubinemia, doencas

do tecido conectivo e gamopatias policlonais [14,27].

A.grande heterogenidade dos padrées.de reactividéde dos "Western
Blot" observados em Hocambique, .e, o) -ﬁacto dos resultados
indeterminados aparecérem com relativa frequéncia em individuos que
apresentam sintomas relacionados com 'og caracteristicos da
infec¢do, refor¢a a necessidade de E]arificar este problewa [28].
Entre ous dadores de sangue ELISA positivos em Mogambigue resultados
indeterminados apresentam uma ﬁrequéncia'de (0%, enquanto que num
estudo no qual foram testados 46831 soros pelo método ELISA foi
revelada uma taxa de reactividéde positiva pulo "Western Blot" de
3.4%, dos guais 1.8% épresentaram‘reﬂultados indeterminados, sendo
0.78% para HIV]I e 1.04% para. HIV2, com variados padroes de:
reactividade [29]}. '

0 significado biolbgico de um resultédo indetevminado permanece por
ser esclarecido, se bem que & partida se ascuma que O mesmo seja
devido a miltiplas causas, muito prdvavelmcnte actnando ao mesmno
tempo [28]. Por outro lado, do ponto de vista do controle de
transmissao da ihfecéo por HIV, pelas transfusdes de sangue, a
procura de metodos gue permitam obter um certo grau de clarificacio
sobre se um resultado indeterminado estard associado ou nio com a
infegao HIV, reveste-se de particular importancia [30]. Assim, o©
presente trabalho € o primeiro na procura de explicacdes bioldgicas
ou . de possiveis causas inespecificas que permitam discriminar
através de Lmﬁvas‘ laboratoriais, resultados indeterminados
associados & infeccdo pelo HIV daqgueles qu: ovorrem  devidos a

causas inespecificas [31].




Neste trabalho propdem-se verificar se a presenc¢a de autoanticorpos
e hipergamaglobulinemia poderia estar na origem do aparecimento dos
resultados indeterminados ou ndo-conclusivos nos ensaiog de Western
Blot-para HIV 1 e HIV2.

1.1.2. Imunoglobulinas

Podem ser degcrltas 5 classes de Imunouglobulinas (Tg) nomeadamente
IgG IgA, 1gM IgD e IgE em ordem decrescenle de’ concentracao no
soro, que se distinguem pelas dlferencas egtruturais nas suas
cadeias pesadas. A direccdo antigénica da Eﬁdeia pesada permite
preparar antisoros especificos as classes’ quo 880 Uteis para a sua
detecgio e determinacdo [11]. '

A TIgG, principal Ig do soro humand, constitui 80% do total de Igs
e ocorre principalmente na reéposta secunddria a um determinado
antigeno. Os anticorpos Ig6 sio capazes de'destruir a4 bactérias.
e 0s parasitas sendo também activos na neutruiizacéo dos virus. A
TgA conatitui aproximadaﬁente  1%% das  Tgs totais e & a Tg
predominante das secreg@eé do tracto gastrointestinal e
respiratéorio. A sua principal funcédo, .& de protecdo aos varios
elementos  epiteliais  do orgénismo expostugs da invasdo por
microorganismos patogénicos particularmente virais e bacterianos.
A resposta primaria, & elaborada pela IgM a qual & essencialmente
confinada a corrente sanguinea. Em baixas concéntracées no soro,
a IgD funciona como receptor de antigenos linfociticos prosseguindo
no momento em estudo o seu papel na resposta imune [10,11]}. Embora
muito importante bioclogicamente a IgE é encontrada em muito baixas
concentragdes no soro [11].

As alteracgdes nas concentracoes de Igs podem sger tanto
quantitativas quanto qualitativas. As primeiras cnvolvem mais que

uma classe de Igs. Esta situa¢do ocorre em iridividuos que




apresentem hipergamaglobulinemia embora possam existir deficiéncias

selectivas de uma ou duas classes de Ig. Uma hipergamaglobulihemia

policlonal é uma condigd o frequentemente achada depois de uma forte
estimulagdo das defesas imunes. 0O antigeno pode vir de agentes
causadores de doehcas infecciosas, de doengas autoimunes ou em
doencas do figado agudas ou créniéas. As a}teracdes qualitativas
referem-se a aspectos funcionais [31].

1.1.3. Factores Reumatoides

0 factor reumatoide.pertence éfﬂaése de imunoglobulinas G e
M, que reagem contra a regido variével das cadecias pesadaé das
imunoglobulinas G.f)factor reumatoide € encontrado em individuos
com doencas de natureza auktoimune ou infeciosas‘e supde-ge que
neste ultimo caso, o provavel estimulo para o aparecimento de
factores reumatdides, seja a presenca de 1gG com estrutura alterada
pela combinagdo com um antigeno exégeno ou a perda da

autotolerncia do sistema imune a essa classe de imunoglobulina.

Acredita-se que o factor reumatdide seja formado contra a Ig4G em
complexos imunes, como no caso de complexos virus-anticorpo e que
a estrutura da IgG se altera quando est4 agregada a virus ou a

outros antigenos (9,10,32].




1.1.4. Autoanticorpos

Autoimunidade refere-se a uma condicdo tida como resultado de uma

resposta imunoldgica de um hospedeiro contra constituintes do seu
proprio organisho. As respostas autoimunes, referem-se a producgao
de anticorpos contra .autoantigenos ou sejam, autoanticorpos.
Algumas respostas podem ou ndo estar associadas. com doencga
autoimune [9]. Alguns dos possi&eis mecanismos no, desenvolvimento’
da autoimunidade sio: '

a) Exposig¢do a antlgenos sequestrados. hntigénos que esgtando
sequestradﬁs em orgdos nao tiveram contacto com o sistema imune
durante o deéenvolvimento deste, e que, devido a um dano que os
exponha em contacto conm o'sistema imune, pode desencadear uma
resposta autoimune e levem & formag¢do de anticorpos dirigidos
contra esses antigenos [9]. '

b) Falta de toler@ncia a nivel das células . A falta de resposta
aos constituintes normais do corpo & mantida a nivel das células
T helper. A activacdo destés células tolerauntes por antigenos nio
proprios que cruzam com os proprios - ou pela substituigdo da
actividade das células T helper por certos factores inespecificos-
leva a qgue «c<élulas B pré-existents e nac tolerantes aos
constituintes proéprios . sejam activadas para a praodugdo de
autoahticorpos. A activacéo das células T hcelper pode portanto ser
induzida pela producdco de um noQo determinante antigénico numa
molécula normal. do organismo pPOr associacic com um novo antigeno.
As células B podem também ser induiidas a produzir autoanticorpos
por activadores policlonais como é o casu de alguns virus ou
bacterias [16,20].

¢) Semelhan¢a entre as protefnas normais do corpo e antigenos

estranhos. A penetra¢do de antigenos com estruturas moleculares




semelhantes as de proteinas normais do corpo, pode levar ao
aparecimento de reaccdes ~autoimunes contra essas proteinas
proéprias. Por exemplo, a febre reumatica & produzida pela invasio
de algumas especies de estreptococus, que libertam toxinas com
estrutura antigénica semelhante a do mUsculo cardfaco e 3 das
membranas sinovjﬁiﬂ. Este antfgeno, faz com que o sistema imune
desenvolva autoimunidade contra as estruturas ddJ céré¢éo o

articulacoes.

d) Defeitos na rede 1dlotip0 anti- 1dloLipo. A regido varlével das

imunoglobulinas podem. actuar COmo determlnantes antlgénlcos
gerando assim outros anticorpos que reconhecem os anticorpos com
especificidades distintas. "Estes deferminaﬂtes das regides
variaveils das imunoglobulings é&o_ denominadas idiotipos e os
anticorpos contra eles dirigidos sdo chamadus anti-idiotipos. Os
determinantes idiotipo—anti-idiotipo expressos pelogs produtos
soliveis das células B e T pessuem a fungdo de reqular a reposta

imune. Um dado anticorpo pode surgir coumo produto de uma
estimulaqio pelo antigeno ou de uma, eﬁt1mu1dguﬂxpelm anti-idiotipo,
e, a indugao de idiot{pos na duséncia de antigeno tem sido
amplamente demonstrada. Respdstas autoimunes tem sido  tambem
referidas como ewpressau de anomalias na regulacdo imune que leva

a producido excessiva ou diminuida de anticorpos antl idiotipos
{9,10]. .

Outros factores tem sido referidos como indutores de respostas
autoimunes nomeadamente fungdo diminuida das células T supressoras,

e defeitos do timo entre outros t9]._ ,




1.2. OBJECTIVOS

1. Determinar os valores de concentracgdo das imunoglobulinas Ig A,
Ig'(s e JTg M em soros_de'individuos com 1resultados positivos,

negativos e indeterminados pela técnica Westoern Blot.

2. Detectar a presenc¢a de autcanticorpos em goros de individuos com
resultados pbsitivos, negativos e indetermninados pela tecnica

Western Blot.

3. Comparar os ‘valores de imunoglobulinas e a presenga de

Autoanticorpos entre o grupo de Indeterminados e os grupos de

‘positivos e negativos para HIV.




2. METODOLOGIA DO ESTUDO
2.1.. SELECCAO DAS AMISTRAS

A amostra estudada foil consistituida por 150 sofos. Destes, 60 eram
de individuos com resultados indeterminados pela técnica Western
Blot para HILIV, coleutﬁdos ne Bancoe de Sanyue {(BS), 30 soros de
individﬁos com resultados posjtivés pelo "Western Blot™ para HIV
provenientes das cohsultas do Hospital Central de Maputo (HCM)y 30
soros de individuos Mogambicanos com Tesultados negativos, e, 30
soros de de individuos nido Mocambicanos com fésu;tados negativos.
Estes -doils ﬁltimOs grupos foram colectados no Laboratério Nacional-
de Referéncia do Sida (LNRS) e constituiram o grupo de controle.
As amostras dé soros com resultados indeterminados foram enviadas
ao LNRS para confirmacdo do resultado positivo (feito para
anticorpoﬁ anti-HIV pela técnica ELISA comercial "Pasteur
Diagnostic"), usando a técnica Wesﬁern Blot comefcial "DuPont"”, en
selecionadas com hase nos badrées de pqueinas mais frequentes
(Anexo 3). As amostras de sorﬁ com resultadass positivos' para UTV,
foram enviadas ao LNRS para confirmacio do_diagnéstico de infeccgdo
por HIV, e as com resultados négativos, par. efeitos de deslocagdo

ao exterior do Pais.

A idade dos individuos cujos soros foram incluidos no estudo estdo
compreendidas entre os 4 imeses e os 69 anos (Anexo 4).
A colecta das amostras foi feita ao longo do ano de 1989 no caso

dos soros colectadas no BS, e no primeiro scmestre do ano em curso

para o caso das amostras do HCM e das amostins colectadas no LNRS.

0 soro c¢olectado depois dos primeiros te:tes para deteccao de
anticorpos contra o virus (ELISA e Western l:lot} foram aliguotados
e conservados a -20°C até i realizacdo dos testes que fizeram parte-

deste estudo.




Precedendo as técnicas para detec¢do de autoanticorpos, as amostras

foram inactivadas a 56°C durante 30 minutos.

2.2. QUANTIFICACAO DE TMUNGLOBULINAS

Para a determrinacgdo de‘Imﬁnnglobulinas {(Iys), foi utilizado o
método de Imunedifusico Radial (RID). que permite calcular a
concentracao de um antigeno, aﬁartir do anel de precipitina formado
pela difusdo do antigeno'no gel contendo anticorpo [33]. Neste
teste, nas escavacdes ‘das placas de gel agarose (Kallestad
Laboratories} contendo anti-soro monoespecifico fol depositado um
volume de 5ul do soro a testar e 5ul de soro controle.-Depois de
tapadas as placas foram incubadas a temperatura ambiente numa

superficie plana na auséncia de claridade. (Ver anexo 5).

0s resultados foram obtidos pela leitura dos diamétros dos aneis
de precipitag¢dao e os valores de concentracdo respectivos

foram lidos usando as tabelas fornecidas no kit e especificas para
cada lote de placas. ' '

As leituras dos anéis foram feitas depois de 24 Horas de incubacdo
para as 3 classes de Igs. O resultado final foi obtido depois de
48 Horas de incubac¢do para a IgA e IgG e, 72 Horas de incubagdo
para a.IgM.

2.3. DETECCAO DE FACTORES REUMATOIDES

Foi utilizado um teste de aglutinagido que .se baseia nas
propriedades dglutinantes da imunoglobulina G, da c¢lasse dos
Factores Reumatoides (FR). Assim, uma 1y G & ligada a um
transportador. partiéulédo {latex) revestida com éamaglobulina
humana e a presenga de FR é_identificada pela ocorréncia de uma

reacgdao de aglutinacdo [341. .




Unm volume de 40 pl de soro a uma, diluigdo de 1:5 com solugdo
salina isoténica 0.9% e a mesma quantidade de soros 'control
positivoe e negativo foram depositadas nasléreas de reacc¢ao da placg
teste (Behring Lﬁboratories,_FR—Létex Rapid'TestY. Uma gota de
Reagente Latex-RF foi acrescentada a rcada amostra de sgsoro e a
agitagio da placa foi feita para -‘permitir ar reacg¢do  total.
Transcurridos 2 minutos a aglutinacdo foi aval%ada fazendo para tal
a comparacgdo Ccom a reaccao dos'soros de controle. bs soros foram
considerados positivos ou negativos conforme apresentassem ou néo
uma reac¢do de aglutinacdo. Os controis positivos serviram de para
a comparacdo destes resultados. (Ver anexo 6).

2.4. DETECCAO DE AUTOANTICORPOS
2.4,1. Anticorpos anti-nucleares

Este ensaio de Imunofluorescéncia [35] baseia-se na utilizacao de
1aminas (Kallestad Laboratories) cobertas cou substrato de cultura
de células de tecido epitelial humano. Uma gota (aprox. 25 ul) de
so0ro a testar a uma diluigdo de 1:40 com FBS (Phosphate Buffer
Saline) pH 7.2, foi depositado nos diferentes pogos da limina de
forma a cobrir toda a &rea do tecido. Seguiu-se a incubacdo das
laminas em cimara hGmida a temperatura ambiente por 30 minutos.
Findo este tempo o excesso de soro foi removido em lavagem dupla
com PBS num agitador magnético. 0O passo a seguir envolveu a secagem
das ldminas mantendo o cuidado de nao permitir a secagem do
substrato, e a adicado de 1 gota de qonjmgado monovalente de
gamaglobulina anti-humana marcada com FITC (Fluorescein
Isothiocyanate "Isotiocianato .de fluoresceifrna™). As laminas Fforam
de novo incubadas em camara himida no escuro a temperatura ambiente

durante 30 minutos. Lavagem dupla e secagem antecederam a montagem

da lamina com glicerol. A observacio ao microscoépio foi feita com

objectiva de 10X.

A presen¢a de um padrao . discernivel de fluorescéncia-foi




considerada como indicadora. da presenca de anticorpos anti-
nucleares no soro testado, tendo sido confirmada pela comparacéo
com soro de controle positivo usado durante ¢ teste. Consideraram-
se pogitivos os soros qhe apresentaram padrdes de fluorescéncia em
‘titulos iguais ou superiores & diluicdo de 1:40. A niao existéncia
de anticorpos anti-nucleares éomparévgl a0 soro de controle
negativo foi determinada na - auséncia de qualquer padrdo de
imunofluorescéncia. (Ver figura 3.4 e 5 e anexo 7).

'

2.4.2. Teste do Bloco C@mpoato

0

O sistema de teste emprega como substrato o figado, rim e estémago

de rato e tem a capacidade de‘detectaf através de um unico teste
a presenga dos segﬁintes' antiqorpos: anticorpos anti-nucleares
{ANA), anticorpos contra as células parietais (PCA), anticorpos
anti-mitocondriais (MA), anticorpos contra o misculo liso (SMA),
anticorpos contra o figado e o rim "liver/kidpey" (LK} e anticorpos

anti-ribossoma [31].

Neste enéaio 0 soro a testar foi diluido a 1:20 com PBS (Phosphate
Buffer Saline) pH 7.2, e depositou-se no poco da lamina (Kallestad
Laboratories) um volume de 50 pl de soro diluido cobrindo toda a
drea contendo substrato. As-léminas foram incubadas por 30 minutos
em c@mara humida. Depois desse tempo uma lavagem dupla permitiu a
remogdo do soro que nao se se ligou ao antigeno na lamina. As
ldminas foram secas rapidamente para ndo permitir a secagem do
substrato e imediatamente foi acrescentada 1 gota de conjugado
polivalente de gamaglobulina anti-humana marcada com

FITC. As laminas foram de novo incubadas por um perfodo de 30
minutos em cdmara himida a temperatura ambiente, seguindo-se a
lavagem como anteriormente referido. A montagem das laminas foi
feita com 1 gota de' glicerol seguindo-se a  observacdo ao

microscépio de fluorescéncia com objectiva .de 20X




Figura J: Anticorpos anti-

nucleares positivos com
Fluorescéncia dispersa

por todo o micleo.

Figura 4: Anticorpos anti-
mcleares positivos apre-.
sentaindo os nucleolos

fluorescentes.

Flgura %: Anticorpos anti-
nucleares negativos cum

auséncia de fluorescéncia.




Os resiltados obtidos foram interpretados com base na existéncia

ou nao. de fluorescéncia em gqualquer dos tecidos usados como

substrato na lamina. Os.resultados foram considerados positivos,
nos soros com titulos iguais ou superiores a 1:20. 0Os resultados
negativos . foram determinados na auséncia de fluorescéncia

semelhante ao soro de controle négapivo.-(Ver figura ¢ e anexo 8)
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musculo 1iso negativo,

2.4.3. Anticorpos Anti-ADPN (Crithidia nDNA)

Este método wutiliza wuma 1&mina cujo substrato é a Crithidia
luciliae, um hemoflagelado que possui um nicleo e um kinetoplasto:
muito ricos em DNA. E tambem baseado em Imunofluoréscencia
Indirecta para uma determinacdo gqualitativa e semi-guantitativa
[32.34]. A presen¢a de anticorpos anti-ADN & revelada pela reaccio
destes com o nicleo e o Kinetoplasto da Crithidia luciliae. Um
volune de 40 pl de soro foi depositado nos pocos da lamina e estas
foram incubadas por 30 minutos. No segunde passo um conjugado
polivalente de gawaglobulina marcada com F1TC foi adicionado ao
substrato depois da Tavagem dupla das laminas com PBRS (Phosphatoe

Buffer saline) pH 7.2. O excesso de conjugads foi retirado por

o




lavagem dupla coﬁ PBS e foi acrescentado a limina 1 gota de
glicerol para a leitura dos resultados no microscépio de
f]uorescéncia.com objectiva de imersdo. Uma réaccéo positiva é
indicada por uma fluorescéncia verde do kinetoplasto e do nucleo

ou somente do kinetoplaéto. (Ver anexo 9)

'2.4.4.Anticorpos contra a tiroide

Através deste teste féz-se a pesqﬁisa.de anticorpos Que reagei
contra os antigénos tiroglobhlina e microssoma da tiroide. Neste
método baseado em hemaglutinacéo passiva utiliéam—se suspensdes de
eritrbocitos sengibilizados com 0s antigenos tireoglobulina e
microssoma que devido ao tratamento com 4cido ta&nico adquirem a

capacidade de adsorver antigenos na sua supcrficie [31].

Para cada soro a testar e soro de ‘controle ulilizaram-se diluigdes
1 . ‘

de 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320. Um volume de 25p1 de
soro de cada diluicéo foi depositado nos pogos da microplaca de
djluicao para detecgdo de antigenos tireoglobulina e de microssoma
{Wellcome Thymune T Kit e .Wellcome Thymune M, Wellcome Diagnostic).
Tmediatamente se adicionou 2%p1 de uma suspensdoc de eritrdcitos
controle ao pugo de diluigao 1:10 QUe corresponde 4o éoutrole. Aos
restantes adicionam-se 25 nul de eritrécitos sensibilizados com
tireoglobulina e com microssoma pafa a pesquisa de autoanticorpos
contra estes 2 antigenos. A microplaca foi agitada para permitir
a mistura do contetdo da microplaca e <deixada sedimentar a
temperatura ambiente ao abrigo da luz solar num lugar livre de
vibracdes. A leitura dos resultados foi feita decorridos 45
minutos. Um soro & considerado positivo se no po¢o da microplaca
0s eritrocitos sensibilizados com antigeno sdo aglutinados peloé
anticorpos especificos ao antigeno presgsente no soro e sedimentam
no Fundo do poco em [orma de tapete difuso. Um soro ¢ negativo se
no poco da microplaca se forma um circuld pequeno ou  um botao

compacto no [undo do pogo da microplaca.




2.5. ANALTSE DE. DADOS

2.%5.1. Valoren do Imunoglobulinas

Estimaram-se os vglores médios- e .os desvios padrodoes das
concentragoes de IgA, TgG, e IgM em cada um dos grupos estudados
e compararam-se entre si utilizando um teste de t de Student
segundo o© pacote de aplicag¢des estatisticas MICROSTAT para
computador pessoal. Aceitaram-se como significagivas todas aquelas
diferengas cujos valores de probabilidade (p) dada pelo teste t de

gtudent) fossem menores gue 0.05.
2.5,2. Factor Roumatolds e autoanticorpos

Estimou-se frequéncia da aparigdo do factor reumatoide e dos
autoanticorpos em cada um dos grupos estudadps e compararam-se
entre si utilizando um teste de Chi-quadradw segundo o pacote de
aplicacdes estatisticgs MICROSTAT para computador pessoal.
Aceitarém—se como significativas todas aquelias diferengas cujos
valores de probabilidade dada pelo teste Chi-quadrado {p) fossem

menores que 0.05H.




3. RESULTADOS., DISCUSSAO, CONCILUSOES, REWVDACI")'ES

3.1. APRESENTACAQ DOS RESULTADOS

3.1.1. TImunoglobulinas

Os valores de concentracac médios das 3 classés (IgA, IgG, IgM) sdo
apresentados nas tabelas 1, 2, e 3 nas quais se incluem os 4 grupos
estudados quanto a reactividade HIV. Os mesmos resultados foram
ilustrados em forma de grafico nas figuras 7 e 8 onde aparecem oS
valores em diferentes unidades de concentragao mg/dl e IU/ml
respectivamente. A compara¢ao entre os grupos de individuos com
resultados indeterminados, positivos e negativos Mogambicanos e ndo
Mocambidanos d técnica Western Blot ¢ demonstrada nas tabelas 4/
5. 6, e 7.

,JIU"‘f' M 6 Gf%-.iu\g—: oV
Na camparacdu feita entre 1nde%8rm1nadoiyﬁ posltlvos verlflca se

s Ry L fliv o+ &
que existem diferencas slgnlflcatlvas entre esLes 2 grupos para o
caso da IgG e da IgM. Os nesnos resultados sao encontradoa guando
se comparam os positivos com os negativos. Mogambicanos e com os
negatiﬁbs nao Mopambjcanwﬁ. Entre o grupo de indeterminados e o3
2 grupos de negativos estudados os resultados do teste estatistico
indicam nao haverem diferencas significativas entre eles. Para a
TgA todos os valores indicam que os grupos podem'ser considerados
homogenios pois nenhuma diferenga ~significativa foi aqui

t

encontrada.




Tabela 1: Valores de concentragio de inunoglobulinas no grupo de imdividuos com resultados

Indeterminados. (n=60)

(mg/dil)

(TU/ml)

Ig G {(mg/dl)

Ig G {(IU/ml)

Ig M (mg/dl)

Ig M (IU/ml)

DP= Desvio padrao

Min.= Valor nfnino de concentragio

Max.= Valor mixino de concentracaa

g /di= miligrama/decilitio

IU/ul= Tntermational Units/mililitro (Unidades Intermaciontis/mililitro)

Tabela 2: Valores de concentragio de imnoglobulinas no gy de individuos com resultados
positivos. (n=30) .

Média

Ig (mg/dl) a21.

Ig A{IU/ml) 199.

Ig (mg/dl) | 3238.

Ig G (IU/ml) 369.

Ig (mg/ml) 339.

Ig {(TU/m1) 381.

= "Desvio padrao

Min.= Valor minimo de concenlragao

Max.= Valor maxino de concentracao

ng/dl= miligrama/decilitro

TW/ml= International Units/mililitro (Unidades Intermacionais/mililitro)
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Tabela 3: Valores de concentragio de Imumoglobulinas no yrumo de individuos negativos
Mocambicanos. (n1=30)

Média

(mg/Al) 299.1

Iy (TU/ml) 192.

Ig {mg/dl)| 2024,

Jg G (IU/m]) 231.

Ig M (mg/di) 229,

Ig M (IU/ml) 256.

DP= Desvio padrao o

Min.= Valor minino de concentracao

Max.= Valor maximo de concentracio

g /dl= miligrama/decilitro

IU/mi= Tnternational Units/mililitro (Unidades Internacionais/mililitro)

Tabela 4: Valores de concentragio de immoglobulinas no gru de imdividiuos negativos nio
Mocambicanos. (n=30) -

Média

Ig {ing/dl) 285.

Ig A (IU/m]) 185.

Ig (mg/di) | 1703.]

Ig (TU/ml) 195,

Ty (mg/dl).| 205.

Ig (ITU/ml)

DP= Desvio padrao

Min.= Valor minino de concentracao

Max.= Valor mdximo de concentracio

ng/dl= miligrama/decilitro

IU/m= International -Units/mililitro (Unidades Intemacionais/mililitro)
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Camparagao dos valores de concentragiao médios de Ig A

Pogitivos/ Indeterm.

Neg. Mog¢./ Indeterm.

Neg. N.Mog./ Indelerm.

Positivos/ Neyg. Mocg.

Positivos/ Neg. N.Moc.

Neg. N.Mo¢./ Neg. Mocg.

t= Valor dado pelo teste t de Student
. b= Valor de probabilidade
gl= Graus de Liberdade

Gaoparagao dos valores de concentragdo médios de Iy G

p

Indeterm./ Positivos . 9,38E-12

Neg. Mog¢./ Indeterm. . . 0.2594

" Indeterm./ Neg. N.Mog. . 6.5390

Positivos/ Neg. Mog. . 3.19E-8

Pogitivos/ Neg. N.Moc. . 2.10E-12

Neg. N.Mog¢./ Neg.Mocg. - 1. 0.0253

t= Valor dado pelo leste t de Student
p= Valor de probabilidade
gl= Graus de Liberdade




ammwaﬁbda;mﬂamsﬁbcumwﬁnaﬁbméﬁa;daﬂ;ﬂ .

P

Positivos/ Indeterm. 15.22E-7

Neg. Moc¢./ Indeterm. . 0.1029

Neg. N.Mog¢./Indeterm. . 0.3226

Positivos/ Neg. Mog. . 3.32E-3

Positivos/ Neg. N.Mog. . 2.282E-4

Neg. N.Mo¢./ Neg. Héc. . | 0.2469

t= Valor dado pelo teste t de Student
p=Valor de probabilidade
gl= Graus de liberdade .

Conc. media (mg/di)

4000

3600 1

3000

2500 |

2000

1600 4

1000 5

1g G
Classes de Igs

Bl (ndeter. N pos, Neg. Mog. Neg. N-Mog.

Flgura 7: Concentracdo de imuoglobulinas por classe nos 4 grupos estudados em mg/dl.
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Conc. media (IU/ml)

<. 1 I—

lg G
Classes de Igs

Bl indeter. NN Pos. Neg. Mog. - 7 Neg. N-Mo.

Figura 8: Concentracdo de immoglobulinas por classe nos 4 grupos estudades em IU/ml.

3.1.3. Factor Reumatoide

No que concerne aos factores feumatoides 0s valores percentuais dos
individuos com factor reumaﬁoide.positivo e negativo encontram-se
organizados na tabela 8 e na figura 9. A tabela 9 mostra a
comparacio feita entre os grupos de individuos com resultados
indeterminados, positivos, negativos Mocambicanos e negativos néo
Mocambicanos. '

A comparacgdo feita entre os 2 grupos de negativos ddo um resultado
ndo significativo pelo que as seguintes analises foram feitas
agrupando os num sé. Assim nova comparacio foi feita entre o grupo
de indeterminados, os positivos e os negativos totaig. Depois de
feita esta andlise verificou-se serem significativas as diferencas

existentes entre os 3 grupos.




Valores mimericos e percentuais do Factor Reumatolide positivo e negativo.

Positivos Negativos

Ne % - Ne %

Indeterminados 23 | 38. 37 |- 62.7

Positivos : ' 46. 16 53.3

Negaﬁivos Mocg. : -13.~ 26 6.7 "

Negativos nio Moc 20. 24| 80.0

Nimero de individuos
%= Percentagem

Tabela 9: Compavagdo das frequéncias do Factor Rewatoide nos grupos de estudo

p

Neg. Mog¢./ Neg.N.Moc. 1 o, 0.7290

Pos./ Neg. Totais. .73 5.42F-3

Indeterm./Positivos . . 0.5960 -

Indeterm./ Neg. Totais G 0.0142

X2= Valor dado pelo teste Chi-quadrado
p= Valor de probabilidade
gl= Graus de liberdade




Faot. Reum. (%)

Posit. Neg Mog.
Reactividade HIV .

F. Reumatoide

Figura 9: Percentagem de individuos com factor reumatoide positivo.

3.1.3. Autovanticorpos

Na tabela 10 vem expressa a percentagem de individuos com presenca de
autoanticorpos encontrada nos diferentes grupos e os mesmos dados sao
apresentados na figura 10. A tabela. 11 permite demonstrar se existem

diferengas significativas entre os 4 grupos estudados.

0 grupe de indeterminados comparado com 0 grupo de positivos demonstra

haverem diferen¢as significativas entre eles. 0 mesmo resultado é
; )

encontrado na compara¢do entre positivos e negativos.

No caso dos negalivos nde foram encontradas diferencgas significativas

entre estes 2 grupos.




Tabela 10: Valores mméricos e percentuais de Autoanticorpos positivos e negativos.

Positivos Negativos

Ne % N® %

"Indeterminados 14 . 46 | 76.7

Positivos 16 . 14 46.7

Negativos Mog. ) .3 29

Negativos ndo Mog . 27

o= Niwero de individios
%= Percentagen

‘Tabela 11: Camparagao das froguencias de Autoant fcorpos nos grupos de estido

B gl

Indeterm./ Pos. ) 9.084E-3:| 88

Indeter./Neqg. Totais - 0.021

Pos./ Neg. Totais 2.024E-6

Neg. Mo¢./ Neg. N.Mog. 0.605

X2= Valor dado pelo teste Chi—quadrado
p= Valor de probabilidade
gl= Graus de liberdade




Autoanticorpos (%)

/

Indeter. | ‘.Posit.' Neg. Mog. Neg.NMoc.
Reactividade HIV

Bl ndeter.

Flgura 10: Percentayem de individuos com Autoanticorpoas positivos.




3.1.4. Associagdo entre a presenca de Factores Roumatoldes e o8
valores da concentra¢do de Imunoglobulinas

Para verificar se existiam diferencas significativas quanto A
concentracgao de imunog]obulinas' nos individuos com factor
reumatoide positivo e negativo resultados [(oram organizados nas
tabelas 12, 13, 14 e 15 com os valores médivs de IgA, IgG e IgM,
o desvio padrio e os valores encontrados no teste t de Student bem

como a probabilidade.

Os individuos com resultados "indeterminadevs” & tecnica do W.B.
para HIV ndo apresentaram valores de concentragido média de Igs das
trés classes estudadas significativamente difgrentes nos casos em
que o factor reumatoide é positivb ou negativo. Para os positivos
ao HIV observaram-se valores significativamente superiores de IgG
e ITyM nog individués que apresentaram factor reumatoide positivo..
No caso. da IgA os valores achados ndo “diferem para as duas
varidaveis considerédas. Na comparacdo feita em individuos negativos
Mocambicanos somehte os valores de concéntracac>'de IgG foram
significativamente superiores na presenca de factores reumatoides.
Para IgA e IgM os valores achados ndo apresentaram diferencas
significativas. Nos individuos negativos ndo Mog¢ambicanos os

resultados demonstram a ndo existencia de diferengas significativas

nos valores de concentragdo media de imunoglobuljnas A, G, e M na

presenca ou nic de factor reumatoide,




Tabela 12: Camparacao dos valores médios de immoglobulinas na presenga e auséncia de factores
rewmatoides no grupo de individuos com resultados indeterminados 4 técnica Western Blot.

H

PR.Fos 281,
® "F.R.Neg 283.6

M= Valor médio

DP= Degvio padrao

t= Valor dado pelo teste t de Student
p= Valor de probabilidade

gl= Graus de liberdade

Tabela 13: COmmparagao dos valores médios de Immoglobulinas na presenga. e ausencia de factores
reumatoides no grupe de individuos cam resultados positivas & técmica Western Blot.

M

iF.R.Pos |351.7

.R.Neg |296.4

M= Valor médio

DP= Desvio padido

t= Valor dado pelo teste t de Student
p= Valor de probabilidade

gl= Graus de liberdade




Tabela 14: Conparacdo dos valores medios de‘mmlabminas na presenca e ausencia de factores
reumatoides no grupo de individuos cum resultados negativos & técnica Western Blot (n=30).

*

M DP

307.8|207.5

R Fos
“F.R.Neg 297.8[162.8

M= Valor médio

DP= Desvio padrio

t= Valor dado pelo teste t de Student
= Valor de probabilidade

gl= Graus de liberdade

Tabela 15: Comparacdo dos valores médios de immoglobulinas na presenca e ausencia de factores

reumatoldes no grupo de mdividuos cam resultados negativos nio mcanﬂ)jc.m 4 ténica Western Blot

M bp

.R.Pos [326.7273.8

||F.R.Neg 275.0 [107.0

M= Valor médio

DP= Desvio padrao

t= Valor dado pelo teste t de Student
-p= Valor de probabilidade

gl= Graus de liberdade




]

3..2. DISCUSSACO DOS RESULTADOS

Os  resultados obtidos demonstram a existéncdia de valores
significativamente superiores de Imunoglobulina ¢ nos individuos
infectados por HIV do que nos grupos de individuos negativos e com
resultados seroldgicos indeterminados. No cuaso da Imunoglobulina
A nao foram observadas diferencas significativas das concentragodes
médias de cada um dos grupos estudados . &, No caso da Ig M
observou-se .que a concentracdo média era significativamente
diferente no grupo dos individuos infectados pelo HIV que nos
restanltes grupos.

Em relacdo ao grupo de maior interesse para este esludo, o grup§
de indeterminados, e tendo em conta que o teste de confirmagdo
utilizado no Laboratorio Nacional de Referdncia do SIDA, & um
testes de Western Blot para a determinacgdo de imunoglobulinas ©
especificas para as proteinas virais, os resultados obtidos excluem

a possibilidade de concluir gue os resultados ndeterminados sejam

i
devidos a uma elevada concentrag¢dao de Tg G  nos soros desses

individuos, ja que as concentragoes desta classe de Tmunoglobulina
ohservada no grupo dos individuos com Western Blot indeterminado
nio diferiu significativamente das observadas nhos dois grupos de

individuos com Western Blot negativo utilizados como controis.

Os valores significativamente elevados para a concentragdo da Ig-
M observados nos individuos com Western Blot. pusitivo e por tanto
infectados CoOm HIV 530 interpretados como expressio de
hiporgamaglobulinehia que tem sido reportada hestes doentes por
outros autores [1,13,17,36] e cuja-existéncia foi também observada

em pacientes Mocambicanos.

Referente aovs grupos de individuos negativos Mocawbicanos e nio

Mogambicanos e aparentemente .saudaveis utilizados como controis
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destaca-se o facto de nao existirem diferencgas significativas entre
eles. Assim, a origem dos ~individuos controis Mog¢ambicanos, a
maioria deles vivendo em Aareas urbanas com melhores condic¢dHes
ambientais que outros vivendo em Areas rurais ou mais expostos a
estimulos de doengas infecciosas boderia explicar que 0% mesnou
apresentan concentragdes de Imunoglobulinas gemelhantes as dos
individuos procedentes da América e Europa utilizados como controis
o que difere em certo sentido com o reportado por outros autores
gue referem que as concentrag¢odoes de Imunoglobulinas observadas nos
individuos africanos sdo mais elevadas [20,37]. No entanto qualguer
afirmagdo neste sentido precisa de um estudo mais aprofundado,
tomando em consideracdo outras varidveis cowo sendo sexo, idade,
estado nutriciénal, area de residéncia para os  individuos
Mocambicanos e:no caso dos controis nao Mogambicanos o tempo de
permanéncia em Mocambique, drea de residéncia e possiveis episddios
de enfermidades infeariogsas durante a sua estadia no Pafs, agpeclon
estes que nao foram avaliados no presente estudo por estarem fora

dos secus objectivos.

Em relqg&o as frequéncias observadas para a .presenca do factor
renmatoide os resultados obtidos. nido permitem excluir qQue esti
possa ser um factor causador de resultados’ indeterminados ao
Western Blot. Isto porque - a frequéncia observada no grupo de
individuos com resultados indeterminados no Western Blot &
significativamente. wais elevada due a dbﬁervada no grupo de
individuos negativos Mogambicanos e ndo Mogambicanos, o que poderia

ser dnterpretado como a existéncia de uma associacdo entre 2

presenca de factor reumatoide e um resultado indeterminado no

Western Blot. Porém no grupo ‘de individuos con Wesitern Blot
positivoe também a “frequéncia observada de faétof rematoide foil
significativamente maior que nos dgrupos de individuos con
resultados negativoes, o que tem sido reportado por outros autores
que tém associado a infec¢do por HIV -com a presenga de factor

rYeumatoide no soro (4,5,39).




Assim os resultados obtidos neste estudo ndo permitem concluir que
a ocorréncia de um resultado indeterminado ao Western Blot seja
devido a presenca de factores reumatoides no soro. Poderia no
éntanto pfesumir-se pelos resultados observados que a existéncia
de uma associagdo entre a iﬁfeccéo'por HIV e a presen¢a de factor
reumatoide fogse um elemento a favor de que'entrg o8 individuos com
resutltados indeterminados poderiam endonﬁrar—se individuos que
realmente estivessem infectados com HIV. Isto poderia explicar-se
pelo facto de tais individuos se 'encontrarem num momento de
evolugdo seroldgica no qual néo‘fdssem'detectével_a presenca dos
anticorpos especificos para as proteinas virais necessarios para
preencher os critérios de positividade, 6 (jue precisaria de ser
demonstrado mediante técnicas COmo é Polymerase Chain Reaction
(PCR) [14] que permite a detecg¢do do genoma viral dentro da célula

infectada do individuo e que constitui neste momento o método mais

sensivel para o diagndstico da infecgdo pelo HIV mas que ainda ndo

estd disponivel no Pais.

Por outro lado considerar a presenca do factor reumatoide com base
nos resultados obtidos éomo significado de reacqdes inespecificas
que dé& como resultado f£final um padrio de reactivadade indeterminado
no Western Blot seria possivel tomando-se ewm conta o reportado por
alguns autores scobre a existéncia de homologia na sequéncia de
algumas proteinas virais e determinadas regides das cadeias pesadas
das Ig G (4] ou sobre a produgico de reacgdes inegpecificas no
Western Blot em soros de individuos que possuem factores
reumatoides e complexos imunes [18]. Para a demonstracdo disto
seriam requeridos outros estudos, como sendo as provas de absorcio,
que ndo estiveram incluidas nos objectivos deste estudo. No
entanto, ¢ conveniente assinalar que a presenca de factor
reumatoide tem sido reportada em individuos que apresentam uma
variedade de infecgdHes agudas e crdnicas e inclusivamente em

individuos aparentemente saidaveis vivendo nos trépicos [20].




E de salientar a diferenca significativa observada gquando
comparadas as concentragdes de IgG nos individuos positivos e
negalivos para anticorpos anti-HIV com pregsenca de factores
reumatoides no soro o que pode ser interpretado como resultado do
que acima ge refere sobre a inducio da producio de factores

reumatoides nos individuos com o virus HIV.

0Os estudos acima propostos poderdo esclarecer melhor a possivel
associagdo entre a presenga dos factores reumatoides e os
resultados indeterminados no Western Blot. Mas, os resultados
obtidos neste estudo demonstram que no momento actual o uso do
teste de detecgdo de factores reumatoides para considerar um padréo
de reactividade indeterminado no Western Blot como sendo
inespecifico e nado relacionado com a infeg¢do HIV resulta ainda de
pouco valor.

No caso dos outros autoanticorpos estudados observou-se uma

situag¢do semelhante A observada com ¢ factor reumatoide. Assim
constatou-se  uma 'frequéndia significativamente superior nos
individuos infectados pelo HIV e naqueles que apresentavam padrées
de reactivdade indeterminada no Western Blot gue nos individuos dos
grupos controis com resultados negativos., '

A presenga de autoanticorpos nos individués infectados pelo HIV tem
sido explicada por outros autores como devida. ao facto da
existéncié de homologié entre as prote&nas_ virais e algumas
proteinas normais do organismo [4,17]. Num eétudo'antefiormente
feito foi observada a presenga de anticorpos anti-nucleareés e apti—
tecido em 62% dos individuos infecfados pelo HIV. mas néio
apresentando ainda manifestaqéeslclinicas e de 86% nos doentes de
SIDA [39}. Os resultados obtidos neste ésgtudo, onde 53.3% dos
individuos Mogambicanos infectados por HIV apregentaram pelo wmenos

um dos autoanticorpos estudados nomeadamente anti-nuclear




e anti-tecido sdo compardveis com os valores obtidos por outros

autores, confirmando que no caso destes individuos, podem ser
chservadas frequéncias semelhantes. A existéricia destes
autoanticorpos em individuos portadores do virus HIV, ndo tem sido
associada a existéncia de gqualquer doenga autoimune especifica,
mas, produzidos como resultado de uma activagdo imune pela infeccdo
pelo virus, estando actualmente em estudo @ seu possivel papel na
patogenia e desenvolvimento do SIDA [5].

No que diz respeito a possibilidade de considerar os autoanticorpos
responsaveis pela ocorréncia de padroes de reactividade
indeterminada no Western Blot, os resultados tal como no caso dos
factores reumatoides, ndo sdo concludentes. Porém, tem sido
referido o facto de, durante a produgio dos antigenos para o teste
de Western Blot, encontrarem-se envolvidas linhagens celulares,
cujos componentes ndao sdo totalmente sepidrados dos componentesy
virais, e, que poderiam servir como antigenos para potenciais
'reacéés inespecificas -entre estes componentes celulares e os
autoanticorpos, mas, o desenho feito neste esﬁudo, ndo permitiu que
0 mesmo se debrugasse sobre éste'aspecto. feria necessirio, fazer
estudos que incluam a reéccéo do soro enm questéO‘com tiras do
Western Blot preparadas com produtos celulares procedentes das
mesmas linhagens celulares onde foi multiplicado o virus para a
produgdo de antigeno, mas ndo estando infectadas, e analisar as
reacgdes que se produzen comparando-as com aquelas (ue aparecem nas
tiras do teste de Western Bleot comercial actuélmeﬁte usado. S6
através deste enfoque, poder-se-ia obter mais clareza sobre qual
o significado que‘a bresenca de autoanticorpos possui na.ocorréncia
dos resultados indeterminados. Além disso, e como anteriormente
referido 'para © caso dos factores feumatoides, a presenca de
‘aﬁtOdntiCorpos em individuos com resultado indeterminado ao Western
Blot pode represehtar na realidade ihfec¢&o pelo HIV, mas num

estadio da resposta seroldgica que ndo perwite o seu diagndéstico




com os métodos seroldgicos. disponiveis. Neste caso, ‘seria

justificado realizar um.estudo incluindo técnicas mais sensivgis
de diagndstico da infeccdo pelo HIV, que, tal como anteriormente

dito que ndo estdo ainda disponiveis no pais.

Porém, os resultados obtidos nao permitem considerar o teste de
autoanticorpos como uma prova adicional qug permita esclarecer o
significado dum resultado indeterminado no Western Blot com fins

de diagnéstico.

Da associagdo feita nos individuos com resultados indeterminados
ao Western Blot quanto ao nivel de imunoglobulinas na presen¢a ou
nac de factores reumatoides, nao se verificam valores
significativamente diferentes nas trés classes de imunoglobulinas
estudadas (Tabela 12). Isto sugere que, a formacao de factores
reumatoides pode surgir como resultado duma activac¢fio policlonal
que poderia levar ao aparecimento de imunoglobulinas G e M que
reagem com as regides variadveis das cadeias pesadas da classe G daé

imunoglobulinas.

Nos individuos positivos ao HIV, os que apresentam positividade nos
testes de deteccgdo de ﬁactorés reumatoides, possuem valores
superiores de IgG e IgM em relagdo aos que njo possuem factor
reumatoide. No caso da IgA, ndao foraml encontradas diferengas
significativas entre os individuos com factor reumatoide positivo
e com negativo. Isto dee ser explicado, pelo facto de os factores
reumatoides perténcerem as classes de imunoglobulinas G e M. Tém
sido . reportados por outros autores elevados niveis de
imuncoglobulinas particularmente da classe G em' individuos que
apresentam factores reumatoides [32]. Muitos autores tém descrito
os virus como potenciais indutores de fendmenos autoimunes, pelo
seu papel de activadores policlonais -e estimuladores de secrec¢io
"de imunoglobulinas, especialmente de factores réumatoides [32].




Nos individuos Mocambicanos com resultados nedgativos no Western

Blot para HIV, scomente a imunoglobulina G, .apresenta valores

significativamente mais elevados nos que possuem factor reumatoide
positivo, em relag¢io aos que ndo © pogssuem. A mesma explicagio pode
ser ddda neste caso, paré o facto da aparigio de factor reumatoide
pode estar associado com uma elevacdo desta classe de Ig no soro,
expressio duma histéria anterior de estimulacdo do sistema imune.
No entanto, os resultados obtidos nos individuos negativos nao
Mogambicanos ndo apoia totalmente esta afirmacéo, pois nio se
observa associacgao entre uma elevada concentracio de
imunoglobulinas e a presenca de factor reumatoide. Porém, o estudo

deste aspecto do problema merece ser tratado em trabalhos futuros.




3. 3. CONCLUSOES

0s resultados obtidos no presente estudo permitiram chegar as
seguintes conclusdes: . '

1. As concentracgdoes de imuuogldbulinas IgG e IgM observadas nos

individuos com resultados positivos pela prova do Western Blot para
anticorpos anti-Hiv, e, considerados infgctados, foram
significativamente superiores que as observadas nos individuos com
resultados indeterminados e negativos na mesma prova, confirmando
a presenca de uma hipergamaglobiulinemia nogs individuos infectados
pelo HIV.

2. Nos grupos de individuos com padroes de reactividade positiva
e indeterminada ao Western Blot para anticorpos anti-HIV,
observaram-se frequéncias de ocorréncia do factor reumatoide e de
outros autocanticorpos, que diferiram significativamente das
observadas no grupo de individuos com resultados negativos na mesma

prova.

3. Dus resultados cobtidos pela comparagdo entre cada um dos grupos
estudados, pode concluir-se que a concentrag¢do de imunoglobulinas,
em particular a concentracdo de IgG, nio sugere uma assoclac¢do

entre estas e a apari¢do de resultados indeterminados ao Western
Blot. -

4. Os resultados obtidos na determinag¢io do factor reumatoide, e,
dos restantes autoanticprpés estudados ndo, permitem concluir que
o8  mesmos  estejam associados 4  ocorréncia’ de resultados
indeterminados na técnica do Western Blot. A associacdo encontrada
entre infecgdo por HIV e presenca de factores reumatoides e dos-
restantes aultoanticorpos estudados, impedem a utilizacdo destas
provas como  um elemento adicional para a . clarificacido do

significado de um resultado indeterminado ao Western Blot.
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3.4. RECCMENDACOES

Os resultados indeterminados & técnica Western Blot para HIV
requerem clarifica¢do quanto ao seu significado, parecendo porén

que outres enfoques deveriam ser procurados, a saber:

]

1. Procurar a associag¢do entre a - ocorréncia dos resultados

indeterminados ao Western Blot para HIV com a ocorréncia posterior
de padrdes de reactividade positivos, padrdes de reactividade
negativos ou com ¢ aparecimento de sinais e sintomas de doenga por
HIV. '

2. Introduzir um controle celular {tira sensihilizada cdm antigenosg
das celulas onde o virus foi replicado), ou, por absorcido prévia
destes antigenos nos soros, estudar a resolucdo obtida na
reactividade da tira do Western Blot. B,

3. Estudar a reactividade dos soros com padrdo indeterminado para
HIV em testes usando a mesma técnica (WeslLern Blot), mas, para
retrovirus relacionados com o HIV, para anrdalise da reactividade

cruzada que possa eventualmente existir entre eles.

4. Existindo disponibilidade de técnicas e biologia molecular
(Polimerase Chain Reaction}, estudar os individuos com resultados
indeterminados ao Western Blot para HIV quanto & presenca do genoma

viral nos seus linfdcitos.




. }aETIQQéﬂR:Iﬂt;.EUUBLJ&JCHBHFRYZH£?

- Ascher, M.S.; Sheppard, "H.W. (1990}. AIDS As Immune System
Activation.II. The Panergic Imnesia Hypothesis. Journal of
Acquired Immune Deficiency Syndromes.. Vol.3:177-191.

Peterlin, B.M.; Luciw,P.A.(1988). Molecular Biology of HIV.
Scientific Awmerican. AIDS Vol.2 (suppl 1): 529-540.

Gallo, R.C.{1987). The AIDS Virus. Scientific American. USA.

t

. Schupbach, J. (1989). Human Retrovirology. Facts and Concepts.

Springer-verlag. New York.

Philadelphia Science Group (Ed.). (1989). AIDS 89: Summary.

A Practical Syunopasis of the V Internaiional Conference on
AIDS. Montrea}.

Burke, D.S.; Redfield, R.R.; Putmam, P.; Alexander, §5.S.
{1987). Variations in Western Blot Banding Patterns of Human
T~Cell Lymphotropic Virus Type ITI/Lymphudenopathy Associated
Virus. Journal of Clinical Microbiology. American Society for
Microbiology. Vol. 22: 124-130.

Laurence, J. (1985). The Immune System in AIDS. Scientic
American, 253:70-79.

Lang,W. et al. (1989). Patterns of T Limphocyte Changes with
Human Immunodeficiency Virug Infection: From Sercconversion
to the Development of AIDS. Journal of Acquired Immune

Deficiency Syndromes Vol.2:63-69.




[g].

th].

[11].

[(12].

[(13].

[14].

[156].

[16].

(17].

Roitt, T. (1989).  Essential Immunology. 9th‘Edition.

Blackwell Scientific Publication. London.

Gell P.G.H.; Coombs, R.R.A.; Lachmann, P.J. (1980).

Inmunologica. 2nd EAd. Salvat, Espanha.

Clark, W.R. (1986). The Experimental ¥ oundations of Modern
Immunoloygy., Jth Ed. John Wiley &.Sons,Yic. U.S.A.

Harry, D.J. et al. - {(198%) 'Antiéen Netection for Human
Immunodeficiency Virus. Clinical M. zrobiology Reviews.

American Society for Hicrobiologf. V01.3:241:249.

£

Lane, H.C.; Masur,H.; et al. (1989). Ahnormalifies of B-Cell

Activation and Immunodeficeincy in Patients with the Acquired
Tmmunodeficiency Syndrome., New England Journal of Medicine
Vol,309 N228:453-458,.

Dock, N.L. (1988} . Evaluation «f ] Atypical Human
Immunodeficiency Virus Immunoblot Reactivity in Blood Donors.
Transfusion Vol.28: 412-418,

Srinivasappa, V. et al. (1986). Molecula: Mimicry: Frequency
of Reactivity of Monoclonal Antiviral A:xltibodies. with Normal
Tissues. Journal of Virology Vol.57 Ne1: 397-401.

Fields, B.N.; Knipe, D.M. (1986). Fundan-.ntal Virology. Raven
Press. New York.

Andrieu, J.M.; Even, P.; Venet, A.. (19%6). AIDS and Related
Syndromes as a Viral-Induced Autoimmune ! isease of the Immune
System:An Anti-MHC II Disorder. Therapeutic Implications. AIDS
Regsearch Vol.2 Ne23, '




1

[18]. Gurtler, L. AIDS: (1988). Which Tests Counfirm the Diagnosis?.
Clinical Diagnosis and Laboratory. )
. )
[19]. Bowen, D.L.; Lane, H.C.; Fauci, A.S. (1%84). Immuné Function
; In The. Acquired Immunodeficiency Sjndrowe In Acquired Immune
Deficiency Syndrome Symposia On.Moleculéa: and Celular Biology
Vol 16. (Ed) Gottlieb,M.S.; Groopman, J.FE.New York.

[20]. Greenwood, B.M.,Whittle, H.C. (1981). Tsmunology of Medicine

in the Tropics. ELBS.Londres.

[21). Masci, J.R. (1989). New -Approches And Techniques For
Detecting Antibody To The HIV. LabMedica. '

[22]). Lundeberg, G.D. (1988). Serological Diagnogis of Human
Immunodeficiency Virus Tnfection by WQspfﬁn Blol Lesting. Jama
260(5): 674-9. ‘

[231. Jackson,J.B.; Balfour,H.H.. (1988). Pratical Diagnostic

Testing for Human' Imnmunodeficiency Virus. Clinical

Microbiology Reviews. American Societ: for Microbiology.

[24] . Centers for Disease Control. (1989). Iitvterpretation and Use
of the Western Blot Assay for Sergpdiagnosis of Human
Immunodeficiency Virus Type I Infections MMWR. Vol. 38.N°87.

[(25] . Immunology Laboratory. (1987): Final Rebbrt on the Evaluation

of HIV Situation in Mogambique. Institutro Nacional de Saude.
Mocambigue.

[26]. Centers for Disease Control. (1987). Update: Serologic
Testing for Antibody to Human Immunodeliciency Virus. MMWR 36(52).

rd




(271.

Organén ~-Teknika. (1988). Human Immunodeficiency Virus
(HIV) .USA.

. Palha de Sousa, C.; Barreto, J.; De La Cruz, F.; Barquet,

L. {1989). Non-conclusive results in HIV Western Blot Analysis
of Mozambican Sera. Immunclogy Laboralory. National Health
Institute. Sth International Conference Montreal . June 1989,

. De La Cruz, Fernando; Barreto, J.: Palhn C.; Barquet; Cabral,

J.R.; Schwalbach, J.F. .(1988)- HTV in Mozamblque - A general

overview. Instituto Nacional de Saude: Mogambique.

Sixth Ihternatibnal Conference on 'AIDS . 8&0 Francisco.
California. USA. June 1990. Follow Up of Donors With
Indeterminate Results.

Bigyazzi, P.E.:; Burek, C.L.; Rose, N.R. (1986). Antibodies to
Tissue-Specific Endocrine, Gdstru1nteql-na1, and Neurologlcal
Auntigens In Manual ‘of Cllulcal Labo14t0ry Immunology 3rd
Edition. pp 762-770. Ed. Ametlcan Socizty For Microbiology.
Washington, D.C. '

Ballou, S.P:; Kushner, I. (1986). Crithidia luciliae
Immunofluorescence Test For Antibodies to DNA In Manual of
Clinical Laboratory Immunology 3nd Edition. pp 740-743. Ed4
American Séciety For Microbiology. Washington, D.C.

Check, . I.J.: Piper, M. (19861 . Quantitation of
Immunoglobulins in Manual of Clinical Laboratory Immunology

by American Society for Microbiology. Vashington,D.C.

. Linke, J.B. Williams Jr, R.C. {1986) . Tests For Detection of

Rhewmatoid Factors In Manwual of Clinical Laboratory Immunology
3rd Edition. PP 759-761., Ed. Amirican Society For
Microbiology. Washington, D.C.




[35]. Fritzler, M.J. (1986). Immunofluorescent Antinuclear Antibody

Tests anual of Clinical Laboratory Immuuology 3rd_Edition. DD

733-739. Ed. American Scciety For Microbiology. Washington,
D.C.

[36]. Hersh, E.M.; Reben, J.M.; Munn, C.G.; Mansell, P.W.A. {1986).
Acquired Iminunodeficiency Syndrome (AIDS) in Manual of
Clinical Laboratory Immunology by American Society For

Microbiology. Washington, D.C.

(37]. Becher, W. {1976). Variations of Immunoglobulins In

Disease.Journal of Clinical Pathology. Brithish Association.

London.

[38]. Mayer-Siuta, Rosemary. (1988). Autoantibodies and Circulating
Immune Complexes in Subjects Iufected With Human

Immunodeficiency Virus. Med Micreobiologic Immun., 177:189-194.




5. ANFEXQS

!

Genoma do virue HIV1 e HIV2 e as proteinas codificada pelos éenes
correspondentes '

HIY |

GAG__|




Niig67:2

Homologia entre proteinas do vi;us HIV e proteinas Humanas

Proteina do HIY

Proteina Humana

- Area de interferencia

gp 120

MHC - 11
Neurointerleukina

Ig G

Ig A

iL -2
MHC -1l
Timosina -oelfa

Reconhecimento do antigeno pelas cel. T4

Activagao das celulas B

Fungoes neurologicas

Formacao de compiexos imunes,

Factores Reumatoides

Formacgao de complexas imunes

Factores Reumatoides,

Talerancia imune ao epitope receptor
dagp 120 |

Activacao de linfocitos

Reconhecimentc do antigeno pelas cel. T4

Activacao das celulas T




Padrio de proteinas dos soros com result

adbs indeterminados

Padrao de proteinas
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Distribulgéo dos individuos pelos grupos de idades nos
estudados quanto & reactividade HIV '

1ases—~—V' indeterm. . Neg.N. Mog.
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ANEXO¥S
IMUNODIFUSAO RADIAL
Material
1. Placas de gel agarose contendo soro moncespecifico das
classes de imunoglobulinasg A,G,M,E e D.

2. Soros control IgaA, IgG e IgM.

Procedimentos

1. Depositar 5upl de soro nos pogos da placa de gel sem permitir

que a ponta da pipeta togue as margens dos pogos .

2. Incubar a temperatura ambiente num local 23curo.

3. Com papel milimétrico, fazer a leitura do didmetro dos aneis
formados pela difusdo do soro depositado no gel, decorridas 24

horas para IgA, Igt e Ig M.

4. Fazer a segunda. leitura dos aneis de precipitina das placas,
para 1gi e IgG

depois de 48 horas e para IgM depois de 72 horas.

Interpretacdo dos resultados

Os didmetros dos aneis de precibitina sdo convertidos em unidades
de concentracio de iﬁunoglobdlinas (mg/dl e rni/dl), através de uma
tabela correspondente de valores préviamente calculados, fornecidos
pelo "kit",




ANEXOE6

Testao de aglutinagdo

Reagentes
1. Reagente-Latex-FR

. Soro controle FR positivo

2
3. Soro controle FR negativo
N

. Solugdo salina isotdnica (Nacl) 0.9%

Procedimentos

1. Deixar os reagentes e 08 soros atingir a temperatura ambiente.

2. Diluir os soros a testar e os soros controle negativo e positivo

~

L:5 com solucido salina isotonica (NaCl) 0.9%

3. Depositar 1 gota (aprox. 40pl) de soro dileido e o mesmo volume
de soro controle positivo e negativo em cada uma das 4areags de

reaccac da placa de teste.

4. Adicionar 1 gota {aprox. 40ul) de reagente-l4tex-RF a cada
amstra de soro de teste e soro controle positivo e negativo; depois

de misturar com um palito, balangar a placa de teste.

5. Decorridos 2 minutos avaliar a ocorréncia ou nfo da reaccido de

aglutinac¢dao. Para tal comparar com a reacgdo nos soros controle,

Interpretacdao : '

A reacgio de aglutinagido indica a presenca de factores reumatoides;
A auséncia de uwa reacgdo de aglutinacido, indica.que o soro do
individuo ou nio Eontéﬁ factores reumatoides ou téw-nos a uma
concentragiao menor de- 20 UI/ml gque & a concentracﬁc: A qual

borresponde_a dilui¢io de 1:5 .




ANEXO=T.

Teste de imunofluoresclneia para anticorpos anti-nucleares

Preparacao dos reagentes

1. PBS (Phosphate Buffer Saline) - Dissolver o conteﬁdé de
cada embalagen témpéo em 1 litro de agua démtilada. Misturar-até
& completa dissolugdo. Ajustar o pH para 7.2. f

2. Soro controle positivo e soro controle negativo para
anticorpos antinucleares —-Recontituir com 0.5 ml de_égua destiiada

egtéril.

3. Conjugado gamaglobulina anti-humans polivalente marcada
com Isocianato de fluoresceina (FITC) - Reconstituir com 3.0 ml de
agua destilada estéril.

4. Glicerol.

Procedimento

1. Remover do congelador as laminas com substrato de cultura de

células, e, deixar atingir a temperatura ambiente.

2. Fazer a dilui¢do de 1:20 dos soros e dos controis com PBS pH
7.2, em microplacas de diluicao identificands cada pogo com o soro

do paciente correspondente e os controis.

3. Com uma pipeta automatica depositar 1 gota (aproximadamente 25
ul) de soro do paciente e de soro control diluidos nos respectivos
pogos cobrindo toda a area das células. v

4. Tncubar as ldminas numa camara himida d& temperatura ambiente
(25°C) por 30 minutos.




5. Findo o periodo de incubacio remover as 1ém1nas_da camara humida
e remover o excesso de SOro com uma lavagem suave com PBS antes de
os colocar numa camara de lavagem. Proceder & lavagen dupla Qe 10
minutos cada uma com PBS pH 7.2, nuw agitador magnélico mudando o

"PBS no intervalo entre as 2 lavagens.

6. Remover as laminas do PBS e decar com com paprel de filtro de

forma a ndo permitir a secagem dos pocos col substrato.

7. Adicionar 1 gota de conjugado de gamaglobulina anti-humana

marcada com isocianato de fluoresceina (FITC).

8. Incubar as ladminas em camara ‘himida pur 30 minutos & temperatura

amhiente,

9. Repetir o passo

10. Ap11 car 1 goLa de gl]cernl e cobrir com a lamela, obgservando

em seguida ao mlCrO&(UDLO de fluorebcenc1a

INTERPRETACAQD DOS RESULTADOS

Um soro € considerado negativo se a fluorescéncia nuclear for menor

ou igual a do control negativo e se ndo existir nenhunm padrao

-

discernivel de fluorescéncia nuclear.

Uma fluorescéncia maior que a do control negativo um padrao
claramente discernivel de fluorescéncia, indica que o© soro: é
positivo. Se a fluorescéncia nﬁclear nao FoOr claramente positiva
0 soro e considerado negativo, pois pode ser devida a uma reacgdo
inespecifica. '

Os resultados positivos devem ser titulados e o Gltimo titulo no
qual ainda persistir o padrio de fluorescéncia & gue serve como

titulo maxinmo de positividade.




Para a deteccao das varias especificidades nucleares do teste ANA,
a célula em fase de divisdo & que permite defimir a.especificidadé
do antigeno. Antes da divisjo da célula a maioria dos antigenos
nucleares estidos uni formemente distribuidés através de todo o
nucleo.

A maioria dos substratos "Hep 2" (Celulas #piteliais Humanas)

possui  c¢élulas mitdticas visivelis que sio caracterizadas por
apresentarem uma forma celular redonda ou circular sem membrana
nuclear detectavel. '

Os padrdes detectados podem ser de vArios Uipos o «ue permite
relaciona-los com o5 contituintegs do nacleo com os quais as
anticorpos presentes no soro reagiram e assim razer uma associacio
destes com a9 distintas duen¢as‘autmimunes. As doenali=s aultoimunes
podem ser classificadas segundo os constituintes do nicleo so

substrato de lamina aos quais os dutoanticorpos estio dirigidos.

.




ANEXOSE
Teste do hloco composto

Preparacao dos reagentes

1. PBS (Phosphate Buffer Saline} - Dissolver o contetdo de
cada embalagem tampdo em 1 litro de agua destilada. Misturar até
4 completa dissolucdo. Ajustar o pH para 7.2.

' 2. Soro -controle positivo ‘e soro ,connrole' negaﬁivo para
anticorpos cntra osg tecidos - Recontituir com 0.5 ml de agua
destilada estéril ' '

3. Coniugado gamaglobulina anti"humané polivalente marcada
com Tsotiocianato de fluoresceina (FITC) - Reconstituir com 3.0 ml
de agua destilada estéril. |

4. Glicerol

Procedimento

1. Remover as laminas do congelador e deixar atingir temperatura

ambiente.

2. Diluir os soros e os controis 1:40 com PBS pH 7.2

3. Depositar os soros diluidos (aprox. 0.025 jl) sobre toda a area
com antigeno e colocar numa clmara humida por 30 minutos a

temperatura ambiente.

4. Retirar as laminas da cdmara humida e retirar o excesso de soro
da 4rea com substrato com uma lavagem suave con solugao PBS pH 7.2.
5. Com PBS pit 7.2 fazer uma lavagem dupla de 10 winutos cada uma,
num agitador magnético mudando a solucio de: PBS entre as duas

lavagens.




6. Secar as laminas com papel absorvente sem secar a Area com

substrato.

*

7. Depositar 1 gota de (0.05) de conjugado cobrindo. a area da

lamina com substrato,

L

8. Incubar em cdmara hOmida a temperatura ambiente durante 30

minutos,
9. Repetir os passos 4 e 5.

10. Aplicar 1 gota de glicerol e cobrir com a lamina com a lamela

[azendo seguidamente a leitura no microscédpio de fluoresecéncia.

Interpretacao dogs resultadogs

Um resultado positﬁvo & confirmado por um padrio de fluorescéncia
am gualauer dos tecidons prmﬂen{eﬂ na 1amina. Uma reacdo positiva
deve ser testada de novo com soro mais diluido. Diluicdes duplas
sdo as mais wutilizadas (1:40, . 1:40, 1:80,...). As diluicdes
permitem determinar gual o titulo wadximo de [luorescéncia.

Um resultado negativo & dado pela auséncia de total fluorescéncia.




ANEXO:9
Anti -ADN

Preparacdo dos reagentesg

1. PBS —vDissolver-o conteido de cada embalagem tampao com 1
litro de Agua destilada e misturar até a completa dissolucio,.
Ajustar o pH a 7.2 : T ‘

2. Soros de cbntrole positivos e negativos para anticorpos
anti-ADN - Reconstituif com 0.5 ml de égua destilada estéril.

3. Comjugado "gamaglobulina moenovalente anti-humana marcada
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) - Reconstituir com 3 ml de
agua destilada estéril.

4, Glicerol.

Procedimento

1. Remover as laminas do congelador e deixar atingir a temperatura
ambiente. Retirar as laminas do: envelope sem togar as Aareas

cobertas com antfigeno.

2. Fazer a diluic¢io dupla dos 80ros e 08 controis {(1:5, 1:10, 1:20,
}:40) com PBS, pH 7.2. '

3. Depositar uma gota (aprox. 0.025 ml) sobre as dreas com antigeno

e incubar em camara humida temperatura ambiente durante 30 minutos.

4. Remwover as laminas da camara humida e procedef 14 sua lavagem
com PBS, pH 7.2 ,em corrente suave sem permitir a corrente directa
sobre as Aareas de antigeno.

b, Colocar as laminas nuwa camara de lavagem com PBS, pH 7.2 por
10 minutos no agitador magnético duas vezes consecutivas mudando

a solugdo de PBS entre as lavagens.




6. Secar as areas sem antigeno das laminas Com pape) absorvente.

t

7. Depositar 1 gota (aprok. 0.025 ml) de conjugado.sobre os poéés

cobrindo toda esta Area.

8. Incubar as ldminas em cdmara himida a temperatura ambiente

durante 30 minutos.
9. Proceder a lavagem como no passo 5.

10. Adicionar uma gota de glicerol a cada poco e proceder 3 leitura

no microscoHpio de fluorescéncina.

Interpretacido dos resultados

O resultado positivo é dado por uma [luorescéncia no nicleo, e, ou
no Kinetoplasto.
Quando ndo se verifica qualguer padrdo de fluorescéneia, ou quando

esta aparece no corpo hasal.




