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Resumo

A identificagdo dos individuos com infeccao recente (periodo de infec¢do < 6 meses) foi
possivel devido ao desenvolvimento da estratégia de dupla testagem soroldgica —
STARHS, que se utiliza da combinacdo de um ensaio imunoenzimatico padrédo de alta
sensibilidade e um ensaio imunoenzimético menos sensivel. A esta estratégia foram
submetidas as 810 amostras de sangue dos individuos atendidos em quatro Centros de
Testagem e Aconselhamento CTAs o municipio de Sdo Paulo no periodo entre junho
de 2002 a marco de 2003. Destas amostras, 27 foram identificadas como infeccéo
recente e formaram o grupo denominado infeccdo recente (IR). Para formar o grupo
com infeccéo estabelecida (IE) (infeccdo > 6 meses) foram escolhidas aleatoriamente
28 amostras de individuos acompanhados pelo ambulatério do Centro de Controle de
Doencas Infecciosas (CCDI) do Departamento de Doencas Infecciosas e Parasitarias
(DIPA) da UNIFESP. Todos os individuos de ambos os grupos eram virgens de
tratamento anti-retroviral. Todas as amostras (IR — n=26 e IE — n=28) foram submetidas
a sequenciamento genémico onde foram analisados os genes pol (regides da protease
ou PRO e da transcriptase reversa ou TR) e env (regido V3 da gp120 ou V3). Através
da andlise filogenética das sequiéncias geradas, observamos que tanto no grupo com
IR quanto no grupo com IE, o subtipo B foi o mais freqiente nas trés regides
gendmicas estudas, seguido pelo subtipo F e por uma minoria de C. Nas amostras
pertencentes ao subtipo B na regido V3 da gpl120, nos dois grupos, a sequéncia mais
prevalente na coroa da alga foi a GPGR (IR — 27,3%; IE — 36,9%), seguida da
sequéncia GWGR (IR — 27,3%; IE — 31,3%), caracteristica da variante do subtipo B
brasileira. Em relacdo aos inibidores da protease, detectamos no grupo com IR 8,3 %
de resisténcia e no grupo IE 3,8%. Também detectamos altas taxas de resisténcia aos
ITR. No grupo com IR, detectamos 20,8% de resisténcia, com amostras resistentes as
duas classes de ITR (inibidores da transcriptase reversa nucleosideos - ITRN e
inibidores da transcriptase reversa nao nucleosideos ITRNN) e no grupo com IE
encontramos 7,7% de resisténcia, porém, somente a classe dos ITRN. Estes achados
demonstram indices elevados de resisténcia primaria aos anti-retrovirais nesta
populacdo, o que confirma a transmissao de HIV-1 com mutacdes de resisténcia.
Considerando-se a persisténcia das mutacdes de resisténcia primaria por longos
periodos como demonstrado estudos recentes, a transmissao de virus resistentes tém

importantes implicagdes clinicas e de saude publica, ja que a transmissdo de virus
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resistentes potencialmente limitaria o0 desempenho do tratamento anti-retroviral inicial.
Além disto, uma elevada diversidade genética com diversos subtipos de HIV-1 ou
cepas antigenicamente distintas co-circulando em individuos com infeccdo recente

poderia limitar o desempenho de futuros “candidatos vacinais”.
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1 - INTRODUCAO

Desde a primeira evidéncia clinica da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida,
(aids [acquired immune deficiency syndrome]) em 1983, mais de 60 milhdes de
pessoas foram infectadas pelo HIV por todo o mundo (UNAIDS/WHO, 2004). Hoje
existem aproximadamente 39,4 milhbes de pessoas infectadas no mundo,
considerando adultos e criangcas. No Brasil sdo 610 mil portadores do HIV
(UNAIDS/WHO, 2004). No municipio de Sao Paulo, desde o inicio da epidemia até
setembro de 2004, foram notificados 58540 casos de HIV/aids, entre adultos e
criangas, o que corresponde a aproximadamente 20% do total de casos do Brasil. As
principais categorias de exposi¢cdo sdo a relacdo sexual heterossexual, a relacdo
homossexual e o uso de drogas injetaveis (UDI), entre os homens, e a relagcédo
heterossexual e UDI entre as mulheres (Boletim Epidemioldgico de aids do municipio
de S&o Paulo, 2004).

A eficacia do tratamento anti-retroviral (ARV) corresponde a uma queda drastica
na replicagdo do virus em vivo, 0 que contribui para a queda da morbidade e
mortalidade. Entretanto, o sucesso da terapia anti-retroviral torna-se ameacado pela
emergéncia de virus resistentes aos ARV, fato que pode em parte ser explicado pela
grande variabilidade genética do HIV-1 (Perelson, et al., 1996; Ho, et al., 1995). Fatores
associados com desenvolvimento de resisténcia incluem o uso sequencial de ARVs e a
aderéncia irregular ao tratamento. A transmissdo de virus resistentes para individuo
virgem de tratamento ja foi bem documentada (Hecht et al. 1998; Cohen and Fauci,
1998). Caso este fenbmeno se reproduza em maior escala, caracterizard um grande
problema de saude publica, visto que o individuo recém-infectado por virus resistentes
ndo alcanca grande beneficio com o uso dos ARV disponiveis, e representa, em curto
prazo, maiores gastos com tratamento. Estudos sobre resisténcia genotipica aos ARV
em amostras de individuos recém-infectados pelo HIV-1 sdo os mais adequados para
este fim. Este tipo de informacdo é de grande valia para os programas de prevencgéo e
saude publica. A identificagdo dos individuos com infec¢cdo recente (periodo de
infeccao inferior a seis meses) foi possivel devido ao desenvolvimento da estratégia de
dupla testagem soroldgica que se utiliza da combinac¢do de um ensaio imunoenzimatico
padrdo de alta sensibilidade e um ensaio imunoenzimatico menos sensivel (Janssen et
al., 1998; Mcfarland et al., 1999; Rawal et al., 2000; Machado et al., 2002).
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No municipio de Sao Paulo, os Centros de Testagem e Anconselhamento (CTA)
oferecem a populacdo exames sorolégicos para a identificacdo da infec¢cdo ao HIV-1
gratuita e anonimamente. Individuos que procuram os CTAs formam uma casuistica
interessante, dada a alta probabilidade de se identificar infeccGes recentes, pois se
supde que grande parte dessa procura provenha de um possivel contato com o virus

através de comportamentos de risco variados.

1.1 ADESCOBERTA DO HIV

A aids surgia no inicio da década de 80 em varias regides do mundo como
caracterizada por anormalidades imunolégicas, como queda significativa no nimero de
linfocitos (células CD4%), acompanhada de infeccdes oportunistas, sindromes
neurolégicas e tumores, porém ainda ndo era conhecido o agente causador desta
sindrome. A primeira indicacdo de que a aids era causada por um retrovirus veio em
1983, quando Barré-Sinoussi e colaboradores, reconheceram a atividade da enzima
transcriptase reversa caracteristica dos retrovirus em amostras estudadas (Barré-
Sinoussi et al., 1983). Em 1986 foi proposto que os retrovirus associados a aids fossem
denominados de HIV (Human Immnudeficiency Viruses) devido a similaridades
estruturais e biolégicas existentes entre os membros do grupo. Sao conhecidos
atualmente dois tipos de HIV, HIV-1 e HIV-2, ambos pertencentes a familia
Retroviridae. Ambos causam a aids, porém individuos infectados pelo HIV-2
apresentam maior periodo de laténcia clinica e baixa morbidade enquanto que
individuos infectados pelo HIV-1 podem progredir rapidamente para aids ou também
podem permanecer assintomaticos por muitos anos (Rutherford et al., 1990; Lifson et
al., 1991; Levy et al., 1993; Buchbinder et al., 1994). Estudos epidemioldgicos nos anos
de 1981 e 1982 identificaram o contato sexual e exposicdo ao sangue contaminado
como as principais vias de transmissdo da aids (Jafee et al., 1983). A sindrome foi
descrita inicialmente em usuarios de drogas injetaveis e em homens homossexuais e
bissexuais (Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981; Mildvan et al., 1982; Siegal et al.,
1995), mas a transmissdo do virus também pela atividade heterossexual foi
reconhecida logo apdés (Harry et al., 1983). O comportamento de risco sexual no inicio
da epidemia causou o rapido aumento da transmissdo do HIV ocasionado uma
pandemia (Mccusker et al., 1988). Com a deteccdo da existéncia da transmissao
materno-fetal (Ammann et al., 1983; Oleske et al., 1983) conseguiu-se identificar as
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trés principais vias de transmissdo do HIV: sangue, contato sexual e transmisséo

vertical.

1.2 A PARTICULA VIRAL

A particula viral possui formato esférico de 110nm de didmetro e consiste de
uma membrana fosfolipidica (envelope) que circunda o nucleocapsideo. O envelope é
derivado da membrana das células hospedeiras, onde encontram-se na superficie
externa as glicoproteinas virais gp120 e inseridas na membrana a gp41 (Mccune et al.,
1988), além das proteinas de membrana das células hospedeiras, de antigeno de
histocompatibilidade, de actina e de ubquitina (Arthur et al., 1992). A gp120 contém 0s
sitios de ligacdo aos receptores celulares e o principal dominio antigénico (a al¢a da
regido V3), enquanto a gp4l € a responsavel pela entrada do virus na célula, através
de mudancas conformacionais que permitem a fusdo das membranas. A porgéo interna
do envelope é circundada pela matriz protéica formada por aproximadamente 2000
copias da proteina pl7 (Turner and Summers, 1999), e que envolve o capsideo
formado por 2000 cépias da proteina p24, que, por sua vez, possui em seu interior
duas moléculas idénticas de RNA com polaridade positiva, proteinas nucleares (p7/9),
as enzimas protease, transcriptase reversa e integrase e também as proteinas Vif, Nef
e Vpr. O RNA viral de aproximadamente 9,8 Kb possui varias fases de leitura (ORF)
codificando genes estruturais (gag, pol e env), genes regulatérios (tat, rev e nef) e
genes acessorios (vpr, vpu e vif) O transcrito primario do HIV-1 € um mRNA (&cido
ribonucléico mensageiro) Unico, representando todo o genoma viral, que sera
processado pelo mecanismo de corte e jungao (splicing) durante a fase inicial do ciclo
replicativo.

1.3 CICLO REPLICATIVO

Na fase inicial do ciclo replicativo ocorre o reconhecimento do sitio de ligacdo do
receptor CD4 das células alvo (linfocitos, macrofagos, células da micrdglia e células de
Langerhans) pela gpl120 do envelope viral. Estas interacdes séo suficientes para a
ligacdo, mas ndo para a infec¢cdo. Entretanto, a ligacdo entre o virus e o CD4 induz
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mudancas conformacionais na gp120 que contribuem para a exposi¢cao de seu dominio
de ligacao presente na regido V3 aos correceptores celulares (CCR5 e CXCR4). Esta
ligacéo induz novas mudancgas conformacionais na gpl120, que permitem a exposi¢cao
do peptideo de fusdo presente na regido N-terminal da gp4l para a membrana da
célula alvo.

Apds a fuséo do envelope viral com membrana da célula hospedeira, o capsideo
penetra no citoplasma celular, onde ocorre a sintese da molécula de cDNA pela agéo
da transcriptase reversa. A proteina Vif parece ser importante para um ou mais destes
eventos iniciais talvez por facilitar o estagio inicial da transcricdo. Uma vez sintetizado,
o DNA viral é transportado para o nucleo como parte de um complexo de pré-
integracdo formado pelas proteinas integrase, transcriptase, pl7, p24 e Vpr bem como
proteinas celulares da célula hospedeira (Miller et al., 1997). A localizacdo nuclear
deste complexo é direcionada pela proteina Vpr, que ndao contém um sinal de
localizacdo nuclear, mas parece conectar o complexo de pré-integracdo ao maquinario
de importacdo do nucleo (Fouchier et al., 1998; Popov et al., 1998; Vodicka et. al,
1998). Depois do transporte para o nucleo o DNA viral € covalentemente integrado ao
genoma hospedeiro pela acdo catalitica da integrase, que reconhece os Terminais
Longos de Repeticdo (LTR) presente nas extremidades 3’e 5° da recém sintetizada
dupla fita de DNA viral e cliva 2, as vezes 3, bases da extremidade 3". A extremidade
3’do DNA viral é entdo ligado ao DNA celular, preferencialmente em sitios altamente
conservados. A incorporagéo ao DNA celular termina com as falhas sendo preenchidas
pela sintese de DNA.

A etapa seguinte envolve o transporte de mRNA processados (que sofreram
splicing) e também de mRNA n&o processados para fora do nucleo onde serdo
traduzidos. Inicialmente séo sintetizados pequenos mMRNAS processados que codificam
as proteinas Tat, Rev e Nef. Tat € um ativador transcricional essencial que se liga ao
transcrito nascente de RNA e recruta proteinas celulares a fim de aumentar a
transcricdo deste mMRNA. Os mRNAs ndo processados que contém introns funcionais
precisam estar no citoplasma para a sintese de Gag e Gag-Pol e empacotamento, este
transporte € feito pela Rev que se liga nho mRNa a ser transportado formando um
complexo que com o auxilio de proteinas e fatores celulares é transportado pelo poro
nuclear. Neste sentido, Rev é quem determina a mudanca de fase inicial onde ocorre a
alta sintese de mRNA processados (codificando as proteinas Tat, Rev e Nef) e a fase
tardia onde sdo sintetizados os mMRNAs ndo processados (codificando as proteinas
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Gag e Gag-Pol) e um mRNA single spliced (codificando as proteinas Env, Vpu, Vif e
Vpr).

A proteina precursora do envelope, gpl60, €& encaminhada ao reticulo
endoplasmatico (RE) da célula hospedeira, onde sera processada em gpl20 e gp4l
pelas enzimas celulares e transportada para a superficie celular. As moléculas de Env
e CD4 sao ambas sintetizadas no RE e ligagdo prematura de CD4 e ENV poderia inibir
o transporte para a membrana (Hoxie et al., 1986), porém a proteina Vpu leva a
degradacdo as moléculas de CD4 impedindo a ligagdo (Margottin et al, 1998; Schubert
et al, 1998). Da mesma forma moléculas CD4 na superficie da célula sdo degradadas
pela ligacdo com a proteina Nef.

As proteinas Gag e Gag-Pol sintetizadas nos ribossomos sédo entdo ligadas na
membrana plasmatica através do dominio da matriz (p17) (Bennett et al., 1993; Freed
et al., 1996) e interagem com a parte citoplasmatica da gp41l (Wang et al., 1993; Free
and Martin 1996). Aproximadamente de 1200 a 2000 copias de Gag formam a particula
viral imatura, com duas cépias do RNA viral sem serem processadas que sao liberadas
da célula hospedeira por brotamento. ApGs a liberacdo as poliproteinas séo clivadas
pela protease para produzir as enzimas (transcriptase reversa e integrase) bem como

as proteinas de matriz (p17), capsideo (p24) e proteinas nucleares (p7 e p9).

1.4 PROTEASE-p10

A protease € produzida através de uma clivagem autocatalitica da proteina
gag/pol 160 que ocorre em cis (intramolecular) ou em trans (intermolecular) durante o
processo de morfogénese do virion (Debouck et al., 1987; Krausslich et al., 1988).
Mutacdes sitio especificas demostraram que a protease € uma enzima importante para
a replicagdo jA que particulas ndo infectantes contendo gag/pol ndo clivada, séo
produzidas quando esta enzima € inativada por uma mutagcéo (Kohl et al., 1988; Loeb
et al., 1989; Manchester et al., 1994). Possui 99 aa de comprimento com peso
molecular 10K (Katz and Slalka, 1994). Através de analises sobre cristalografia,
mutacdes sitio especificas e especificidade de substrato, ficou comprovado que sua
forma funcional € um homodimero. Cada monémero é formado pela duplicacdo de
quatro elementos estruturais: um grampo (que contém a primeira al¢a), uma grande
alca, a qual contém o sitio catalitico, uma a hélice e um segundo grampo (flaps), que

se move para permitir a entrada e saida de substrato ou inibidor, de até 7 aa de
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comprimento (Wlodawer and Erickson, 1993). A protease € uma enzima relativamente
conservada, principalmente em locais importantes para a manutencdo de sua estrutura

e funcéo.

1.5 TRANSCRIPTASE REVERSA — p51/p66

A transcriptase reversa é produzida através de duas clivagens da proteina
gag/pol pela protease. A primeira clivagem da origem a uma sequéncia de peptideos
de 66 kDa (p66) que forma um homodimero, que entdo é novamente clivado perto da
carboxila terminal dando origem agora a um heterodimero formado pela p66 e p51. As
duas subunidades possuem a mesma sequéncia de peptideos, embora sua estrutura e
funcdo sejam diferentes. A subunidade p66 possue tanto atividade de polimerase como
RNase H, enquanto a subunidade p55 possuem apenas atividade de polimerase.
Essas duas subunidades se interagem assimetricamente para formar uma Unica
polymerase cleft que se liga a um primer-template, a um dNTP, a um inibidor nao
competitivo e a um tRNA. As duas subunidades possuem os mesmos subdominios,
porém sdo orientados de forma diferente, o que resulta em uma p51 mais compacta,
incapaz de se ligar isoladamente ao acido nucleico, e uma p66 mais estendida. Os trés
subdominios que formam a o sitio ativo da polimerase sdo chamados de “dedos”,
“polegar” e “palma” por analogia desta estrutura a mao direta. O quarto subdominio é
chamado de “conecc¢do” pois se situa entre o sitio da polimerase e o sitio ativo da
RNase H na p66. Como os subdominios de conecc¢do sdo orientados identicamente, o
diferente arranjo das interacdes séo feitos pelos “dedos”, “polegar” e “palma” cada uma
das duas subunidades (Kohlstaedt et al., 1992; Jacobo-Molina et al., 1993).

1.6 gpl120 DO ENEVELOPE VIRAL

A gpl20 é uma proteina hidrofilica encontrada na superficie externa da
membrana plasmatica de células infectadas altamente glicosilada, possui 24 sitios de
glicosilacdo ligados ao N, sendo 13 conservados em varios isolados virais e 17
modificados por cadeias laterais de carboidratos, que irdo influenciar na funcéo e nas
propriedades imunoldgicas da proteina madura (Doms et al., 1993). Possui 18 residuos
de cisteina altamente conservados que formam nove pontes de dissulfeto definindo

varias regides funcionais e influenciando na estrutura da proteina. Formada por cinco
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rapida/ alta (para cinética e replicagdo) e tropica por células T ou NIS lenta/ baixa e
tropica por macrofagos, sendo estes os “comportamentos” mais freqlentes das cepas
virais. Atualmente com a descoberta da utilizagdo dos receptores de quimiocinas como
co-receptores de fusdo e entrada do virus na célula (D"Souza and Harden, 1996),
passou-se a descrever o fendétipo viral de acordo com o co-receptor utilizado (Berger et
al., 1998). Desse modo, cepas que se utilizam do co-receptor de quimiocina o« CXCR4
quando infectam linfocitos T CD4, sao classificadas como X4 e cepas que se utilizam
do co-receptor de quimiocina p CCR5 quando infectam macréfagos sé@o classificadas
R5. Cepas X4 sdo conhecidas por serem T tropicas, rapida/ alta, indutoras de sincicio
ou MT-2 trépicas, enquanto cepas R5 sdo M tropicas, lenta/ baixa, ndo indutoras de
sincicio ou ndo MT-2 tropicas. Estas caracteristicas bioldgicas in vitro sdo encontradas
entre todos os subtipos do HIV-1.

1.7 DIVERSIDADE GENETICA

Uma das maiores caracteristicas do HIV é a sua alta variabilidade genética. Esta
extensa heterogenecidade € resultado de um pobre mecanismo de correcdo 3'- 5 da
transcriptase reversa (atividade de exonuclease), 0 que leva a uma taxa de
incorporacéo de erros de 1,7X10* por base incorporada por ciclo de replicacdo com
uma taxa de fixacdo de erro de aproximadamente 3,4X10°, somado ao fato da
existéncia de um rapido turnover com média de aproximadamente 10° virions por dia
em individuos nao tratados (Birk et al., 1998), todas as possiveis mutacées pontuais
irdo ocorrer em 10° vezes por dia. Além das mutacbes, ocorrem hipermutacao,
recombinacéo e delecaol/insercao (Coffin, 1992), que levam ao aparecimento de cepas
diferentes, porém relacionadas, ja que evoluiram de um progene comum. Este grupo
de cepas virais distintas relacionadas é denominado quase-espécie e sua principal
vantagem esta relacionada ao fato de sofrerem rapida mudanca e adaptacdo sob
novas pressoes seletivas (que pode ser exercida pelo sistema imune ou através drogas
anti-retrovirais) o que contribui para uma rapida evolucgao.

Andlises filogenéticas e caracterizacdo genética de isolados de HIV-1 de
diferentes localidades geogréficas revelou que o HIV-1 pode ser dividido em 3 grupos
distintos designados de M (Major), O (Outlier) e N (New ou non M, non O). O grupo M

compreende a maioria das cepas de HIV-1 que sao responsaveis pela pandemia de
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aids e pode ser subdivido em 9 subtipos diferentes (A - D, F - H, J e K) (Carr et al.,
1998; Triques et al., 2000). Os subtipos estéo distribuidos de forma distinta em diversas
areas do mundo, provavelmente refletindo o subtipo que iniciou a infecgcdo nestas
regides. Eventos de recombinagao entre sequéncias de diferentes subtipos do grupo M
sao frequentemente identificados e s&o denominadas de formas recombinantes
circulantes (do inglés Circulating Recombinant Forms, ou CRFs). Atualmente 14 CRFs
ja foram identificadas e estédo distribuidas em varias regiées do mundo (Peeters and
Sharp, 2000). O grupo O parece ser endémico em Camardes, Gabao e paises vizinhos
no centro-oeste africano, sendo representado por uma minoria de cepas (Peeters et al.,
1997). O grupo N foi recentemente identificado e é representado por um numero
limitado de isolados em pacientes de Camardes (Simom et al., 1998; Ayouba et al.,
2000).

A epidemia brasileira € caracterizada pela presenca de varios subtipos de HIV-1
do grupo M, sendo o subtipo B o mais prevalente, seguido pelo subtipo F e C, embora
o numero de infec¢cdes ndo B (subtipos F, C) e também de recombinantes B/F tenha
aumentado (Morgado et al., 1994; Sabino et al., 1996).

1.8 RECOMBINACAO

Além da alta diversidade genética do HIV, outra caracteristica também
relacionada a transcriptase reversa é a recombinacdo (Hu and Temin , 1990) entre
genomas diferentes, o que pode produzir novas cepas de virus com propriedades e
patogenecidade diferentes, sua freqiiéncia esta estimada em 2 a 3 eventos por genoma
proviral gerado em cada ciclo replicativo (Jetzt et al., 2000). Para que este evento
ocorra, hd a necessidade da infeccdo simultdnea de uma célula por dois virus
pertencentes a subtipos diferentes, seguido, durante o processo da transcri¢éo reversa,
de um “salto” da transcriptase reversa de uma das fitas de RNA (fita doadora) para a
outra fita de RNA (fita receptora). Este salto pode ser devido a uma descontinuidade na
fita de RNA doadora ou a presenca de obstaculo na fita também na fita doadora, como
por exemplo, a presenca de estruturas secundarias. Este evento pode levar a producéo
de trés tipos de descendéncia, dois tipos poderdo ser homozigéticos, tendo as duas
cadeias de RNA provenientes dos virus parentais e um terceiro tipo de virus
heterozigotigo, tendo as duas cadeias diferentes de RNA, uma proveniente de cada

virus parental. A infeccdo de uma nova célula por este virus heterozigoto gera um
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mosaico entre duas cadeias diferentes de RNA, a transcriptase reversa salta de uma
cadeia de RNA para outra, produzindo um DNA completar formado por genes e
fragmento de cada um dos RNAs parentais (Negroni and Buc, 2001; Jetzt et al., 2000;
Robertson et al., 1995; Hu and Temin, 1990). A recombinacdo é mais Obvia entre
membros de subtipos diferentes, porém também ocorre entre membros do mesmo
subtipo, entretanto a identificacdo destes é um pouco mais dificulta (Quinones-Mateu
and Arts; 1999).

1.9 RESISTENCIA GENOTIPICA

Embora quase 20 anos tenham se passado desde o uso da primeira droga anti-
retroviral (zidovudina), ainda n&o alcangamos a droga ideal a qual deveria combater a
entrada do virus e também eliminar a permanéncia destes nas células. O
desenvolvimento desta droga torna-se muito dificil devido a caracteristicas ligadas ao
processo de replicagdo do HIV. Primeiro, a integracdo do provirus no genoma da célula
permite que o HIV se comporte como um como um elemento proprio do genoma
humano, sendo passado para a progénie celular onde pode entrar em laténcia ou ser
expresso em niveis muito baixos; segundo, a existéncia de diferentes compartimentos
e reservatorios celulares onde o virus pode se alojar dificulta a disponibilizacdo da
droga, o que permite que a replicacdo continue acontecendo mesmo em niveis muito
baixos; terceiro, a alta taxa de erros da transcriptase reversa, durante o processo de
replicagédo, faz com que surjam novas variantes do genoma viral; quarto, a presenca de
duas moléculas de RNA permite a producdo de virus recombinantes. Desse modo, 0
desenvolvimento de uma droga ideal torna-se dificil, pois a geracdo de variantes que
apresentem mutagdes que confiram ao virus resisténcia aos ARV é inevitavel.

Atualmente, a maioria dos ARVs comercialmente disponiveis atuam em duas
etapas do ciclo viral: transcricdo reversa e maturacdo. A primeira classe de drogas
desenvolvida tem como fungéo inibir a enzima transcriptase reversa (inibidores da
transcriptase reversa), a segunda classe inibi a enzima protease (inibidores da
protease) Dentro dos inibidores da transcriptase reversa (ITR), temos os analogos
nucleosideos (ITRN) que funcionam como se fossem falsos nucleotideos, sendo
fosforilados por enzimas celulares tornando-se ativos e competidores com o0s
nucletideos da célula em transcri¢éo, porém ao serem incorporados na cadeia de DNA,

nao permitem a continuidade da transcricdo, pois nao possuem a hidroxila na
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extremidade 3", necesséria para a ligacdo com o grupo fosfato da extremidade 5°do
outro nucleotideo (Ahluwalia et al., 1987; Mitsuya et al., 1987); e também o0s nao
nucleosideos (ITRNN), que sdo moléculas que entram no sitio ativo da transcriptase
reversa mudando sua conformacédo e impedindo a elongacdo da cadeia de DNA
(Kohlstaedt et al., 1992). Os inibidores da protease (IP) sdo moléculas que se ligam ao
sitio ativo da protease impedindo a clivagem das poliproteinas, deixando desta forma, o
virus defeituoso (Roberts et al.,, 1990; Appelt et al.,, 1991; Reich et al., 1995). Os
inibidores de fusdo sdo peptideos que se ligam a gp4l e impedem que ocorram
mudancas conformacionais necessérias para a fusdo das membranas celular e viral, e
entrada do virus na célula.

Em 1997, Hamer et al., provou a eficAcia da terapia tripla na redugcdo da
mortalidade e induc&o da supressao viral dificultando a emergéncia de cepas mutantes.
Entretanto a maioria dos pacientes ndo responde bem ao tratamento e muitos
desenvolvem resisténcia as drogas usadas, sendo este um dos maiores obstaculos
para a manutencdo da supresséao viral (Ledergerber et al., 1999; Ross et al., 2000;
Vella et al., 2000). As mutacOes que acarretam a resisténcia aos ARVs ocorrem no
gene pol; nas regides da protease e transcriptase reversa, e consequentemente com
mutacdes no gene gag, um dos sitios de clivagem pela protease (Chen et al., 1995; Lin
et al., 1995; Jacobsen et al., 1996; Zhang et al., 1997). Estas muta¢des diminuem a
capacidade de ligacdo das drogas ao sitio ativo da enzima, que leva a uma sele¢céo de
variantes resistentes que preexistiam em niveis baixos nas quase-espécies presentes
em pacientes com terapia inadequada (Najera et al., 1995; Lech et al., 1996), o que
permiti o escape do virus ao efeito da droga e mantendo parcialmente a replicacdo do
mesmo, ja que o fitness viral acaba por diminuir com o aparecimento destas mutacdes.

As mutacOes associadas a resisténcia podem ser classificadas como primarias
(ou principais) ou secundarias (ou acessorias). As mutacdes principais, geralmente
localizadas no sitio ativo da enzima, acarretam uma considerada queda de
sensibilidade de uma ou mais drogas; muta¢des secundarias ou acessoérias podem nao
resultar em uma significante queda de sensibilidade, entretanto quando estas ocorrem
no gene da protease podem acarretar na recuperagao do fitnnes viral perdido em
decorréncia do aparecimento das mutacdes principais (Quifiones-Mateu et al., 2001,
Hirsch et al., 1998). A resisténcia aos ARVs poder dividida em resisténcia primaria,
presente nos individuos que ainda ndo receberam tratamento anti-retroviral, ou seja,

virgens de tratamento, que pode ter sido adquirida através da transmissdo de cepas



12
resistentes ou ainda pela geracao e fixacdo de mutantes resistentes decorrentes da
alta taxa de replicagdo do HIV-1 e baixa fidelidade da transcriptase reversa; e em
resisténcia secundaria, presente nos individuos sob tratamento, onde mutantes
resistentes sdo selecionados pela acéo da droga.

O aumento no uso dos ARVs somado a baixa aderéncia ao tratamento pode
levar a emergéncia de mutacbes que conferem resisténcia aos ARVs. Acredita-se que
a presenca destas mutacdes em individuos ndo tratados estaria relacionada a uma
possivel faléncia viroldgica depois de iniciado o tratamento anti-retroviral (Perno et al.,
2002). Desta forma, a determinacdo da prevaléncia da resisténcia priméria é de
extrema importancia para o0 monitoramento da epidemiologia molecular do HIV-1 e
também na melhor escolha inicial da terapéutica numa dada regido, jA que a
transmissao de virus resistentes limita imediatamente as escolhas para a primeira linha
de tratamento anti-retroviral (Deeks, 2001; Loveday, 2001, Miller, 2001; Soriano, 2001;
Soriano et al., 2001).
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2 - OBJETIVOS

" Descrever a prevaléncia e o padrdo de resisténcia primaria aos ARV
(inibidores da transcriptase reversa e da protease) nos pacientes com infeccao
recente pelo HIV atendidos nos Centros de Testagem e Aconselhamento da
cidade de Sao Paulo.

" Verificar a diversidade genética das regifes da protease, transcriptase
reversa e V3 do HIV-1, em amostras de individuos recém infectados do
municipio de S&o Paulo.

. Descrever o perfil de subtipos do HIV-1 nas diferentes regibes do genoma
das amostras dos individuos pesquisados.
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3 - METODOS

3.1 Populacao estudada

O presente estudo teve como alvo a populagéo de individuos HIV-1 positivos da
cidade de Sado Paulo. Individuos que procuraram os Centros de Testagem e
Aconselhamento (CTA) da cidade de Sdo Paulo, como os CTA Campos Eliseos, Henfil,
Lapa e Pirituba, para verificar seu estado sorologico entre junho de 2002 a marco de
2003 foram informados sobre esta pesquisa e convidados a participarem do estudo. Os
pacientes que se dispuseram a participar foram informados em detalhes sobre o
estudo, assinaram o Termo de Consentimento poés informagédo (anexo 01) e colheram
amostras para os testes sorolégicos. Apos a realizacdo do ensaio imunoenzimético —
ELISA e o confirmatério por Western Blot e/ou imunofluorescéncia, as amostras HIV-1
positivas foram encaminhadas para o laboratdrio de Retrovirologia da Universidade
Federal de Sao Paulo para a realizacdo do STARHS (Serologic Testing Algorithm for
Recent HIV Seroconversion — Algoritmo de testagem sorologica para identificacdo de
soroconvertores recentes pelo HIV-1) (Centers for Disease Control and Preventions
(CDC, 2001). Os pacientes que estavam dentro do periodo de infec¢do recente foram
convidados ao recrutamento para seguimento, colhendo novas amostras de sangue
total que foram encaminhadas para o laboratério de Retrovirologia da Universidade
Federal de Sédo Paulo, onde foram centrifugadas, separadas em plasma e células
mononucleares de sangue periférico (buffy coat), aliquotadas estocadas em freezer —
80 °C). A figura abaixo ilustra melhor o fluxograma envolvendo as pessoas que fizeram
parte do estudo.
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E Visita para teste e aconselhamento J

|

[ Aconselhamento e termo de consentimento para STARHS J

|

[ Sorologia para o HIV no Laboratério Central Lapa }

[
[ |

[ HIV positivo } [ HIV negativo J

|

[ STARHS na UNIFESP }

[
[ |

[Positivo (sem infeccéo recente)} [Negativo (com infeccé@o recente)]

|

Pos-aconselhamento e Assinatura de termo de Pos-
encaminhamento consentimento para aconselhamento
participacéo no estudo

[ Visita clinica e coleta de amostras prospectivas J

Figura 01 — Fluxograma das etapas percorridas pelos individuos com infeccao recente
até a entrada neste estudo.

3.2 Identificagdo dos casos de infecg&o recente

Foram encaminhadas ao nosso laboratorio amostras de soro de 810 individuos,
sendo 326 amostras do CTA de Campos Eliseos, 393 do Henfil, 66 de Pirituba e 25 da
Lapa, identificadas como HIV-1 positivas para serem submetidas a estratégia
sorolégica dupla testagem — STARHS, que identifica amostras provenientes de
pessoas com infecgdo recente. Este algoritmo utiliza um ensaio imunoenzimético
modificado com sensibilidade reduzida. Neste trabalho utilizamos o kit Vironostika
proveniente da bioMerrieux, além dos calibradores e controles produzidos e fornecidos
pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA). Para obter
um teste imunoenzimatico menos sensivel (Vironostika-LS), trés elementos do
procedimento normal do teste Vironostika foram modificados: a diluicdo da amostra, o
tempo de incubacdo da amostra e o tempo de incubacg&o do conjugado. Uma amostra
reativa no teste imunoenzimatico sensivel e positiva no Western blot, mas néo reativa

no teste imunoenzimatico menos sensivel, caracteriza amostra proveniente de
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individuo no periodo precoce da infec¢do, pois o nivel de anticorpos ja& pode ser
detectado pelos métodos mais sensiveis, porém ainda ndo se encontram no pico
maximo de producado. O periodo entre a soroconversao do Vironostika e o Vironostika-
LS foi estimado em 170 dias (IC95%: 162 - 183 dias), para o HIV-1 do subtipo B
(Janssen et al., 1998; Rawal et al., 2000; CDC, 2001). Para interpretacao e validacdo
dos resultados, foi utilizado o software STARHS, também produzido e fornecido pelo

CDC. Para a realizagéo deste teste foi utilizado o seguinte protocolo:

As amostras foram primeiramente testadas no modo de triagem (screening
mode), onde estas sao testadas em uniplicata. Durante esta etapa as amostras que
tiveram a SOD<2.000 foram selecionadas e submetidas ao modo confirmatorio
(confirmatory mode) onde as amostras foram testadas em triplicata, utilizando trés
diluigcbes independentes para a mesma amostra.

Todas as amostras e reagentes estavam em temperatura ambiente (15-30°C)

antes do inicio do ensaio e se mantiveram a temperatura ambiente até o fim do mesmo.

1. Foram pipetados 10 ul da amostra em 200 ul de diluente (diluicdo 1:20) e
esta mistura homogenizada por aproximadamente 30 segundos.

2.  Transferiu-se 10 ul da primeira diluicdo para 200ul de diluente (1:400) e
esta mistura homogenizada por aproximadamente 30 segundos.

3. Foram transferidos 200 ul da dltima diluicdo de cada controle (calibrador,
positivo, negativo) e amostras para a placa do ensaio.

4. A placa foi coberta com selante e incubada imediatamente a 37°C + 2°C

por 30 minutos.

Cada tira da placa foi lavada quatro vezes com solucédo de lavagem.

Pipetou-se 150ul em cada poc¢o da solugdo reconstituida do EnzyAbody.

Foi repetido o passo 4.

Foi repetido o passo 5.

© ©® N o O

Apés, foram pipetados 150ul do Substrato ABTS em cada poco,e a placa

incubada no escuro a temperatura ambiente por 10 a 13 minutos.

10. Por fim foram pipetados 15Q ul de &cido (Stop solution) em cada poco, afim
de parar a reagao.

11. A placa foi lida imediatamente em absorbancia de 405nm.
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3.3 Célculos e interpretagéo

Célculo da densidade optica (DO) padréao (SOD - standardized OD)
SOD = (média da DO da amostra - média da DO do negativo / (média da OD do CAL -
média da OD do negativo)

Modo triagem
Toda amostra testada em uniplicata com SOD<2.000 foi selecionada para o
teste confirmatorio sendo uma possivel infecgdo recente. Amostras com SOD>2.000

nao foram testadas pois provavelmente ndo eram infeccéo recente.

Modo confirmatério

Toda amostra testada em triplicata com:
SOD média <1.000, isto é, ndo reagente foi considerada uma provavel soroconversao
dentro de 6 meses. As amostras com SOD média >1.000, reagentes nao foram
testadas neste modo, pois provavelmente a soroconversao ocorreu em um periodo
maior que 6 meses.

As amostras provenientes de individuos com infec¢des recentes formaram o

grupo denominado infecgao recente.

3.4 Grupo de amostras provenientes de pacientes ¢ om infec¢do estabelecida

Foram escolhidas aleatoriamente amostras de individuos acompanhados pelo
ambulatério do Centro de Controle de Doencas Infecciosas (CCDI) do Departamento
de Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIPA) da UNIFESP, que aceitaram participar do
estudo, sendo eles virgens de tratamento e com infecgéo estabelecida confirmada pelo
acompanhamento maior que 12 meses, para formar o grupo denominado infeccéo
estabelecida. Estas amostras foram colhidas contemporaneamente as amostras de

infeccdo recente e foram utilizadas para anélise comparativa entre 0os grupos.
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3.5 Extracdo do acido nucléico do HIV-1

Das amostras de sangue foram extraidos o DNA proviral do HIV-1 utilizando-se
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3.6 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

3.6.1 Regiao do gene pol

A PCR foi realizada em duas etapas (nested). A primeira etapa amplificou um
fragmento do gene pol do HIV-1 de 1,2Kb (localizado na posi¢ao 2146-3337 do HXB2r)
utilizando iniciadores (primers) descritos por Kozal et al., (1996) K1 — 3' CAG AGC CAA

CAGCCCCACCAS5 —-eK2-3TTT CCC CACTAACTT CTG TAT GTC ATT GAC A.

As concentracdes dos reagentes foram:

Tampao |MgCL , dNTP Primer K1 Primer K2 Taq DNA polimerase
1X 3,5 mM 0,4 mM 0,2 uM 0,2 uM 0,25 unidades
As condicdes de ciclagem foram:
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
Tempo 10 minutos 1 minuto 1 minuto 2 minutos 10minutos
Temperatura 94°C 94°C 55°C 74°C 74°C

Apés o término desta fase, 5uL desta solugéo foi transferido para um outro tubo
onde se amplificou o fragmento da regido da protease, contendo aproximadamente 350
pb (localizado na posi¢éo 2198-2598 do HXB2r), utilizando os iniciadores descritos por
Pianiazek et al. (1991) DP10 — 3' TAA CTC CCT CTC AGA AGC AGG AGC CG 5’ e

DP11-3 ' CCATTCCTG GCTTTAATT TTACTG GTAS'.

As concentracdes dos reagentes foram:

Tampao |MgCL , dNTP Primer Primer Taq DNA polimerase
DP10 DP11
1X 2,0 mM 0,4 mM 0,2 uM 0,2 uM 0,25 unidades




As condicdes de ciclagem foram:

20

1 ciclo 35 ciclos L ciclo
Tempo 10 minutos | 45 segundos | 45 segundos 1 minuto 7 minutos
Temperatura 94°C 94°C 55°C 74°C 74°C

Para amplificar a regido da transcriptase reversa, 5ul da mesma solucdo da
primeira etapa foram transferidos para um outro tubo, onde se amplificou um fragmento
de aproximadamente 700pb (localizado na posicdo 2518-3320 do HXB2r), Os
iniciadores utilizados nesta PCR foram aqueles descritos por Frenkel et al. (1995) F1 -
3 GTT GAC TCA GAT TGG TTG CAC 5 e F2 — 3 GTA TGT CAT TGA CAG TCC
AGCY5'.

As concentracdes dos reagentes foram:

Tampao |MgCL , dNTP Primer F1 Primer F2 Taq DNA polimerase
1X 2,0 mM 0,4 mM 0,3 uM 0,3 uM 0,25 unidades
As condicdes de ciclagem foram:
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
Tempo 10 minutos | 45 segundos | 45 segundos 1 minuto 7 minutos
Temperatura 94°C 94°C 55°C 74°C 74°C

Nas amostras onde nao foi possivel a amplificacdo de uma ou outra regido do
gene pol, foi realizada uma PCR alternativa também realizada em duas etapas. A
primeira etapa amplificou um fragmento do gene pol do HIV-1 de 1,7Kb (localizado na
posicao 1839-3558 do HXB2r) utilizando iniciadores (primers) descritos por Sa-Filho et
al. (2004) Poll — 3' GGG AGT GGG GGG ACC CGG CCA TAA 5 —e Pol2 - 3' CAT
TGG CCT TGC CCC TGC TTC TGT.
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As concentracdes dos reagentes foram:

Tampao |MgCL , dNTP Primer F1 Primer F2 Taq DNA polimerase

1X 2,0 mM 0,4 mM 0,3 uM 0,3 uM 0,25 unidades

As condicdes de ciclagem foram:

1 ciclo 35 ciclos L ciclo
Tempo 10 minutos | 45 segundos | 45 segundos 2 minutos | 10 minutos
Temperatura 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C

Apbs o término desta fase, 5uL desta solugdo foram transferidos para um outro
tubo onde se amplificou um fragmento contendo a regido da protease e transcriptase
reversa, contendo aproximadamente 1,5Kb (localizado na posicdo 2006-3490 do
HXB2r), utilizando os iniciadores descritos por Sa-Filho et al., (2004) Pol3 — 3' GGG
CCC CTA GGA AAAAGG GCTGTT 5 e Pol4 -3 ACCGGT TCT TTT AGA ATC TCC
CTGS5'. Esta solucdo possuia a mesma composicdo da anterior com apenas a
substituicdo dos “primers” exteriores pelos interiores Pol3 e Pol4, e foi submetida as
mesmas condic¢des fisicas anteriormente descritas.

Nas amostras que mantiveram as PCRs negativas mesmo apds esta PCR
alternativa, foi realizada uma outra PCR, onde 5uL da mesma soluc¢do primaria foram
transferidos para um outro tubo onde se amplificou um fragmento do gene pol do HIV-1
de 1,2Kb (localizado na posicao 2146-3337 do HXB2r) utilizando iniciadores descritos
por Kozal et al., (1996), conforme descrito anteriormente.

3.6.2 Regido V3 dagpl20 do env

Para amplificar a regido V3 da gp120, também foi feita uma PCR em duas etapas.
A primeira etapa amplificou um fragmento da regido V1 a V5 da gp120 do gene env do
HIV-1 de cerca de 1,2Kb (localizado na posicdo 6556-7822 do HXB2r) usando
iniciadores descritos por Delwart et al. (1993) ED5 - 5’ATG GGA TCA AAG CCT AAA
GAA ATG TG 3" e ED12 - 5AGT GCT TCC TGC TGC TCC CAA GAA CCC AAG 3.
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Apds o término desta fase, 5uL desta solugdo foram transferidos para um outro tubo
onde se amplificou um décimo do produto da primeira etapa de PCR, onde se
amplificou um fragmento de cerca de 350pb (localizado na posicdo 6952-7391 do
HXB2r) que contém a regido C2V3C3, utilizando os iniciadores descritos por Wolfs et
al. (1991) V3 outer5-5" ATA AGC TTC AAT GTA CAC ATG GAA TT 3" e V3 outer3’-
5°ATG AAT TCA TTA CAG TAG AAA AAT TCC C 3'. As condicdes em que foram

realizadas as duas etapas foram iguais com apenas a substituicdo dos “primers”.

As concentragdes dos reagentes para as duas PCRs foram:

Tampao |MgCL , dNTP Primer ED5 | Primer Taq DNA polimerase
ED12
1X 2,0 mM 0,4 mM 0,2 uM 0,2 uM 0,25 unidades

As condicdes de ciclagem para as duas PCRs foram:

1 ciclo 35 ciclos L ciclo
Tempo 10 minutos | 45 segundos | 45 segundos 1 minuto 7 minutos
Temperatura 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C

Nas amostras onde nao foi possivel a amplificacdo da regido V3 da gpl120, foi
realizada uma PCR alternativa também realizada em duas etapas nas mesmas
condi¢cdes que as PCRs descritas anteriormente, substituindo apenas os “primers”. A
primeira etapa amplificou um fragmento de aproximadamente 800pb (localizado na
posicdo 6957-7814 do HXBZ2r), utilizando os iniciadores descritos por Simmonds et al.
(1990) LBouter5- 5 TAC AAT GTA CAC ATG GAA TT3’e Lbouter3’- 5
CCATAGTGCTTCCTGCTGCT 3'. Ap6s o término desta fase, 5uL desta solucéo foram
transferidos para um outro tubo onde se amplificou um fragmento de cerca 600pb,
(localizado na posicao 7009-7665 do HXB2r), utilizando os iniciadores descritos por
Simmonds et al. (1990) LBinner5- 5° TGG CAG TCT AGC AGA AGA AG 3Je
LBinner3"-5" CTT CTC CAATTG TCC CTC ATA 3".
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3.7 Deteccéo dos produtos amplificados

Apds a PCR, as amostras de DNA amplificados foram separadas em gel de
agarose 1,5 % peso/volume em Tris-borato/ EDTA (TBE) 0,5 X (0,89M Tris; 0,89 M
acido boérico e 0,02 M EDTA pH 8,0), contendo brometo de etideo (0,5 g/ml). As
corridas eletroforéticas foram efetuadas a 100 Volts (V), no tempo médio de 40

minutos, em tampao de TBE 0,5 X. O marcador padrao utilizado para a comparacgéao de
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9. Foiincubado durante 1 minuto em temperatura ambiente.
10.  Apos foi centrifugado por 2 minutos a 12000 rpm.
11. Foram descartados a coluna e o tubo; o produto purificado acondicionado a —
20°C

3.9 Reacao de seqienciamento

As amostras purificadas foram sequenciadas utilizando-se o Thermo Sequenase
fluorescent labelled primer cycle sequencing kit - RPN 2436 (Amersham Phamarcia
Biotech UK Limited, Buckinghamshire, England) com os iniciadores DP16 - 5° CCT CAA
ATC ACT CTT TGG CAA C 3 (para sequenciar a regido da protease - Pianazek et
al.,1991), F3 - 5’ TAT CAG GAT GGA GTT CAT AAC 3 e F4 -5 GGA TGG CCC AAA
AGT TAA AC 3’ (para o sequenciamento da transcriptase reversa - Frenkel et al.,
1995), e V3inner5' - 5° ATA AGC TTG CAG TCT AGC AGA AGA AGA 3’ (para o
sequenciamento da regido V3 - Wolfs et al., 1991) marcados com CY5.5. O protocolo

utilizado foi:

1. Foi adicionado em um tubo de 0,2 ul previamente marcado com o numero da
amostra, 2,5 ul do tampéao de sequenciamento.

2. No mesmo, foi adicionado 5,0 ul dos iniciadores a 1,5 pmol/ul, que estavam de
acordo com a regido a ser sequenciada.

3. Foram adicionados 4,0 ul da enzima diluida em 1:10.

4.  Acrescentou-se também 5ul da amostra purificada.

Desta mistura, retirou-se 5,0 ul que foi adicionado em um outro tubo que
continha 3,0 ul do terminador especifico (A,C,G ou T), totalizando um volume final de

reacao de 8,0 pl.
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3.10 Deteccéao dos fragmentos sequenciados

ApOs a reacdo de sequenciamento as amostras foram submetidas a corrida
eletroforética em um sequienciador automatico de DNA — LONG-READER TOWER
(Visible Genetics Inc — Toronto, Ont, Canada), em gel de poliacrilamida Rapid Gel XL
6% cartridge (Amersham Phamarcia Biotech Inc, Piscataway, NJ, USA) utilizando-se
placa MicroCel™ 300 Cassettes (Visible Genetics, Toronto, Ont, Canada), em TBE 1X
(0,89M Tris; 0,89M &cido Bérico e 0,02M EDTA pH 8,0), durante 45 minutos para o
fragmento da transcriptase reversa e durante 35 minutos para o fragmento da protease
e do env. Todas as corridas foram efetuadas na temperatura de 54°C, 1300V, com o

laser na poténcia de 25%.

3.11 Andlise do seqlienciamento

As edicdes e andlise do fragmento sequenciado foram realizadas com o
programa OpenGene (Gene Objects - Visible Genetics, Toronto, Ont, Canada).

3.12 Andlise filogenética

As sequéncias dos nucleotideos, obtidas pelo seqienciamento das regides do
gene da protease, transcriptase reversa e da regido V3 do gene env, foram alinhadas
com sequéncias referéncia de subtipos do HIV-1 (adquiridas no sitio http:/hiv-
web.lanl.gov) através do programa ClustalX (Thompson et al., 1997). As seqiéncias
foram submetidas a andlise filogenética usando o método de neighbor-joining (Saitou et
al., 1987). Devido ao pequeno tamanho dos fragmentos gerados das trés regides do

estudo, os valores de bootstrap foram ignorados por ndo serem representativos.

3.13 Andlise da diversidade genética

As seqléncias dos nucleotideos, obtidas pelo seqienciamento das regides do
gene da protease, transcriptase reversa e da regido V3 do gene env, foram alinhadas
através do programa ClustalX (Thompson et al.,, 1997). As sequéncias foram
submetidas a analise da diversidade usando a matriz de distéancia baseada no célculo
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de Kimura dois parametros (Kimura, 1980). As mesmas sequéncias foram enviadas ao
sitio http://hiv-web.lanl.gov, para o célculo do DN/DS através do programa SNAP

baseado no método de Nei and Gojobori.

3.14 Andlise da resisténcia genotipica aos anti-r  etrovirais

As sequéncias geradas da protease e da transcriptase reversa do gene pol do
HIV-1 foram enviadas para sitio http:/hivdb.stanford.edu para as analises de

resisténcia genotipica aos ARV. A interpretacdo desta resisténcia foi feita pelo
programa HIVdb, produzido pela Universidade de Stanford, o qual se baseia na
sequéncia de nucleotideos e na andlise desta, feita por um algoritmo (Beta Test) que
infere os niveis de resisténcia para cada uma das 16 drogas ARV aprovadas pelo FDA.
Para tanto o programa se utiliza da somatoria de valores associados a cada mutacao

de resisténcia, o total desta somatdria esta relacionado com o nivel de resisténcia

apresentado .
VALOR DA NIVEL DE IMPLICACOES
SOMATORIA RESISTENCIA
0-9 Susceptivel Isolados virais deste tipo ndo mostram
reducéo de susceptibilidade a droga
10-14 Potencial De Isolados virais deste tipo podem né&o
Resisténcia Baixa causar resisténcia, porém indicam a
possibilidade de prévia drug selection
15-29 Resisténcia Baixa Isolados virais deste tipo reduzem in
vitro a susceptibilidade da droga
30-59 Resisténcia O gendtipo sugere grau de resisténcia
Intermediéaria maior que o nivel baixo e menor que o
nivel alto
>60 Alta Resisténcia Isolados virais deste tipo possuem alto

niveis re resisténcia em vitro

Figura 02 — Niveis de resisténcia inferidos pelo programa HIVdb através da somatéria
de valores associados a cada mutagao de resisténcia.
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3.15 Anaélise Estatistica

Para analise da frequiéncia de resisténcia genotipica encontrada nos grupos com
IR e IE foi utilizado o teste exato de Fisher. Os valores abaixo de p<0,05 foram
considerados significantes.
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4 — RESULTADOS

4.1 Amostras de individuos com infec¢do recente p  elo HIV-1 — grupo IR

Foram testadas 810 amostras. Destas, 74 (9,1%) foram identificadas como
infeccdo recente, porém apenas 27 amostras (provenientes dos individuos que
concordaram em participar do estudo) foram incluidas no estudo. Das 27 amostras,
apenas duas eram de individuos do género feminino (7,4%). O restante, 25 amostras
(92,6%), eram de individuos do género masculino.

4.2 Confirmagao do resultado Infeccdo Recente

Para confirmar se os 27 individuos eram realmente pertencentes ao grupo de
infeccao recente e ndo decorrentes de falhas da metodologia, novas amostras destes
individuos foram coletadas a cada trés meses e submetidas novamente a estratégia
sorolégica dupla — STARHS. Destes 27 individuos, 6 abandonaram o estudo e portanto
nao conseguimos obter amostras sequenciais para a confirmacéo do resultado. Dezoito
amostras, antes ndo reativas no teste, tornaram-se reativas, enquanto uma amostra
mostrou-se negativa no teste, mesmo com tempo maior do que aquele previsto para a
soroconversao. Dois individuos entraram em tratamento anti-retroviral e, portanto, nédo
tiveram o teste mais sensivel positivo. Embora a amostra de alguns individuos nao
tenham se tornado reativas no teste no decorrer do tempo, todos os 27 foram incluidos
no estudo.

4.3 Amostras de individuos com infec¢do estabelec  ida pelo HIV-1 — grupo IE

Para formar este grupo foram escolhidas ao acaso, 28 amostras de individuos
com infeccdo estabelecida com diagnostico positivo para o HIV-1 a mais de um ano e
com sinais de progressao da doenga, como inferido pelos baixos niveis de células CD4
na maioria dos casos (Tabela 02). Desta amostragem, 12 amostras eram de individuos
do género feminino (42,8%), e 16 amostras (57,2%), eram de individuos do género

masculino.
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4.4 Amplificacdo das amostras

Das 27 amostras com IR, 20 tiveram as trés regidoes amplificadas: protease
(PRO), transcriptase reversa (TR) e V3 da gp 120 do env (V3), 5 tiveram duas regides
amplificadas e uma somente uma regido. No total foram geradas 26 sequéncias da
PRO, 24 da TR e 21 da V3 (Tabela 1).

Das 28 amostras com IE, 19 tiveram as trés regides amplificadas e 6 duas
regides. No total foram geradas 28 sequéncias da PRO, 26 da TR e 19 da V3. (Tabela
2)

4.5 Subtipagem das amostras através da analise do sequenciamento gendémico
das regides PRO, TR e V3

Através do uso de analises filogenéticas pudemos subtipar as trés regides
amplificadas do HIV-1. As tabelas 1 e 2 apresentam 0s subtipos encontrados nas
amostras do grupo IR e IE, e as figuras 2, 3 e 4 apresentam as arvores filogenéticas
geradas onde as amostras do grupo IR e IE foram alinhadas com sequéncias
referéncia de subtipos do HIV-1 freqlientemente encontradas no Brasil.
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Tabela 01 — Relacdo das amostras dos individuos que constituem o Grupo de Infeccdo
Recente com os dados sobre género, com contagem da Carga Viral plasméatica em log,
contagem das células TCD4* por mm® e subtipos detectados nas regiées amplificadas.
NA refere-se a fragmentos ndo amplificados pela PCR.

Amostra  Género CD4 CVv PRO TR V3
IR-1001 M 372 4,77 B B B
IR-1002 M 619 4,16 B B B
IR-1004 F 489 4,99 B B B
IR-1005 M 424 2,53 B B NA
IR-1006 F 362 3,28 F F F
IR-1007 M 788 3,00 B B B
IR-1008 M 349 3,64 F F F
IR-1009 M 837 4,69 B B B
IR-1011 M 698 5,30 B B NA
IR-1012 M 910 3,80 B B NA
IR-1013 M 776 5,01 B NA NA
IR-1015 M 130 5,63 B B B
IR-1016 M 372 5,63 B B B
IR-1017 M 306 5,27 B B B
IR-1018 M 776 5,01 C C NA
IR-1019 M 542 4,68 F B B
IR-1020 M 239 4,80 B NA B
IR-1021 M 496 4,60 B B B
IR-1022 M 529 2,60 B B B
IR-2002 M 558 4,20 B B NA
IR-2003 M 969 4,04 B B B
IR-2004 M 709 3,83 B B B
IR-2005 M 726 3,54 B B B
IR-2006 M 215 5,39 B B B
IR-2008 M 228 5,19 B B B
IR-2009 M 361 4,88 B B B
IR-2010 M 603 3,63 NA NA B

Total 26 24 21
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Tabela 02 — Relacdo das amostras dos individuos que constituem o Grupo de Infeccdo
Estabelecida com os dados sobre género, com contagem da Carga Viral plasmética em
log, contagem das células TCD4" por mm?®, e subtipos detectados nas regides
amplificadas. NA refere-se a fragmentos ndao amplificados pela PCR.

Amostra  Género CD4 (OAY) PRO TR V3
IE-0602001 M 17 5,34 B B NA
IE-0602003 F 157 4,09 B B B
IE-0602004 F 56 5,55 F F NA
IE-0602006 M 4 5,81 B B B
IE-0602008 M 54 5,51 B B NA
IE-0602009 M 21 5,88 B B B
IE-0602011 F 285 4,74 B B NA
IE-0602012 M 219 6,02 F F NA
IE-0602013 M 10 6,23 B B B
IE-0603005 F 71 5,10 B B B
IE-0603007 M 37 5,30 B B NA
IE-0603008 M 228 5,19 B B F
IE-0603009 F 229 2,59 B B B
IE-0603010 M 172 5,56 F NA NA
IE-0603011 F 395 5,54 F F B
IE-0603012 F 132 5,64 B B B
IE-0603013 F 602 4,77 B NA NA
IE-0603014 M 168 5,09 B B B
IE-0603033 M 175 2,84 F B B
IE-0603034 F 204 2,78 B B B
IE-0603035 M 175 5,19 B B B
IE-0603036 M 10 4,87 B B B
IE-0603037 M 151 4,80 B B B
IE-0603038 F 10 5,88 B B B
IE-0603039 F 121 6,47 B B NA
IE-0603040 F 38 3,69 C C C
IE-0603041 F 258 5,74 F F F
IE-0603042 M 477 2,59 B B B

Total 28 26 19

Quando analisamos os subtipos encontrados nos fragmentos gerados das trés
regides, observamos que no grupo IR, 84,6% (22/26) das sequéncias da PRO foram
identificadas como pertencentes ao subtipo B, 11,5% ao subtipo F (3/26) e 3,9% (1/26)
ao subtipo C. Na regidao da TR, observamos que 87,5% (21/24) das sequéncias foram
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identificadas como subtipo B, 8,3% (2/24) do subtipo F e 4,1% (1/24) do subtipo C. Em
relacdo a V3, ainda no mesmo grupo, 90,9% das sequéncias foram identificadas como
subtipo B e 9,09% subtipo F, ndo foi encontrada nenhuma sequéncia do subtipo C.

Em relagcédo ao grupo IE, observamos que 75,0% (21/28) das sequéncias da
PRO foram B, 21,4% (6/28) F e 3,6% (1/28) C. Na regidao da TR, observamos que
80,7% (21/26) das sequéncias foram identificadas como B, 15,4% (4/26) F e 3,9%
(1/24) C. Na regiao V3 da gpl120 do grupo IE, 84,1% (16/19) das sequéncias foram
classificadas como B, 10,6% (2/19) F e 5,3% (1/19) C.

Quando analisamos o0s subtipos encontrados nas trés regidbes de uma mesma
amostra, observamos que dentro do grupo IR, 89,4% das amostras apresentavam as
trés regides do subtipo B; 10,5% apresentavam as trés regides do subtipo F e 5,2% das
amostras apresentavam PRO do subtipo F, TR e V3 do subtipo B. No grupo IE
observamos que 73,7 % das amostras apresentaram PRO, TR e V3 do subtipo B; 5,2%
PRO, TR e V3 do subtipo F; 5,2% C PRO, TR e V3 do subtipo C; 5,2% das amostras
apresentavam PRO e TR do subtipo F e V3 do subtipo B e 5,2% apresentaram PRO e
TR do subtipo B e V3 do subtipo F. A tabela 03 apresenta todos os perfis de subtipos
encontrados nos dois grupos assim como 0s fragmentos que por motivos técnicos nao

foram amplificados.

Tabela 03- Padrbes de subtipos encontrados nas sequiéncias da PRO, TR e V3 nas
amostras dos individuos dos grupos IR e IE.

REGIAO IR IE
PRO TR V3 % (N) % (N)
B B B 89,4,0% (17/19) 73,7% (14/19)
F F F 10,5% (2/19) 5,2% (1/19)
C C C - 5,2% (1/19)
F F B - 5,2% (1/19)
B B F - 5,2% (1/19)
F B B 5,2% (1/19) 5,2% (1/19)
B B NA 14,3% (3/24) 15,4%(4/26)
F F NA - 7,7% (2/26)
C C NA 4,2% (1/24) -
B NA NA 3,8% (1/26) 3,6% (1/28)
F NA NA - 3,6% (1/28)
B NA B 4,7% (1/21) -
NA NA B 5,0% (1/20) -

IR- grupo de individuos com infeccdo recente; IE - grupo de individuos com infeccéo
estabelecida; PRO - regido da protease; TR- regido da transcriptase reversa; % (N) —
porcentagem (numero de amostras com o perfil descrito / nUmero de amostras com as mesmas
regides amplificadas);V3 — regido v3 da gp 120; B — subtipo B; F — subtipo F; C- subtipo C; NA
— nao amplificado .
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Figura 03 - Arvore filogenética das seqiiéncias de nucleotideos da regido da protease do
gene pol inferida por Neighbor-Joining. A arvore foi enraizada com a sequéncia de
nucleotideos CPZ do Gabédo. As amostras pertencentes ao grupo IR estdo em preto, e as
pertencentes ao grupo IE estdo em azul. Em negrito estdo as sequéncias referéncias dos
subtipos do HIV-1.
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Figura 04 - Arvore filogenética das seqiiéncias de nucleotideos da regido da transcriptase
reversa do gene pol inferida por Neighbor-Joining. A arvore foi enraizada com a sequiéncia de
nucleotideos CPZ do Gabao. As amostras pertencentes ao grupo IR estdo em preto, e as
pertencentes ao grupo IE estdo em azul. Em negrito estdo as sequéncias referéncias dos

subtipos do HIV-1.
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Figura 05 - Arvore filogenética das sequéncias de nucleotideos da regido V3 da gp120 do
gene env inferida por Neighbor-Joining. . A éarvore foi enraizada com a sequéncia de
nucleotideos CPZ do Gabdo. As amostras pertencentes ao grupo IR estdo em preto, e as
pertencentes ao grupo IE estdo em azul. Em negrito estdo as sequéncias referéncias dos
subtipos do HIV-1.
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4.6 Andlise da diversidade genética do gene  pol

Quando analisamos o alinhamento das sequéncias de aa da PRO tanto do
grupo IR como do grupo IE (figura 5) notamos que a maioria das mutacdes, ocorreram
entre os subdominios da enzima (sitio ativo, “flap” e fenda do substrato). No grupo IR
0s cbédons que apresentaram maior indice de polimorfismos foram: L63 (53,8%), R41
(46,1%) N37 e 172 (34,6 %) e E35, M36 e 162 (23,1%). No grupo IE foram os cédons:
L63 (67,8 %), E35 (39,3 %), R57 (35,7 %) e M36, R41 e Q61 (32,1 %). A variabilidade
genética encontrada no grupo IR foi de 7,2 % (s= +- 3,3) e no grupo IE foi de 7,4% (s=
+- 3,0). O DN/DS encontrado nesta regido foi de 1,00 para o grupo com IR e 1,28 para
o grupo com IE, sendo que estas diferencas entre 0s grupos nao foram

estatisticamente significantes.
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Sitio ativo “flap “ fenda do substrato

22 30 33 36 40 47 50 57 60 63 74 80 87 920 93
Consensol R ALLDTGADDTV LEEMNLPGRW KPKM GG GG FI KVRQYDQ LI El CGHKAI GTVLVGPTPV NI | GRNLLTQ | GC
IR-B-1001 . e e P....... TE ...l oo oo L..
IR-B-1002  ........... D SV e
IR-B-1004  ........... T P..... Q . o s
IR-B-1005  ........... Voo T e SV e L..
I R-B-1007 e e E . o
IR-B-1009  ........... ... ..... K e
IR-B-1011  ........... T Voo
IR-B-1012  ........... ... ..., Koot Lo K P...... R o
IR-B-1013  ........... T K VP..S....V....lo oo oo
IR-B-1015  ........... ... ... Koo EV . Voo s
IR-B-1016  ........... .. ...... Koo EV . Voo s
IR-B-1017  ........... e S SV e
IR-B-1020  ........... e S P L P L..
IR-B-1021  ........... e S K R e
IR-B-1022 ... ... ... K e
IR-B-2002  ........... oD e P
IR-B-2003  ........... ...... S s
IR-B-2004 . e VPV.Y. ...V oo
IR-B-2005  ........... ... ... Koo A
IR-B-2006  ........... ........ Koo A
IR-B-2008  ........... I So Lo K P
IR-B-2009  ........... T
IR-F-1006  ........... DI Koot KONV L YQT oo o M
IR-F-1008  ........... D....K.......... KONV L RYQT .......... R .M S.
IRRF-1019  ........... DID..... .......... R.... H S....... T Voo oo M
IR-C-1018  ........... KON [ Voo M L
Consensol E ALLDTGADDTV LEEMNLPGRW KPKM GG GG FI KVRQYDQ LI El CGHKAI GTVLVGPTPV NI | GRNLLTQ | GC
| E-B-0602001 ........... D VA e .
I E-B-0602003 ... ..ot e e H o....... E..
I E-B-0602006 ... ......'\ i e VP o
I E-B-0602008 . ... ...\ i e VPM....... T
| E-B-0602009 ........... WMB L P...F.KTL ...
I E-B-0602011 .. ... e e P..... Koo o
| E-B-0602013 ........... oD Voo o Ko
| E-B-0603005 ........... T V Q. o e
I E-B-0603007 .. ..ot e e P e
| E-B-0603008 ........... I So Lo K P e
| E-B-0603009 ........... e S P..... KTE ...l oo
IE-B-0603012 . ...... .t it e K T L..
| E-B-0603013 ........... DK No oV L..
| E-B-0603014 ........... R SR R Vo
| E-B-0603034 ........... V...S.S... ... o K SV e
IE-B-0603035 ........... ........ Koo P e
| E-B-0603036 ........... LGS VA.. ...... T
I E-B-0603037 ...\ttt e e e P.Dooo e
I E-B-0603038 .. ..ottt e e E.VV..... Q.. .l
| E-B-0603039 ........... B R o KOUND H s
| E-B-0603040 ........... Koo o N e Koo oo I M L
| E-B-0603042 ........... D.A e P
| E-F-0602004 ........... DI Koot GKHNG L M.
| E-F-0602012 ........... DI Koot GKHN R o o M.
| E-F-0603010 ........... Dl...... ... KON To Voo
| E-F-0603011 ........... DI Koot LKUEDD So e e M
| E-F-0603033 ........... DI Koot LKOUN Ve T...... S M.
| E-F-0603041 ........... DI Koot KooDo T o M.

Figura 06 — Alinhamento de aminoacidos da regido da protease do gene pol. A primeira divisdo mostra as
seqiiéncias de aminoacidos (aa) do grupo IR (infecgdo recente) alinhadas com sua seqiiéncia consenso,
a segunda, mostra o alinhamento das seqiéncias de aa do grupo IE (infeccdo estabelecida) com sua
seqiiéncia consenso. As amostras estéo identificadas pelo grupo ao qual pertencem, seguido pelo subtipo
encontrado na regido e seu nimero no estudo. Os aa que constituem os sitios ativos estdo em negrito;
pontos significam identidade.
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A figura 6 mostra o alinhamento das sequéncias de aa da regido da TR do

grupo IR e do grupo IE. No grupo IR os codons que apresentaram maior indice de

polimorfismos foram: K122, T200 e R211 (45,8%), D177 (41,6%), S162 (37,5%) e F214

(33,3%). No grupo IE foram os cddons: 1135 (57,7%), K122, S162 e R211 (38,4%) e

Q174 (30,7%). A variabilidade genética encontrada no grupo IR foi de 7,0 % (s= +- 2,7)

e no grupo IE foi de 6,9% (s= +- 2,9), sendo que esta diferenca, entre 0s grupos, néo

foi estatisticamente significante. O DN/DS encontrado nesta regido foi de 0,41 para o
grupo com IR e 0,41 para o grupo com |E.



41 51 a3l 71 Bl el 101 111 121 131 141 151 16l 171 181
CONSENSO IR MEKEGKISKIGFPENPYNTEVFAIKKEDS TEWRKLVDEFRELNKRTQDEWEVQLGI PHEAGLKKEK. LOVGDAYFSVPLDEDFREYTAFTIPSTNNET VLPQGUWEGS PATFQSSMTKILEFFREQNFDIVIYOYMDDLY VGSDLE IG!
IR-B-1001 B
IR-B-1002
ITR-B-1004
IR-B-1005
IR-B-1007
IR-B-100%
IR-B-1011
IR-B-1012
IR-B-1015
IR-B-1016
IR-B-1017
IR-B-101%
IR-B-1021
IR-B-1022
IR-B-2002
IR-B-2003
IR-B-2004
IR-B-2005
IR-B-200&
IR-B-2008
TR-B-2009%
IR-F-1006
IR-F-10038

IE-B-0602001 ...
IE-B-0602003 ...
IE-B-0802006 ....R...Q.R.
IE-B-D&02008
TE-B-0602009 ......V
IE-B-0802011
IE-B-0802013
IE-B-0&03005
TE-B-0803007 Lttt tia ittt nastanaranananann Kt st tutssrannasanssransssssrannnnanss N - M

IE-B-0&03008 ¥ T T

IE-B-0603009 .uuiisansssssssrnnssnsssansssanss J . P Ceasan P : - ‘e A e b P
TE-B-0603012 ..... K T %
IE-B-0803014
IE-B-0803033 .......
IE-B-0603034 ....... . sans ‘e
TE-B-0603030 Luuuunansassssarssosasasastssassanssssssssssatssssssntssns Ceasan X e
IE-B-0&03038 A 3 W

IE-F-0603041
IE-C-0603040

Figura 07 — Alinhamento de aminoacidos da regido da transcriptase reversa do gene pol. A primeira divisdo mostra as sequéncias de
aminoacidos (aa) do grupo IR (infecc@o recente) alinhadas com sua sequéncia consenso, a segunda, mostra o alinhamento das
sequéncias de aa do grupo IE (infeccao estabelecida) com sua seqiiéncia consenso. As amostras estao identificadas pelo grupo ao qual
pertencem, seguido pelo subtipo encontrado na regido e seu niumero no estudo; pontos significam identidade.
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4.7 Analise da resisténcia genotipica aos anti-ret  rovirais

Para analisarmos o grau de diminuicdo de susceptibilidade aos ARV
consideramos apenas as amostras onde foi possivel amplificar a PRO e TR (n=24). Em
relacéo aos inibidores de protease (IP), vimos no grupo IR que pelo menos 75% das
amostras possuiam pelo menos uma mutacdo associada a perda de susceptibilidade
enquanto no grupo IE foi encontrado 92,9%. A mesma analise foi feita em relacdo aos
inibidores da transcriptase reversa (ITR), onde observamos que 16,7% das amostras
das amostras do grupo IR possuiam pelo menos uma mutacdo associada a perda de
susceptibilidade a classe dos inibidores da transcriptase reversa analogos aos
nucleosideos (ITRN) e 12,5% a classe dos inibidores da transcriptase reversa nao
nucleosideos (ITRNN); no grupo IE, encontramos 7,2% das amostras com pelo menos
uma mutacdo associada a perda de susceptibilidade a classe dos ITRN e 3,6% para a
classe dos ITRNN. Ao analisarmos o grau de diminuigdo de susceptibilidade aos ARV,
detectamos no grupo IR, 29,1% de resisténcia, nenhuma amostra apresentou
resisténcia aos IP juntamente com resisténcia aos ITR. Destas amostras, uma (4,2%)
apresentou resisténcia as duas classes dos ITR, 2 (8,3%) a classe dos ITRN, e duas
(8,3%) apenas a classe dos ITRNN; em relagcdo aos IP, duas (8,3%) amostras
apresentaram resisténcia. Nas amostras do grupo IE, onde observamos, 11,4 % de
resisténcia, destas amostras, uma (3,8%) apresentou resisténcia aos IP e 2 (7,7%) aos
ITRN. Também neste grupo ndo foi observada resisténcia aos IP juntamente com
resisténcia aos ITR. As diferencas entre as prevaléncias resisténcia tanto para os IP
como para os ITRN, encontradas nos grupos com IR e IE ndo foram estatisticamente
significativas (IP - p<0,47 e ITRN - p<0,18) A figura 8 apresenta a distribuicdo da
resisténcia genotipica dos grupos IR e |IE a cada uma das classes de ARV, e a figura 9
apresenta as mutagfes encontradas nos dois grupos do estudo e a interpretacdo
destas segundo o algoritmo de Stanford.
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Painel A
GRUPO DE INFECRO RECENTE
Resistente N&o Resistente TOTAL DE RESISTENCIA
IP 2 22 8,3 % (2/24)
ITRN 2 22 8,3 % (2/24)
ITRNN 2 22 8,3 % (2/24)
ITRN e ITRNN 1 23 4,2 % (1/24)
IP & ITR 0 24 0% (0/24)
IP ou ITR 7 18 29,1 % (7/24)
Painel B
GRUPO DE IN FECRO ESTABELECIDA
Resistente N&o Resistente TOTAL DE RESISTENCIA
IP 1 25 3,8% (1/26)
ITRN 2 24 7,7 % (2/26)
ITRNN 0 26 0 % (0/26)
ITRN e ITRNN 0 0 0 % (0/26)
IP & ITR 0 26 0% (0/26)
IP ou ITR 3 23 11,4 % (3/26)

Figura 08 - Distribuicdo da resisténcia genotipica dos grupos IR (painel A) e IE
(painel B) a cada uma das classes de ARV. IP — inibidores da protease; ITRN —
inibidores da transcriptase reversa nucleosideos; ITRNN - inibidores da
transcriptase reversa nédo nucleosideos.

Painel A
AMOSTRA CODONS MUTADOS
PRO TR
IR1001 115V, L63P, A71T, 72V, V771, 193L K103N, K122P, 1135T, 1142V, E169D, R172K, R211K
IR1007 115V, L19T, D60E ML, K122E D123N, 1135T, EL38A, 1142V, S162C
IR1017 N37S, L63S, 164V K103N, 1135T, A158S, M184V, R211K
IR1019 E35D, M36l, N37D, K55R, Q61H, L63S, [72T, L76V, L8IM F77L, R78l, K103N, K122K, K173A, R211K
IR1020 1151, B21K, N37S, [72T, V771, N88DIN, 193L NA
IR 2002 E35D, L63P MA1L, S68G, V90, [135T, K101R, K122E, S162C, F171Y, T200A, E204D, R211K
IR2003 P39S, V82A 1135T, D177E R211K
IE0602006 162V, L63P, 193 (A5R K49Q, G51R, B53K, WB8Q, G93R, GI9R 1135, E138R, G152R, G155R, D177E, M184l, G196R, W121GR211K, G213R
IE0602013 E35D, 164V, RB7K E53K, V75M VO0I, K122E [135T, S162A, D177E, 1178M G196E R211K
IE0603012 MMV, V771, 193L, R57K K122E, 1135V, A158S
Painel B
RESISTENCIA
AMOSTRA P ITRN ITRNN
APV ATV _IDV_LPV_NFV_RTV SQV_3TC ABC AZT DA4T DDC DDI TDF DLV EFV_NVP
1R 1001 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd A A A
IR 1007 nd nd nd nd nd nd nd nd nd B nd nd nd nd nd nd nd
IR 1017 nd nd nd nd nd nd nd A B nd nd B B nd A A A
IR 1019 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd A A A
1R 1020 nd nd nd nd B nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
1R 2002 nd nd nd nd nd nd nd nd nd B nd nd nd nd nd nd nd
1R 2003 nd B nd B I I nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

IE 0602006 nd nd nd nd nd nd nd A nd nd nd nd nd nd nd nd nd
1E 0602013 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd B nd nd nd nd nd nd
IE 0603012 nd B nd nd B nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

Figura 09 — Mutacdes no pol que ocasionam algum grau de resisténcia. Painel A — codons mutados;
PRO - regido da protease; TR — regido da transcriptase reversa. Painel B - IP — inibidores da protease;
ITRN — inibidores da transcriptase reversa nucleosideos; ITRNN - inibidores da transcriptase reversa nao
nucleosideos; APV — Amprenavir; ATV — Atazanavir; IDV — Indinavir; LPV — Lopinavir; NFV — Nelfinavir;
RTV — Ritonavir; SQV — Saquinavir; 3TC — Lamivudina; ABV — Abacavir; AZT — Zidovudina; D4T —
Estavudina; DDC - Zalcitabina; DDI — Didanosina; TDF - Tenofovir; DLV — Delavirdina, EFV — Efavirenz;
NVP — Nevirapina; nd — ndo detectada; A — resisténcia alta; B — resisténcia baixa; | — resisténcia
intermediaria. As amostras estéo identificadas pelo grupo ao qual pertencem seguido pelo nidmero no
estudo.
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4.8 Diversidade genética da regido V3

Quando analisamos o alinhamento das sequéncias de aa da V3 (figura 9),
verificamos no grupo IR, das 20 sequéncias do subtipo B, 6 (27,3%) apresentavam a
sequéncia GPGR na coroa da alga V3 e 6 (27,3%) com a sequéncia GWGR, o restante
(36,4%) apresentou variacbes da sequéncia GPGR. As duas amostras deste grupo
identificadas como subtipos possuiam a sequéncia GPGR na coroa da alca V3. No
grupo IE, das 16 sequéncias do subtipo B, 7 (36,9%) possuem a sequéncia GPGR na
coroa da alca V3 e 5 (31,3%) a sequéncia GWGR. As duas sequéncias do subtipo F e
uma do subtipo C encontradas neste grupo apresentavam a sequéncia GPGQ. Em
relacdo a sequéncia de aa do sitio de glicosilacdo associado ao N, 31,8% das
sequéncias do grupo IR apresentaram mutagdo em pelo menos um aa e no grupo IE
31,6% apresentaram mutagao em apenas um aa.

Para a inferéncia sobre a presenca de cepas indutoras de sincicio em
ambos 0s grupos, levamos em consideracdo apenas as amostras que apresentaram aa
basicos nas posi¢cdes 306 e 320. No grupo IR uma amostra (4,5%) mostrou-se como
tendo um perfil genético compativel com cepa indutora de sincicio por apresentar um
aa béasico na (R) posi¢cao 320. No grupo IE, 2 amostras (10,5%) apresentaram padrao
compativel com o de cepas indutoras de sincicio; as duas por apresentarem um basico
(K) na posicéao 320. Todas estas amostras, tanto as do grupo IR como as do grupo IE
foram identificadas como pertencentes ao subtipo B. A variabilidade genética
encontrada no grupo IR foi de 22,1 % (s= +- 8,8) e no grupo IE foi de 18,2% (s= +-
7,4).0 DN/DS encontrado nesta regido foi de 2,99 para o grupo com IR e 2,65 para o
grupo com IE, sendo que as diferencas entre os grupos nao foram estatisticamente
significantes.



Cc2 V3 C3
296 306 320 330

ConsensolR AKT I I VQLNESVQIN CTRPNNNTRKSIHMGPGRAFYATGE ! IGDIRQAHC NLSKTKWNNTLKQIVIKLREQF
IR-B-1001 T s ER. . .N..K.Y. .EAD. . KA. . R.T...G..Y*
IR-B-1005 LoV I e .. ... .. T.NR.Q..R. .H.VAE.....R
IR-B-1009 ... .. .. ..D. . V.. ... .G. .. .. ... L.F..TLF...D.......... E.NR.I.E.....V T. .G . ..
IR-B-1015 e T € ... .. .. 0. .E..ET. .. .VEK..K. ..
IR-B-1019 o0 T 0P QLT DAL AL R .SE . . . ...
IR-B-1020 ... .. .. ..DT .. .. ... H. .. ... Rl ...A. 0 D.......... .1 .RAE.NK F A .Q ..
IR-B-1021 S . . LT R . . G F . . ... .. A K. Y. I . R .Q . K ERV AK .. Ko *
IR-B-1022 TE . . . .K . P E L. e T. . . . .. K.T. V.N.. .. .E .. . VAA . KG .
IR-B-2003 L.V . KD K G . . . ... K . W T .Y . S .NG.E .H. .G . . K .G .
IR-B-2004 ..V. ... .KD ... K G . . . ... K . W T L .Y . S NG . E H .G . . K .G ..
IR-B-2005 ... M. . H. . . E . = Q . . AA .. .RR A. . .GKL.
IR-B-2006 .. . .. .H . . TTIN.T E \ .G T I' TR . DTA .G. .S . .Q .H.
IR-B-2008 ..oNL oL AP . K. = D I E .ER 000 Y
IR-B-2009 ..NL . . .. . AP .K. = D . . . I E .ER 000 YF L
IR-B-1002 LT D E w T DR AR . . . . ..
R-1B-1004 T LS WL Q. . . .. RR VA K L
IR-B-1007 | G . . . ... w . L .. AD . DK .RR .S . . . . .. L
IR-B-1016 E L LWL TN .Q K Y \ E S ..vV.D ... *
IR-B-1017 e T U E w . .. K F TINE . . . . . . .. W LG

IR-B-2010 ... ... ..., T.E.. ..........GG..l. V., . T.....D. ... .. ..., 01 .GE..EK. ... .. N. .G . .L
IR-F-1006 T. . ... H. . A . .. .. .. ... .SL s bD......K... .V.G.Q.HTM. . . VKEE.KSH.
IR-F-1008 T. . ... H. . A . .. . .. ... .SL s D. ... . .K. V.G.Q .HTM . VKEE K S H
ConsensolE AKT I I VQLNETVEIN CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGE | IGDIRQAHC NLSKAKWNNTLKQIAAKLREQF
IE-B-0602009 . . I . . . . . . K. . T . . . . . .S . . . .00 00 e .NTE K .. S K . E .
IE-B-0603005 . EN. . . .F.KS.N.T . ... ... ... ..M. L..... ... D. . .N.. .RTD R .G . . M.
IE-B-0603009 \% L D . LY I .Gl . e
IE-B-0603011 . . N . . . . . . . . . . . . .. ... ... R0 G D .H . YL RAAV .D K .SV L. F L
IE-B-0603012 . . . . ... .K.A.N.T .M. .. ... ..G.RI S . .. .. R N I' TR T R S G Y *
IE-B-O0603014 . . . ... ..S...K.. .. ..G.T. . .RG.PI . ... ... TADK .V . . .. T .RTD . ET . VEK K *
IE-B-0603033 . . e e M. b...N...... .. .I1lKE.D. L Lo G .
IE-B-0603035 . . . . . . . . . . . ... G oY DAYV L .S . . . L. L=
IE-B-0603037 . . . . . . . . . .S .V. .RV . LRKTL. K I . R .Q . D .GRVVI . K. .Y*
IE-B-0602003 . . . L. . .. .TP.K.E Y - YRRW . KTL . D .V I . RA . . . R . LKoo QL. *
IE-B-0602006 . . . . . . . . .KP .Q. L . R MWL Q. . . .. Y.L.S...R.L
IE-B-0602013 . . . . . . . . . .S . | . Lo .. T oW TL A - N E K . Q. T . N .
IE-B-0603034 V . . . . . . . K.P . .. S .G .QM . W .. A E. ... ... N . .G . .K . .Y
IE-B-0603036 V . . T I'N . T AL .G oW TLFEFTP. N | ES . . .. ... .. I . FE . .Y
IE-B-0603038 V . . . . . . . . .S L S .M oW L .. .S T oL R . . K.
IE-B-0603042 . . . . . . . . . K. .. . S oA H . K. \ RTA . K. .G .
IE-F-0603008 . . . .HF . .S .Q Lo . Vs QL D . K.Y V.GTQ . K. E VvV K . KSH.
IE-F-0603041 T . . .HF . .S .Q .S . G .QT F . K. .1 .GGQ . .R . E VvV K K O H L
IE-C-0603040 . H K . P K .G . R | .QT ... D . K. TINATA. - R

Figura 10 — Alinhamento de aminoacidos da regido V3 da gp 120. A primeira divisdo mostra as sequéncias de aminoacidos (aa) do
grupo IR (infeccéo recente) alinhadas com sua seqiiéncia consenso, a segunda, mostra o alinhamento das seqiéncias de aa do
grupo IE (infeccdo estabelecida) com sua seqiiéncia consenso. As amostras estao identificadas pelo grupo ao qual pertencem,
seguido pelo subtipo encontrado na regido e seu nimero no estudo. * cepa indutora de sincicio; pontos significam identidade.



5 — DISCUSSAO

Durante a infeccdo primaria, antes do aparecimento de anticorpos, a infeccao
pelo HIV pode ser confirmada pela demonstracdo da circulagdo do antigeno p24 ou
pela presenca de RNA ou DNA viral (Kinloch de Loies et al., 1995, Schacker et al.,
1996). Uma vez dado aparecimento de anticorpos, seus titulos aumentam
progressivamente durante 3 a 5 semanas até atingirem um platd, que permanece
razoavelmente constante pelo resto da infecgdo (Constantine et al., 1994). O periodo
onde os anticorpos aparecem, mas ainda nao atingiram seu platé pode ser considerado
como infecgdo recente. Com o desenvolvimento da metodologia conhecida como
STARHS, foi possivel a identificacdo de pessoas com infeccdo recente (Janssen et al.,
1998). O emprego desta metodologia possibilita a estimativa da incidéncia do HIV,
além da caracterizacdo dos virus correntemente transmitidos (Machado et al., 2002).
Através da utilizacdo desta técnica foi possivel detectar 27 amostras de pessoas com
infeccéo recente, das quais 18 foram confirmadas como sendo infecgcéo recente pela
positivacdo do teste menos sensivel em amostras seqienciais. Para as outras 9
amostras nao foi possivel a confirmagdo do resultado obtido no primeiro teste, devido
ao fato de 6 individuos abandonarem o estudo, ficando estes sem amostras
sequenciais, e 3 amostras ndo se positivaram no teste mesmo com tempo maior do
que aquele previsto para a soroconversdo. Destas 3, 2 eram de individuos que
entraram em tratamento e portanto apresentavam resposta imune muito pobre o que
pode levar a um erro de classificacdo. De fato, um estudo avaliando pacientes que
iniciaram tratamento com anti-retroviral identificou que os titulos do EIA menos sensivel
diminuiu ao longo do tratamento, sendo que o0 este teste se tornou negativo em dois

entre 15 individuos que adquiriram carga viral indetectavel. (Cimerman, 2002).

A grande maioria das 27 amostras de pessoas com infec¢cdo recente, que
entraram no estudo, tiveram a trés regides alvo amplificadas com sucesso (74%).
Entretanto no grupo com infecgéo estabelecida, 67,9% das amostras tiveram as trés
regides amplificadas de forma eficaz. E possivel que as regifes ndo amplificadas das
amostras de ambos 0s grupos possuam divergéncias nas seqiiéncias de nucleotideos
nas regides alvo de anelamento dos iniciadores, impossibilitando dessa forma a
amplificagdo do fragmento. Nestas amostras onde uma ou outra regido n&o foi

amplificada, a insuficiéncia de DNA proviral como causa da falha na amplificagdo do
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HIV-1 fica menos provavel, posto que as PCRs para as trés regides foram feitas com a
mesma aliquota de DNA extraido.

Através da analise filogenética das seqliéncias geradas, observamos que tanto
no grupo de pessoas com infeccdo recente quanto no grupo com infeccao
estabelecida, o subtipo B foi o mais frequente nas trés regides estudas, seguido pelo
subtipo F e posteriormente por uma minoria de C. Desde o inicio da caracterizagédo do
HIV-1 no Brasil tém se encontrado o subtipo B como o mais frequiente (~75%), e dentre
0s nado-B, o subtipo F € o mais predominante (~10%) seguido pelo subtipo C (~3%)
(Morgado et al., 1994; Sabino et al., 1996; Tanuri et al., 1999; Rossini et al., 2001,
Dumans et al., 2002, Brindeiro et al., 2003; Pires et al., 2004). Estes dados reforcam a
teoria de que o subtipo B tenha sido o primeiro a ser introduzido no Brasil e, portanto
encontrou grupos de risco disseminadores antes de outros subtipos do HIV-1,
caracterizando o que se convencionou descrever como efeito fundador. Quando
analisamos simultaneamente as trés regides estudadas, observamos que no grupo
com infeccao recente, amostras de 20 pessoas sédo concordantes quanto ao subtipo
encontrado nas trés regides, sendo que destas, 18 (89,4%) s&do pertencentes ao
subtipo B e 2 (10,5%) sdo do subtipo F. Neste grupo encontramos uma amostra com
PRO e TR do subtipo C, porém nesta ultima ndo foi possivel amplificar a V3. No grupo
de pessoas com infeccdo estabelecida, o subtipo mais freqientemente encontrado nas
amostras foi o B (73,7%), seguido pelos subtipos F e C (5,2%). Em ambos 0s grupos
encontramos amostras que possuiam subtipos discordantes entre as regidées; em uma
amostra do grupo com IR foi identificado o subtipo F na regido da protease (PRO) e B
tanto nas regides da transcriptase reversa (TR) quanto na regido V3 da gp120 (V3). Ja
no grupo com IE, duas amostras apresentavam subtipos discordantes entre as regioes,
uma apresentava PRO e TR do subtipo B e V3 do subtipo F e a outra apresentava
PRO e TR do subtipo F e V3 do subtipo B.

No Brasil ja foram descritos recombinantes entre os subtipos B e F (Sabino
1996, Soares et al., 2003; Brindeiro et al., 2003). Neste estudo detectamos tanto a
presenca de recombinagdes intragénicas como recombinagdes intergénicas, ambos os
eventos podem ser explicados através dos saltos da enzima viral transcriptase reversa
de uma fita de RNA (doadora) para uma outra fita (receptora) a partir de uma infec¢éo
dupla pelo HIV-1 (Jetzt et al., 2000; Hu and Temin, 1990) como também pela presenca
de seqUéncias de bases repetidas como quatro ou cinco adeninas, timinas, citosinas e

guaninas ao longo do genoma do HIV-1, o que favoreceria o desligamento da
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transcriptase reversa destas sequéncias de bases de uma das fitas de RNA (doadora)
(Quinones-Mateu et al., 2002). Para uma caracterizagdo mais precisa destas
sequéncias recombinantes seria necesséario o sequenciamento do genoma completo
destas amostras, a fim de se verificar o padrdo de recombinacgéo e também onde estédo
localizados os pontos de quebra (breakpoint).

Nas amostras identificadas como pertencentes ao subtipo B na V3, encontramos
no grupo IR igual numero (27,3%) de amostras com a sequéncia GPGR, comum em
amostras do subtipo B da América do Norte e Européias, e de amostras com a
sequéncia GWGR, caracteristica da variante do subtipo B brasileira. J& no grupo IE, a
sequéncia mais prevalente na coroa da alca foi a GPGR (36,9%) seguida da sequéncia
GWGR (31,3%). A variante GWGR tem sido detectada nas cepas brasileiras desde o
inicio da década de 80 (Potts et al., 1993; Morgado et al., 1994; Casseb et al., 1998;
Bongertz et al., 2000; Vicente et al., 2000) em proporg¢des similares a variante GPGR, o0
gue sugere que a frequéncia e a proporgao entre as duas variantes tém se mantido ao
longo do tempo. Em todas as amostras do subtipo F, a sequiéncia encontrada foi
GPGQ, observada ocasionalmente em amostras F brasileiras e também romenas
(Bandea et al., 1995). Ao mediarmos a variabilidade genética das sequéncias da V3
vimos que nos dois grupos ela é alta, e com valores bem semelhantes, sendo no grupo
com IR 22,1% (s=+- 8,8) e no grupo com IE 18,2% (s=+-7,4). Esta alta variabilidade
dificulta a producdo de uma vacina efetiva baseada em uma sequéncia consenso do
envelope.

Encontramos tanto no grupo com IR como no com IE, amostras com genaotipo
que prediria o fendtipo de uma cepa indutora de sincicio. A presenca de cepas
indutoras de sincicio em individuos com infecgéo recente j& foi documentada em outro
estudo (Machado et al., 2002), porém este achado ndo é comum ja que 0s virus
detectados em individuos recém infectados sao virus trépicos por macréfagos e
mondcitos e ndo indutores de sincicio (Roos et al., 1992; Connor et al., 1998). E
descrito que individuos com infeccdo recente portadores deste tipo de virus podem
progredir mais rapidamente a aids (Roos et al., 1992; Nielsen et al., 1993).

A variabilidade genética encontrada nas seqiiéncias da PRO foi de 7,2% (s=+-
3,3) no grupo com IR e 7,4% (s=+- 3,0) no grupo com IE, e na TR foi de 7,0% (s=+-
2,7) no grupo com IR e 6,9% (s=+- 2,9) no grupo com IE, estes valores sdao bem
inferiores aos detectados na V3 da gp 120 demonstrando que para o bom

funcionamento destas enzimas ha uma forte pressdo na manutencdo da estrutura
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tercidria, gerada pela composicdo dos aa proporcionando assim uma diversidade
genética consideravelmente baixa na auséncia de outra forma de sele¢do, como
poderia ser o caso da presenca de anti-retrovirais. Dentro do pol pudemos observar
gue nao houve muitas variagbes na composi¢cdo dos aa. Na PRO o valor de DN/DS foi
igual 1 ou muito proximo deste valor (IR-1,00 e IE-1,28), e a grande maioria destas
variacbes foram detectadas entre os subdominios da enzima (fora do sitio ativo). Na
TR o valor de DN/DS foi inferior a 1 (0,41 para os dois grupos) o que indica uma
evolucdo neutra na PRO e uma forte pressdo para que a estrutura e funcdo sejam
conservadas na TR. Os maiores valores de substituicbes ndo conservadoras foram
encontrados na V3 da gp 120 (IR — DN/DS= 2,99 e IE — DN/DS= 2,65), 0 que indica
gue nesta regido esta ocorrendo uma pressdo seletiva positiva possibilitando o
aparecimento de novas mutacdes envolvidas no escape imune. A transmissao de
cepas resistentes aos anti-retrovirais (ARV) tém sido documentada em quase todos os
grupos de risco (Tang and Pillay, 2004). A terapia anti-retroviral € bem efetiva na
supressao da replicagdo viral, entretanto o aparecimento de virus resistentes deve-se
principalmente ao tratamento parcial ou interrompido por fatores como toxicidade,
acessibilidade as drogas ou baixa adesdo. Durante a faléncia da terapia, a carga viral
do HIV aumenta, possibilitando a transmissdo de cepas resistentes para individuos
susceptiveis. Por este motivo, pacientes que recebem a terapia anti-retroviral
necessitam de um monitoramento cuidadoso e um controle que leve a completa
supressao viral para que se reduza o risco de transmissao virus resistentes. No Brasil
existe uma politica bem estabelecida de tratamento em HIV/aids e é usada como
modelo de tratamento para HIV/aids pelo mundo. O grande acesso a terapia anti-
retroviral, resultou em um aumento da prevaléncia de resisténcia primaria, entre 1996-
1998 a taxa de prevaléncia estava em 1% e passou para 7% entre os anos de 2000-
2002 (Brindeiro et al., 2003). Entretanto em alguns locais de alta incidéncia de infec¢ao
pelo HIV e manipulagdo ARV extensa, como no municipio de Santos/SP, observou-se
uma alta prevaléncia de resisténcia primaria tanto para os inibidores da protease (IP)
como para os inibidores da transcriptase reversa (ITR), perfazendo um total 36% de
resisténcia primaria entre individuos com infeccdo recente pelo HIV-1. (Sucupira,
2002).

Embora a resisténcia priméaria no Brasil tenha aumentado, ainda é considerada
baixa quando comparada com outros paises que possuem extensivo acesso aos ARV.

Em alguns estudos a prevaléncia da resisténcia primaria varia entre 0-17% em varios
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paises como a Grécia, Franca e Estados Unidos, Italia, Canada, Alemanha, Espanha,
Inglaterra e Luxemburgo (Alexander, et al., 2001; Briones et al., 2001; Descamps et al.,
2001, Duwe et al., 2001, GOomez-Cano et al., 1998; Margiorkinis et al., 2002; Perno et
al., 2002; Tamalet et al., 2000; UK Collaborative Group on Monitoring the Transmission
of HIV Drug Resistance, 2003; Violin et al., 2002; Wegner et al., 2000; Weinstock et
al., 2000). Outros estudos, entretanto, tem encontrado altas prevaléncias que variam de
26 a 38% na Polbnia, Itdlia e Estados Unidos (Horban, et al., 2002; Ristig et al., 2002;
Tambussi et al., 2000).

Neste estudo detectamos a presenca de cepas portadoras de mutacées em
coédons que acarretam a diminuicdo de susceptibilidade aos ARVs. Em relagéo aos IP,
detectamos no grupo com IR uma alta prevaléncia de resisténcia (8,3 %), sendo esta
associada a presenca de uma mutacdo primaria (V82A) Em ambos 0s grupos
detectamos a presenca de mdultiplas mutagdes secundérias. Estas mutacbes podem
favorecer a resisténcia causada por mutacfes primarias mesmo sem causar impacto
necessariamente na eficacia da droga (Martinez-Picado et al., 1999). Embora ainda
controverso, existe evidéncia de que a presencga destas mutagdes em individuos néo
tratados estaria relacionada a um pobre resultado e rapida faléncia viroldgica depois de
iniciado o tratamento anti-retroviral (Little, 1999). Também detectamos altas taxas de
resisténcia aos ITR. No grupo com IR, detectamos 20,8% de resisténcia, com amostras
resistentes as duas classes de ITR (inibidores da transcriptase reversa nucleosideos -
ITRN e inibidores da transcriptase reversa nao nucleosideos ITRNN) e no grupo com |IE
encontramos 7,7% de resisténcia, porém, somente a classe dos ITRN. Néao foi
encontrada em nenhum grupo, amostra de resistentes as trés classes de ARV. As
diferencas entre as prevaléncias de resisténcia tanto para os IP como para os ITRN,
encontradas nos grupos com IR e IE ndo foram estatisticamente significantes. Como
mencionado anteriormente, altos indices de resisténcia também foram observados em
amostras de individuos recém infectados no municipio de Santos (Sucupira, 2003). A
respeito dos altos indices de resisténcia encontrados merecem destaques os fatos do
municipio de Sdo Paulo ser o epicentro da epidemia de aids no Brasil e também o
grande acesso dos pacientes aos ARV.

O fato de termos detectado resisténcia em individuos recém infectados confirma
a existéncia de transmissao de cepas com mutacdes de resisténcia. Isto implica que
em algum momento da cadeia de transmissdo do HIV, as normas fundamentais de

prevencdo a transmissdo ndo foram respeitadas, visto que os transmissores sao da
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infeccdo sdo pessoas que conhecem seus status soroldgico e que fazem uso de ARV e
encontram se em falha terapéutica. De fato, estudo recente demonstra que pacientes
com falha do tratamento anti-retroviral e com cepas de HIV-1 resistentes, continuam
engajados em atividades de alto risco com exposicdes mdltiplas a parceiros
soronegativos (Kozal et al., 2004). Além disto, este fato confirma que o monitoramento
prospectivo de resisténcia primaria é fundamental em nosso meio, principalmente em
locais onde exista alta exposicdo ao HIV, jA que a transmissdo de virus resistentes

limita imediatamente as escolhas para a primeira linha de tratamento anti-retroviral.
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6 — CONCLUSOES

Gracas a metodologia STARHS, foi possivel detectar 27 amostras de pessoas
com infecgdo recente. Destas, 18 apresentaram a positivacdo do teste menos sensivel
em amostras sequenciais. Entretanto, em alguns individuos ndo foi possivel a
confirmacdo do teste pela sua positivacao, seja esta por abandono do estudo ou por

introducéo de tratamento anti-retroviral.

Através da analise filogenética das seqliéncias geradas, observamos que em
ambos 0s grupos o subtipo B foi o0 mais freqiiente nas trés regides estudas (PRO, TR e
V3), seguido pelo subtipo F e posteriormente por uma minoria de C. Nos dois grupos
encontramos amostras que possuiam subtipos discordantes entre as regides que foram

consideradas como provenientes de HIV-1 recombinantes.

A variabilidade genética detectada no pol foi baixa tanto grupo de pessoas com
infeccdo recente (IR) como no grupo de pessoas com infec¢do estabelecida (IE). J& a
variabilidade genética detectada na regido V3 da gp120 foi alta e apresentando valores
semelhantes em ambos 0s grupos. As regides proximas a coroa da al¢ca foram mais
variaveis quando compara as demais. Nas amostras do subtipo B a seqiéncia mais
prevalente na coroa da alca foi a GPGR (IR — 72,7%; IE — 62,5%) seguido da
sequéncia GWGR (IR — 27,3%; IE — 37,5%). Em todas as amostras do subtipo F, a
sequUéncia encontrada foi GPGQ. Foi evidenciada maior pressao seletiva na regido do
env, seguida da protease e da transcriptase reversa, sugerindo que estas regides
possam conter epitopos com maior poder antigénico ou que as alteracdes menores

representem necessidade de manutencédo de estrutura e/ou funcéo das proteinas.

Detectamos em ambos 0s grupos uma alta frequéncia de cepas portadoras de
mutacdes relacionadas a resisténcia aos ARVs, que ocasionaram em algum grau de
diminuicdo de susceptibilidade aos ARVs. No grupo de pessoas com infeccao recente
8,3% da cepas apresentavam resisténcia aos inibidores da protease e 20,8% aos
inibidores da transcriptase reversa. No grupo com infeccdo estabelecida, detectamos
gue 3,8% das cepas apresentavam resisténcia aos inibidores da protease e 7,7 % aos
inibidores da transcriptase reversa. Cepas com resisténcia genotipica estao infectando
individuos, sendo que a resisténcia aos inibidores da protease e os inibidores da
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transcriptase reversa apresentam um pequeno aumento quando comparada a
resisténcia encontrada nos individuos com infeccdo estabelecida, apesar deste

aumento ndo ser estatisticamente significante.
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7 —ANEXO 1

Projeto de pesquisa: Avaliacdo da resposta imunolégica do em pacientes
recentemente infectados pelo HIV-1, identificados p  ela técnica sorolbgica
de ensaio imunoenzimatico com estratégia de testage =~ m dupla ( detuned ),

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — 1

Data: I Cdédigo de identificacéo:

Vocé estard coletando sangue para realizar o teste para verificar se vocé se
contaminou com o Virus HIV, que é o virus que causa a AIDS, como vocé ja ouviu
durante o aconselhamento.

Durante alguns meses, neste CTA nds estamos realizando um estudo para
identificar pessoas que se contaminaram com o HIV recentemente, quer dizer num
periodo de menos de 170 dias. Para isto, além do exame ELISA e dos testes
confirmatorios que j4 séo feitos de rotina, um novo exame estard sendo feito com o
mesmo sangue. Este estudo é feito com a participacdo de varios profissionais aqui da
Secretaria Municipal de Saude e da Escola Paulista de Medicina, e o coordenador € o
Dr. Esper Kallas

Saber ha quanto tempo as pessoas se contaminaram é muito importante para
entender como a doenca esta se espalhando e como podemos preveni-la.

NOs estamos pedindo sua autorizacdo para realizar esse novo teste, caso o seu
exame seja positivo, ou seja, se 0 primeiro exame indicar que vocé esta contaminado
com o HIV. Se vocé concordar, fique certo que vocé ndo correrd nenhum risco a mais,
porque 0 exame sera realizado usando 0 mesmo sangue que Vvocé vai tirar para o
exame de rotina. Isso também néo significa nenhum beneficio imediato para vocé. No
entanto, vocé estara contribuindo para o conhecimento sobre a AIDS.

Vocé entendeu? Tem alguma pergunta? Caso seu teste para o HIV seja positivo,
vocé autoriza a realizagdo desse outro exame? Se sim, por favor assine na linha

abaixo.

Assinatura do usuario

Assinatura do profissional responsével
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Projeto de pesquisa: Avaliacdo da resposta imunolégica do em pacientes
recentemente infectados pelo HIV-1, identificados p  ela técnica sorolbgica
de ensaio imunoenzimatico com estratégia de testage =~ m dupla ( detuned ),

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —2 (TCL  E)

Vocé esta convidado para participar em um estudo de pesquisa. Vocé pode escolher
livremente se quer ou ndo participar. Por favor, leia cuidadosamente o que esta
apresentado a seguir e pergunte qualquer duvida que vocé possa ter. Este estudo esta
sendo conduzido pela Disciplina de Doencas Infecciosas e Parasitdrias da Escola
Paulista de Medicina / Universidade Federal de S&o Paulo.

Desde o aparecimento da epidemia causada pelo HIV, tém sido desenvolvidos varios

exames para ajudar a explicar melhor como o organismo tenta combater o virus.

Como vocé ja sabe, de acordo com testes que foram realizados, vocé provavelmente
adquiriu o HIV ha pouco tempo. Nos pretendemos desenvolver um outro deste que nos
ajude a identificar pessoas em situacdo semelhante & sua. Um dos objetivos deste
estudo é testar, em laboratério, como as células brancas do seu sangue respondem a

partes do HIV.

O HIV é conhecido por apresentar muitas diferencas quando analisado em diferentes
regides, paises, e até mesmo, entre diferentes pessoas. Um outro objetivo deste
estudo sera observar que tipo de HIV esta presente em seu corpo.

Hoje nés sabemos que o HIV vai progressivamente destruindo os mecanismos de
defesa do organismo, o que chamamos de sistema imunoldgico. O virus consegue
fazer com que, pouco a pouco, sejam destruidas uma das principais células de defesa
de seu corpo, o chamado linfécito T CD4+. Entretanto, além de destrui-las diretamente,
o HIV parece também criar uma situacdo na qual estes linfocitos T CD4+ parecem
estar predispostos a morrer mais do que o normal. Este estudo pretende avaliar esta
predisposicdo, bem como algumas outras caracteristicas destes linfécitos em seu

sangue.



Quem pode participar

Serdo convidados a participar pacientes com o HIV que apresentem suspeita de terem

se infectado recentemente.

Como sera realizado este estudo

Durante o estudo, sera colhida uma amostra de 90 ml de sangue (1/3 de um copo de

requeijao) em dez ocasides, com intervalos de trés meses, por um periodo de 2 anos.

Estas amostras serdo enviadas ao Laborat6rio de Imunologia da Disciplina de Doencas
Infecciosas e Parasitérias da Escola Paulista de Medicina / Universidade Federal de
Sédo Paulo. L4, serao feitos testes de laboratério para verificar as caracteristicas de
seus linfécitos (aquelas células de defesa), o virus HIV que estd em seu corpo e como
suas células combatem algumas partes do virus.

Além disso, serao realizados testes genéticos do virus HIV, que dirdo qual é o tipo de
virus que vocé tem e o perfil de resisténcia aos medicamentos que sdo usados para o

tratamento.

Quantas pessoas participarao

Participardo deste estudo 60 pessoas infectadas pelo HIV com suspeita de infeccao

recente.

Vantagens e desvantagens de participar neste estudo

Os riscos de participagdo sdo minimos, pois a quantidade de sangue que sera colhida
€ segura. Esta quantidade é menos da metade do sangue que é tirado quando vamos
doar sangue. No entanto, podem aparecer alguns efeitos colaterais em consequéncia
da coleta de sangue, como dor no local da picada, ou um pequeno desconforto depois
da coleta de sangue. Algumas pessoas podem apresentar a sensacéo de desmaio ou
até mesmo desmaiar. Existe uma possibilidade muito pequena de que a coleta de
sangue provoque um grande coagulo (hematoma) ou infeccdo no local da coleta, mas

isto é extremamente raro.



55
N&o existe nenhum beneficio direto a vocé por participar neste estudo, mas as
informagdes obtidas de sua participagdo no estudo, na medida em que esclarecam
melhor como o sistema imunoldgico das pessoas se defende do HIV, poderdo
beneficiar outras pessoas. Vocé ndo receberd nenhuma compensacdao financeira para
participar neste estudo.
Vocé e seu meédico terdo acesso a todos os resultados de contagem de virus no

sanque (carga viral do HIV) e contagem de linfécitos T CD4+. Essas informacdes sdo

importantes para seu médico saber quando vocé precisa comecar a tomar os remédios

contra o virus.

Vocé e seu médico também terdo acesso ao resultado do teste de genotipagem do
HIV, que avalia se o virus esta resistente a algum remédio usado para tratar a infecgao.

Quem podera ter acesso aos meus dados e saber que e  stou neste estudo

Se vocé concordar em tornar parte deste estudo, seu nome e as informagdes que vocé
fornecer serdo mantidos em sigilo. Somente terdo acesso direto aos seus registros

médicos e resultados dos testes, os pesquisadores.
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Comite de Etica em Pesquisa (CEP) da EPM / UNIFESP — Rua Botucatu, 572 — 1°
andar — cj. 14, Fone: 5571 1062 / Fax: 5539 7162

Posso recusar-me a participar ou ser solicitado a s air do estudo?

Sua participacdo no estudo é voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar ou desistir a
gualquer momento. Se vocé escolher ndo participar do estudo, o seu atendimento
neste e em outros servicos de saude ndo serdo comprometidos. A sua escolha em
participar ou nao, deste estudo agora, ndo impedira que vocé venha a participar de

outros estudos e pesquisas.

Sua participacdo podera ser interrompida pelo responsavel pelo estudo, se durante
este periodo de seis meses, algum fato inesperado, como o aparecimento de alguma
doenca que altere o plano de pesquisa, que foi aqui explicado. Se vocé quiser deixar o
estudo, ou precisar sair, 0 médico podera solicitar examina-lo e realizar alguns exames

finais.

Vocé recebera uma copia assinada deste consentimento informado

Se vocé tiver alguma pergunta, figue a vontade para fazé-la. Se vocé nao tiver mais

nenhuma duvida e quiser participar, por favor, assine abaixo. Obrigada.

Nome do Voluntério:

Assinatura do Voluntario: Data:

Assinatura do funcionario que conduziu a revisdo do TCLE

Data:
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ABSTRACT

The Serological Testing Algorithm for Recent HIV Infection (STARHS) has
enabled us to detect recent HIV infection (infection acquired in the last 6 month). 810
samples from individuals attended at the Counseling and Testing sites of Sao Paulo
were evaluated by this methodology in samples collected between June 2002 and
March 2002. 27 individuals were detected with recent infection, composing the so
called recently infected group (RI), and this group was compared with a group of 28
individuals with long term infection, composing the so called established infection group
(El), all antiretroviral naive in both groups. pol gene and V3 region of gp120 gene were
analyzed by sequencing followed by phylogenetic analyses. Clade assignment
revealed that clade B was found more frequently, followed by clade F, and clade C.
Among clade B viruses, the most frequently encountered motif at the tip of the V3 loop
was the GPGR (RI = 27.3%; El = 36.9%), followed by the GWGR (RI = 27.3%; EI =
31.3%). We found 8.3% and 3.8% of primary resistance to protease inhibitors in the RI
and El groups respectively, and 20.8% and 7.7% of primary resistance to reverse
trascriptase inhibitors in the RI and El respectively, thus confirming transmission of

antiretroviral resistant HIV-1.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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