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RESUMO

A selecdo de mutacBes de resisténcia aos medicasnamtirretrovirais pos-falha
terapéutica representam um grande desafio paraadtbde decisdo de novos esquemas
de tratamento na pandemia global. A elevada véidabie genética do HIV-1 e a
selecdo de mutagOes de resisténcia transmitideienp@s infectados cronicamente, sem
que tenham participado de qualquer esquema terepétem sido objeto de varios
estudos no mundo. Os padrdes de resisténcia s&tades principalmente em paises da
Europa e Estados Unidos, que apresentam prevalénajaritaria do subtipo B.
Contudo, estudos que direcionam a sele¢éo de nagai@nsmitidas aos medicamentos
antirretrovirais e em subtipos ndo-B, assim comoseas formas recombinantes, tem
aumentado significativamente em varias regides diodo. No Brasil, esses estudos sao
realizados esporadicamente e em regifes distinbapads e, principalmente, em
pacientes recém-infectados. A alta variabilidadeétjea do HIV-1 no nosso pais €&
representada de forma diversificada, com a presdocaubtipo B, seguida do F, e
especificamente na regido Sul a importante prevaédo subtipo C. O objetivo
principal deste estudo estd embasado nas carficeisle mutacées de resisténcia
transmitida aos medicamentos antirretrovirais pely-1 no genepol, fragbes da
transcriptase reversa e protease, com andlise dfil peutacional por grupos
populacionais de pacientes cronicamente infectpets HIV-1 e ndo tratados, porém
com indicacdo de inicio imediato de tratamento.aRoravaliados o0s pacientes
representados nas regides demograficas do Bragiteyaléncia nacional, resultou em
12,1% de mutacbes de resisténcia transmitida abgetmovirais pelo HIV-1 (grau
intermediario de 5 a 15%) e 70,8% de subtipo BS%EC; 6,4% F; 4,0% BF e 3,0% BC
na classificacéo dos subtipos do HIV-1. Aléem digsmam classificadas as prevaléncias
de mutacbes transmitidas, dos subtipos do HIV-&aracteristicas sociodemogréficas,
laboratoriais e os dados comportamentais na poulét}V positiva pré-terapia por

cidade nas cinco regides brasileiras.

Descritores:1. HIV-1; 2. Epidemiologia molecular; Resisténcia transmitida; 4.

Pacientes cronicos pré-terapia.



ABSTRAT

The selection of resistance mutations to antiretroviral drugs after failure of
antiretroviral therapy represents a magjor challenge for decision-making of new
therapeutic regimens in the global pandemic. The high genetic variability of HIV-
land the selection of resistance mutations trasmitted to patients chronically infected
without having participated in the regimen has been the subject of severa studiesin
the world. Resistance patterns are studied mainly in European countries and the
United States, wich have mgjority prevalence of subtype B. However, studies that
guide the selection of transmitted mutants to antiretroviral drugs and non-B subtypes,
and in their recombinant forms, has increased significantly in the severa regions of
the world. In Brazil, these studies are conducted sporadically and in different regions
of the country and specially in newly infected patients. The high genetic variability
of HIV-1 is represented in our country so diverse, with the presence of subtype B,
followed by F, and specificaly in the South region, the prevalence of subtype C. In
addition, coexist the prevalence of recombinant forms, where the principal is the
subtype BF, followed by BC. The main objective of this study estimate the
characteristics of transmitted resistance mutations to antiretroviral drugsin HIV-1 ol
gene, fractions of reverse transcriptase and protease, with mutational analysis of the
profile by a population patients chronically infected with HIV-1 and not treated, but
with indication of immediate initiation of treatment. We evaluated the patients
represented in the demographic regions of Brazil. The national prevaence resulted in
12.1% of transmitted resistance mutations to antiretrovira (intermediate grade 5% to
15%) and 70.8%, 15.5% C, 6.4% F, 4.0% BF and 3.0% BC in the classification of
subtypes of HIV-1. In addition, the prevalence of transmitted mutations, the subtypes
of HIV-1 and sociodemographic characteristics, laboratory parameters and behavior
data in population HIV-1 positive pre-treatment were classified by the cities in five

Brazilian regions.

Descriptors:1. HIV-1; 2. Molecular epidemiology; 3. Transmitted resistance; 4.
Chronic patients pre-therapy
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

A pandemia de HIV/aidsAcquired Immunodeficiency Syndrome) permanece
com muitos desafios, apesar dos enormes avancagradgs no campo da
pesquisa biomédica. Apés o reconhecimento do moneEaso de Aids nos
Estados Unidos (Gottliebet al, 1981); a denominacdo deéHuman
Immunodeficiency Virus  (HIV) determinada em 1986, pelo Comité
Internacional em Taxonomia de Viruslhtérnational Committee on Taxonomy
of Viruses ou ICTV); a descoberta de um tipo diferente neme da Africa,
denominado HIV-2 (Clavedt al, 1986), e o desenvolvimento do primeiro teste
diagnostico especifico para anticorpos de HIV ()98/, relativamente pouco
tempo, estudos moleculares delinearam a estrugmétiga, a organizacdo e o0s

mecanismos de replicacéo viral.

Como um retrovirus, o genoma do HIV é compostoRIWA e caracteriza-
se por enorme diversidade genética, consequénsaalalevada taxa de mutacéao,
auséncia de mecanismos eficientes de correcdo s, esltissima taxa de
replicacéoin vivo (aproximadamente 10 bilhdes de particulas vira}/{Ho et
al, 1995, Weiet al,1995) e situacdes de recombinacdo como parte doamsmos
naturais de replicacdo. Segundo as normas intexmaisi baseadas principalmente
nas propriedades estruturais dos virus e estatiateem 1998 pelo ICTV (NCBI,
2006), os virus conhecidos como HIV, pertencem nailfa Retroviridae e ao
génerolLentivirus. Estas informacdes, em conjunto com inumeros dadbse a

patogénese do HIV, foram essenciais para o0 rapideerd/olvimento de



medicamentos antirretrovirais (ARV) capazes detama replicacéo viral e evitar
maiores danos ao sistema imunoldgico dos infectados
O HIV é subdividido geneticamente em dois tiposV tdb tipo 1 e do tipo

2, sendo o HIV-1, o mais freqiente no mundo. Todsses virus de tipos e
subtipos diferentes encontram-se na Africa, querédbda pandemia, mas o que
circula quase que exclusivamente na América doeNerEuropa Ocidental é o
virus do subtipo B. No Brasil existe uma diverseladn pouco maior, onde temos
cerca de 85% de virus do subtipo B e, em locaisocB&o Paulo e Rio de Janeiro,
podemos ter tanto quanto 25% de virus do subtiddéoFsul do pais, h4 uma alta
prevaléncia do subtipo C, que é de cerca de 50Rim@&rande do Sul (Soares
al, 2003), enquanto a prevaléncia maior para o sulftipumenta em direcdo ao
norte do pais.

Esta grande diversidade do HIV-1 €& demonstrada mimeros estudos
epidemiologicos com forte associacdo geograficaiferemtes subtipos com

predominéancia em diferentes regides (Buonagtiab, 2007).

O uso de Terapia Antirretroviral Altamente  Ativa(Highly
ActiveAntiretroviral Therapy ou HAART) tem reduzido drasticamente a
morbidade e mortalidade entre pacientes infectgueds HIV-1 (Jaggyet al,
2003; Palelleet al, 1998). O sucesso da TARV é frequentemente limifaela
emergéncia de resisténcia aos ARV pelo HIV (Richetaad, 2004; Tamaleét
al, 2003). Torna-se importante citar, que 0s virgsstentes aos medicamentos
podem ser transmitidos a populagdo sa e transfwsném novos infectados
(Erice et al, 1993; Masquelieget al, 1993). A transmissédo de HIV resistente a

medicamentos é o maior problema que concerne & fallica, podendo ser o



principal fator para elevar as taxas de uso de ARV efetivos na terapia da

aids.

Inimeros ARV foram desenvolvidos e hoje, contanus 25 disponiveis no
mundo para o tratamento da infeccao pelo HIV, o tgme contribuido para a
substancial melhora da qualidade de vida dos pesieaspondedores a terapia e
para a reducdo da morbidade e da mortalidade pe$¢a d@ma terapia bem
sucedida pode resultar em acentuada reducdo da\deaty(contagem de virions
livres no plasma) até niveis indetectaveis (abdiedb0 copias/ml), fato que é
responsavel por reduzir significativamente as caame transmisséo (Relucio e

Holodny, 2002).

No Brasil dispomos, atualmente, de 19 ARV, de az@am o Ministério da
Saude (http://www.aids.gov.br), e apesar da didplracdo dos medicamentos
e inumeros beneficios trazidos pela TARV, aindaoemuitas lacunas a serem
preenchidas. Além das importantes questdes, quelvemr as politicas de
prevencdo, aconselhamento e acesso irrestrito aVJTA&alizado pelo MS,
fatores relacionados as caracteristicas do HIVesgmtam problemas para a
erradicacdo da pandemia. Fato principal encontraesalesenvolvimento de
mutacfes de resisténcia pelo HIV aos ARV em pagseakperimentados e em
falha terapéutica, que podem transferir esta pggolaa novos individuos

(resisténcia transmitida).

A determinacdo da prevaléncia de resisténcia tradsm(anteriormente,
denominada resisténcia primaria) em diferenteslittades do mundo € de

extrema importancia para o monitoramento da epiolegia molecular do HIV.



Teoricamente, o conhecimento do perfil e os nigeisesisténcia transmitida,
poderiam orientar a terapéutica empirica inicia¢ gacientes de determinada
area geografica. Um fendbmeno comum relaciona-stataoda prevaléncia de
resisténcia transmitida aos ARV ser maior em peassom infeccdo recente,
quando comparadas a pessoas infectadas ha mais. tefgxplicacdo mais
razodvel para este quadro fenbmeno reside no fat@sdpessoas que nao
apresentam infeccdo recente terem se infectado mn época em que a
exposicdo aos ARV era mais restrita e dessa foam@ansmissdo de virus
resistentes, menos provavel. Outra explicacdo ual ge acreditava até
recentemente, para explicar a menor prevaléncidrde resistentes em amostras
de pessoas infectadas ha longos periodos de tera@oreversao das mutacoes
na auséncia da pressao seletiva dos antirretrsvia mesma forma, quando se
suspende o uso de ARV de um paciente em falhaathrento, e o com virus
resistentes, o virus do tipo selvagem sobrepujarescionento dos virus
resistentes por apresentar melfitmess, ou seja, melhor capacidade adaptativa
destes virus em determinado meio ambiente, ent&sEerava que 0 mesmo
ocorresse entre as pessoas que se infectassemrasmesistentes. Nao é o que
parece acontecer.

Alguns estudos apontam que as TDR persistem pgo#operiodos de tempo,
mesmo na auséncia de tratamento (Jaial , 2011, Barbouet al, 2004, Little
et al, 2004, Brenneet al, 2003, Wainbergt al, 2002). A explicacdo para esse
fenbmeno reside no fato de que, no momento quepessoa se infecta, ela é
contaminada com uma populacao viral muito homogénedo por uma mistura
de cepas virais, em um fendmeno conhecido comdg@stgenética durante a

transmissao viral (no inglébottleneck) (Diaz, 2004). Desta forma, nos casos de



transmissao de virus resistentes, ndo haveria wpalagao de virus selvagens
preeexistentes, que pudesse emergir ao longo dpotemMesmo com o
aparecimento diario, e ao acaso, de cepas sengsivgiaciente com resisténcia
transmitida, estas n&do se fixariam pela grande tglamie de cepas mutantes
produzidas diariamente nessa pessoa.

A repercussdao pratica disto estd em se deteci@PRsm qualquer momento,
uma vez que as cepas com mutacodes persistiriama @atléncia que se observa
mundialmente com relacdo as TDR € o aumento prip@icde resisténcia aos
inibidores de transcriptase reversa ndo analogoaidesideos (ITRNN) (Grant
et al, 2002, Littleet al, 2002b, Ros®t al, 2004). Esse fendmeno decorre da
manipulagéo preferencial dos pacientes tratadosTpiiN, pelo menos em um
momento inicial, e na persisténcia maior das masgd essa classe de ARV,
mesmo na auséncia de pressdo seletiva dos mediceanema vez que as
mutagdes relacionadas n&o proporcionam uma peyddicitiva da capacidade
replicativa do virus (Wrirt al, 2000).

Pelo aspecto pouco previsivel e regionalizado gigtémncia transmitida €, no
entanto, dificil predizer com seguranca as tend@nae sua prevaléncia.
Especula-se que em alguns paises menos desengokfiglcocorra em ritmo
crescente.

Podemos estimar, que caso estejam presentes néa@@p eleita a iniciar
terapia, 0 desconhecimento da existéncia dessas;dast resultara em falhas da
acdo medicamentosa em prejuizo da qualidade dedddaaciente portador e
maior serd a probabilidade de transmissdo das cegmstentes a novos

infectados (Diaz, 2004).
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CAPITULO 2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ORGANIZACAO GENOMICA, CICLO VIRAL, ORIGEM E

CLASSIFICACAO DO HIV

2.1.1 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E GENOMICAS

O HIV é um virus de 10nm de didametro e de compbaaddiferente dos demais
virus, por apresentar um envoltério lipoprotéicenaminado envelope. Este envoltorio
possui uma regido externa, responsavel pela aflaidas receptores celulares e outra
interna, em contato com seu interior. A regido rexte que compde sua superficie,
contém 72 projecdes compostas pomeros ou tetrameros de duas glicoproteinas:
gpl120 e gp41Figura 2.1). Agpl200u proteina externa da superficie fixa-se ao virus,
através de interacdes com a gp4l ou também dendaprateina de membrana. Na
gpl20sado encontrados os sitios de ligacdo aos receptehelmres do hospedeiro e,
portanto, representam importantes dominios a semirtralizados com a finalidade de
interromper o ciclo viral. O complexo formado p@sas duas proteinas encontra-se
imerso em dupla cadeia lipidica, derivada da cdlokpedeira e onde existem também
inUmeras proteinas celulares, inclusive os antigelg histocompatibilidade, actina e
ubiquitina (Turner & Summers, 1999). Internameatepmposicéo do envelope possui
uma capa protéica com a protepi&/ligada ao acido miristico. Esta capa € responsavel
por fornecer a matriz, vital para a integridadevition (particula viral completa), e
necessaria para a incorporacao das proteinas @opewnos virions maduros. Dentro
deste envelope encontra-se 0 nucleocapsideo (tonge capsideo em formato
icosaédrico e material genético). O nucleocapsfu®ssui estrutura conica, tipica de
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Lentivirus,e é formado pela proteing4, além das também proteinp6 e p9(estas

Ultimas associadas ao material genético) (Schveaair, 1999).

Figura. 2.1 Caracteristicas estruturais do HIV

Pz e & ﬁ

inteqrase

transcriptase
reversa

Fonte:http:/imww.wikipidia.org.

O genoma do HIV, como os demais retrovirus, é catop@or duas fitas
simples de RNA, positivas e idénticas entre si @Vig002). Ha trés importantes
enzimas virais intimamente associadas a essasditd®NA, que sdo &anscriptase
reversa(TR), aintegrase(INT) e aprotease(P, PR ou PRQ)além das proteinas
acessoriamef, vif, vpre as mencionadas proteinas do nucleocapsidgé e p9
Semelhante a outros retrovirus, a infec¢cdo produtom o HIV-1 requer trés etapas-
chave na replicacdo viral: (ffjanscricéo reversa do RNA viral em cDNA do genoma

viral pela transcriptase reversa viral, (ii) a greecdo do DNA viral no genoma da célula



hospedeira usando a integrase viral, e (iii) aagém do recém-sintetizado polipeptideo
viral pela protease viral em proteinas virais ifmtliais durante a montagem do virion
novo (Jegedet al,2008). Em praticamente todas as etapas do seudgclida, o HIV-

1 tira proveito de fatores da célula hospedeiraoe daminhos para promover a
replicacdo bem-sucedida. No entanto, tornou-seeatédnos ultimos anos que a célula
hospedeira montou barreiras antirretrovirais sdbrama de fatores de restricdo, que
prejudicam sensivelmente os passos especificodcim de replicacdo (Adamson &
Freed, 2010).

O genoma do HIV é composto de nove genes (Figurdy 2om
aproximadamente 9,8 Kb, genes estes que apresahtsrsas possibilidades de
processamentos alternativos, o que possibilitantes# de um grande numero de
diferentes polipeptideos, proteinas e enzimas. §adoretrovirus possuem 0s genes
gag, pol e envgue tem como funcdo codificar importantes enzimapraeinas
participantes diretas da formacao estrutural dosvau de seu ciclo. Os outros genes
sao regulatérioftat e rev)e acessoriofnef, vpre vpu).. Longas sequéncias repetidas ou
LTRs (ong terminal repeajssituam-se nas duas extremidades 5’ e 3'( Scwaltair,

1999).

10



Figura 2.2 Genoma do HIV-1 e respectivas proteinas
(http://hivmedicine.aidsportugal.com/html).

Legenda: LTR=repeti¢cdes terminais longmg terminal repeaf)MA=proteina de matriz (p17); CA=proteina de
capsideo (p24); NC=proteina de nucleocapsideo (PRJD=protease; RT=transcriptase reversa; INT=iategr
gpl20= proteina de superficie (SU); gp4l=proteirenstmembrana (TM);splicing regulatory em Tat e
Rew"emendas” de regulatcdo em Tat e Rev.

O ciclo de replicacdo do HIV-1 € um processo coxplgue depende de dois
fatores de células virais e do hospedeiro. A rapho inicia-se com a entrada do virus
na célula-alvo (Adamson & Freed, 2007). A posglhile de recursos de replicacdo se
condiciona a fusdo do envelope lipidico viral a rheana plasmatica celular (Doms,
2000; Melikyan, 2008).Importante fator celular é representado pela dedsiddo
receptor CD4 e dos coreceptores CXCR4 e CCR5 nerfétip das células alvos. A
fusdo do envelope viral nas células-alvo sO ocarrex presenca deste conjunto de
receptores e coreceptores, podendo ser limitaat#s para a infecgaa vivo comoin
vitro. A replicacdo viral depende da reducdo de CD4qumrestas células podem

interferir com indugd@o de sinais pro apoptoticesjucdo da infectividade viral pela
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incorporacdo de receptores de superficie no engalopvirus e consequente fenébmeno

toxico celular (a superinfeccao) (Wilduehal, 2006).

2.1.2 CICLO VIRAL

2.1.2.1 ETAPA INICIAL DO CICLO VIRAL

Ha duas etapas no ciclo viral replicativo. A etapamial (ou early phase)
envolve os processos de adsorcdo, fusdo, desnuttamieanscricio reversa e
integracdo do genoma viral ao genoma da céluladuesa (formacéo do provirus). A
etapa seguinte e denominada fiflate phasg tem como caracteristica a expressao
regulada do genoma proviral integrado e todos osgssos que conduzem a montagem
e maturacao do virus, incluindo os préprios evedosontagem e maturacéo (Turner

& Summers, 1999).

Adsorcao, fusdo e desnudamento

O processo de interacdo do envelope viral com tewep especificos da
superficie celular é a adsorcdo. Duas glicoproseida envelopegpl20 e gp4l
participam do processo de formacdo de unidadesicinmis triméricas (Peterlin &
Trono, 2003). Cada uma dessas unidades é compostaés moléculas dgpl120
expostas na superficie do virion associadas artadd&culas dayp41na superficie das
células-alvo. Este processo induz uma alteracadowuoracional nas proteinas do
envelope, que permite ao virion ligar-se a recegtespecificos na superficie celular. O

principal receptor é o CD4, mas, além dele, paaiti coreceptores de quimiocinas,
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que podem ser alternativament€GR5 ou CXCR4 e um terceiro receptor conhecido
como dominio de fusdo, que € um glicosaminoglicaneuperficie celular.

Uma mudancga radical ocorre na conformacagukl, por inducdo da ligacéo
entregp120,CD4 e o receptor de quimiocina. Arranjada como imero na membrana
viral, esta proteina se lanca projetando trés diosite fusdo de peptideos, os quais se
prendem a dupla camada lipidica da célula, formamaa estrutura em forma de
grampo e que une as duas membranas (envelopelarcdissa fusdo de membranas
induz aliberacdo do contetdo viral no interior da célutsspedeira, através de um
processo denominado desnudamento. O contetdoévigatdo finalmente introduzido
na célula e composto pelo complexo ribonucleoprotéiluas fitas de RNA, proteinas
estabilizadoras e tRNAjranscriptase reversa, integrase, prote@salgumas proteinas
acessorias- Nef(fator negativo), Vif (fator de infectividade viral) &pr (proteina viral
R).

Vif melhora significativamente a infectividade do siMpu estimula a liberacao
de particulas enxertadas a partir da membrana ptase induz a degradacdo de CDA4.
Nef que € um importante determinante da patogenesleevila progresséo da doeinta
vivo. O Nef realiza a regulagdo da baixa expresséo de supetiéccélulas CD4 e do
complexo principal de histocompatibilidade | (MHJ;+hodula vias de ativagao celular,
e aumenta a infecciosidade da particMpr induz parada do ciclo celular, estimula a
transcricdo de alguns promotores de celularesignélia a apoptose induzida por virus,
e tem sido relatado para promover a importacdoeaudo complexo preintegracao
(preintegrationou PIC), ap0s a transcri¢cdo reversa na célulaiafeatadas (Adamson

& Freed, 2007).
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Transcricao reversa e integracdo do genoma viral neglula hospedeira

A sintese de DNA, a partir do RNA gendmico viratpoe no citoplasma da
célula hospedeira (Figura 2.3) e a esta fase, deaomos processo de transcricdo
reversa. A enzima reacional catalizadora da reacd®R e utiliza um tRNA viral ou
celular comoprimer (Wigg,2002). A transcricdo faz com que cada fitaRNA se
transforme em uma fita negativa de DNA (cDNA). A @ também a funcéo de atuar
como uma ribonuclease H degradando o RNA virainhatle levar a sintese da fita
positiva do DNA.

A dupla cadeia que constitui o DNA viral final poder dois destinos:
permanecer no citoplasma na forma circular ndogratta ou ser ativamente
transportado para o ndcleo celular. No segundo, aa$oNA viral faz parte do PIC
constituido por uma matriz, pela enzinmiegrasee pela proteinavpr. A integrase
cataliza uma clivagem endonucleolitica chamadagssamento da extremidade(3’

end processjintegrase. HIV Slidset Download Libramyttp://clicaloptions,com Neste

processo, dois nucleotideos sdo removatosextremidade 3’ de cada uma das duas fitas
de DNA viral. Apés o PIC ter sido interiorizado maembrana nuclear da célula
hospedeira, ha o contato com o DNA do hospedeiestd\fase, mtegrasecatalisa um
processo conhecido como transferéncia de cadel@Nde (DNA strand transfer A
integrasecliva a cadeia de DNA hospedeiro e une a extremiddio DNA viral a
extremidade 5 do DNA hospedeiro. Na etapa final,eazimas celulares reparam a

cadeia de DNA, resultando em uma total integragdbDMA viral ao DNA hospedeiro.
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Figura 2.3 Infecgéo celular pelo HIV-1.

FarTICULADO HIW

CELULA INFECTADA

4 PARTICULAS
COPIA DE DHA MASCEMTES
DO RN DO HIY DO HIv

Drogas em pesquisa
biogueariam a
ligasan

Legenda: Esquema do ciclo de replicagdo do HIV e¢praeca quando o virus se liga a superficie celular
(a) funde-se a membrana celular (b) e libera senteaddo dentro do citoplasma da célula hospedeiya (c
Depois, a enzima de transcriptase reversa do Hlpiac@ material genético viral a partir do RNA em
DNA de filamento duplo (d), o qual sera unido aocfDbklular pela enzima de integrase do HIV (e).
Usando-se do DNA integrado, ou provirus, como uratim a célula produz RNA e proteinas virais (f).
Uma terceira enzima, a protease do HIV, parte asasgroteinas (g), habilitando-as a juntar o RNA em
novas particulas virais (h) que brotardo da célul@ e infectardo outras (j)(adaptado de
WWW.Sciam.com

2.1.2.2 CICLO VIRAL: FASE TARDIA ( LATE PHASE)

Nesse momento, a expressao génica tem inicio ca@imtase de transcritos
(mRNA) processados ou ndo, que séo transportaddsgoslacdo para fora do nuicleo.
As proteinas regulatériabat, Rev e Nefdo codificadas pelas primeiras moléculas de
RNA processadas. A proteindat é uma ativadora importante dos processos
transcripcionais, enquanto Rev é a responsavel pro mediar a saida de mRNA nao

processados (idénticos ao RNA viral) e mRNA com dmico processamento. Em

ambas as situacdes, 0s transcritos possuem infoesagecessarias para a sintese e
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empacotamento no citoplasma das prote(dag e Gag-Pok nas proteina&nv, Vpu,

Vif e Vpr.

Sintese das poliproteinas viraisEnv, Gag e Gag-Pol

A sintese da poliproteina precursora das proteinasnvelope- Env (gpl60)
ocorre nas membranas do reticulo endoplasmaticosaugRER), utilizando-se do
codigo processado do geeav A poliproteina Env submetida a uma transformacao
pos-translacional no RER e sofre uma clivagem ravedipo de Golgi para traduzir o
complexo glicoproteina triméricdgp41-gpl2Q;. Este complexo €, em seguida,
transportado para a membrana celular para damigicmontagem do virus (Wigg,
2002). As moléculas de RNA né&o processadas (ideaiicRNA viral) sdo traduzidas

em polilipoproteinassag e Gag-Polnos ribossomos livres.

Montagem da particula viral

Moléculas de poliproteinas virai&#&g e Gag-Po) relinem-se no citoplasma a
duas moléculas de mMRNA n&o processado e migram gsaragidoes de acumulo de
glicoproteinas do complexag41-gpl2®;. O dominio miristilado das protein&%ag
conduz a uma ligacdo com a membrana celular eaggerom a cauda citoplasmatica da
gp41 Nesta fase, entre 1200 e 2000 copias de pro@&dgase aproximam para formar

uma particula imatura, que empacota duas copiasRI¢A ndo processado.

Brotamento e maturacéao

A forma de liberacdo da particula imatura € porténento (Figura 2.4). A

exteriorizagdo da particula imatura para o ambiertecelular propicia a auto-ativagéo
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da protease que, ap0s ser ativada, promove a efivag precursoreéSag e Gag-Pol
durante a maturacdo. A producéo viral infectanfeedde de um conjunto de elementos
estruturais fora da célula hospedeira. A ativa@iprdtease no interior da célula levaria
a clivagem das poliproteinas e liberacdo das praseéstruturais, RT e integrase em
ambiente que ndo permitiria a producdo dos viriofextantes. A protein&ag,que foi
sintetizada em forma de uma proteina precurgbBasofre a adicdo do &cido miriistico
e clivagens para originar as proteingst, pl7, p9 e ptha fase de maturacdo. A
poliproteina precursordsag pl60 sofre a adicdo do mesmo &cido e clivagem
originando as mesmas quatro proteip24, p17, p9 e p@lém as enzimas RT, protease
e integrase. As proteinas estruturais sdo subrsesidaarranjos e a particula viral ou
virion adquire seu formato cénico (Adamson e Fr&@f7). A liberacdo dos virions

implicard na infeccéo de novas células T CD4+ (FEdu5)

Figura 2.4 Brotamento viral em célula hospedeira
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Fig. 2.5Ataque do HIV (em vermelho) ao Linfocito T CD4+ (dmanco). Microscopia

de varredura (x 20.000).

http://ciencianews.com.br/imgcien/uni-cel4/uni-@&24htm

2.1.3 ORIGEM FILOGENETICA DO HIV

Andlises filogenéticas realizadas em diversas pati@ globo revelam que
existem dois tipos de HIV chamados de HIV-1 e HIVAZ evidéncias indicam que o
virus entrou na populacdo humana, a partir de mims$es zoondticas do Virus da
imunodeficiéncia de simios (SIV) entre primatas h@manos e humanos (Gab al,
1999; Hahret al, 2000).

O HIV-1 é filogeneticamente mais proximo do SIV dkeimpanzés Ran
troglodytes troglodytgs enquanto o HIV-2 esta mais relacionado ao Slvoetrado
em macacos mangabeus fuligent8sdty mangabgyA transferéncia de lentivirus de
outras espécies de primatas ndo humanos a humadesoporrer periodicamente por

meio do contato estreito como, por exemplo, poront& caca e exportacdo desses
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animais. O ancestral do HIV-1 foi estudado por ntgdSIVepzinfectando chimpanzés
no Oeste da Africa Central, mas a origem decBApermanece desconhecida (G#o
al, 1999; Peeterst al, 2001). Os retrovirus infectam animais e poderaressociados

ao cancer e a doengas imunossupressoras (Gal). 200

2.1.3.1 VARIABILIDADE GENETICA VIRAL E SUBTIPOS DO HIV

O HIV-1 exibe um extraordinario grau de variabildagenética e tem sua
classificacdo baseada nas relacdes filogenétides @s virus em trés grupos distintos
(Robertson, 2000). A andlise filogenética condizalassificacdo do HIV-1 em grupos,
subtipos, subsubtipos e formas recombinantes aimtes (CRF). Trés grupos distintos
foram descritos: M, N e O. O grupo h&jor ou main) , o qual contém a maioria dos
subtipos da pandemia do HIV-1; grupo @ifine), assim como o grupo Méwou non-

M, non-OQ, que compreendem cepas altamente divergentes.2@8, Plantier e
colaboradores descreveram um novo virus da imurmma@etia humana em uma mulher
camaronesa. Ele estad intimamente relacionado cogorida através do virus da
imunodeficiéncia simia (S§br) e ndo apresenta qualquer evidéncia de recomlunaca
com outras linhagens do HIV-1. O novo virus pareee o protétipo de uma nova
linhagem do HIV-1, que é diferente do HIV-1 grupdsN e O e foi designado como
HIV-1 do grupo P. Sdo aguardados novos relatosademes contaminados com esse
subtipo para que a classificacdo seja definida.

A grande maioria das cepas responsaveis pela p#@ndimAIDS pertence ao
grupo M, tendo sido identificados nove subtiposégiens (A-D, F-H, J, e K), quatro
sub-subtipos (Al, A2, F1 e F2) e das formas recoarties circulantes (CRF)

caracterizadas no mundo, sendo as mais comuns &9)2CRG e CRF01_AE
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(Robertsoret al, 1999; Pinto & Struchiner, 2006). Cinco CRF foraaracterizadas no
Brasil: CRF_28 BF e CRF_29 BF em Sao Paulo (De #do Fet al, 2006);
CRF_31 BC no Rio Grande do Sul (Sargbal,2006); CRF_02_AG no Rio de Janeiro
(Eyer-Silva & Morgado, 2007) e CRF_46_BF em Saddébanabani edl, 2010).

De forma similar, os isolados de HIV-2 também skssificados em subtipos
genéticos, podendo ser categorizados como subgp@@micos (A e B) e como
subtipos néo-epidémicos (C, D, E, F e G) (Lenet¢yal, 2003). O subtipo HIV-2
apresenta uma Unica forma recombinante, a A/B,
(htp://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CFRBES.html).

Como referido no capitulo anterior, a existéncigpd® menos trés grupos do
HIV-1 e sete subtipos do HIV- 2 sugere que a trassiio zoonodtica do Stpz e
SIVsma humanosembora rara, tenha ocorrido em baixas taxas pdraneis de anos
(Gisselquist, 2003). Algumas evidéncias demonsimam a diversificacdo de todos os
subtipos do grupo M, ocorreu em tempos recentes)dig ou menos 50 anos atras. As
andlises evolucionarias dos grupos M, N e O, empapatdo aos isolados de $pz,
indicam que esses grupos do HIV-1 representam tta@ssferéncias distintas de

chimpanzés a humanos (Weiss & Wrangham, 1999) (&i26).
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Figura 2.6 Identidade filogenética dos subtipos do HIV-1

D1 i

Shicprils

Uma CRF é estabelecida quando um virus recombiraittentificado em pelo
menos trés individuos epidemiologicamente néao imados (Robertson, 2000). Estes
virus observados devem apresentar estruturas deimes e agrupamento filogenético
consistente e estudados em pelo menos 2 genomapletosn para que sejam
considerados CRF. A formacdo de retrovirus recoam@s requer que dois virus
infectem uma mesma célula, sequencialmente ou Einedmente, em multiplos
eventos de transmissdo (Najezh al 2002). Mais uma condicdo necesséaria, € 0
empacotamento dos dois genomas de RNA em cadavirigue resulta na producéo de
particulas “hibridas”. Esta formag¢do recombinarddepocorrer no proximo ciclo de
infeccdo, através da leitura alternadiiefnative jumpgexecutada pela TR entre ambos
0S genomas coempacotados.

A identificagdo de subtipos e de CRF fornece meaies acompanhar a

disseminacédo do HIV-1 seguindo a pandemia pelo muAdmaioria dos subtipos e
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CRF esta presente no continente africano, vistoequeutras regides poucos subtipos
ou CRF sédo predominantes. Esta distribuicdo sugeteetamente, que a propagacgao
inicial do HIV-1 para o exterior da Africa foi inada por poucos individuos. A
disseminacgdo inicial da pandemia, em uma area g@rmrite ndo infectada, €
geralmente caracterizada por um efeito fundad@utOr cita a influencia dos viajantes,
que contribuem com o crescimento da diversidadellfono mundo e acrescenta, que
0 desenvolvimento do mundo com a migragao da po@aleural e guerras civis,

também representam fatores adicionais de contébipara diversidade viral. A
elevacdo de variantes do HIV-1 tem ainda implicagde diagnéstico, tratamento e
desenvolvimento de vacinas (Periral, 2003).

O HIV-1 apresenta extensa variabilidade genéticgddea alta taxa de erros da
TR, a rapida circulagéo de virus em individuos dt#fdos, além daossibilidade de
recombinacdo gerada por pressao da resposta inounesgedeiro e por medicamentos

antivirais (Gadelhat al, 2003).

2.2. EVOLUCAO DA INFECCAO PELO HIV

A infeccdo pelo HIV é uma doenca infectocontagidsaevolucédo crénica e
progressiva, caracterizada por definir em seu estifigal as infec¢cdes oportunistas,
neoplasias e outras diversas manifestacbes clinidasorrentes do grave
comprometimento do sistema imunolégico do pacieBtalvo principal da infeccao
pelo HIV € o CD4 e sua contagem no sangue perfeteEm estreita relacdo com a
deficiéncia imunolégica do paciente, funcionandancomarcador de progndstico
(Mellors, 1998).Uma vez que a evolucdo natural da infeccéo pelo ¢HkActeriza-se

por continua replicacao viral, com consequenteruiedb ou disfuncdo dos CD4, a
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dindmica da replicacdo viral em cada individuo tituisfator prognostico importante
em relacdo a velocidade da evolucéo para o quédidioocde aids (Levy, 1996). Assim,
classicamente a quantificacdo das particulas wieislantes (carga viral ou CV), por
meio da medicdo dos niveis de RNA do HIV-1 no pkspassou a ter papel central no
seguimento clinico de pacientes infectados pelo (ellors, 1998).
A evolucdo do quadro de infec¢do pelo HIV podearaaimplamente de individuo para
individuo e possui duas fases distintas: agud@®ica. Uma das principais diferencas
entre elas esta relacionada com a CV. O valor da&¥ase aguda pode atingir alguns
milhdes de cépias/ml. Ap6s um periodo variavel,recam set-pointe esse valor
geralmente decresce. Quanto mais alta a C€atgoint mais rapida a progressao da
doenca (Fraseet al, 2007). A transmissibilidade tem relagéo diretam@CV, portanto
a fase aguda assume um importante papel na tra&mi® HIV, uma vez que a CV
neste periodo é sempre elevada (Waeteal, 2005). Quanto maior, mais elevada sera a
probabilidade de transmissdo. Quando o valor ficaixa de 1.700 cépias/ ml, as
chances de transmissdo sdo muito baixas. Entretadm € raro que individuos
infectados mantenham cargas altas, mesmo apésuedredaracteristica, aposset-
point

Apés a infecgdo priméria os pacientes geralmentmgeecem assintomaticos e
outros podem desenvolver, entre 3 e 6 semanas,simdeome aguda semelhante a
mononucleose infecciosa denominada sindrome restosguda com a presenca de
elevadas taxas de replicagdo viral e viremia plésm&orém com reducao importante
da contagem de CD4 no sangue periférico ( Mendenhah1989; Tindal, 1991).

Na fase péds-infeccdo primaria sdo produzidos osngirdos anticorpos
especificos, caracterizando a fase de soro-corv@sdaciente (Gainest al, 1990).

Em funcdo da resposta imune do hospedeiro nessa lidsa reducdo da taxa de
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replicacdo viral, da contagem de CD4 no sangudépen, que volta aos indices
normais ou préximos do normal, e o portador do ldhtra em um longo periodo de
laténcia clinica, inicia-se um longo periodo deeagfio assintomatica, que pode durar
de 8 a 12 anos (Gainesal, 1990; Tindall, 1991).

Ha a transmissdo também na fase crénica. Um ageav@m evolucdo do
processo € a presenca de doencas sexualmente iisineim, que podem induzir o
aumento dos niveis de CV na regido genital, semogaga um aumento detectavel no
sangue. Individuos portadores do HIV e também gdorts de doencas sexualmente
transmissiveis (DST), tem altas chances de tramsonitlV, mesmo na fase cronica da
doenca (Chakrabortet al 2001; Serwaddat al, 2003). Num processo crescente
inserido na evolucdo da infeccdo, as consequénoias ja mencionado sdo graves ao
paciente, com a deplecdo das células CD4, alvoxipais da infeccdo viral. A
diminuicdo de CD4 pode ser reduzida, prejudicandeamnhecimento da completa
gama de antigenos, que potencialmente deveriamdsgrctados, permitindo o
surgimento de doencas oportunistas (Stevenson).2003

Durante o periodo de laténcia clinica, o virus @er@ce em replicacdo com
constantes danos ao sistema imunolégico, princgatenem relacdo a quantidade de
células CD4, que séao reduzidas lenta e progressivi@rao longo do tempo (Fauci,
1991). Este periodo termina quando o sistema indoneospedeiro apresenta-se muito
debilitado, principalmente no que se refere a imiadé celular. O estagio final da
infeccdo pelo HIV se caracteriza por intensa dégedo sistema imunologico,
caracterizando as doencgas oportunistas (aids)egam o individuo ao oObito .

Schwartz e Nair, em 1999, referiram que na evoldgiquadro de aids surgem
uma série de respostas imunes no hospedeiro, queenm ativacdo policlonal de

linfécitos B, producdo de anticorpos neutralizantastese e secre¢do de citocinas,
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ativacdo da resposta Th-1 e estimulacdo de respastédxicas, envolvendo células T
Natural Killer (NK) e imunidade celular dependedte anticorpos, entre outras. Todos
esses mecanismos imunologicos objetivando conteinfaccdo pelo HIV séo
ineficientes devido a mecanismos de escape do. virus

Os pacientes sintomaticos sdo aqueles que apresentalicdes definidoras de
aids especificadas nas “RecomendacOes para TARVAdnitos e Adolescentes
Infectados pelo HIV" (MS, 2008; http:// www.portshude.gov.br). A figura 2.7
representa o0 mapa mundial dos paises que adotamnmeios uma das orientacdes
preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saude patastratégia Global de
Prevencgéo e Determinagao de Resisténcia do HIV @idsi@entos Antirretrovirais e a
localizacdo dos laboratérios, que realizam testeRésisténcia a medicamentos,

atualizado em fevereiro de 2009 (WHO, 2011).
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Figura 2.7 Mapa Mundial e a “Estratégia Global de Prevencdacesso a
Resisténcia aos Medicamentos pelo HIV” e localinagés laboratdrios que realizam

teste de resisténcia a medicamentos, fevereir@@e(RAttp://www.oms.org

|:| Countries implementing at least one element ofthe HIVDR strategy

Laboratories eccredited by the World Health Organization for HIVDR genotyping
& National % Regional &  Specialized

Fonte: WHO, 2011

2.3 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL, CLASSES DE ANTIRRETROV IRAIS,

ESQUEMA TERAPEUTICO INICIAL E FALHA TERAPEUTICA

2.3.1 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL (TARV)

A TARV tem como objetivo, a reducdo da capacidag#icativa do virus ao
mais baixo nivel possivel, prevenindo a infeccamaleas células e maiores danos ao

sistema imunologico. A reducéo ideal da CV a niabigixo de 50 cépias/ml (Hammer
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et al, 2006) e manté-los nesse patamar pelo maior tgrapsivel permite melhora na
qualidade de vida dos pacientes e reducédo de @¥ecgportunistas. No seguimento
periddico dos pacientes em TARV, a CV indetecté&s®0 copias/mL) apds 24 semanas
de terapia tornou-se o parametro de avaliacdo aatsegido. Pelas metodologias
laboratoriais mais antigas, a CV plasmética eraidief como indetectavel se presente
em niveis menores que 400 copias/mL. Atualmentames ultrassensiveis podem
mensurar a carga viral em niveis proximos a 20 asdpiL
(http://www.cdc.gov/globalaids). Evidéncias acundalg sugerem que tratamentos
capazes de reduzir a CV para niveis inferiores adflas/mL estdo associados com
supressdo viral mais sustentada, se comparadesasnéntos que mantém carga viral
entre 50 e 500 cépias/mL. Ressalta-se que a redigd@NA viral plasmatico para
niveis indetectaveis limita a selecdo de virusstestes as medicacbes (Hamreeasl,
2006).

Os atuais parametros utilizados para inicio da TAlekam publicados pelo
Programa Nacional de DST e Aids nas “Recomendagées Terapia Anti-retroviral
em Adultos e Adolescentes Infectados pelo 'HI¥m 2008, referidos no site
(http://www.portal.saude.gov.br). O guia determaqwe a contagem de CD4 define o
risco de progresso para a aids e morte; portaragréncipal indicador laboratorial em
pacientes assintomaticos, para determinar o monaenitaiciar a terapia. A CV também
deve ser considerada para este grupo, como umanuxdra a decisdo sobre quando
iniciar o tratamento, quando a contagem de CD#arstintre 350 e 200 cel/niminda
sob informacdo da publicacdo, a TARV somente deseraniciada com avaliacdes
laboratorial e clinica, determinantes para avatiag®h grau de imunodeficiéncia
existente e risco da progressao da doenca. A cemtade CD4 como marcador

principal, reduz a necessidade de avaliagbes dedV intervalo inferior a 6 meses
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para individuos virgens de tratamento e com contage CD4 acima de 500 células/
mm®. Est4 indicado iniciar TARV, para pacientes assirticos com CD4 entre 200 a
350 cel/mm, sendo que, quanto mais préximo de 200 cel/* maior risco de

desenvolver a aids, principalmente, se associaddoVaplasmatica elevada. Para
pacientes sintomaticos, independente dos paramietposatoriais, ha a indicacdo da

terapia (MS, 2010; http://www.portal.saude.gov.br).

2.3.2 CLASSES DE ANTIRRETROVIRAIS

O objetivo dos ARV € o de suprimir a replicacdoHlyY em diferentes alvos
moleculares e sdo capazes de afetar o ciclo vinat@as diversas fases. Os ARV séo
classificados em cinco categorias, sendo duas idelanes de TR, contando com os
ITRN e ITRNN; uma para IP, uma para inibidores de&agla e uma de inibidores de
INT. As duas Ultimas classes citadas apresentarm €oum inibidores aprovados,
respectivamente, e diversos medicamentos em fasstddo (MS, 2010; http://www.

aids.gov.br; http://www.portal.saude.gov.br)).

INIBIDORES DA TRANSCRIPTASE REVERSA ANALOGOS DE
NUCLEOSIDEOS

Os ITRN apresentam uma estrutura quimica consditudlé uma verséo
modificada de um nucleosideo natural. A acao dgsieo de medicamentos suprime a
replicacdo viral através da interferéncia na acdcenzima TR. Os inibidores desta
classe de medicamentos sao precursores que soffesfotilacdo pelas enzimas
celulares hospedeiras. As formas trifosfatadas etenp com os deoxinucleosideos

naturais (dNTP) pela incorporagcdo nas novas cad#ga®PDNA sintetizadas, onde
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provocam a terminacdo prematura destas cadeias.dizsse de medicamentos conta
com a zidovudina (AZT), didanosina (DDI), didanasireC, estavudina (d4T),
lamivudina (3TC), abacavir (ABC) e tenofovir (TDFendo este ultimo o Unico
analogo de nucleotideo por se tratar de um fosfatoucleosideo aciclico (nucleotideo)
analogo da adenosina 5-monofosfato (http://aidsitadam/od/hivaidslettern/g/nrt.htm;

MS, 2010).

INIBIDORES DA TRANSCRIPTASE REVERSA NAO ANALOGOS DE
NUCLEOSIDEOS

Este grupo de medicamentos tem acdo especifica soblV-1, porém os
ITRNN de primeira geracdo nédo apresentam acdo sobre HIV-2
(http://aids.about.com/od/hivaidslettern/g/nrt.htnPs ITRNN sdo uma classe de
medicamentos com compostos estruturalmente divegsesse ligam proximos ao sitio
catalitico da RT do HIV-1. Como inibidores ndo catifivos da RT, sua atividade
ARV ¢ aditiva e sinergética com a maioria dos a#®V. Porém, quando adotados
com IP, os medicamentos devem necessitar ajustes diEsagens

(http://aids.about.com/od/hivaidslettern/g/nrt.htro Brasil utilizam-se os seguintes

ITRNN: nevirapina (NVP), efavirenz (EFV) e etranai (ETV) (Hamallet al, 2010).

INIBIDORES DE PROTEASE

Os IP pertencem a uma classe de compostos peptaditos que se ligam ao
sitio ativo da enzima. Os IP bloqueiam a produc@ovidus infecciosos de células
infectadas, através da clivagem das poliproteim@supsoras, necessaria para produzir
virions. As particulas, produzidas por célulasatas com IP, apresentam precursores

ndo processados e ndo tem a caracteristica deainfexvas células (Pergg al, 1989).
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E recomendado que os IP sejam utilizados em comddnaom, pelo menos, outros
dois ARV para um tratamento eficaz da infeccaoadslisponiveis no Brasil: ritonavir
(RTV), saquinavir (SQV), indinavir (IDV), amprenaJi(APV), lopinavir/r capsula e

lopinavir/r comprimido (LPV/r), atazanavir ((ATV)fpsamprenavir (FPV), darunavir

(DRV) e tipranavir (TPV) (Sturmest al, 2011; Wanget al 2011; MS, 2010).

INIBIDOR DE ENTRADA

Desde 2005, o Brasil adotou o enfuvirtida (Fusewm20), que atua ligando-se
a proteina gp4l e interfere com sua habilidade paraximar o envelope viral a
membrana celular. Este medicamento é indicado @arARV em terapia combinada
com outros ARV para pacientes em que 0s demaisesspl apresentem falha

virologica com resisténcia confirmada.

INIBIDORES DE INTEGRASE

Os inibidores de integrase blogueiam a acdo danenikitegrase, enzima esta,
gue é necessaria para que o DNA viral seja inseriaio sucesso no DNA da célula
hospedeira. Quando coibido este processo, o vassapa ndo utilizar este maquinario
de producdo de novos virions. Sua utilizacdo é&aud#i para pacientes adultos, que ja

tenham apresentado falha virolégica com resisténaidltiplos medicamentos.

2.3.3 ESQUEMA TERAPEUTICO INICIAL

O esquema terapéutico inicial deve objetivar a oreiscolha terapéutica, ou
seja, a que dara ao paciente a chance de supriejlieacéo viral e elevar a contagem

de CD4 a niveis que possibilitem o restabelecimelatasistema imunolégico com o
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minimo de efeitos colaterais. A escolha mais addgymaecisa ser individualizada e
alguns fatores devem ser considerados, como asildéides de aderéncia a terapia e a
possibilidade de pré-existéncia de mutacdes destéesia. O guia brasileiro
“Recomendacdes para Terapia Antirretroviral em #aule Infectados pelo HIV”,
editado pelo Ministério da Saude, 2008 (http://wportal.saude.gov.br) recomenda
especial atencdo na conscientizacado dos pacientasto aos riscos de um tratamento
nao seguido como se preconiza, e com interrupg@Epidntes e suas prejudiciais
consequencias.

O guia brasileiro de TARV inicial estad baseado n#izacdo de trés
medicamentos. A primeira orientacdo é que se anlot de dois ITRN e um ITRNN
(geralmente efavirenz). Outra é a combinacao deId&N e um IP potencializado com
ritonavir (IP/r). Ap6s o seguimento dos dois esgaenpor 48 semanas, ambos
respondem bem, conduzindo a resposta virologiceradpa (Barletet al, 2006).

Grande desafio a se considerar, é a dificuldadendeutencdo do esquema
terapéutico em funcdo das dosagens, quantidadedpulas ou comprimidos/dia,
interagdes com alimentos e medicamentos. Adogca@sgeema com dois ITRN e um
ITRNN apresenta uma posologia mais simples, o goeapelmente facilita a adeséo a
terapia. A adocdo de IP/r oferece maior barreiraétiea a resisténcia do que o0s
ITRNN. Na pratica clinico-laboratorial, significaig, para se ter evolugéo de resisténcia
ao IP/r, ha necessidade de um numero maior de &egacdo que para o
desenvolvimento de resisténcia a ITRNN. A resisgra qualquer IP/r resulta do
acumulo de mutagfes, enquanto apenas uma muta@dTEANN confere resisténcia

completa ao EFV e a NVP.
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2.3.4 FALHA TERAPEUTICA

Um paciente encontra-se em falha terapéutica, quapmtesenta sintomas
caracteristicos da aids e/ou CV detectavel e banesis de CD4 na vigéncia de
TARV. Um nuamero elevado de pacientes atinge ostiebgda TARV e conseguem a
supressdo viral com consequente decréscimo de CGNves indetectaveis, porém
alguns ndo atingem a resposta esperada.

Em média, entre 10 e 20% dos pacientes que inicidratamento apresentam
falha priméaria (ndo atingem a supressao viral erapta falha apos poucos meses de
tratamento (http://www.portal.saude.gov.br). Saagdbsticados, em meédia, 35.000
novos casos/ano e destes, aproximadamente 40% iagmostico tardio (sintomaticos
ou assintomaticos com contagem de CD4 menor queddtas/ mm) (Hallal et al
2010).

Garantida a boa resposta inicial, ainda podemofaliea virologica, apesar da
terapia no decorrer do acompanhamento dos paci€ptesido a falha ocorre, apés um
ano de tratamento, é chamada falha viroldgica skgim Os indices de ocorréncia da
falha virol6gica secundaria, podem chegar de 200% Jaqueles individuos com
sucesso terapéutico inicial. Os individuos que smream falha viroldgica sao
frequentemente submetidos a teste de genotipagemagpavaliacdo da presenca de
mutacdes associadas a resisténcia aos ARV nos cinadantes (Shafer, 2002). O
resultado de genotipagem permite a escolha de wm esquema ARV para o qual as
cepas virais presentes no individuo ndo apresemsisténcia. A incompleta adesao aos

esquemas terapéuticos é maior causa de falha a¥ TMR, 2008).
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2.4 FATORES DE RISCO DE TRANSMISSAO DO HIV

A transmissdo do HIV se d& por contato sexuala gednsmisséo vertical
materno-fetal, e por exposicdo a produtos contaomacom sangue. Usuarios de
medicamentos apresentam alta taxa de contamina{@élp/, assim como pessoas que
manipulam inadequadamente produtos contendo sangue.

Embora o virus tenha sido isolado de varios flsidorporais como saliva, urina,
lagrimas, somente o0 contato com sangue, sémercsesrvaginais e leite materno tém
sido implicados como fontes de infeccdo. Dadosrktbdais e epidemiolégicos ndo
determinam suporte a possibilidade de infeccad{bdrpor qualquer das seguintes vias
tedricas de transmissdo: contato interpessoal @@aake ndo percutaneo (por contato
casual), vetores artropodes (picadas de insetos}ed ambientais (aerossois, por
exemplo) e objetos inanimados (fémites), além destalacbes sanitarias
(http://www.portal.saude.gov.br). Conclui-se quenfas alternativas de transmisséo sao
altamente improvaveis e que a experiéncia cumalatiguficientemente ampla para se
assegurar enfaticamente que ndo h& qualquer gasitifa para restringir a participacao
de individuos infectados em seus ambientes dom8éstiescolares, sociais ou
profissionais (Programa Nacional de DST e Aids -ni¥a DST e Aids, 2005;
http://www.portalsida.org).

As doencgas sexualmente transmissiveis sdo condadecamo cofatores, porque
aumentariam a susceptibilidade do individuo a einta infeccdo do HIV, pelas
possiveis lesBes genitais. Entre elas estdo: asaslgenitais, como aquelas causadas
por cancro mole ou cancro venéreo (causado peleérimt¢laemophilus ducrey
Linfogranuloma venéreo (causado pela bact€tigamydia trachomat)s pelo cancro

duro (Sifilis) e pelo Herpes simples genital, sereiias consideradas condi¢des
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facilitadoras da transmissdo sexual do HIV. Outomdatores adicionais sado a
promiscuidade, a multiplicidade de parceiros (asyauma genital durante o coito e a

exposicao ao sangue (menstruacao) (Hart; Sigre®B)1

2.5 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO DO HIV-1 NO MUNDO, NA AMERICA

LATINA E NO BRASIL

A infeccdo do HIV transformou-se rapidamente em yaademia, originadas
inicialmente no continente africano, disseminanelgesla Europa e Estados Unidos e
atingindo o mundo, independente da etnia, idadé)ssocial ou opcao religiosa, grau de

instrucao ou sexo.

2.5.1EPIDEMIOLOGIA MUNDIAL DO HIV-1

A distribuicdo global de subtipos do HIV-1 variantoa origem geografica
populacional. A dispersdo de diferentes subtipodldfel parece estar mais relacionada
preferencialmente com as mudancas socioecondmicagracdo e deslocamentos
internacionais do que nas diferentes vias de tressim (Paraskevis & Hatzakis, 1999).
Desde sua expanséo inicial em seres humanos, a@damente ha sete décadas na
Africa Central, por meio de mutac&o e recombinacépas do HIV-1 diversificaram-se
extensivamente. O primeiro caso de transmissiliéd#a infeccdo pelo HIV-1 ocorreu
provavelmente ao redor de 1930 na Africa Ocidemtalacordo com entrevista dada
pela Dra. Bette Korber do Laboratério Nacional LAkmos no Novo México

(http://www hivaidsonline.in/.../from-monkey-to-man.html).
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Segundo a UNAIDS, em dezembro de 2009 foram cdigzatdos no mundo em
torno de 2,6 milhdes de novos infectados (criaraja@xo de 15 anos representam
370.000) e o numero de pessoas vivendo com o HBw@em torno de 33.3 milhdes,
sendo que 30.8 milhdes de adultos (destes 51.6%en@sl ou 15.9 milhdes). A
UNAIDS (http://www.unaids.org), ainda informa, riReport on the Global AIDS

Epidemic 2010, que a aids provocou 1,8 milhdes de merte2009.

2.5.2 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO PELO HIV-1 NA AMERI CA LATINA

A Ameérica Latina mantém uma estimativa de 1.6 nathd@e infectados. O
Brasil apresenta a mais alta prevaléncia de idesta&zom a estimativa de 635.000
infectados (460.000-810.00), representando maisndéerco do total de portadores da
América Latina (http:// www.opas.org.br). Embora grsipos mais vulneraveis ainda
sejam os trabalhadores do sexo (TS), homens qeenfaexo com homens (HSH) e
usuarios de drogas injetaveis (UDI) em grandesregntrbanos, a epidemia de
HIV/aids tem se alastrado de forma preocupantee entrlheres, idosos, na populagéao
de baixa renda, além de avancar pelo interior (@eeSiméao, 2007). Podemos também
estimar que um grande numero de portadores, descerdeu estado de portador, por
auséncia de diagndstico ou por ndo saber a impiatéle conhecer o resultado, porque
0S sintomas iniciais da aids podem levar em mélla anos para ocorrer

(http://www.portal.saude.gov.br).

2.5.3 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO DO HIV-1 NO BRASIL
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A epidemia de aids no Brasil vem sendo estudadwipalmente nos grandes
centros urbanos (Soares$ al, 2004). As areas de fronteira, onde existe umdgan
potencial de interacdo entre pessoas e gruposgmpudis, foram pouco estudadas até
0 momento, apesar de que suas caracteristicasybanmis possam vir a constituir-se em
espacos criticos para a disseminacdo do HIV. Ni@sles que mantém divisa (s) com
outros paises da América do Sul ha processos migrst principalmente nas
fronteiras, que podem se analisadas como uma iemgertporta de entrada para a
transmissdo de novas formas genéticas do HIV-1.pgqueno exemplo, a cidade de
Oiapoque (ponto extremo na regido norte do patspda as margens do rio do mesmo
nome e a divisa com a Guiana Francesa, € um pomtoriante na conexdao com este
pais e com o Suriname (Rodrigue®tlal, 2009). Sobretudo em um pais de dimensdes
continentais como o Brasil, com 8. 514. 876,60 krfs&nso IBGE 2010;
http://www.ibge.gov.br/censo2010) distribuidos esmitoério heterogéneo, com grande
diversidade cultural e muitas vezes de dificil aoe&m contrapartida, temos o contato
com grande movimento de estrangeiros, que trabalhamtransporte maritimo
internacional, que tem contato com a populacdol loea cidades portuarias de
importancia, como o porto de Santos (o maior da gaélLatina), Rio de Janeiro,
Salvador, Manaus, Porto Alegre, Itajai entre outros

Segundo informacgdes publicadas no “Boletim Epidéigico DST/Aids”, 2010
(http://www.aids.gov.br/publicacao/boletim-epidetogico-2010) obtivemos, de 1980
a 2010, casos notificados no Brasil que atingiramniimero de 592.914 individuos
portadores do HIV, com taxa de incidéncia estimadgyeriodo de 1997 a 2009 de
20,1/100.000 habitantes. O numero de Obitos deumseale aids entre os anos de 1980
e 2009 foi de 229.222. O coeficiente de mortalidpde aids foi de 6,2/100.000

habitantes no ano de 2009 (célculo projetado nadoétireto, usando como base a

36



populacao brasileira) . Houve a alteracdo do gpgpulacional com a maior incidéncia
em heterossexuais, principalmente no sexo femi@iam idosos (em relacdo aos dados
anteriores, que referiam a maior incidéncia em UDHSH e TS
(http://www.portal.saude.gov.jor

Outras caracteristicas epidemiologicas da infeqeélo HIV/aids no Brasil,
refere-se aos Ultimos anos, onde houve a tend@&laciapidemia a interiorizacdo e
pauperizacao, isto €, incidéncia em populacdo deompoder aquisitivo e menor
escolaridade (MS, 2008; http://www.portal.saude.ggv Os pequenos centros urbanos
representam, mais recentemente, importancia pelorero crescente de portadores do
HIV, caracteristica que se diferencia do relatoat@s anteriores. Considerando a
disseminagcdo de variantes do HIV-1 na populacdsguisas sdo necessarias para
identificar as caracteristicas mutacionais e ostigob circulantes do HIV-1 em
pacientes ndo s6 recém infectados, mas tambémesaqaeke apresentam infeccdo
cronica em todas as regifes do nosso territéritizartdo a biologia molecular como
ferramenta da epidemiologia molecular para a camaeicdo do perfil da epidemia em
todo o territorio nacional. A alta variabilidadeng¢ica do HIV-1 pode ter implicacfes
na patogénese, transmissao, diagnostico, tratameerdesenvolvimento de vacinas
(Hemelaaret al 2006). Alguns estudos apontam para diferencaprea@aléncia de
algumas mutagdes de resisténcia entre os subtim%Bo-B”, especialmente aquelas
relacionadas a protease (Pieniagekl 2000; Couto-Fernandexz al, 2005; Cavalcanti
et al, 2007; Soarest al, 2007). Entretanto, o impacto destas diferencasficacia da

TARYV ainda nédo é muito conhecido.
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2.6 MUTACOES DE RESISTENCIA E A ORIGEM DAS QUASISPECIES DO

HIV-1

O HIV tem alta taxa de mutacéo por replicar-se muéipido e ndo apresenta
nenhuma alternativa eficiente de correcdo de eurantde a replicacdo viral. Entéo,
sabemos que as mutacdes ocorrem com constanciaraaselelas possibilita alguma
vantagem, pode ser fixada e transferida a préxienaggo. A acao terapéutica, quando
efetiva e presente no hospedeiro representa inpFasado seletiva e qualquer mutacao
gue possa conferir resisténcia aos medicamentdadmorepresenta grandes vantagens
ao virus. O esquema terapéutico ideal é aquelepwne o aparecimento e a fixacao
de mutacBes de resisténcia, e somente ocorre ctos miveis de aderéncia ao
tratamento. Se levarmos em conta as altas taxasplieacdo viral e de sucessivas
mutacOes aleatOrias e por pressdo seletiva dos ABWadas a baixa atividade de
correcao de erros no HIV-1 (também em outros VRN#\), resultam numa complexa
distribuicdo de genomas estreitamente relacionadog as quasispécies (Eigenal,
1996). Diferentes combinacfes associadas as mgtagde habilitam resisténcia a
multiplos medicamentos, conferem ditmessrelativo e distinto ao HIV-1 na presenca
ou auséncia de inibidores (Kosalaraksal 1999; Garcia-Lermat al, 2001; Matsumi

et al,2003).

2.6.1 RESISTENCIA DO HIV-1 AOS ANTIRRETROVIRAIS
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Os dados divulgados pela Organizagcdo Mundial ded&sam 2010 (http://
www.who.int) e Join United Nations Programme on HIV/AIDBNAIDS em 2010,
(http://www.unaids.org) referem que, apesar dasstemes campanhas de prevencao e
aconselhamento ao redor do mundo, o conhecimergocdeacteristicas virais e do
hospedeiro, testes diagnodsticos de Ultima gerag@ouesos terapéuticos disponibilizados
aos diversos ARV, o quadro evolutivo da pandemianpaece preocupante. Uma das
importantes causas de reducdo no sucesso da TARWVi@aparecimento de mutagfes de

resisténcia aos medicamentos.

2.6.1.1 RESISTENCIA TRANSMITIDA E RESISTENCIA SECUNDARIA DO HIV

AOS ANTIRRETROVIRAIS

A resisténcia do HIV aos ARV pode ser classificadeno TDR (anteriormente
denominada primaria) ou resisténcia secundariaisi®esia secundaria € aquela que
emerge em decorréncia de pressao seletiva exgoeldauso da TARV. A resisténcia
transmitida esta presente, mesmo antes do uso &/ Tp&lo individuo infectado. Esta
transmissdo de virus resistentes acontece quanda@algum momento da cadeia de
transmissdo do virus, um paciente-fonte sabidamarextado e portador de virus
resistente aos ARV ndo adotou as medidas prec@szaata impedir a transmissao.

Estudo realizado entre 2000 e 2002, que analiséuird®ividuos portadores de
virus resistentes, obteve 23% dos pacientes quicguam sexo desprotegido num
periodo de trés meses o que resultou em 1.126 cavelet sexo desprotegido com 191
parceiros (Kozakt al, 2004). Vale frisar que essa populacdo apresdnia vesistentes
transmitidos, e ndo ha a presenca de virus selsagéerentemente dos pacientes com

resisténcia secundaria aos ARV.
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O grupo de pacientes que apresenta TDR aos ARVupassacteristicas
associadas a um alto risco de falha virolégicat@ ridco de desenvolver resisténcia a
cada um dos medicamentos usados no esquema teraBatar & Richman, 2005).

O estudo de TDR pode adicionar informagfes paranquas medidas de saude
publica sejam adotadas ndo s6 na terapia, comalaoagio e prevencdo. A percepcao
da existéncia de pacientes portadores dessas ragtag@inda nao tratados, se traduz em
um indicador da necessidade de suporte diagngstoéonal para o uso de TARV.

Ha de se ressaltar que h& algum tempo, observaite prevaléncia de TDR
aos ITRNN em individuos com IR, como no sul da fBalia, EUA, que é de 16%
(Little et al, 1999). Outro dado intuitivo, porém alarmanteac&na-se ao aumento ao
longo do tempo da prevaléncia de TDR nos EUA emdividuos com infeccéo
primaria/recente, que foi de 3,5% entre 1995-19%98% nos anos de 1999-2000 (Little
et al, 2002a; Littleet al, 2002b; Machadet al, 2002).

A determinacdo da prevaléncia de TDR ¢é de grandpori@ncia no
monitoramento da epidemiologia molecular do HIV-Jpaa dar maior suporte ao
acompanhamento clinico na escolha inicial da tetag@e numa dada regido (Deeks,
2001; Sorianoet al, 2001). Baseado nesses fatos, a pratica de r¢ingilizacdo da
primeira linha de HAART adaptada as resisténciassgmtes em estudos de
genotipagem, devem ser adotadas antes da teragite€Oal, 2004).

Atualmente na Europa, o uso clinico de testes déstémcia aos ARV é
recomendado para recém diagnosticados, para pexieom diagnéstico de sindrome
retroviral aguda ou IR (menos de um ano) e pacentiegens de tratamento
cronicamente infectados que iniciam a terapia, Gassuspeita de resisténcia seja
elevada, ou se a prevaléncia da resisténcia ndggdaufor superior a 10% (Vandamme

et al, 2004).
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Shaferet al (2007) publicaram um estudo, propondo critériossekecédo de
mutacoes de TDR e desenvolveu uma lista baseada oé#rio. O autor coloca a
importancia de estudos continuados da sequénciddifoem diferentes subtipos,
determinando que esforcos devam ser somados parasteim numero suficiente de
sequéncias e respectivos subtipos de todos ospmiisaundo.

Bennett et al, (2009) publicaram novo estudo que propde 93 me&co
incluindo 15 posi¢cdes em TR com 34 mutagOes detéemiia associadas aos ITRN, 10
posicdoes em TR com 19 mutacdes aos ITRNN e 40 @edade resisténcia em 18
posicdes associadas aos IP. O estudo de 2009 cdiitélas 80 mutacbes listadas em
2007 e um adicional de 16 mutacdes, incluindo 4asomutacdes de resisténcia
associadas aos ITRN (D67E, K70E, L741, K219N), 3 #bRNN (K101P, V179F,
Y181V), e 9 novas mutagOes associadas aos IP (D236L, G48M, F53Y, L76V,
V82C/L, N83D e 185V). Dessas 16 novas muta¢cbe® @evem ao reconhecimento das
tendéncias especificas dos ARV em desenvolvimentsce 0 aumento do uso de
analogos a timidina contidos nos esquemas terapéutom K70E e L74l, o crescente
reconhecimento das mutacfes associadas a etrayibdlP, V179F e Y181V),
tipranavir (V82L e N83D), e darunavir (L76V). Asteenutacles restantes se devem a
sua inclusdo na expansao do nimero de mutacdevathas no estudo.

Estudos recentemente realizados, representam eroomi@buicdo para elucidar
quais sao as diferencas entre os subtipos B e nédo-Bue se refere aos perfis de
mutacdes de resisténcia a TARV, tanto em paciemtesfalha virolégica e que
emerge em decorréncia da pressao de selecdo exeyelds ARV (resisténcia
secundaria), quanto naqueles que apresentam TDRRMsou seja, pacientes com
TDR e virgens de tratamento (Kantet al 2005; Shaferet al 2008; Shafer &

Shapiro, 2008). Em concluséo, podemos reforgaraguesisténcia transmitida aos
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ARV esta presente, mesmo antes do uso da medipatdandividuo infectado. O
individuo fonte infectante é aquele que transmédawntes resistentes pos-falha na
TARV.

A maioria dos estudos realizados até a década demd$sadirecionada para o
subtipo B do HIV-1, o mais prevalente em grandeepdos paises desenvolvidos.
Atualmente, sabemos que a epidemia do HIV-1 temadhoicsuas caracteristicas
epidemioldgicas. As mutacgdes relevantes de resist@nTARV entre subtipos ndo-B
contribuird para o acompanhamento da evolucdo msrirgsdo de resisténcia,
determinando estratégias de tratamento inicial esqas infectadas com o0s virus
ndo-B, e para interpretar a resisténcia genétit@ @acientes que falham a TARV

(Kantor et al , 2005).

2.6.1.2RESISTENCIA TRANSMITIDA AOS ANTIRRETROVIRAIS PELO

HIV-1 NO BRASIL

Varios estudos realizados no mundo e referidogus sevisdo demonstraram a
importancia da TDR a TARV na populacdo e as cor&srjés da falha viroldgica. Se
0 regime inicial é determinado, sem 0 conhecimetdo mutacbes associadas a
resisténcia presente, a escolha terapéutica nagsvdtima (Yerhet al, 1999).

Estudos brasileiros indicam que cepas resistentesHtY/-1 circulam em
pacientes com IR (Sucupira, 2007). Mas, qual segenfil da epidemia no Brasil,
naqueles que apresentam infeccado cronica, e enmequerscia estdo infectados ha
alguns anos ? Dessa forma, é importante saliempae, as TDR podem estar
intimamente associadas a localidade pesquisada epeasliaridades regionais

relacionadas a manipulacdo dos ARV, sendo difé@ef generalizacbes muito amplas.
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De fato, depois de tudo que foi exposto acima,qeal@ver uma epidemia secundaria
do HIV-1 em pacientes com TDR aos ARV que hiposstiente poderia reduzir a
eficacia da TARV inicial, como ja foi demonstradedoticamente (Littlet al, 2002a).

No Brasil, apesar do acesso universal & TARV,xastde mutagcdes TDR tém se
mantido em niveis intermediarios (5% a 15%) a mix®%) (Inocénciet al, 2009).

Foi determinada a prevaléncia de TDR a TARV emagess portadoras do HIV
em estudo realizado na Escola Paulista de Mediemaanalise retrospectiva e a
correlacdo entre TDR e a eficacia da profilaxia AR¥ prevencdo da transmisséo
vertical. Foram encontrados 20% de TDR, o que sporde a oito mulheres, das quais
quatro apresentavam a mutacdo M184V, duas a mutat@B8N e duas a mutacao
L90M. Coincidentemente, todas as pacientes foratadas, como parte de seu esquema
HAART com o medicamento a qual elas apresentavaistéacia. Ou seja, as gestantes
com a mutacdo M184V tiveram 3TC em seu esquemalagcom K103N foram
tratadas com nevirapina e as com L90M com nelfmdwdas alcancaram o momento
do parto com CV indetectavel, o que, apesar daist&su pequena, enfatiza a
importancia do uso ARV em gestantes. Apesar da@ficem avaliagbes a curto prazo,
nesses casos é dificil especular sobre o desemplestes tratamentos a médio e longo
prazo (Gasparotto, 2005). A indicacdo de HAART mmaeda por testes de resisténcia
tem apresentado eficacia similar em pacientes cDR & TARV, quando comparados
com pacientes portadores de virus selvagem.

Um estudo que foi conduzido com 100 pacientes aaiec¢ao recente pelo
HIV-1 na cidade de Santos revelou prevaléncia @ 82 resisténcia aos ITRN, 15%
aos ITRNN e 13% aos IP, com prevaléncia de resist@umulativa de 36% (Sucupira

et al, 2007).
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De fato, ha referéncia de casos de transmissaéueresistentes aos ARV pelo
menos nos ultimos 10 anos no Brasil e no mundouBracet al, 2007; Brindeircet al,
2003; Johnsoet al, 2001; Garcia-Lermat al 2001; Conwayet al, 1999; Quigget al,
1997; Rubiocet al, 1997; de Rondet al, 1996; Conloret al 1994; Ericeet al, 1993).
Como o primeiro ARV a ser utilizado foi a zidovudjnos primeiros relatos de
transmissdo de virus resistentes relacionaram-seutacdes a esse medicamento
(Kamkamidzeet al 2001). Com a disponibilizagdo de outros ARV, ismam-se
também os relatos de transmissdo de virus com fGegaglacionadas a esses outros

farmacos (Conwagt al, 1999; Hecht et al, 1998; Imrét al, 1997).

2.7 PREVALENCIA DOS SUBTIPOS DO HIV-1 NA POPULACAO MUNDIAL

As analises filogenéticas com base na variabilidadétyE de amostras de HIV
e isoladas de diferentes regibes geograficas dodontem classificado com maior
clareza a presenca de subtipos e sua distribuigimgréfica. Ha evidéncia de
predominancia do subtipo C na pandemia, sendo sfeeéeo mais prevalente na Africa
subsaariana e no sul asiatico, locais onde se otyaoe aproximadamente 82% dos
casos de HIV entre adultos e criancas (UNAIDS, 200(://www.unaids.org), o que
sugere que este subtipo pode apresentar cardaceipeculiares quanto a capacidade
de transmissddNas Américas e Europa ha predominancia do suBtipo

A variacdo genética intrasubtipos pode chegar a, 288tém entre subtipos
diferentes de 25 a 35% (Korbetr al, 2001). A Figura 2.8 apresenta o panorama global
da distribuicdo dos subtipos do HIV (apud Hemeddaa, 2006, adaptado por Thomson

2002). O grupo Odutlier) foi descrito em amostras altamente variaveis fraca
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(Peeterset al, 1997) e o grupo N (ndo M e n&do O ou new) foi ifieado em pacientes
da Republica de Camardes (Sinatral, 1998).
O HIV-1, tido como o responsavel pela pandemiagsgmta grande diversidade

genética, apresentando varios subtipos e é o redpelpela epidemia no Brasil.

Figura 2.8 Distribuicdo mundial de subtipos do HIV-1 do gruyee das formas
recombinantes circulantes (CRF). Adaptacao: Thoni2002).

Fonte: www.acessmedione.com/2011
Adaptacéo: Thomson, 2002

2.7.1 PREVALENCIA DE SUBTIPOS DO HIV-1 NO BRASIL

No Brasil, o subtipo B é a principal cepa de HI\¢ifculante, sendo em ordem
decrescente, seguido pelo subtipo F, que é o redpehpor 15 a 20% das infecgbes
(Soares et al 2003). Dados anteriores relatam que em Manaus),(AMrevaléncia

desse subtipo era de aproximadamente 50% (Vicenéd 2000). Este perfil vem se
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modificando ao longo do tempo conforme a regidogpesda. O terceiro subtipo
encontrado no Brasil é o subtipo C (Sirmedrel, 2010; Soarest al, 2003), A presenca
do subtipo C no sul do Brasil foi inicialmente dgtela em 1 das 5 amostras de HIV-1
coletadas em Porto Alegre (RS), em amostragem destaalo internacional realizado
pela OMS, 1994. Um estudo realizado com o plasm&%d@acientes HIV+ de um
hospital em Rio Grande (sul do Brasil) demonstrguesaléncia de subtipo B e C, com
respectivamente, 42% e 45% (Soastsal 2005) Novo estudo em 80 pacientes
descreveu a prevaléncia do subtipo C no sul seficadpara 43.8%, seguido por 35%
de CRF_31BC, 18% do subtipo B e 2.4% do F (Sietaa, 2010).

Até o momento, foram identificados os subtipos BCFe D, além das amostras
adicionais de virus recombinantes e de infeccopagdem diferentes areas geograficas
(Janiniet a, 1996; Brindeiroet al, 1999; Couto-Fernandezt al, 1999 Proiettiet al,
1999; Vicenteet al, 2000).

As infec¢cbes mistas (B/F, B/D e F/D) e recombinantambém foram
observadas em varias regides do pais (Ranak 1999; Tanurkt al, 1999a; Machado
et al, 2004).

Outros trabalhos mais recentes referem-se a ideq#o, de pelo menos, cinco
subtipos diferentes (B, F, C, D e A). Nas regidadeste, centro-oeste e nordeste
predominam o subtipo B, seguido do F (Morgado, 1$2bino, 1996; Brindeiro, 2003;
Cerqueira, 2004; Couto-Hernandez, 2005; Aleixo, &0Cavalcanti 2007; Caseiro,
2008).

Outro estudo demonstra a diferenca do perfil ddsios de HIV-1, também
identificadas ao longo do tempo, em diferentestesgido Brasil. Em Manaus (AM)
foram observadas proporcoes semelhantes na preiaalém subtipo B e F (Vicentet

al, 2000), enquanto na regido sul, a prevaléncia dopgu@ € maior do que no resto do
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Brasil, podendo ultrapassar 50% dos casos (Mor@df?; Brindeiro 2003, Soares
2005).

A diversidade genética em estudos comparativos masilB demonstraram a
presenca de cepas circulantes do subtipo B, com varmante distinta dos virus B
classicos, pela presenca da sequéncia GWGR naltopegido hipervariavel 3 (V3) da
gp 12Q ao invés do classico motifGPGR (Morgaetoal, 1994;Brazilian Network for
HIV Isolation and Characterizatiqr2000; http:/Avww.scielo.br). Estas duas variantes
genéticas do subtipo B podem ser diferenciadasgimiedagem genética (Covessal,
1998; Morgadcet al, 1998 a) e também antigénicamente (Bongettal, 1994; Casseb
et al 1998). Alguns dados foram relatados em pesquisapais, desde a década
passada. A prevaléncia do subtipo B j& estava meesEm algumas areas do Brasil,
como os 37% de amostras estudadas no Rio de J&R8)r@Morgadcet al, 1998 a,b) e
57% das amostras detectadas em Rio Preto (SP) {€@bwed 1998). Ainda na regido
sudeste varios estudos vem demonstrando a preduoeciando subtipo B (85%) e do F
(10 a 15%) (Tanuriet al 1999; Brazilian Network for HIV Isolation and
Characterization 2000; http:/Mww.scielo.br). Em relacdo aos estudos realizadss n
regides nordeste e centro-oeste, uma ampla prevalécima de 90%) do subtipo B,
com poucos casos de subtipos F e C (Couto-Fernana@gz999; Stefanet al,2000).

Dias et al, 2009, avaliaram um grupo de 128 pacientes reoéeatados pelo
HIV-1 e virgens de tratamento no sul do Brasil,ipates atendidos na cidade de Porto
Alegre. Baseados no sequenciamento parcial daoredpd genepol das amostras
realizaram um estudo filogenético, que resultou28& de HIV-1 do subtipo C, 22.6%
do B, 23.4% de CRF 31 BC, 10% do F e outros 5.5gsdicados como mosaicos.

Ainda citaram a importancia do estudo do comportdmee risco na caracteristica de
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transmissdo do HIV-1, com o subtipo B com maiongmaissibilidade por contato
sexual anal e os outros subtipos e CRF por trasgmisansvaginal.

Formas recombinantes circulares do HIV-1 foram tifieadas no Brasil. A
mais recentemente foi publicada por Sanabani ebeddores (2010), com a
identificacdo de um novo recombinante designad€/E46_BF1 em uma populacéo
de adultos HV-1 positivos de Sao Paulo, perfazemdguinta CRF identificada no
Brasil. O estudo foi realizado com a selecdo deaBfdstras de um total de 888
pacientes. A regido do gepel com a classificagdo do subtipo F1 norteou a seldead
amostras e 0 subsequente estudo do genoma completo.

De fato, com todas as informacfes que dispomosp héntendimento da
necessidade do atual estudo com a finalidade denagsb perfil populacional dos
pacientes HIV-1+ cronicos nao tratados e indicaaasiciar terapia imediata, com

abrangéncia nas diferentes regides do territorional.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar a prevaléncia de resisténcia transméaamedicamentos antirretrovirais e
a diversidade genética do HIV-1, em individuos wamente infectados e com
indicacdo imediata de inicio de terapia antirratedy em cidades representativas das

cinco regifes demograficas do Brasil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1.Determinar o perfil das mutacfes de resisténcrsindida aos ARV observadas
nas fracdes Transcriptase Reversa e Protease @opgercomparando a prevaléncia

dessas mutacdes nas cidades brasileiras pesquisadas

3.2.2Determinar as caracteristicas sociodemograficaadividuo portador crénico do

HIV-1 com indicacdo de inicio imediato de teraprdiraetroviral, de acordo com as

diretrizes nacionais vigentes (http://www.aids. o).
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CAPITULO 4. CASUISTICA E METODOS

4.1 CASUISTICA

Este trabalho caracteriza-se como um estudo muidticé nacional, com perfil
de avaliacdo transversal, prospectivo e embasadoamwstras de pacientes e
informac6es com origem nas Clinicas das Macroresgiu Centros Ambulatoriais
de Acompanhamento DST/ HIV/aids das cinco regidesatjraficas do Brasil.
Foram incluidos dois centros considerados comocespepela alta prevaléncia de
aids: Santos(SP), que apresentou 36% de prevalémcialativa de mutacdes TDR
pelo HIV-1 aos ARV em recém-infectados (Sucupir@D7?) e Itajai(SC) pela
prevaléncia representativa de pacientes recéemtaafes (http://www.aids.gov.br).
Todos os coinvestigadores receberam carta coneifmdicipacdo e ap0s adesao ao
projeto, tiveram a aprovacédo da CEP regional pardcmo do estudo. O projeto da
atual pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica Besquisa (CEP) da

Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) - CEa3/07 (Anexo ).

O estudo do mapeamento genotipico e subtipos delHdh pacientes cronicos
de HIV-1, virgens de tratamento e indicados pafeianimediato de TARV, foi
realizado nas principais cidades das cinco regléesograficas do Brasil. As cidades
escolhidas por regido e seus respectivos estadesafeyros foram: Norte (Manaus-
AM), Nordeste (Salvador-BA), Centro-Oeste (Braslig), Sudeste (Rio de Janeiro-
RJ e Santos-SP) e Sul (Porto Alegre-RS e ltajai{R0pdro 4.1). A primeira ou
segunda maior populacéo de cada regido foi o icriggtotado, onde a maioria das

cidades apresentam atividades portuarias (com aaabx Brasilia-DF).
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Quadro 4.1 Maiores populacdes por regido e estados brasileiros

*Regido Norte Nordeste  Centro-Oeste Sudeste Sul

Maior cidade Manaus Salvador Brasilia Sao Paulo Curitiba

Populagdo/Hab. *1.927.346 *2.711.372 **2.333.108 *11.016.703 *1.788.559

Segunda Belém Fortaleza Goiania R. de Janeiro P. Alegre
maior cidade
Populacdo/Hab. *1.428.368 *2.416.920 *1.220.412 *6.136.652 *1.440.939

Fonte: IBGE*estimativa 2006
Legenda: Foram incluidas as cidades de Santos-8Rja-SC,ndo apresentadas na

tabela, pela importancia atual na epidemia brasdede HIV-1. Ambas apresentam
caracteristicas peculiares, de alta prevalénciaails e presenca de mutacées TDR em
recém-infectados (36% em Santos-SP) e alto numenecEém-infectados (Itajai-SC).
Em negrito, as localidades onde o estudo foi desemhconforme dados do IBGE,
2005*.

O numero amostral foi estimado em cinco periodasestrais, coletados em 30
meses consecutivos, de julho de 2008 a dezemb2®H& com um numero limite de
70 amostras de cada localidade e tipo de pesqDisaimero limite determinado do
tamanho amostral estd baseado na estratégia deragens binominal sequencial
adotado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS3stwdoHIV Drug Resistance
Threshold SurveyBlower et al, 2005; Bertagnolio, Sutherland, 2005)amostragem
seqliencial € um método alternativo em que o numeeimo amostral é definido
previamente, mas 0 numero necessario de amostdesseo de fato, menor do que o
ndamero maximo.

Foi realizado o treinamento prévio da equipe técnie coleta e de

entrevistadores da populacéo alvo constituida.
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4.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo foram determinados pacéeptes HIV positivos, ndo
tratados, com idade igual ou superior a 18 anosameos 0s sexos e, em caso de
mulheres gravidas, foram selecionadas aquelas @@ ecom indicacdo para
tratamento, de acordo com as “Recomendactes pespidénti-retroviral em Adultos
e Adolescentes infectados pelo HIV-1", 2008 (httpyw.aids.gov.br). Os pacientes
tiveram a referéncia dos resultados de contage@Diee CV disponiveis nos setores
de atendimento e realizados em até 90 dias antesldta do teste de genotipagem
viral. Os pacientes que nao apresentavam taistaessl disponiveis deveriam ser
submetidos a coleta dos mesmos juntamente com @stras para andlise dos testes de
resisténcia.

Os individuos que obedeceram aos critérios de sAolueceberam o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, para a op¢éaddsao a pesquisa (Anexo II).

4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas do estudo, mulheres gravidas HRitipas com indicacdo de

profilaxia pré-natal.
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4.2 METODOS

4.2.1 COLETA DE DADOS

Os dados sociodemograficos da populacdo, assim oguedil de resultados de
CD4 e CV foram referidos no preenchimento da Fidednvestigacdo Individual do

Paciente (Anexo lll) pela equipe dos setores coempes selecionados, em questionario
investigativo elaborado por nossa equig@0s o preenchimento, foi realizado o

encaminhamento desta fich@ara o Laboratorio de Retrovirologia da UNIFESP,

juntamente com a amostra coletadalzmed Blood Spotsu DBS.

4.2.2 KITS PARA COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL EM PAPEL-

FILTRO

As amostras para estudo do genoétipo e subtipos té-1Hreceberam
identificacdo no Laboratério de Retrovirologia, coniimero pré-definido seriado por
regido demografica, assim como a montagem doslé&itoleta.

O kit individual de coleta era composto de um parldvas para uso do
profissional, untard, contendo cinco circulos de papel-filtro da Whatr{Rrotein Safe
Card, Whatma®, USA, dois envelopes individuais dg&abcom alcool isopropilico a
70% para antissepsia pré e assepsia pos-punc@ejdatescartavel (mar&alsted—
gatilho automatico e ponta retratil), uwsachétde 1g de silica gel azul (indicador de
umidade), acondicionados em envelope aluminizaléstificado préprio e com lacre

duplo (Anexo IV).
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4.2.3 PROTOCOLO DE ORIENTACAO DE COLETA DE SANGUE TOTAL EM

PAPEL-FILTRO OU DBS

Identificar ocard com o0 nome do paciente e data.

e Realizar a antissepsia local, utilizando smabde alcool isopropilico a 70%.
Deixar secar.

e Colher o sangue por meio de puncdo digital, comarcdta automatica
descartavel. Observacao: ndo tocar a pele na #tipedb papel, h4 enzimas na
superficie da pele que podem inibir a extracéo dterial genético.

e Aplicar uma gota de sangue (aproximadamentd_h(ho centro de cada circulo
de papel-filtro, num total de cin@potscirculos (11 mm de diametro cada um).

e Higienizar o local da puncdo com o segundo de &ldookit, até que pare
totalmente o sangramento.

e Deixar secar o kit de DBS a temperatura ambigrdeum tempo minimo de 3
horas, podendo se estender até 24 horas em latagglo de contaminantes.

e ApOs secagem, fechar oard e acondiciona-lo no envelope, observar a
manutencdo dsachétde silica gel, manter a temperatura ambiente,ocore
orientacao do fabricante (Orientacdes de ColetdEXO ll1).

e Enviar os kits em envelope préprio pré-tarifadoawads dos correios, para o

Laboratério de Retrovirologia da Universidade Falde Sao Paulo.

Informacédo adicional ao profissional: o acido niocdéé automaticamente
estabilizado, sem necessidade de refrigeracdontoiska presenca de patdégenos. O

transporte ocorre sem o risco de material biolégnfectante. O material obtido, por
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meio desse método, sera utilizado para os procedimdécnicos de seqienciamento

genético do HIV.

4.3. PROCEDIMENTO TECNICO-LABORATORIAL

A coleta e envio do material foi realizada de dootom o proposto. As
amostras recebidas foram armazenadas a tempesatiniente e submetidas
ao protocolo de extracdo do DNA com@Aamp DNA Blood Mini Kit

(Quiagen) com modificacdes.

4.3.1 PROTOCOLO DE EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO

1- Cortar umspotde papel-filtro com tesoura quunchde 11 cm de diametro
(dividindo-o em 4 partes), adiciona-lo ao tubo ¢epl identificado com o
nuamero da amostra.

2- Lavar e eluir com a adicao de 36D de tampao ATL (Qiagen).

3- Homogeneizar, imediatamente por agitagawtéX por 20 segundos.

4- Centrifugar por 1 minuto a 8.000 rpsp(n).

5- Em seguida, colocar no aparelho Thermomixer (Eppéndoreviamente
aquecido a temperatura de°85sob agitacdo constante de 400 rpm durante
15 minutos.

6- Acrescentar 40 pL de proteinase K naneomtracdo de 20 mg/ml
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e homogeneizar.

7- Incubar a 56°C por 1 hora sob agitacao a 800 rpm.
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8- Adicionar 400 pl desolucdotampéo delise (AL Buffer daQiagen) e
homogeneizar.

9- Agitar a 400 rpm com incubac&o a’Zpor 30 minutos. Este procedimento
é realizado para liberacdo do DNA gendmico.

10-Transferir o conteddo para um tubo de 1,5 ml preeiste identificado,
dispensando o papel-filtro.

11-Acrescentar 400 ml de &lcool absoluto, agitar eudaspin

12-Transferir para a coluna de silica da Qiagen, centrifugacdo em duas
etapas (meio volume, depois o restante) com desdartubo base em cada

etapa.

A presenca do tampdo de lise (AL) propicia baixo idolucdo, e essa
condicdo, associada a adi¢do de etanol absolutmjtpea adsor¢do do DNA a
coluna de silica, quando a mistura é centrifugatié.@00 rpm (por 1 minuto).
Com o DNA ligado a malha da silica, sucedem-segena e centrifugacoes
sucessivas para a remocgao de hemacias, protefndiae moléculas ndo-DNA
com os tampdes AW1 (500uL, 1 minuto de centrifugagd.000 rpm, por
uma vez) e AW2 (500uL, 3 minutos de centrifugacda £00 rpm, por uma
vez), repetir a centrifugacdo, agora por 1 minu80&0 rpm. Observar a troca
de tubo base, para que nédo sobre residuo do tafWwao conforme indicacéo
do fabricante.

Para finalizar, o DNA é eluido em 1QQ. de agua deionizada ultra-
purificada e aquecida a 70. Deixar em repouso por 5 minutos, centrifugar a

8.000 rpm por 30 segundos e armazenar em tuboacdaid,pl a —20C.
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4.3.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE ( POLYMERASE

CHAIN REACTION ou PCR)

Um fragmento do geneol do HIV-1 de 1,07 Kb foi amplificado pela reacéo da
PCR em duas etapas, para flanquear os fragmenttardzriptase reversa (RT) e da
protease (P), utilizando @simersexternos (Sanabaat al, 2006; Sa-Filho, 2006)

POL1 (GGGAGTGGGGGGACCCGGCCATAA) e

INBO-1R (CCACTCAGGAAT CCAGGTGG), e um par geimersinternos:

KOZAL 1 (CAGAGCCAACAGCCCCACCA);

KOZAL 2 (TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGAC)

Os produtos da PCR da segunda etgpanérs Kozal 1 e Kozal 2) foram
purificados por meio de kit comercial disponivebd8 a purificacdo, os fragmentos
foram submetidos a reacdo de seqgienciamento otlizae o DYEnamic™ ET
Terminator Cycle Sequencing Kits GE Healthcareg L8ciences (GE Healthcare,
EUA). Os produtos desta reacédo foram analisados poesei@dor automatico modelo
ABI 3100 e 3130xI(Applied Biosystems, EUA)

Como alternativa, no caso de nao amplificacdoahuos fragmentos estudados,
utilizamos dois pares d@imersque anelam em uma regido mais externa coencer
POL1, anteriormente estabelecido. Os novos incesl séo denominados SC-BOS
(GCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTT, posigéao 2.080 a 27160 HXB2) e IN-
BO-2R (AAATCACTAGCCATTGCTCTCCA, posicao 4.284 a 86 comoprimers
externos e, como internos, SC-BNS (AGCCCCACCAGAAGYELCTT, posicao
2.157 a 2.177 no HXB2) e POL 2 (CATTGGCCTTGCCCCTGCTGT) (Sanabani

et al, 2006; Sa-Filho, 2006).
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Para padronizacdo das reacdes de PCR, foram aalia@lias condicbes
incluindo concentracdes de reagentes, temperatigranelamento dos iniciadores e
tempo de extensao do fragmento.

Por fim, estabeleceu-se o protocolo com as melhmedicbes para a PCR. As
concentracdes finais dos reagentes utilizadasymeareacdo de volume final igual a
100 pL para o primeiro round (50 pL do mix da PERO pL do produto de
extracdo) e 50 pL para o segundo round ( com 48auimix e 5 pL do produto do
primeiro round), bem como as condi¢bes de incubaghotermociclador, estdo

descritas a seguir (Tabela 4.1).

Tabela 4.1Constituintes da reacgao e perfil de ciclagem daR p&a deteccéo
dos fracGes PR e TR.

PCR COMPOSI(;AO DA REA(;AO (1X) CICLAGEM
Tampé&o 1X (200mM Tris-HCI pH 8,4 e 500mM KCI),94°C — 7 00” (1x); 94°C — 5”;
POL1/IN-BO1R MgS®O,5mM, dNTP 0,2 mM, iniciadores 0,1 pmoL 55°@5"; 72°C —2'00"(35x)
e Tag DNA polimerase High-Fidelity 1 U. 72°C — 7°00” (1x)

Tampé&o 1X (200mM Tris-HCI pH 8,4 e 500mM KCI)94°C — 7’ 00" (1x); 94°C — 45’;
K1/K2 M@%1,5mM, dNTP 0,2 mM, iniciadores 0,1 pmoL  55°@5"; 72°C — 1'30” (35x);
e Tag DNA polimerase High-Fidelity 1 U. 72°C — 7°00” (1x)

4.3.3. DETECCAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

Para verificar a presenca dos produtos amplificadims realizado o
fracionamento eletroforético. Os produtos de PORnosubmetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,0 % em Tampao TBE 0,5X (TrrstBeEDTA, Invitrogen
California, USA), corado com o intercalar®&IRed™10.000X em aguéBiotium,
Inc.Qiagen,Alemanha). O tempo de corrida eletroforética fod8eminutos a 100 V
e 500 mA. Todos esses ajustes na eletroforese tparmiobter imagens de

qualidade na deteccéo das bandas referentes ahgge@mplificados.
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Foram utilizados 5,0 pL do produto de PCR e 2,0 gd tampdo de
carregamento (40% de sacarose; 0,25% de azul deofenol) para a corrida
eletroforética. Para averiguar a especificidadé’@®, a determinacdo do tamanho
do produto amplificado se deu pela comparacdo cormarcador de peso molecular
padrdo de 1.000 pares de baddmgif DNA Mass Ladder Invitrogen, Califérnia,
USA).

O gel de agarose foi visualizado em exposicéo iagad ultravioleta (320 nm) e
fotografado utilizando-se o fotodocumentad@eldoc-it TS Imaging Systems

Biolmaging(UVP, Cambridge, CA, EUA).

4.3.4. PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos das PCR, foram purificados utilizangl@&it ChargeSwitch PCR
Clean-Up Kit(Invitrogen, Califérnia, USA), conforme as instdes do fabricante.
Posteriormente, sem remover os tubos da frentendp @ sobrenadante contendo o
produto purificado da PCR foi cuidadosamente tentdd para tubos estéreis,
armazenados a — 20°C.

AplOs obter o produto de purificacdo, foi realizadovo fracionamento
eletroforético em gel de agarose (1,0% em TBE 0Q,20fn 2,0 pL de tampéo de
carregamento e 5,0 pL do produto purificado. Paztamaparacdo do peso molecular
dos fragmentos amplificados foi utilizado um margoadrao de peso molecular de

1.000 pares de basebligh DNA Mass Laddefinvitrogen, California, USA).
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4.3.5. REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Para deteccdo do gemel, foram sequenciados cinco fragmentos. Para cada
amostra foram realizadas no minimo cinco reacdesedéenciamento, utilizando os
iniciadores senso e seus respectivos iniciadorgssanso. As sequéncias bases dos
iniciadores estdo descritas na Tabela 4.2. Corinagmento a ser sequenciado era
muito extenso, ou seja, de aproximadamente 107€8spde bases (pb) e o limiar
otimo de deteccao de eletroforese capilar peloisatir genético € de 500-650 pb,
as sequéncias foram obtidas utilizando-se um ctmgm cincqorimers(Tabela 4.2),
que geram sequéncias que se sobrepfem. Para @xetas; reacOes seguiu-se as
especificagcdes ddit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing KiApplied

BiosystemsCA, EUA).

Tabela 4.2 Repertério de iniciadores da reacdo de seqUenoiameonforme POP
interno padronizado pelo Laboratério de Retrovigada UNIFESP.

Primers Iniciador Sequéncia (5'-3) Posicédo (HXB2)
K1 senso CAGAGCCAACAGCCCCACCA 2147-2166
K2 antissenso TTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGAC 3338-3309
F2 antissenso GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3321-3301
DP11 antissenso CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA 2598-2572
RTint antissenso GGGATGGAAAGGATCACCAGCAA 3018-3042

A reacdo de sequenciamento foi realizada, confarpetocolo do laboratério.
O volume de cada amostra foi definido, por mei@dantificacéo, realizada através
da sua comparacdo visual com um padrdo de masssutaslHigh DNA Mass
Ladder (Invitrogen, Califérnia, USA) em gel de agarosepdrificacdo, e ajustado
para o volume final de 6,0L em &gua deionizada ultra-purificada livre de RHAs
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g.s.p.. Cada amostra sequenciada apresentou c@gdntentre 80 a 120 ng e
quando necessario, a amostra foi diluilasolugéo final (mix, tamp&o, iniciador e
amostra) totalizou 15,0 pL por reacao.

As ciclagens foram processadas no termocicladodeiooVeriti (Applied
Byosistems CA, EUA). Durante a ciclagem, o iniciador se liga sequéncia
complementar da fita de DNA e os nucleotideos séorporados de acordo com a
fita molde. Ocorre tanto a incorporacdo dos nuieos livres ndo-marcados,
quanto a de nucleotideos marcados com fluorescésiaucleotideos marcados séo
chamados de nucleotideos de terminacédo, pois apaeseim atomo de hidrogénio
na posi¢cado 3’ do anel de carbono da ribose ao ideésn grupo OH.

Visto que a polimerizacéo da cadeia de DNA ocoeta pgacao entre um grupo
fosfato do carbono 5’ e um grupo OH no carbona@&da vez que um nucleotideo de
terminagéo € incorporado a cadeia nascente, adedtu fita molde é interrompida,
gerando um fragmento de tamanho respectivo ao londe o nucleotideo de

terminagéo foi incorporado.

4.3.5.1. PRECIPITACAO DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Ao final da reacdo de sequenciamento, sdo geradgséntos de tamanhos
diferentes e existe sobra de iniciadores, ddN{didesoxirribonucleosideos
trifosfatados), alguns sais, entre outros. Procsgea precipitacdo para eliminar

esses residuos.
Inicialmente, adotamos o protocolo a seguir:

e Adicionar 90 pL de etanol 70% ao produto da reag@penciamento, suceder a

mistura do mesmo, em agitador automatico e breviifteyacao.
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e Incubagao por 15 minutos sob condi¢cdo de temperanbiente e auséncia de
luz, centirfugar o produto a 4000 rpm, por 45 misua 6C. O resultado dessa
centrifugacdo resulta em formacédo de um botdald) com o produto do
sequenciamento precipitado.

e Desprezar o sobrenadante.

e Adicionar 150 pL de etanol 70%, submetendo o pmduima segunda etapa de
mistura sob agitacdo automatizada e centrifugagi®@ rpm, por 15 minutos a
20° C, para formacdo de botdpe(le) mais purificado e desprendimento de
residuos.

e Apoés a retirada do sobrenadante, colocar o praohéttipitado no termociclador
a 94 C, por cerca de 3 minutos, descoberto, para secagempleta das
amostras.

Posteriormente, houve necessidade de atualizac@oottucolo de precipitacéo,
descrito a seguir, para otimizar a qualidade ddiesgjamento, em treinamento
realizado pela assessoria cientificaAghplied Biosystemspos a aquisicdo do novo

sequenciador ABI Prism 3130&lenetic AnalyzefApplied Byosistems, CA, EUA).

Foram adicionados a cada produto da reacdo de remgieento: 50 pL de
etanol absoluto, 2 pul de EDTA (125 mM), 2 ul de tate de Sodio 3M. Em seguida,
a placa de sequenciamento foi agitada para homizgede e brevemente
centrifugada. Seguiu-se uma incubacgéao por 15 méneitentdo, uma centrifugacao a
4000 rpm, 4°C por 30 minutos. Visto que houve anfiopdo dopellet contendo o
produto do sequenciamento, o sobrenadante foi dadoae acrescentou-se 70 pL de
etanol 70%, submetendo o produto a uma segunda e@pnistura em agitador
automatico e centrifugacdo a 4000 rpm por 15 miato? C para formacio de

botdo pelle) mais purificado e desprendimento de residuos.sAp@etirada do
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sobrenadante, o produto precipitado foi colocadtenmociclador a $4C por cerca
de 3 minutos, descoberto, para secagem completotdo pelle}) evitando assim

que residuos de etanol interfiram na qualidadeekdtados.

As amostras precipitadas foram re-suspendidas eplLlde formamidedi-Di.
A seguir, foram desnaturadas & @5por 3 minutos, depois submetidas a um choque
térmico a 4°C por 2 minutos e introduzidas no segiaelor automaticé@BIl Prism

3130xL Genetic Analyzgrara separacao eletroforética.

A edicéo foi realizada utilizando-se o prograBeguencheverséo 4.0 e versao
4.5 Gene Codes CorporatipnApos a montagem dos fragmentos genémicos, estes
foram avaliados para a identificacdo das diferefasss de leitura das proteinas do
HIV-1. Utilizamos os dados individuais da edicadosaggiienciamento para a leitura
dos resultados no progranklVdb no site (http://hivdb.stanford.edwa Stanford
Universitye encaminhados os resultados aos coinvestigadssesequéncias foram
alinhadas no programa ClustalX e corrigidas no SeAlbos disponiveis etnos
Alamos National Laboratory HIV Databasghttp://www.hiv.lanl.goy. Também
utilizamos para as analises filogenéticas os diesfrica — Viruses Genotyping
Tools (REGA HIV-1 Automated Subtyping To0l
http://dbpartners.stanford.edu/RegaSubtyping) NBCI (National Center for

Biotechnology Informatiagrnttp// www.ncbi.nlm.nih.gov

4.4. ANALISE DOS DADOS

O critério de analise dos resultados do estudogdastipagens do HIV-1, das
mutacdes TDR, os subtipos do HIV-1 e as varidvegosemograficas da populacao

alvo foram submetidas a analise de prevaléncia.
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Para andlise de mutagbes aos ARV utilizamos HIVdiitp:(/www.
hivdb.stanford.edu/pages/algs/HIVdb.html) e o dlgop brasileiro através dos sites
http://www.saude.gov.br e http://www.aids.gov.brnggpagem. A identificacdo de
subtipos e de recombinantes intersubtipos foi zadl, através de arvore filogenética
(Neighboor-joining Trees ndo apresentada no estudo, apos alinhamentdustalX e
corrigidas no SeAl, ambos disponiveis déms Alamos National Laboratory HIV
Databasee bootscanningno programaSimplot disponivel emLos Alamos National
Laboratory HIV Database.Também realizamos andalises de subtipos pelos sites
BioAfrica REGA (http://jose.med.kuleuven.be/genaignl/HTML/subtypinghiv.html)

e NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Os dados iniciais de CV, CD4 e resultados dos gedéegenotipagem foram
posteriormente submetidos a anélise de prevaléncia.

Os resultados das mutagfes de resisténcia obssrmadanalise por Stanford
HIVdb e pelo algoritimo brasileiro foram analisados pk$éa de IV — TSH da
Organizacdo Mundial de Saude e consideradas atasitpelo estudo de Bennett e

colaboradores, 2009 (Quadro 4.2).
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Quadro 4.2Lista de Controle de Muta¢bes TDR do HIV (Benmeetal 2009).
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CAPITULO 5. RESULTADOS

A estudo em amostras de sangue em papel-filtro [DB&a-se de um
procedimento razoavelmente mais barato que ascicobnvencionais, pela vantagem
do transporte e manutencdo das amostras em teomaemanbiente. Porém, requer
maior tempo no procedimento de extracdo do matgeiaético.

Até o momento da andlise de resultados, foram m@aelB881 amostras para o
estudo de prevaléncia de mutacbes TDR. ApOs g@alidos critérios de inclusédo e
exclusdo, 49 amostras ndo tinham perfil nos coiséde inclusédo exigidos e, apesar de
analisadas e liberados os laudos para os coinadstigs, ndo foram consideradas nos
resultados do trabalho. Das 332 amostras resta3fied,1,8%) amostras restantes nao
amplificaram na técnica desenvolvida para o estiREssas 35 amostras que nao
tiveram amplificagdo na metodologia adotada, 1éngueocedentes de Itajai (SC) e 12
de Porto Alegre (RS), sendo 7 amostras das demdades pesquisadas.

Foram considerados os resultados do estudo deigeget de 297 amostras de
pacientes oriundos das cinco regides do Brasil.epraesentatividade nas regides,
cidades, estados e respectivos nimeros de paciewitsla a seguir: regido norte, 47
pacientes na cidade de Manaus (AM); nordeste, diepi@s em Salvador (BA); regido
centro-oeste (ou central), 47 em Brasilia (DF)este, cidades do Rio de Janeiro (RJ) e
Santos (SP), respectivamente 47 e 33 pacientagaoraul, representada pelas cidades
de Itajai (SC) com 31 individuos e Porto Alegre \R&resentado por um numero

amostral de 45 pacientes.
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5.1. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS, ANALISE DOS

PARAMETROS LABORATORIAIS E DADOS COMPORTAMENTAIS.

O estudo das caracteristicas sociodemograficasnédise dos parametros
laboratoriais e dos dados comportamentais da pegalBIV positivas antes de iniciar

TARV, estdo representados na tabela 5.1.

Em relacdo a idade pode-se observar: 35,6 anosabradsr (BA), seguida por
37,0 em ltajai (SC), 38,3 em Manaus, 38,5 no Rigdateiro (RJ), 40,2 em Brasilia
(DF); 40,3 em Porto Alegre (RS) e 44,6 anos nosep&s de Santos (SP). A
prevaléncia da populacdo estudada no Brasil fo832® anos e o intervalo de idade
ficou entre 18 e 76 anos (Tabela 5.1).

A mediana de idade dos pacientes foi de: 35 anokagaf, 36 em Manaus, 37 no
Rio de Janeiro, 38 em Brasilia, 39 em Salvadogntis em Porto Alegre e 47 anos nos
pacientes da cidade de Santos (Tabela 5.1).

Realizou-se o estudo da prevaléncia da populacdoretatdo ao género
masculino, com os seguintes resultados: 89,4% onadRiJaneiro, 76,6% em Brasilia;
66,7% em Santos; 64,5% em Itajai; 64,4% em Poragmlt 63,8% em Salvador, e
Manaus com 59,6% de de homens (Tabela 5.1). A i@mrsia do género masculino no
Brasil foi de 69,7%.

A prevaléncia de etnia branca do grupo estudaddtoesem: 80,6% em ltajai,
80,0% em Porto Alegre; 55,3% no Rio de Janeirodd%2em Salvador (BA); 6,1% em
Santos (SP) e a prevaléncia de 2,1% em Manaus (AE)uma diferenca importante
entre etnia branca em relacdo a ndo branca, cdstici previamente estimada pela

diversidade populacional existente nas regidesladas (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 Caracteristicas sociodemograficas da populacéo tgPéterapia, contagem de células T CD4+, cargd @idados comportamentais.

Regido Cidade/UF Caracteristicas sociodemogréficas da populacdo ghé-terapia, contagem de TCD4+, CV e dados compentais.
Média/Med Média/Med
Média/Med Idade Masc Brancos Escol>@8 anos)  Viagem ext. CD4+ Ccv HSH uDlI Parc HIV+ Parc TARV n
anos (max-min) % % % % cel/mm3 logc % % % %

N Manaus (AM) 38.3 /36 (18-61) 59.6 2.1 78.7 4.3 291.9/294 4.42/(30 23.4 40.4 51.0 29.8 47
NE Salvador (BA) 35.6/ 39 (18-51) 63.8 42.6 545 8.6 185.5/233 4.98/94 29.8 14.0 36.2 17.0 47
(6{0) Brasilia (DF) 40.2/ 38 (21-56) 76.6 31.9 63.8 14.9 211.1/225 5.20.89 38.3 19.1 234 21.3 47
SE Rio de Janeiro (RJ) 38.5/37 (27-76) 89.4 55.3 89.4 34.0 213.1/257 5.16.95 72.3 46.8 38.3 14.9 47

Santos (SP) 44.6/ 47 (26-62) 66.7 6.1 54.6 6.1 267.7/273 4.95/45 27.3 9.1 33.3 6.1 33

S Itajai (SC) 37.0/ 35 (25-63) 64.5 80.6 48.4 12.9 251.6/260 5.19.76 16.1 25.8 323 6.5 31

Porto Alegre (RS) 40.3/41 (23-65) 64.4 80.0 44.4 8.9 242.0/261 5.20/83 15.6 2.2 55.5 24.4 45
Brasil 39.0/ 39 (18-76) 69.7 42.7 62.0 14.8 237.6/256 54080 32.9 23.2 38.7 18.8 297

Legenda: A tabela acima refere a média/med idadetxmne mediana de idade em anos, (max-min=idademsr minima), Masc.=género masculino(%), Brancosrebranca (%),

Escol. =escolaridade igual ou superior a 8 anog,(%iagem ext.=viagem ao exterior (%); HSH=homeune fazem sexo com homens; UDI=usuario de drimjetaiveis;

Parc HIV+= paciente mantém relacionamento com pacga) HIV positivo; Parc TARV=paciente mantém i@aamento com parceiro(a) HIV+ em terapia ARV,

Média/Med=média/mediana; N=Norte; NE=Nordeste; COs1@ro-oeste; SE=Sudeste; S=Sul; UF=unidade FedesatAM=Amazonas; Ba=Bahia; DF=Distrito Federal
RJ=Rio de Janeiro; SP=S&o Paulo; SC=Santa CatariR&=Rio Grande do Sul; n=numero; 5=porcentagem; A&RMirretroviral.
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O nivel de escolaridade foi estratificado na faleaoito anos ou mais de estudo,
com os seguintes resultados: 89,4% dos pacientBsodde Janeiro, 78,7% em Manaus;
63,8% em Brasilia; 54,6% em Santos; 54,5% em Saifvachs cidades da regido sul
apresentaram as prevaléncias de 48,4% Itajai (3@)486 Porto Alegre (RS). A média
nacional de escolaridade igual ou superior a aitisdoi de 62,0% (Tabela 5.1).

O questionamento de viagens ao exterior foi reddizzomo parametro cultural. A
maior prevaléncia de viagens ao exterior (34,0%r@u nos pacientes do Rio de
Janeiro (RJ), nos demais pacientes dos sitiossadak obtivemos indices percentuais
abaixo de 15,0% (Tabela 5.1).

A prevaléncia nacional da média de CD4 foi de @3Blulas/mm e a mediana
resultou em 256 cel/minAvaliamos a média e mediana de CV no Brasil, fipger em
5,03 logioe 4,70 logy, respectivamente. (Tabela 5.1).

Os dados comportamentais em relagdo ao HIV fordmlados por HSH, UDI,
parceiro HIV positivo e desses se estavam sob ssgjuke TARV. A prevaléncia de
HSH resultou em: 72,3% no Rio de Janeiro, 38,3 @siia; 29,8% Salvador; 27,3%
Santos; 23,4% Manaus e os menores indices pertefdnam observados na regido
sul, com 16,1% e 15,6%, respectivamente, em leapdrto Alegre. A média nacional
de HSH no estudo foi de 32,9%.

Quanto aos resultados de prevaléncia de pacierdsdbdservou-se: 46,8% no
Rio de Janeiro (RJ), 40,4% em Manaus (AM); 25,8ait(SC); 19,1% Brasilia (DF);
14,9% Salvador (BA); 9,1% Santos (SP) e 2,2% entoPdlegre (RS). A prevaléncia
nacional resultou em 23,2% de UDI na populacacdesta (Tabela 5.1).

Outro dado pesquisado no questionario da fichandestigacao individual do
paciente foi em relagdo ao parceiro (a) sabidameiite-, independente do género

masculino ou feminino analisado. Este inquéritoréailizado para observarmos qual o
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grau de informacdo de risco comportamental da pgaol alvo. Para maior
entendimento desse tbpico citamos a seguir, osltades numéricos do género
masculino e do feminino, apresentados ap0ds a @msial (ndo apresentados na tabela
5.1) A maior prevaléncia de pacientes que mantinhelationamento com parceiros
HIV+ ocorreu com 55,5% (17M/8F) em Porto Alegre JR51,0% (11M/13F) em
Manaus (AM); 38.3% (16M/2F) no Rio de Janeiro (R8B;2% (9M/8F) em Salvador
(BA); 33,3% (7M/4F) em Santos (SP); 32,3% (3M/7R) kajai e 23,4% (4M/7F) em
Brasilia (DF). A prevaléncia nacional atingiu 38,78s individuos matinham
relacionamento com parceiros HIV positivos (Talteld.

Aos pacientes que se relacionavam com parceirodasabnte HIV+, questionou-
se se esses parceiros estavam em TARV. Os ressultadon: 29,8% no norte; 17.1%
no sul (6,5% em lItajai e 24,4% em Porto Alegre)% no nordeste; 14,9% no centro-
oeste; 11,3% no sudeste (14,9% no Rio de JaneBBal%® em Santos). O estudo
nacional de pacientes com parceiros HIV+ em TARVpoaulacdo avaliada foi de

18,8% (Tabela 5.1).
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5.2 ANALISES DOS SUBTIPOS E MUTACOES TDR DA POPULACAO

ESTUDADA

A analise dos subtipos do HIV-1 e sua distribuip@o regibes do Brasil esta
representada na tabela 5.2. Os dados da conseumdalise da arvore filogenética ndo

foram apresentados no atual trabalho.

As regidbes sudeste e sul que foram representadas dpas cidades,
respectivamente Rio de Janeiro (RJ) e Santos (&) (SC) e Porto Alegre (RS)
receberam estudo individual na mesma tabela connmaidade de definirmos as

diferengas entre cidades da mesma regiéo.

Tabela 5.2Subtipos do HIV-1 na populacéo estudada por redpéBrasil.

Regides do Brasil Subtipos do HIV-1 %

B C D F BF BC n
Norte 87.3 2.1 6.4 4.3 a7
Nordeste 80.8 4.3 10.6 4.3 47
Centro-oeste 87.2 6.4 6.4 47
Sudeste 85.0 1.2 1.2 6.3 5.0 1.2 80
Santos (SP) 81.8 3.0 3.0 12.2 33
Rio de Janeiro (RJ) 87.3 2.1 8.5 2.1 47
Sul 29.0 51.3 3.9 5.3 10.5 76
Itajai (SC) 16.1 71.0 3.2 9.7 31
Porto Alegre (RS) 37.8 37.8 6.7 6.7 11.0 45
BRASIL 70.8 15.5 0.3 6.4 4.0 3.0 297

Legenda: n=numero total de individuos analisados; gércentagem de subtipos encontrados

O estudo da prevaléncia dos subtipos do HIV-1 rasiBresultou em: 70,8% de
subtipo B do HIV-1, 15,5% C, 0,3% D, 6,4% F, 4,0% &3,0% BC (Tabela 5.2).

As caracteristicas dos subtipos do HIV-1 foram dgdas por regido e
apresentadas em ordem decrescente de prevaléaciagido norte: 87,3% B, maior

proporcao deste subtipo em relacéo a todas aeed®% F, 4,2% BF, 2,1% C; regido
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nordeste: 80,8% B; 10,6% F e 4,3% de cada um dufpss C e BF; a regido centro-
oeste apresentou os resultados: 87,2% B, 6,4%ddescdotipo C e F; sudeste: 85,0% B,
6,3% F, 5,0% BF e 1,2% de cada um dos subtipos€BD. Na regido sul os subtipos
foram: 51,3% C; 29,0% B; 10,5% BC; 5,3% BF e 3,998 &bela 5.2).

As formas recombinantes circulantes do HIV-1 , CBE e CRF_BF tiveram
baixas prevaléncias nas regides norte, nordastieste e sul e na regido centro-oeste,

sem nenhum CRF observado (Tabela 5.2).
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Tabela5.3 TDR (mutacdes) e subtipos, por regiao brasilecalade pesquisada.

BRASIL HIV-1 MUTAQ@ES TDR (Bennett et al, 2009; WHO,2009)
Regido Cidade Subtipo Transcriptase Reversa Protease
ITRN ITRNN IP
SE STOS-5 B K103N
SE STOS-26 B T69D - -
SE STOS-27 B T69D - -
SE STOS-47 B K103N 54T
SE RJ-5 B K103N -
SE RJ-18 B D67G - -
SE RJ-19 B D67N - -
SE RJ-24 B V75M, F77L P225H -
SE RJ-36 B M41L, L210W, T215S Y188L -
SE RJ-52 B K101E, K103N, G190A
NE BA-1 B 54T
NE BA-4 B M41L L100l, K103N
NE BA-6 B M41L, D67N, L210W, T215D
NE BA-8 B M41L, T215CS - M461, L9OM
NE BA-12 B K219N - -
NE BA-48 B D30N, M46l
NE BA-53 B D30N, M46I
NE BA-54 FB K103N
NE BA-57 B T215S - -
N MA-12 B V106A -
N MA-13 B D30N, M46l
N MA-27 F M41L, T215E - D30N, N88D
N MA-29 B M184V - -
co DF-6 B T215S - -
co DF-12 B T215D Y181C -
co DF-13 B T215S - -
co DF-16 B G73S
co DF-21 B M41L, L210W, T215D - L241, M46L, V82A
S ITA-8 BC K219N
S ITA-18 C K65R - -
S ITA-21 c L90M
S POA-16 C M41L, L210W, T215FS K101E, V106M, G190A -
S POA-25 c L76V
S POA-52 BC G73S
S POA-53 B M461
S POA-54 BC K103N

Legenda: N=Norte,; NE=Nordeste; CO=Centro Oeste=SHdeste; S=Sul; ; MA=Manaus;
BA=Salvador; DF=Distrito Federal; RJ=Rio de Janeir8 TOS=Santos; ITA=Itajai; POA=Porto

Alegre. Em negrito=subtipos n&o B.
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A presenca de cepas portadoras de mutacdes TDOigervada em 36 pacientes

distribuidos nas 5 regides brasileiras (Tabela 5.3)

Todas as mutacdes de resisténcia dessa populagio domparadas a Lista de
Mutacbes de TDR aos ARV pelo HIV-1 (Benneit al 2009), publicada como
referéncia pela Organizacdo Mundial de Saude end 200consideradas aquelas
relacionadas no estudo de Bennett e colaborad2088, Foi utilizada também a analise
filogenética das amostras dos portadores de TDR padentificacdo dos subtipos do

HIV-1 nas fracGes RT e protease do geagTabela 5.3).

A andlise resultou em 69 mutacbes TDR nos 36 pisedas 7 cidades
pesquisadas, sendo 20 pacientes TDR com 32 mutpedasiTRN (55,5 %), sendo
detectadas. uma Unica mutacdo por paciente: K6BRGDV75M, F77L, T215F/S,
T215C/S, T215E, M184V; ocorreram duas vezes asirgegumutacdes: D67N, T69D,
K219N; 3 vezes a mutacao T215D; quatro vezes agaota210W; 7 vezes a M41L e 4
vezes a T215S. As 17 mutacOes para ITRNN foranctitas em 12/36 pacientes com
TDR (33,3%), e observadas uma Uunica vez as seguitdacdes: L100I, V106A,
V106M, P225H, Y181C, Y188L; 2 vezes: K101E, G190Ayezes a K103N. Para os
IP foram observadas 20 mutacdes em 13 pacientes(3®R%) e detectadas uma Unica
vez as seguintes mutacoes: L241, M46L, V82A, L76M8&3D; 2 vezes as mutacdes:

154T, G73S e L90M; 4 vezes a D30ON e 5 vezes a NAétela 5.3)

Em relacdo aos ARV, por categoria e resisténciastndida, 27/36 (75,0%)
representaram os pacientes com mutacédo (des) TibRaainica classe de ARV (12/36
aos ITRN, 6/36 aos ITRNN e 9/36 aos IP). Os outdd36 pacientes (25,0%)
apresentaram mutacfes a mais de uma classe de ARWevaléncia nacional foi

mutacBes a uma classe de medicamentos resultod,&¥: TDR aos ITRN, 2,0% aos
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ITRNN e 3,0% aos IP; a duas classes de medicamehiv$o para ITRN e ITRNN
(TR), seguida por 1,0% a ITRN e IP, um unico evera@a ITRNN e IP (0,3%) em uma
amostra de Santos. A prevaléncia de mutacd es TR asil foi de 9,1% de mutacdes

TDR a uma classe de ARV e 3,0% a duas classes de(A#bela 5.4).

Tabela 5.4 TDR, de acordo com o numero de classasARYV envolvido.

Mutacdes TDR ITRN (%) ITRNN (%) IP (%) Total

A uma classe 4.1 2.0 3.0 9,1%

A duas classes ITRN + ITRNN ITRNN + IP ITRN + IP 3,0%
1.70 0.3 1.0

Legenda: Os dados acima se referem a 36 pacientasnutacdes de resisténcia de 297 investigados.
ITRN=Inibidor de Transcriptase Reversa Analogo deldosideo; ITRNN= Inibidor de Transcriptase
Reversa Nao-analogo de Nucleosideo; IP= InibidoPdetease.

A prevaléncia de pacientes com e sem muta¢cdes TOBtasil estudadas por
regides e respectivos subtipos do HIV estdo reptadas na tabela 5.5. A seguir séo
apresentados os resultados: 8,5% dos pacientemateigdes TDR na regido norte
apresentaram os subtipos B (6,4%) e F (2,1%); 19d #acientes com mutacdes TDR
no nordeste, com a presenca do subtipo B (17,18%) @,1%); 10,6% no centro-oeste:,
todos do subtipo B; 12,5% no sudeste, todos suBjd®,5% no sul, com 1,3% do

subtipo B, 5,3% C e 4,0% BC.

No Brasil, a prevaléncia de pacientes HIV positigdmicos pré-terapia com

mutacdes TDR foi de 12,1%.
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Tabela 5.5Estudo comparativo de pacientes com e sem mutdgdies prevaléncia de

subtipos por regido no Brasil.

Regibes do Brasil
Subtipos do HIV-1 (%) Total

Norte B C D F BF BC %
TDR (n= 4) 6.4 2.1 8.5
NTDR 809 2.1 42 4.2

n (47) 87.3 2.1 6.4 4.2

Nordeste

TDR (n=9) 17.0 2.1 19.1
NTDR 63.8 4.3 10.6 2.1

n (47) 80.8 4.3 10.6 4.3
Centro-oeste

TDR (n=5) 10.6 10.6
NTDR 76.6 6.4 6.4

n (47) 87.2 6.4 6.4

Sudeste

TDR (n= 10) 12.5 12.5
NTDR 725 1.2 12 63 50 1.2

n (80) 85.0 1.2 1.2 6.3 50 1.2
Regiéo Sul

TDR (n=8) 1.3 5.3 4.0 10.5
NTDR 27.6 46.0 3.9 53 6.6

n (76) 29.0 51.3 3.9 53 105
BRASIL 70.8 155 03 64 40 3.0 121

Legenda: TDR=pacientes portadores de muta¢bessistéacia transmitida aos
antirretrovirais pelo HIV-1; NTDR=pacientes ndornpadores de mutacdes de
resisténcia transmitidas aos antirretrovirais péltv/-1; n=namero..
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CAPITULO 6. DISCUSSAO

A introducdo da HAART levou a diminuicdo da morlidae mortalidade dos
individuos infectados pelo HIV-1. No entanto, unargite obstaculo foi o surgimento
das cepas virais resistentes, impedindo que oseesp de tratamento sejam bem
sucedidos. Outra ameaca potencial ao sucesso ddRAIAAa resisténcia transmitida,
onde um individuo € infectado por uma cepa do HIj&Iesistente a um ou mais

medicamentos.

O incremento do uso de ARV em paises desenvohades) desenvolvimento
levou a um aumento da incidéncia de resisténciaremicamentos e, posteriormente,

um pool diversificado de virus resistentes que poderiaabetecer novas infecgdes.

A transmissao de virus resistentes aos medicamentrge independentemente
da via de infeccdo (Ericet al, 1993; Bodenet al, 1999). No entanto, ao avaliar a
epidemiologia da resisténcia transmitida, deve-se d cuidado de excluir a
possibilidade de exposi¢édo prévia aos ARV néo aelzepelo paciente, particularmente

em individuos sem registros médicos anteriores.

Deve-se lembrar que as diferencas préaticas dentesim também podem
influenciar na taxa de resisténcia aos medicamentgopopulacdo nado tratada (De
Mendozaet al, 2005). Portanto, a eficacia e estratégias deanramto em pacientes
infectados pelo HIV-1 determinam a probabilidadetrd@smissédo do virus e o peffil

mutacional da resisténcia transmissivel.

A atual pesquisa baseou-se no estudo dos pacidakesrincipais cidades
representativas por regido brasileira e duas c&dadecionais consideradas de suma

importancia na epidemiologia do HIV pela alta irgsidia de aids foram Santos e Itajai
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(www.aids.gov.br). Contamos com a participacao @avestigadores regionais e para
reduzir as dificuldades na manutencdo da qualiddae amostras e logistica de
transporte, utilizamos a aplicacdo de sangue ¢émapapel-filtro (por puncéo digital) e

o transporte dos DBS via correios até o Laboratdei®etrovirologia da UNIFESP.

Considera-se dificil comparar as estimativas natgynregionais e locais de
resisténcia transmitida pelo HIV por causa dasrelifgas no desenho dos estudos e
porque as estimativas foram baseadas em lista®liés de mutacdes de resisténcia.
Para tal uma lista padrao de mutacOes para cdeacter epidemiologia da resisténcia

transmitida foi desenvolvida (Shaferal, 2007; Bennettt al, 2009; WHO, 2009).

A avaliacdo da presenca de cepas transmitidas esisténcia aos ARV em
portadores crénicos HIV+ ainda virgens de tratamehtuma dindmica adotada em
paises desenvolvidos. O atual estudo visa caraatea distribuicdo desta epidemia
“secundaria” no Brasil, ou seja, a transmissameitsa de virus resistentes aos ARV
na populacdo alvo do estudo. Os dados epidemiaggirasileiros resultantes da
pesquisa pretendem contribuir com a definicdo datégias para realizacdo de testes

de resisténcia no periodo pré inicio de terapia.

O estudo sociodemogréafico populacional revelou gdéncia nacional de média
e mediana de idade de 39 anos/ 39 anos. Estudzadeg| na cidade de S&o Paulo, com
123 pacientes HIV-1+ crénicos e sem terapia ARYesgntou a média de 37 anos no

grupo avaliado (Gonsalex al, 2007).

A prevaléncia populacional do género masculinotonal pesquisa foi de 69,7%,
ou seja, 207 homens em 297 pacientes. Gonsabéz 2007, observaram que 73% dos
pacientes cronicos e nado tratados eram do génesoufiteo, ou 89 homens dos 123

pesquisados.
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As prevaléncias de subtipos do HIV-1 nas diversg®es foram estabelecidas
com: 70,8% B, 15,5% C; 6,4% F e os demais subtglmsxo de 5,0%. Apesar da
prevaléncia brasileira ser do subtipo B, na regiéb verificou-se a prevaléncia do
subtipo C (51,3%) e a presenca do subtipo BC (1D,B%revaléncia do subtipo B no
Brasil é semelhante ao que acontece em toda a éankatina, Europa Ocidental, e

Estados Unidos (Pinte al, 2007).

Os pacientes que apresentaram mutaces TDR aosndRBrasil representam
12,1%.da populacdo estudada As regibes norte (8,&8ajro-oeste (10,6%), sudeste
(12,5%) e sul (10,5%) mantiveram niveis intermed&(5% a 15%), enquanto a regido

nordeste apresentou 19,1% ou alta prevaléncia.

Recentemente, Arruda al, 2010, observaram 9,5% de pacientes com mutacéo
TDR em uma populacdo de 74 pacientes de Fortaleeara (27% eram pacientes
sintométicos e 6.8% haviam sido recentemente amflest por deteccdo do te®ED).
Referiram a prevaléncia de 50% de homens e de56€8p eram HSH. Comparando os
dados com a atual pesquisa realizada na mesma regi@&m representada pela cidade

de Salvador (BA),que apresentou prevaléncia d&/b88homens e 29,8% de HSH.

Cardosoet al (2009) estudaram 103 pacientes virgens de tratamentidade
de Goiania (GO), entre 2007 e 2008, e observarane\aléncia de 10% de mutacdes
de TDR (calculada porStanford Surveillance Drug Resistance Mutation ou SDRM).

No atual trabalho observamos 10,6% para a mesn@orgmprém na cidade de Brasilia.

Taxas comparativamente elevadas de transmissao edsténcia foram
observadas em Madrid de 1997 a 1999 e em 2002 {Q0&3, Wensing 2003a, De
Mendoza, 2003). Numa avaliagdo multicentrica encid@des dos Estados Unidos da
América, 14% de 371 isolados de pacientes que mamederam TARV e tinham pelo

menos uma mutagdo de resisténcia (Ross, 2004).aApukss referéncia ser de uma
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pesquisa fora do pais e em tempo remoto, a preialé& o nimero de pacientes

avaliados, se aproxima dos da atual pesquisa.

Em 2003, foram publicados os primeiros resultadosEdtudo CATCH (que
mais tarde se transferiu para o estudo Europeu 8PRHE-oram avaliados dados de
mais de 1600 novos pacientes diagnosticados comddl7 paises Europeus. Desde
1996 até 2002, a prevaléncia de mutacdes TDR fdidé (Wensing 2003b). Estes
dados foram confirmados pelo estudo SPREAD, queiuetiados de 2008 pacientes
(Estratégia para controlar a disseminacdo da éesist aos farmacos do HIV)
(http://hivmedicine.aidsportugal.com/html/09_Remmgte.html). O objectivo do estudo
SPREAD foi de monitorizar as mutagées TDR em paegenecentemente infectados
pelo HIV , sem tratamento e as suas implicacOescak. Enquanto a proporcdo de
mutacdes ITRN, que era de 13% no inicio do estdduojnuiu cerca de metade ao
longo do tempo, a frequéncia de mutacdes de rasiat@os ITRNN aumentou de 2,3
para 9,8%. A frequéncia de resisténcia aos IP peroea estavel em 3,0%-4,0%. De
1996 a 2002, a presenca de TDR foi observada pamente em infecgdes do subtipo
B. As mutacdes de resisténcia estavam presentd? &% dos pacientes com infecgcao
do subtipo B comparando com apenas 4,8% em subigm$. Contudo, um aumento
ao longo do tempo foi também observado em subtifiosB (de 2,0% em 1996-1998 a

8,2% em 2000-2001).

Inocéncioet al, 2009, publicaram um estudo com a prevaléncianasta de 5%
a 15% em grandes cidades (Séo Paulo, Rio de JaBeiém/Brasilia) e abaixo de 5%
em outras cidades como Salvador e Porto Alegréq iBBormacao deve ser reavaliada
com continuidade, como referido no estudo de Masltolaboradores, 2005, que cita a

existéncia de altas prevaléncias de TDR em outitsep.
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As TDR presentes no atual estudo, revelaram quaiea (cidade que nao
apresentou pacientes TDR aos IP foi o Rio de JalRi}), na regido sudeste. Todas as

demais cidades pesquisadas tiveram pacientes céac@es TDR aos IP.

Soareset al, em 2004, avaliaram 41 pacientes que ainda nam@arhawiciado
TARV, em diferentes periodos e regides distintaRaode Janeiro. Todas as amostras
eram do subtipo B (1987-1994, 1998, 2001, 2000-Rp00@mparado ao atual estudo,
87,3% eram subtipo B, 8,5% F, 2,1% D e 2,1% BCgmpotodos os pacientes com

mutacdes TDR foram do subtipo B na cidade do Rideasiesiro.

Em relacdo ao numero de mutac6es TDR por clasé&ifee pacientes TDR, a
mais prevalente ocorreu em 20 pacientes com 32¢@esaTDR para a classe dos
ITRN, seguida de 12 pacientes com 17 mutacbes TR @ classe de ITRNN e 13
com 20 mutacdes TDR para IP, observado o fato deQgpacientes apresentaram
mutagdes a duas classes de ARV. N&o foi observadbum paciente com mutag¢des

TDR as trés classes de ARV na populacao estudadeirdz regides do Brasil.

As regides sudeste e centro oeste tiveram repedsetdde de pacientes TDR
apenas do subtipo B do HIV-1. Nas demais regideanfoobservados, além dos
subtipos B, 9 pacientes com mutagbes TDR com sustiffio-B, como descritos a
seguir: um subtipo CRF_12 FB no nordeste, um sal#ip no norte e 4 subtipos C e 3

CRF_31 BC naregiao sul.

Varella et al, 2007, no estado do Rio de Janeiro, estudaramni¥isteas de
pacientes HIV+, virgens de tratamento ARV, obseramds analise genotipica, 20
pacientes recém-diagnosticados, subtipo B, semuneatresisténcia a drogas ARV.
Nos outros 51 crénicos, 40 (78,4%) apresentavaobtp® B; 7 (13,7%) subtipo F e 2
(3,9%) subtipo C. Somente uma mutacdo de resistéioci encontrada (1,4%) na

posicdo M184V, demonstrando alta presenca de pdisnm, com relacdo as baixas
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resisténcias transmitidas aos ARV nesse grupo. @madps com os dados da atual
pesquisa, nao foi observada a mutacdo M184V nogrgas cronicos imediatamente

antes de iniciar terapia, do Rio de Janeiro.

Sa-Ferreirat al (2007) estudaram 74 amostras de pacientes dodedtaRio de
Janeiro, 21,6% eram amostras de candidatos a dmsadersangue recém diagnosticados
e verificaram 83,8% de subtipo B, 2,7% de F e 1E2£RF_BF. Apenas uma amostra
evidenciou muta¢gBes com alto nivel de resisténaia pTRN (M41L e T215S). Para os

ITRNN e IP, nenhuma mutacéo de resisténcia foi minada.

Medeiroset al (2006), pesquisaram em Pernambuco (NE), 84 pasiemtgens
de tratamento e observaram a ocorréncia de 3 nagai resisténcia para os ITRN, 2
(2,4%) M41L e 1(1,2%) K219E. Nao houve mutacéo elasténcia para ITRNN e IP.
Nesse grupo foram encontrados para todos os pasienta mesma regido, porém em
Salvador: 61 subtipos B (72,6%), 19 F (22,6%), Dbtipo C (1,2%) e trés

recombinacdes entre os subtipos B/F (3,6%).

Soareset al (2005), avaliaram 85 pacientes HIV positivos pracgds do Rio
Grande do Sul, e verificaram o aumento do subtipaquele estado: 38 (45%) eram
subtipo C e 35 (42%) subtipo B; com uma mutacéaedesténcia caracterizada.
Comparados com os resultados da atual pesquisaamAtegre obtivemos: 37,8%

de subtipo B; 37,8% C; 6,7% F; 6,7% BF e 11,0% BC.

A pesquisa realizada em Sao Paulo com doadoresanigues avaliou 341
amostras, 21 tinham uma ou mais mutacdes assoaadasesisténcia aos ARV.
Destas, 12 amostras apresentaram um mutacao giseecagsisténcia aos ITRN, 3 a
ITRNN e 4 a inibidores de protease. Duas amost@dginham isolados com
resisténcia a duas classes de ARV (uma a ITRN/ITRNNutra a ITRNN/IP)

(Barretoet al, 2006).
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Um estudo que foi conduzido com 100 pacientes edatc¢ao recente (IR) pelo
HIV-1 na cidade de Santos revelou prevaléncia d& 22 resisténcia aos ITRN,
15% aos ITRNN e 13% aos IP, com indice de resigtéagmulativa de 36%
(Sucupiraet al, 2007). Pode-se comentar que a prevaléncia de;fragdransmitidas
aos ARV em pacientes cronicamente infectados depa@ia pode ser inferior, se
comparada aos pacientes que apresentam infecc@mteecPode-se avaliar,
conservando as proporcionalidades de 100 com IRu(uaet al, 2007) e 33 pré-
terapia (PT) resultante da atual pesquisa, resaecéinte os seguintes dados para
Santos: 7,3% IR/6,1% PT para ITRN; 5,0% IR/6,1% para ITRNN e 4,2%

IR/3,0% PT para IP.

Gagliani et al, 2011 realizaram estudo comparativo de pacierdesidade de
Santos (SP), analisando amostras pré inicio daepanTARV entre 43 pacientes
com falha virolégica ao HAART (48% com TDR)e outhupo de 37 pacientes com
sucesso virolégico apdés 6 meses do inicio do tramam (16,2% com TDR),
demonstrando nitida associagdo entre falha virc#éogipresenca de TDR. O estudo
atual apresentou os seguintes resultados em paxi@iR de Santos: mutacdes a
uma classe de ARV: 6,1% aos ITRN, 3,0% aos ITRNIgemas um paciente
apresentou mutacdes TDR a mais de uma classe de (BR%) (ITRNN e IP).

Santos apresentou prevaléncia de 12,1% para pesienin presenca de TDR.

Estudos realizados recentemente no Brasil, denavastr a importancia da
avaliacdo da presenca de mutagdes TDR aos ARV Hbeial em pacientes com
infeccdo IR, como o realizado por Inocenei@l (2009). Nessa publicagéo, o grupo
de pesquisadores cita que um numero superior H@ADMdividuos portadores do
HIV-1 no nosso pais que ainda ndo iniciou TARV madd. Observou, também, que

em capitais de maior populagéo, como Sao Paulg B&)e Janeiro (RJ), Salvador
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(BA), Porto Alegre (RS), Brasilia (DF)/ Beléem (PAavia a presenca de 5% a 15%
da populacdo com presenca de mutacbes TDR nospecieom IR. Os dados sdo
semelhantes aos resultados de pacientes cronioosneacées TDR observados na
atual pesquisa, apenas se diferenciando nos pesidatSalvador, que foi de 19,1%
(alta prevaléncia). De fato, um estudo que avahmutacdes TDR em adultos e
criancas na cidade portuaria de Salvador aponi@s fareocupantes (22%) (Pedroso

et al. 2007).

Locateliet al, 2007, em Santa Catarina, verificaram que a péeca do subtipo
C tem aumentado no Brasil. Em Santa Catarina hddamamnais altas incidéncias
desse subtipo no pais. Este estudo revelou queer@®n classificados como subtipo
C e 23% subtipo B. Possiveis formas recombinartesf caracterizadas para BC
(23%) e BF (6%). Comparando com o atual estudopodecitar que a prevaléncia
observada no mesmo estado, representado pela ddatigai, resultou em: 71,0%
de subtipo C; 16,1% B; 9,7% CRF _BC e 3,2% CRF_BEredita-se que o0s
pacientes considerados no estudo, provavelmerdaenforfectados pelo HIV-1 a um

tempo mais remoto, podem traduzir as modificac@espidemia ao longo do tempo.

A prevaléncia de mutacdes TDR na populacdo do astablo revelou-se maior
do que a estimada no trabalho de Inocémtial, 2009 em relagdo as cidades de

Salvador (entre 5% e 15%) e Porto Alegre (mend%dg

As mutacées TDR podem persistir durante muito teniaon estudo espanhol
de seroconversores, 10 pacientes com mutacdes fbibdtn acompanhados por um
periodo médio de 41 meses. Foram detectadas astesguutacdes: T215Y em trés
isolados, T215N/S/C em quatro, M41L em seis, L7#4Vuwn, 154V em um, V82S/A

em dois, e L90M em dois isolados. Em apenas trés 1db casos observou-se
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reverséo (parcial) (do T215Y). Os revertentes T2{5X15S) foram detectados em

dois pacientes (De Mendoggal , 2005).

A relevancia clinica das mutagcbes TDR foi compravasn varios estudos
realizados ao longo do tempo. As mutacgOes trargasitpodem limitar as opcoes
terapéuticas futuras e reduzir as taxas de respasigéutica (Harzic, 2002; Littl
al, 2002; Rivaet al, 2002; Hannat al, 2001; Balotteet al, 2000), situagédo tema de
estudos a mais de uma década. Um estudo retrogpectin 202 doentes mostrou
que quando se inicia a TARV sem informacdo de térsisas preexistentes, 0s
doentes com estas mutagcdes TDR apresentam umateespotratamento mais lenta
e apresentam um maior risco de insucesso terapéutidtle et al, 2002). No
entanto, uma cuidadosa consideracdo de qualquistéresa preexistente torna
frequentemente possivel o sucesso no primeirontatw (Gaglianiet al, 2010;

Oetteet al, 2005; Littleet al , 2002; Hannat al, 2001).

As mutacdes TDR representam alteracdes genotipjoaspossuem algumas
peculiaridades. Por exemplo, a M184V, provoca t@&sga a alguns medicamentos
que atuam nos ITRN e é uma mutacdo conhecida pderaoreducéo dditness
viral, enquanto que as mutagdes K103N e Y181C cemfeesisténcia aos ITRNN e
sdo conhecidas por terem pouco impactditmess viral (Nicastriet al, 2002). Em
particular, foi demonstrado que mutacfes que foteansmitidas, como M41L,
T69N, K103N e algumas T215 variantes apresentanugueq reversao ao tipo

selvagem ao longo do tempo (Leigh Broeral, 2003).

Dados recentes indicam que a transmissao de msitaesesténtes aos ARV
podem persistir por muitos meses ou anos, na aaséaqresao seletiva de ARV

(Jainet al, 2011; Barbouet al, 2004; Pat al, 2004 e Leigh Browset al, 2003).
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Deve-se refletir sobre o estabelecimento da infecgdm uma homogénea
quasispécies de virus resisténtes aos medicaméNgete cenario, 0 surgimento de
virus do tipo selvagem requer a reversdo de cad@acém de resisténcia aos
medicamentos. Cuidados devem ser tomados ao avadignificado das mutagcdes
reversas. Por exemplo, na auséncia de pressadwaealetuso de medicamentos, as
mutacdes dos analogos da timidina T215Y/F sdo mwukzes substituidos por
variantes T215C/D/N/S, que tem pouco impacto sabresisténcia fenotipica aos
ITRN. Esse fenbmeno tem sido observado apos aci#idecom T215Y e, portanto a
presencga de 215 revertentes deve ser vista commargador de TDR (Gandkhi al,

2003).

Métodos e genotipagem de rotina s6 sdo capazesteetar mutantes resisténtes
dentro das quasispécies dominantes e s6 tem ursibiidade de aproximadamente
20%. Portanto, a deteccdo dessa populagédo TDR teod#eixado de detectar os
virus da populacdo viral minoritaria, presentes femguéncias mais baixas, que
muitas vezes ndo sdo detectadas usando o padrdunédodos de diagndstico. No
entanto, os mutantes TDR podem ser detectados adéndicas mais sensiveis,
como PCR em tempo real e Unico sequenciamento donge para identificar
popula¢cdes minoritarias com uma sensibilidade pataccdo dessa populacdo de
0,1% - 0,2% (Garcia-Lemet al, 2005; Mellorset al, 2004). Estas técnicas foram
usadas com sucesso para detectar TDR entre osnfescisem evidéncia de
resisténcia por genotipagem padrdo. Outra técrotada na atualidade é a analise

por ultra-deep sequencing.

Um estudo mostrou que, em uma populagéo ja cordngmd apresentar TDR
pelos métodos convencionais, populacbes minoritageesentes podem ser

encontradas usando PCR real time seguida de segoemto clonal (Johnsaat al,
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2005). As quasispécies em minoria poderdo tornarese breve,a populacao
dominante devido a pressdo seletiva no momentotdaducdo da TARV. Novas
evidéncias sugerem que, pelo menos para os ITRENuasispécies minoritarias

podem reduzir a resposta viroldégica a TARV (Gagleial, 2010; Baest al, 2004).

Retomando a discussdo sobre a relacdo da revergsdonudacdo T215
(computamos 10 mutagBes no codon 215, apenas udF/R2 ou seja, houve a
modificagcdo de ACT/C (T) para TTT/C(F) e T215S (TCY que pode resultar da

mutacéo revertente de qualquer TAT/C (Y) ou TTTHE (

O cbédon 215 da TR pode apresentar mutacbes deéresss aos ITRN, com
T215Y/F evoluindo a partir de T pela aquisicdaddas mutagdes: ACT/C (T) para
TAT/C (Y) ou TTT/C (F). Pacientes infectados conp&e principalmente contendo
T215Y/F, frequentemente desenvolvem virus com ndesmgde reversao parcial
nesta posicao (Godsmitkt al, 1996; Yerlyet al, 1998; De Rondet al, 2001).
T215C/D é resultado da mutacdo revertente da TAWCpara TGT/C (C) ou
GAT/C (D). Da mesma forma, a mutagdo T2151/V @ltaslo da mutacao revertente
de TTT/C (F) para a ATT/C (I) ou GTT/C(V). T215EA®B/G) exige duas trocas de
T215Y (TAT/C) ou uma substituicdo ocorrendo no comuwevertente T215D

(GATI/C).

A maioria das mutagdes revertentes no cédon 215etizem a susceptibilidade
aos ITRN (dados para T2151/V ndo estdo disponiveisparece surgir devido a
vantagem déitness em comparacéo as mutagdes T215You T215F, magssenga
pode sugerir que os mutantes T215Y ou T215F esativ@resentes na quasispecie

viral infectando estes individuos. (Violaal, 2004).

Os revertentes T215 também estdo entre as mutatdisscomuns observadas

em virus de pessoas previamente ndo tratadas,endorrem cerca de 3% dos
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pacientes (Oettet al, 2006; Canest al, 2005; Wensingt al , 2005; Littleet al,
2002; Garcia-Lemat al, 2001). Vale ressaltar que as 10 mutagoes obsesviaal
populacdo estudada no atual trabalho de pequidazper 3,4% de todos os 297
pacientes virgens de tratamento e analisados @pide o que confirma a citacédo

dos autores acima.

Foi observada uma Unica.muta¢do TDR no cédon 1B¥.8&4V em um paciente
de Manaus, e ausente nos outros 35 pacientes cdatdes TDR, resultado, fato
que contrasta com o resultado de pesquisas brasikeimundiais que revelam maior
prevaléncia dessa mutacdo em estudos de TDR eenfegrecém-infectados ou em

fase aguda.

Além das 10 mutagBes TDR em ITRN nos revertentés @hiservamos maior
prevaléncia das mutacdes da M41L (2,4%), seguida2d@W (1,3%) e as demais
prevaléntes em 1,0% ou menos. Para outras NAM @deta analogas de
nucleosideos), a prevaléncia foi baixa, com a TE@B7%) mutacdes Unicas em 2

pacientes de Santos, e 0,34% para cada uma das auitacdes presentes.

A prevaléncia das mutagfes TDR para os ITRNN fdabmao codon 103, com a
presenca da mutacédo K103N (2,4%) e inferior a 1a%demais mutacdes para essa
classe de ARV. Considerando os IP, foram observadaseguintes prevaléncias:
M461 (1.7%) e D30ON (1,3%), seguidas de menos depa¥a as demais mutacdes

para essa classe ARV.

As maiores prevaléncias de mutagdes TDR por cldssmedicamentos para a
fracdo TR e PR foi avaliada por regido do Brasd.gacientes com mutagcoes TDR
aos ITRN resultaram em: sudeste (2,0% ou 6/29T)leste (1,7% ou 5/297) e centro
oeste (1,3% ou 4/297), nas demais regides ficanaml®% ou menos. Para as

mutacbes TDR aos ITRNN, a maior prevaléncia foifiada na regidao sudeste
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(2,0% ou 6/297) e em menos de 1,0% para as owmses. No sul e nordeste
verificou-se a maior prevaléncia de mutacdes TDR pa IP (1,3% por regiao ou
4/297), e menos de 1,0% nas demais. Vale resspltanesses dados apresentados
consideramos mutagdes em relagdo a cada uma das<lie ARV, 9 pacientes com

TDR a duas classes de.medicamentos foram incluieses dados.

A prevaléncia nacional de pacientes com mutacoeR alima classe de ARV,
na atual pesquisa, resultou em: 4,1% aos ITRN, 30%dP e 2,0% aos ITRNN. As
mutacdes TDR a duas classes de ARV apresentaraagamites prevaléncias: 1,7%
aos ITRN mais ITRNN, 1,0% aos ITRN mais IP e 0,38 &RNN mais IP. Em
nenhum paciente do estudo foi relatada a presemgauthcdes TDR as trés classes

de ARV.

O uso de amostras em DBS pode ter seus resultadopassivel interferéncia
na deteccdo de material genético em relacdo aodasplasma para a mesma

finalidade, sendo considerado um ponto fragil dades

Em adicional, a prevaléncia de amostras com subtifdm B do HIV-1 parece
interferir na qualidade de amplificacdo do mateghético viral. E concebivel que
amostras nao B podem ter influenciado nas difidgédancontradas na amplificacéo

das amostras, provavelmente pela utilizacdo degpsislesenhados para o subtipo B.

A caracterizagao da ocorrencia de insucesso naifaragho das 28/35 amostras
(80%) representadas por 16 amostras de Itajai€@)de Porto Alegre (RS), parece
estar relacionada a prevaléncia de subtipos ndo BI@-1 na epidemia regional no

sul do pais.
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O fato da observagéo de prevaléncia de mutagdesnBDFodpulacdo de algumas
cidades representativas das regides demogréfic&adil, ndo pode definir a uma

realidade para todo o pais.

A busca do perfil exigido nos critérios de inclugino momento imediatamente
pré-terapia fez com que ndo fosse atingido o nunmei@imo estabelecido nas
cidades escolhidas, principalmente as de menor mimepulacional (Santos e

Itajai).

A parte interessante do estudo, surgiu como unfideda se poder trabalhar em
uma pesquisa multicéntrica nacional prospective, aarangia locais tdo distantes e
distintos, com a proposta inovadora de transposie abletas em DBS em uma
populacao pouco investigada, os pacientes HIV+a=a fe iniciar terapia no Brasil.
A dindmica da pesquisa foi se revelando com osgiros resultados e conseguimos
atingir os objetivos propostos com o desenvolvimeatequado do estudo e a

participacéo de toda a equipe de coinvestigad@ggidco regides do Brasil.

Acredita-se também que o presente trabalho comiribtam os pacientes que se
dispuseram a aderir a pesquisa, 0s quais tiveratividgacdo dos resultados de

genotipagem e subtipagem aos coinvestigadoreswddico(a) de referéncia.
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CAPITULO 7. CONCLUSAO




CAPITULO 7. CONCLUSAO

A prevaléncia de resisténcia transmitida nos péesegronicamente infectados pelo
HIV-1, virgens de tratamento e indicados para mionediato de TARV ficou entre
intermediario e alto. Essa informacao sugere sstocefetivo a realizacdo de teste de
genotipagem pré-inicio de tratamento.

A variabilidade genética do HIV-1, representada peus subtipos, esta presente em
todas as regides do Brasil.

A analise das caracteristicas sociodemograficaforddéoriais e dos dados
comportamentais dos individuos HIV positivos, ité&os ha um tempo remoto, define
o perfil dessa populacéo indicada a iniciar terapi@rasil.

O uso de amostras em DBS foi eficaz demonstraralenpial principalmente em
regides distantes e/ou isoladas e de dificil acd®sdemos considerar a utilizacdo de
DBS no monitoramento do estudo de resisténciaratrorviral como um fator que leva
a reducéo de custo e complexidade na coleta eptverde amostras para este fim.
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em pacientes em fase de pré-tratamento serdo realizadas nas principais cidades das cinco regides demograficas do
Brasil. Os dados demograficos da populagéo serdo levantados e preenchidos pela equipe dos setores competentes
selecionados, em questionario investigativo elaborado e encaminhado para o Laboratério de Retrovirologia da
Unifesp, juntamente com a amostra de sangue. As amostras de sangue para o estudo do genotipo e subtipos do HIV
serdo coletadas em papel-filiro, estocados a TA em envelopes préprios para transporte acondicionado com a mini
bolsa com silica gel para os procedimentos de seqiénciamento génico do HIV. Amostras de plasma e papa
leucocitaria de cada paciente, serdo enviadas refrigeradas acondicionadas em gelo reciclavel para o Laboratério de
Retrovirologia da Unifesp(centro referéncia) para realizar a identificagdo dos individuos com infec¢do recente
(STARHS) Os resultados do estudo das amostras serdo analisados conjuntamente com as varidveis sécio-
demogréficas da populagao alvo, através do estudo estatistico utilizando o programa Epilnfo 6.0 e os demais
programas disponives no Laboratériode Retrovirologia da Unifesp.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: desenvolvimento de forma diagnéstica laboratorial e estudo de analise custo-
beneficio.

MATERIAL E METODO: descritos os procedimentos que sero realizados por equipe especializada.

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



UNIFES
PAULISTA

Universidade Federal de 550 Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Fscola Paulista de Medicina Hospital 580 Paulo

TCLE: ;dequado de acordo com a res 196/96.
DETALHAMENTO FINANCEIRO: Fapesp.
CRONOGRAMA: 48 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 5/7/2008 e 5/7/2009.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
0 projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds
andlise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

Atenciosamente,

Ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sdo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Prevaléncia de Resisténcia Primaria no Brasil pré-inicio

de tratamento.

Pesquisadores e suas funcoes:

Dr. Ricardo Sohbie Diaz — Investigador Principal
Professor Livre Docente da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP),
Tel. (11) 579-8226
Setor: Laboratério de Retrovirologia da UNIFESP
Rua Pedro de Toledo, 781 16° andar — CEP: 04039-032.

Ms. Celina Maria Pereira de Moraes Soares — Doutoranda responsavel pelo Projeto
Laboratério de Retrovirologia da UNIFESP,
Tel. (11) 5579-8226.
Setor: Laboratério de Retrovirologia da UNIFESP
Rua Pedro de Toledo, 781 16° andar — CEP: 04039-032.

Dra. Tania Regina Constant Vergara — Coordenadora Clinica
Laboratorio de Retrovirologia da UNIFESP,
Tel. (11) 5579-8226.
Setor: Laboratério de Retrovirologia da UNIFESP
Rua Pedro de Toledo, 781 16° andar — CEP: 04039-032.

Sub-investigadores:

Dr. Carlos Roberto Brites Alves- Bahia

Celina Maria Pereira de Moraes Soares- Sao Paulo
Dr. Flavio Ribeiro- Manaus

Dr. Gorki Grinberg- Santa Catarina

Dr. José David Urbaez Brito- Brasilia

Dr. Marcos Montani Caseiro- Santos

Dr. Ricardo da Silva de Souza- Rio Grande do Sul

Dra. Tania Regina Constant Vergara- Rio de Janeiro
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Nome do (a) voluntario(a):

O(a) Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), de uma investigagao
cientifica conduzida pelo Laboratério de Retrovirologia da Universidade Federal de Sdo Paulo,
com o objetivo de avaliar a presenga de mutagoes de resisténcia no Virus da Imunodeficiéncia

Humana (HIV) que esta infectando seu organismo.

Este documento procura fornecer ao (a) Sr(a) as informagdes necessarias sobre todos os

procedimentos a serem adotados, bem como os exames e os beneficios.

O(a) Sr(a) podera recusar-se a participar da pesquisa ou, mesmo dela afastar-se em qualquer
tempo, sem que este fato lhe venha causar constrangimento ou penalidade por parte da

instituicdo onde recebe tratamento.

Os pesquisadores em momento algum estarao autorizados a revelar a identidade dos(as)
voluntarios(as), em qualquer publicacao resultante deste estudo, garantindo o total anonimato
dos participantes. A qualquer tempo, por razdes técnicas e/ou médicas os pesquisadores
poderao interromper a sua participacao, quando, entao, serdo dadas as orientagdes

pertinentes.

Antes de assinar este termo, o(a) Sr(a) deve informar-se plenamente, ndo hesitando em
formular perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente esclarecer. E importante

estar ciente das seguintes informagdes:

1- Objetivo da investigacao: Avaliar a presenca de mutacgdes de resisténcia aos medicamentos
do coquetel anti-aids presentes no Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) que infecta seu

organismo.



2- Mutagdes de resisténcia sao alteracées que podem ocorrer na estrutura do HIV que, por
vezes, fazem com que este virus ndo seja mais sensivel a um ou mais medicamentos utilizados
no tratamento da AIDS. Sabendo disso, se algum dia vocé for tratado com medicagdes do

coquetel, o médico podera escolher melhor os medicamentos ao qual o seu virus seja sensivel.

3-Todos os procedimentos que serao realizados serao previamente autorizados por vocé. Apos
a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sera realizado o
preenchimento de uma Ficha Individual de Investigacdo, quando vocé respondera a um
questionario. Depois desta primeira etapa, serao realizadas coletas de amostra de cerca de 10
ml de sangue (equivalente a uma colher de sopa), por pungao de polpa digital (da pontinha do

dedo) ou, caso necessario, por puncao da veia do seu brago.

4- O material coletado sera submetido a teste de resisténcia, conforme explicado no item 2. As
amostras serdo armazenadas no Laboratério de Retrovirologia da Universidade Federal de Sao
Paulo (LabRETRO/UNIFESP) e seu acesso sera somente permitido aos responsaveis por esta
técnica no laboratério. Se nao tivermos resultados recentes de CD4 e carga viral, coletaremos

sangue para tais exames também.

5- Beneficios: Ao participar de uma pesquisa, o(a) Sr(a), os resultados podem auxiliar estudos
para formular melhores formas de tratamento para a doenga e mesmo ajudarem na escolha do
melhor medicamento para seu tratamento, caso haja resisténcia no virus que esta te
infectando. Os resultados de seus exames, apos o término da pesquisa, poderao ser

disponibilizados para seu médico assistente, caso este solicite formalmente.

6- Riscos potenciais: Coleta de sangue - os riscos para o participante sdo minimos, apenas 0s
decorrentes da retirada de sangue por pungao venosa ou de polpa digital, tais como o

aparecimento de manchas arroxeadas no brago e/ou leve dor local.



Declaro estar ciente do inteiro teor deste Termo de Consentimento Livre Esclarecido,
decidindo-me a participar da investigagcao proposta, depois de ter formulado perguntas e de ter
recebido respostas satisfatérias a todas elas, e ciente de que poderei voltar a fazé-las a
qualquer tempo. Declaro, pois, dar meu consentimento para participar desta investigacao,
recebendo uma copia do termo, estando ciente ainda de que uma outra copia permanecera

arquivada neste laboratoério/clinica.

Assinatura:

RG:

Assinatura do investigador responsavel:

Data:

Pessoa para contato em caso de necessidade: tel:

Caso tenha alguma duvida ou necessidade de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé
pode entrar em contato com os pesquisadores relacionados no cabegalho deste termo. Vocé
pode mandar também as suas duvidas e informagdes para a Dra Tania Vergara, coordenadora

clinica deste estudo no e-mail taniavergarapesquisa@globo.com. ou ao COMITE DE ETICA

EM PESQUISA da UNIFESP/EPM Rua Botucatu, 572 - 1° andar c¢j 14

Fone: (11) 5571-1062 — Fone / fax: (11) 5539-7162



INVESTIGACAO DOS DADOS INDIVIDUAIS DO PACIENTE

Prevaléncia de Resisténcia Primaria no Brasil pré-inicio de tratamento.

1-N° DO PRONTUARIO Sigla do tipo:

(001 A 100) Infecgao recente/IR ()
Pré-tratamento/PT ( )

2-Etiqueta

3-Unidade Clinica de atendimento:

Cédigo -

4- Més e Ano do diagndstico:

/

ATENCAO: Paciente sabidamente positivo, que ja recebeu, ou esta i
recebendo, por qualquer motivo, terapia anti-retroviral esta EXCLUIDO do

estudo.

VARIAVEIS DEMOGRAFICAS |

5-Data de 6-Sexo: ( )

nascimento: 1-Masculino 2-

]/ Feminino

9-Escolaridade (em anos de estudo

concluidos): ( )

1 -Nenhum

2 -Dela3anos
3-Deda’
4-De8all

5 - De 12 e mais

7- Se Feminino: Gestante ( ) 8-Raga/Cor: ( )

1-Sim 2-Nao

10-Municipio de residéncia :

1-Branca 2- Preta 3-Amarela
4- Parda 9-Ignorado

Obs.: 11-UF:

12-Tempo de residéncia no municipio: (

1 -mais de 4 meses
2 -menos de 4 meses

)

13-Nome do municipio onde residia : Obs.: 14-UF:

15-Viagem ao exterior nos ultimos
4 meses: ( )

1-Sim 2-Nao

9- Ignorado

16-Se sim, que pais:

Obs.:

TIPO DE EXPOSICAO

17-Risco Relatado: ( )*

01 - homossexual 02 - bissexual

04 - heterossexual 08 - uso de drogas

16 - transfusdo/hemofilico 32 - acidente de trabalho 99 - ndo informado




TIPO DE EXPOSICAO DO(a) PARCEIRO(a)

18-Relato de parceiro/a sexual usuario(a) de drogas injetaveis nos ultimos 4 meses: ( )

1-Sim 2 - N3do 9- Ighorado

19-Relagdes sexuais com individuo sabidamente HIV+/AIDS nos Ultimos 4 meses? ( )

1-Sim 2 - Nao 9- Ignorado

20-Se sim, o(a) parceiro(a) estd usando ou usou medicagdo anti-retroviral? ( )

1-Sim 2 - Nao 9- Ignorado

21- Contagem de CD4: cel/mm3; Data da Ultima analise: / /
22- Carga viral : copias/ml; Data da Ultima analise: /]
Obs:
Data da Coleta: / /

Responsavel:




GUIA DE COLETA

A- Imagens do procedimento de coleta de sangue total em papel-filtro

Foto 2 Foto 3 Foto 4

N
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Foto 1

B- Passos para a preparacgao e coleta do material:

1- Identificar o material com o nhome completo do paciente e data da coleta, antes
de proceder a puncdo (observe que o numero do paciente e a regido estdo
previamente anexados no kit).

2- Conforme as ilustragbes, o material pode ser colhido por puncgao digital (coleta
direta) ou por pungao venosa, nao interferindo no resultado da amostra. Neste
ultimo caso, a aplicagdo de uma gota de sangue sera suficiente, diretamente do
bisel da agulha de puncdo (em seringa), distribuidas uma em cada um dos cinco
circulos. (Fotos de 1 a 4). Estamos encaminhando 2 jogos de papel-filtro para
maior segurancga na qualidade de aplicacdo da amostra e 2 lancetas.

3- O material devera permanecer de 4 a 24 h., apoiado em V, até sua completa
secagem

(o maior tempo permite que o sangue seque totalmente, disponibilizando uma
condicdo ideal de trabalho no procedimento de andlise). Locais com alta umidade
ambiental podem determinar maior tempo de secagem.(Foto 5)

4- Decorrido o tempo de secagem ideal, acondicionar em envelope proéprio (Foto 6),
com uma embalagem de silica-gel anti-umidade (Foto 7). Fechar a embalagem
(envelope) com a remogao do protetor do colante (Foto 8)

5- Enviar em envelope proprio (SEDEX pré-tarifado) juntamente com o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) e a Ficha de Avaliacao Individual do
Paciente, via correio,endereco previamente anexa.






