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RESUMO

Amostras de plasma e sangue de 36 gestantes infectadas pelo HIV, que realizaram
pré-natal no periodo de janeiro a dezembro de 2007, nos servicos de atendimento
especializado DST/AIDS dos municipios de Ararangud, Cricima e Icara, em Santa
Catarina no Sul do Brasil foram seqlienciadas no Laboratério de Retrovirologia —
Genotipagem do HIV do Instituto Adolfo Lutz-SP para avaliagdo do subtipo viral e
resisténcia a TARV. Caracteristicas so6cio-demograficas e de comportamento de
risco foram obtidas através de entrevistas e aplicagdo do questionario previamente
definido pela Area de Vacinas da Unidade de Desenvolvimento tecnoldgico do
Programa Nacional de DST/AIDS - Ministério da Saude. O perfil reprodutivo e clinico
foi avaliado através da analise dos prontuarios dos pacientes. Das 18 amostras de
HIV-1 sequienciadas até o momento, 89% foram identificadas como subtipo C, o que
difere das demais regides do pais onde o subtipo B é predominante e corrobora os
dados do sul do pais onde se observou um aumento da incidéncia por este subtipo
viral. Quatro pacientes (22%) apresentaram mutacoes de resisténcia principais. Os
cédons de mutacdes encontrados foram: IP (L10V, A71T), ITRN (A62V, M184V),
ITRNN (G190A, K103N, V108IV). A idade das participantes do estudo variou de 17 a
37 anos. A maioria casada ou com parceiro estavel (83,3%), com menos de 8 anos
de educacao formal (61,1%), sem emprego (83,4%), sendo 47.2% donas de casa e
5,6% mulheres que trabalham com sexo. O numero de gestacdes variou de 1 a 7
com média de 2,81 (+ 1,64). Relacionando HIV e as gestagdes observou-se que 7
pacientes possuiam historia prévia de filhos HIV+, 20 (55,5%) das pacientes haviam
gestado anteriormente, mesmo apds ter conhecimento do diagnéstico de HIV. O
diagnéstico foi realizado durante a gestacdo em 24 (66,6%) mulheres, sendo 15
destes diagnésticos na gestacao atual e 9 em gestagdes anteriores. Chama atencao
uma porcentagem significativa das pacientes HIV+ (41,7%) que relataram nao usar
preservativo com o parceiro fixo no ultimo més e se considerarmos 0 uso de
preservativo durante a vida toda 91,6% referem nunca ou ocasionalmente uséa-los.

Palavras-chaves: Gestacao; HIV-1; Subtipo Viral; Santa Catarina.



ABSTRACT

Blood and plasma samples from 36 pregnant and HIV infected women which have
passed by the prenatal care; during the period from January to December 2007 in the
specialized care services for Sexually Transmitted Diseases (STDs) and AIDS at the
cities of Ararangua, Cricima and Igara, all located in Santa Catarina state, in the
south of Brazil; were submitted to viral sequencing in the Labotatério de
Retrovirologia — Genotipagem do HIV at Instituto Adolfo Lutz — SP to identify viral
subtype and evaluate the prevalence of ARV resistence. Sociodemographic and
behavior risks characteristics were obtained through personal interviews and the
application of a questionnaire previously defined by the Area de Vacinas of the
Unidade de Desenvolvimento Tecnolégico do Programa Nacional de STDs/AIDS —
Ministério da Saude. Reprodutive and clinical profile were evaluated through the
analysis of patients records. Among 18 HIV-1 samples sequenced until the present
moment, 89% were identified as being C subtype, showing a divergence from other
country regions, where B subtype is predominant, corroborating the data from the
south of the country where it was observed an increase at incidence of C viral
subtype. Four patients (22%) have showed main resistance mutations. The mutations
codons found were IP (L10V, A71T), ITRN (A62V, M184V), ITRNN (G190A, K103N,
V108l1V). Participants’ age has varied from 17 to 37 years old. The majority has
related as being married or living with a stable partner (83.3%), having less than 8
years of education (61.1%), unemployed (83.4%), 47.2% as being housewifes and
5.6% as being sex workers. The number of pregnancies has varied from 1 to 7 with
the mean of 2.81 (£ 1.64). When HIV was linked to the pregnancy it was observed
that 7 patients had a previous history of HIV positive children, 20 patients (55.5%)
had been pregnant previously, even after be in the know of their HIV diagnosis.
Diagnosis was carried out during the pregnancy in 24 women (66.6%), and with 15
from this diagnosis as being at the current pregnancy and 9 at previous gestations. It
is relevant the fact that a significant percentage of the HIV positive patients (41.7%)
have related to did not use condoms with their stable partner during the last month,
and if we consider the condom use during all lifetime, 91.6% refer to never have used
or use them occasionally.

Keywords: Pregnancy; HIV-1; Viral Subtype; Santa Catarina.
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1 INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), descrita em 1980, é
caracterizada por profunda imunossupressdao com diversos aspectos clinicos,
incluindo infeccdes oportunistas, neoplasias e neurodegeneracao. A AIDS é causada
pelo retrovirus denominado virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que
primariamente infecta macréfagos e células T CD4+ (Linfocitos T auxiliares).

O relatério da UNAIDS de dezembro de 2007 estima que 33,3 milhdes de
pessoas no mundo estdo contaminados com o virus da AIDs, sendo 15.4 milhdes de
mulheres e 2,5 milhdes de pacientes abaixo de15 anos. O total de novos casos para
0 ano de 2007 foi estimado em 2,5 milhdes (UNAIDS, 2007).

A porcentagem de mulheres soropositivas para o HIV na América Latina,
Asia Europa Ocidental esta aumentando ja que o HIV se transmite as parceiras de
homens que provavelmente o contrairam através do consumo de drogas injetaveis,
relacdes sexuais remuneradas ou homem que faz sexo com homem sem protecao

(UNAIDS, 2007).

1.1 Aspectos Bioldgicos e Moleculares do HIV

O HIV-1 é um virus de RNA da familia dos retrovirus que possui duas fitas
de RNA de polaridade positiva (Figura 1). A estrutura basica do virus compreende
repeticdes longas de terminais (LTRs) em cada extremidade do genoma, que sao
importantes para integracao do virus, genes gag que codificam proteinas estruturais

basicas como p17 e p24, genes pol codificando a polimerase, transcriptase reversa e
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integrase e genes env responsaveis pela sintese do envelope viral (gp120 e gp41).
Genes adicionais como tat, rev, vif, vpr, vpu e nef regulam a transcricao e sintese de
proteinas virais, viruléncia, liberacao de particulas virais entre outras funcdes (Barré-

Sinoussi, 1996) (Figura 2).

Reverse
Transcriptase

Figura 1: Representacao esquematica do virus HIV,

evidenciando sua organizacao estrutural.
Fonte Stanford (2008).
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Genomic Organization of HIV-1
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Figura 2: Estrutura genémica do HIV-1 ilustrando os genes estruturais, acessérios

e regulatérios.
Fonte: Stanford (2008).

Desde a identificacdo do HIV-1 e HIV-2 como sendo os agentes
etiolégicos da AIDS no inicio dos anos 80, ambos o0s subtipos virais tém sido
intensamente caracterizados pela seqliiéncia total ou parcial de seus genomas. A
medida que o HIV foi sendo sequienciado tornou-se evidente que ele apresentava
uma grande variabilidade genética que se tornou a sua marca registrada
(Papathanasopoulus et al., 2003; Kantor et al., 2005).

Um extenso banco de dados da seqiiéncia de nucleotideos e proteinas do
HIV permite a classificacdo de ambos HIV-1 e HIV-2. Atualmente é possivel
identificar trés grupos de HIV-1, designados de M (major), O (outlier) e N (ndo-M,
nao-0). HIV-1: Grupo M 11 subtipos ndo-recombinantes: A1, A2, B, C, D, F1, F2, G,
H, J, K e 34 recombinantes. HIV-2: Subtipos nao-recombinantes: A, B, C, D, E, F e

G. Recombinantes: AB (Los Alamos, 2008).
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A identificacdo dos subtipos virais tem sido um poderoso marcador
molecular epidemioldgico para tracar o curso da pandemia do HIV.

A diversidade do HIV-1 é em torno de 6% num mesmo individuo podendo
chegar a 50% entre individuos de diferentes regides geograficas. Isto resulta em
populacées geneticamente diversas do virus em cada pessoa infectada. Para
descrever esta alta variabilidade do HIV foi utilizado o conceito de quase-espécies
(“quasispecies”) no qual o HIV é visto como uma populacao de virus e ndo como um
genoma unico. Mutacdes incluindo mutacao pontual, delecées e insercbes podem
ser introduzidas no genoma viral durante a sintese de DNA pela transcriptase
reversa que nao possui mecanismo de correcao na incorporacao de nucleotideos.
Contribui para isso o alto nivel de produgdo viral (10 virions/dia) e taxa de
replicacdo. Variagcdes genéticas entre um subtipo podem ser na ordem de 15-20%,
entretanto a variagao entre subtipos pode chegar a 25-35% dependendo do subtipo
e regido do genoma analisada (Hemelaar et al., 2006).

Andlise de multiplas regides do genoma tem revelado recombinacéo entre
diferentes subtipos, originando hibridos, com seqiéncias de genes de dois originais
distintos, chamados recombinantes. Estes recombinantes sao produzidos em células
de individuos infectados com dois diferentes subtipos.

Essa grande diversidade genética dada pelos diferentes subtipos e
recombinantes pode contribuir para disseminacao do virus, viruléncia, resisténcia
aos anti-retrovirais (ARVs), capacidade de infectar e atingir regides diferentes e
apresentar comportamento diferente relacionado a transmissao vertical. Além disso,
jA se comeca a admitir a hipétese de que cada subtipo viral pode impor uma

evolucao clinica diferente (Kaleebu et al., 2001).
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1.2 Epidemiologia da Infeccao pelos Subtipos de HIV no Mundo

HIV-1 subtipo C é o subtipo viral mais prevalente em paises com altas
taxas de infeccdo entre heterossexuais como a india, China e Africa Subsaariana,
sendo responsavel por mais de 50% dos casos de infeccdo no mundo (Sengupta et
al., 2005). Todos os subtipos podem ser encontrados na Africa (Mboudjeka et al.,
1999; Papathanasopoulus et al., 2003), tornando este pais o epicentro da epidemia
mundial (Salemi et al., 2005). Na india, onde 13% dos individuos estdo infectados,
97% das infec¢des se devem ao subtipo C, sendo a transmissao heterossexual a via
mais comum de contaminacao pelo virus (Hussein et al 2000; Akulwar et al., 2005).
Neste pais e no sul da Africa uma em cada quatro mulheres gravidas esta infectada.

Os subtipos A, B, D e G sao responsaveis por 12, 10, 3 e 6%
respectivamente das infeccées mundiais, enquanto que os subtipos F, H, J e K
juntos causam 0,94% das infec¢des. Os dois recombinantes mais comuns: CRF-AE
e CRF02-AG sao responsaveis por 5% das infeccbes cada um, enquanto que
CRFO03-AB é responsavel por apenas 0,1% da epidemia global. Juntos as formas
recombinantes do HIV-1 sdo responsaveis por 18% das infeccdes mundiais
(Hemelaar et al., 2006).

O subtipo B prevalece em paises da América Latina (Russel et al., 2000;
Cuevas et al., 2002). Na Europa e nos EUA o subtipo B tem sido predominante,
seguido pelo subtipo F e formas recombinantes (Poljak et al., 2000; Snoek et al.,
2004; Soares et al., 2005).

Em 2006, Pando et al. genotiparam 10 amostras de HSH, em Buenos
Aires, encontraram 6 portadores do subtipos B, 3 recombinantes BF e reportaram o

primeiro HIV triplo recombinante na argentina BCF (Pando et al., 2006). No Brasil, o
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subtipo predominante é o B, podendo-se encontrar o subtipo F e recombinantes B-F
e nos ultimos anos o subtipo C nas infeccées do sul do pais (Montano et al., 2005;

Salemi et al., 2005; Santos et al., 2006).

1.3 AIDS no Brasil

Cerca de um terco de todas as pessoas que vivem com HIV na América
Latina residem no Brasil e estima-se que em 2005 havia 620.00 (370 000-1 milh&o)
de pessoas portadoras do virus HIV (UNAIDS, 2007).

Segundo parametros da Organizacao Mundial de Saude (OMS), o Brasil
mantém sua posicao, entre os paises com epidemia, concentrada (quando o nimero
de casos, novos ou antigos, em qualquer populacao de risco € maior que 5%, mas
menor que 5% nas populagcdes que nao apresentam condutas de risco), com
prevaléncia da infec¢do pelo HIV de 0,61% entre a populacdo de 15 a 49 anos,
sendo 0,42% entre as mulheres e 0,80% entre os homens. Do numero total de casos
identificados de AIDS, 140 mil s&o mulheres (Brasil, 2007).

Em paises desenvolvidos mulheres HIV positivas se contaminam mais
através do uso de drogas endovenosas, por serem parceiras de homens bissexuais
ou que usam drogas injetaveis ou sdo mulheres que trabalham com sexo. A situacao
€ muito diferente em paises em desenvolvimento onde a transmisséo heterossexual
€ a forma predominante de expansao. A taxa de transmissao do HIV do homem para
mulher é cerca de trés vezes maior que da mulher para o homem. As células de
Langerhans da cérvix podem propiciar uma porta de entrada para o virus. Neste

sentido, foi sugerido que alguns sorotipos virais podem ter maior afinidade por
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aquelas células e, portanto serem mais eficientes na transmissdo heterossexual
(Moodley & Wennberg, 2005).

A AIDS no Brasil tem sido descrita como uma epidemia multifacetada, nao
possuindo um perfil Gnico em todo territério brasileiro, mas sim um mosaico de
subepidemias regionais motivadas por desigualdades socioecon6micas. A partir de
1990 constatou-se uma transicdo do perfil epidemiolégico resultando em
heterossexualizacdo, feminizacdo, pauperizacdo e interiorizacdo da epidemia
(Fonseca et al., 2002). Assim sendo, faz-se necessario o estudo das caracteristicas
sécio-demograficas e comportamentais relevantes para o melhor entendimento da
epidemia de diferentes regides do pais. Esse conhecimento podera nortear o
estabelecimento de politicas de saude publica, bem como identificar possiveis
futuros sitios para o estudo de vacinas e antimicrobianos.

Aproximadamente 80% das mulheres infectadas pelo HIV se encontram
em idade reprodutiva, ou seja, dos 13 aos 39 anos, o que refletird num aumento dos
casos de transmissao vertical (David & Saloméao, 2006).

Desigualdade de género, pobreza e menor acesso a educacao forcam
muitas mulheres a trabalharem com sexo para garantir a sobrevivéncia e assim se
tornam um grupo de alto risco para contaminarem-se com DSTs, soma-se a isso as
precarias condi¢coes de vida e saude exigindo que a vulnerabilidade social passe a
ser permanentemente consideradas no planejamento de acdes e nas politicas de

saude (Brasil, 2006).
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1.4 Distribuicao dos Subtipos Virais no Brasil

Dos 100 municipios com maior numero de casos de AIDS, mais de 80
deles localizam-se nas regides Sul e Sudeste, sendo que na regiao Sul as taxas de
incidéncia sdao as mais elevadas do pais (Brasil, 2006).

Diferengas no padrao e distribuicdo dos diferentes subtipos virais tém sido
observadas em diferentes areas geograficas do Brasil (Soares et al., 2003; Eyer-
Silva & Morgado, 2006). Em 2001, 65% das infec¢des no Brasil foram causadas pelo
subtipo B, seguida pelo subtipo C (30%) e recombinantes (15%). Apesar do subtipo
B ser o de maior prevaléncia em nosso pais, outros subtipos como F1, C, D, A e
formas recombinantes B/F tém sido encontrados (Sabino et al., 1996; Proietti et al.,
1999; Bongertz et al., 2000; Barreto et al., 2006). A analise do genoma viral de 547
pacientes do Rio de Janeiro apresentando faléncia do tratamento relacionada a
resisténcia secundaria mostrou uma prevaléncia de 92,1% do HIV-1B seguido de
4,9% de HIV-1F, 3,3% de HIV-1CRFBF, 0,4% HIV-1C e um CRF02_AG. (Couto-
Fernandez et al., 2005). Em estudo de resisténcia e diversidade genética do HIV em
Brasilia, o HIV-1B foi responsavel por 96% das infeccées e o HIV-1F por 4% dos
casos (Cerqueira et al., 2004).

O surgimento do subtipo C no Brasil foi reportado em um paciente do
Estado Rio Grande do Sul diagnosticado em 1990 (Soares et al., 2003). A epidemia
de HIV-1 subtipo C esta expandindo duas vezes mais rapido que aquela pelo subtipo
B no Brasil, ou do que a epidemia pelo subtipo C na Africa do Sul, podendo refletir
diferencas na eficiéncia de rotas de transmissdo em diferentes areas geograficas.

Seguindo essa tendéncia, sugere-se que no futuro o subtipo C pode ser o

mais prevalente em todo o pais. Inferéncias filogenéticas obtidas através da anélise
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da protease e transcriptase reversa dos subtipos C e B mostram que o HIV-1B da
epidemia brasileira surgiu nos meados das décadas de 50 e 60 e o HIV-1C originou-
se no inicio dos anos 80 (Martinez et al., 2002; Salemi et al., 2005; Monteiro et al.,

2007).

1.5 Epidemiologia da Infeccao em Santa Catarina

Uma vez que Santa Catarina é um dos estados brasileiros com maior
incidéncia de AIDS (25,9 casos/100 mil habitantes), torna-se necessario o
conhecimento dos subtipos virais circulantes neste estado, permitindo assim uma
melhor compreensao da epidemia em Santa Catarina, bem como na regidao Sul
(Brasil, 2007a).

Em 2003, sete cidades do estado de Santa Catarina constavam entre os
100 municipios com maior numero de caso de AIDS. O municipio de Cricidma
ocupava o 4? lugar em incidéncia no estado. (Brasil, 2004). Ndo se conhece a taxa
de incidéncia dos diferentes subtipos na regidao, bem como o perfil s6cio-econdmico
e clinico dos portadores do HIV.

Até o junho de 2006, 77.639 casos de AIDS (17,9% do total do pais) foram
notificados na regido Sul, sendo 19.495 casos em Santa Catarina. As maiores taxas
de incidéncia ainda estao na regiao sul, porém com uma provavel desaceleracao do
crescimento nos anos mais recentes. Em 2006 o total de gestantes soropositivas
para HIV notificadas no Brasil foi de 31921, destas 2316 foram notificadas em Santa
Catarina. Em relacéo a transmissao vertical em 2006 foram notificados 14 casos em

contraste com os 115 notificados em 2005 (Brasil, 2006).
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Diferentemente do que estd acontecendo na maior parte do Brasil, na
regiao Sul parece que o subtipo C encontra-se em ascensdo. Neste sentido,
verificou-se que o Parana apresenta atualmente 30% das infec¢des pelo subtipo C e
o Rio Grande do Sul 45% (Santos et al., 2006).

Estudos recentes demonstram uma alta prevaléncia de infeccdo pelo
subtipo C do HIV-1 em Santa Catarina. Em 100 amostras seqtienciadas na cidade
de Floriandpolis, SC a analise filogenética revelou que 48% das amostras analisadas
pertenciam ao subtipo C. Estes resultados identificaram o HIV-1 subtipo C como o

principal subtipo circulante em SC (Locatelli et al., 2007).

1.6 Importancia do Reconhecimento dos Subtipos Virais no Contexto da

Epidemia

Diferengas genéticas entre as variantes de HIV-1 podem influenciar as
propriedades biolégicas do virus, suscetibilidade, resposta imune e resisténcia as
terapias anti-retrovirais (Soares et al., 2003; Gereti, 2006).

Alguns estudos tém demonstrado diferencas nas taxas de progressao da
AIDS pelos diferentes subtipos. Cada variacdo relatada pode ser causada por
fatores virais, do hospedeiro, ambientais e por diferengas no desenho dos estudos e
das amostras, (Hemelaar et al., 2006). Em adicao, varios estudos tém sugerido que
diferentes subtipos de HIV maternos podem desempenhar um papel importante na
probabilidade de transmissao vertical (Tscherning-Casper et al., 2000).

A distribuicao geografica dos subtipos esta sujeita a mudancga constante,

nosso conhecimento decorrente da distribuicdo do HIV esta incompleto e representa
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inadequadamente a diversidade do virus. Esta claro que a diversidade do HIV-1
pode ter importante implicacdo para muitos aspectos da pandemia do HIV e seu
controle, por isso € importante monitorar a distribuicdo global e regional dos subtipos
e recombinantes do HIV. As implicacdes praticas da variabilidade abrangem desde a
eficacia dos testes diagnosticos e resposta aos agentes quimioterapicos até o
desenvolvimento de vacinas (Papathanasopoulos et al., 2003). Estudos relacionados
a vacina envolvem multiplos subtipos e componentes virais de varias regides do
mundo (Khurana et al., 2006). Desse modo, o reconhecimento dos sorotipos do HIV
envolvidos na epidemia de AIDS e suas caracteristicas étnicas, socio-
comportamentais e genotipicas é de fundamental importancia para o planejamento
estratégico das agdes e avaliagdo dos resultados, bem como o desenvolvimento

futuro de vacinas.

1.7 HIV na Gestacao

A prevaléncia mundial de HIV entre mulheres gravidas foi de 27,9% em
2003, 26,5% em 2002 e 25% em 2001. Exceto em gestantes acima de 40 anos, 0s
niveis de prevaléncia estdo aumentando em todos os grupos etarios (UNAIDS,
2004).

No Quénia, Malai, Namibia, Ruanda, Africa do Sul, Tanzania, Zambia e
Zimbabue mais de 10% das mulheres atendidas nas clinicas de pré-natal das areas
urbanas sdo HIV+, no entanto, em alguns destes servicos as taxas podem chegar a

60%. Em epidemias generalizadas, as gestantes atendidas em servigcos de pré-natal,
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constituem um grupo populacional de facil acesso, representativo da populacéo
geral e que ja esta incluida no sistema de vigilancia do HIV (Hemelaar et al., 2006).

A transmissdao mae-filho € uma importante conseqiiéncia do dramatico
aumento da transmissao heterossexual do HIV. Ela pode ocorrer intra-utero, durante
o trabalho de parto e nascimento ou pés-parto através do leite materno (Mcgowan &
Shah, 2000; Cavalcante et al., 2004). Em todo o mundo, cerca de 40% das mulheres
soropositivas s6 sdo diagnosticadas apds o parto (Al-Khant et al., 2004). A maioria
da transmissao vertical ocorre mais tardiamente na gestagao e durante o trabalho de
parto sendo responsavel por 90% das infeccoes entre criancas (Ramos et al., 2002).

Fatores associados com aumento do risco de transmissao incluem: fatores
virais como a carga viral, genétipo e fenétipo, diversidade de linhagens e resisténcia
viral; fatores maternos incluindo estagio clinico e imunolégico, estado nutricional e
comportamento de risco como uso de drogas e praticas sexuais; fatores obstétricos
como tempo de ruprema, modo de parto e hemorragia intraparto e fatores
relacionados ao recém-nascido principalmente a amamentagdo que em paises em
desenvolvimento muitas vezes é a unica fonte de alimento disponivel construindo
uma escolha cruel entre morrer de fome no presente ou de AIDS mais tarde (Favia
et al., 2004).

Os resultados de uma metanalise de 15 estudos de coorte prospectiva da
Europa e EUA sugerem que o risco de transmissao vertical foi significativamente
menor nas gestantes soropositivas que realizaram cesarianas antes do inicio do
trabalho de parto ou da rutura prematura das membranas ovulares (ruprema) e esta
associacdo permanece mesmo apds ajuste de co-varidveis como o uso de TARV.

(Read et al., 1999).
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Na auséncia de intervencgdes preventivas como o tratamento anti-retroviral,
durante a gestacdo e parto e da substituicdo da amamentacao para os recém-
nascidos as taxas de transmissao vertical chegam a 32,5%. Destas 15-20% ocorrem
durante a gestagao, cerca de 50% durante o trabalho de parto e parto e mais de
29% ocorrem durante a amamentacao (Ramos et al., 2002).

O uso de TARV profilatica inicial empregava a monoterapia com AZT. Em
paises em desenvolvimento foi proposto um esquema alternativo com uso de
nevirapina (NVP), no entanto ap6s 6 meses de utilizagdo da NVP 32% das 1844
participantes de um estudo Tailandés apresentavam um virus na populacao
majoritaria com pelo menos uma mutacao de resisténcia aos ITRNN (Plipat et al.,
2007).

Em paises em desenvolvimento a taxa de transmissao vertical varia de 14
a 25%. Intervengcbes recomendadas como terapia anti-retroviral combinada,
cesariana e substituicAo da amamentacdo estdo associadas com taxa de

transmisséo vertical de 1 a 2% (Chou et al., 2005).

1.8 HIV e Gestacao no Brasil

Em setembro/outubro de 2000, Ministério da Satde’, buscando conhecer
a prevaléncia do HIV em gestantes e criangas expostas, tornou obrigatéria a
notificacdo das gestantes em que fosse detectada a infec¢do pelo HIV. Da mesma
forma, tornou obrigatéria a notificagdo de criancas nascidas de méaes soropositivas

ou que tenham sido amamentadas por mulheres soropositivas.

' Lei 6259 de 30/10/1975 e Portaria n° 05 de 21/02/2006 e publicada no D.0.U. de 22/02/2006, Secio 1 no site
http://www.aids.gov
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A realizagao do aconselhamento e da oferta do teste anti-HIV no pré-natal
se revestem de fundamental importancia: asseguram a mulher o direito a informacéao
e a receber profilaxia anti-retroviral, evitando a transmissao do virus para o bebé na
maioria dos casos (Camara & Oliveira, 2004).

Anualmente trés milhées de mulheres/ano dao a luz no Brasil. Segundo
estudo realizado em 2004, numa amostra representativa de parturientes de 15 a 49
anos de idade, de todas as regides do pais, a taxa de prevaléncia de mulheres
portadoras do HIV no momento do parto é de 0,42%, o0 que corresponde a uma
estimativa de cerca de 12.644 mil parturientes infectadas (Brasil, 2004). No Brasil as
taxas de soropositividade em gestantes variam de 0,2% no Mato Grosso (Figueré-
Filho et al., 2006) 0,42% em maternidades do SUS em Sergipe (Lemos et al., 2005)
e 0,4% no Parana (Sbalgueiro, 2001).

Diante desta situacdo epidemiolégica e da existéncia de esquema
profilatico altamente eficaz contra a transmissdo materno-infanti do HIV
(transmissdo vertical), torna-se de grande importancia o conhecimento, o0 mais
precocemente possivel, do estado sorolégico das gestantes, a fim de iniciar a
terapéutica da doenca e/ou profilaxia adequada da transmissao vertical do virus.
(Brasil, 2006).

Denomina-se TARV profilatica quando se institui a terapia com o objetivo
de prevenir a transmissdo vertical, sendo suspensa ao término da gestagédo. A
instituicdo da terapia por comprometimento clinico e/ou imunolégico é chamada
TARV-tratamento. O ponto de corte de TCD4+, em pacientes assintomaticos,
utilizado pelo ministério da saude, programa de Aids do governo brasileiro e de 200
ou menos células/mm?® para indicacdo de TARV tratamento. Nos casos de gestantes

com TCD4+ entre 200 a 350 células/mm?® a instituicdo da TARV - tratamento fica a
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critério do médico assistente. Em relacdo a idade gestacional, considera-se que
pacientes candidatas a TARV profilatica devam iniciar a medicacao
preferencialmente a partir da 14° semana de gestacdo. Porém em pacientes com
indicacao de TARV-tratamento o inicio da terapia independe da idade gestacional. A
monoterapia com AZT pode ser empregada em um cenario especifico em mulheres
virgens de tratamento, com carga viral abaixo de 1000 cépias/ml e assegurar a
realizacdo de cesarea eletiva. Pacientes em uso prévio de TARV - tratamento devem
ser reavaliados e a medicacao adequada a gestacao. O risco/beneficio do uso das
medicacdes anti-retrovirais na gestacdo e os possiveis efeitos deletérios para o

bindbmio mae-feto devem ser avaliados caso a caso (Brasil, 2007b).

1.9 Anti-retrovirais

O uso de terapia anti-retroviral pode promover a supressao viral, permitir o
controle clinico com reducdo da morbi-mortalidade. Seis classes farmacol6gicas
distintas estdo disponiveis atualmente: Inibidores da Protease (IP) que mimetizam a
estrutura dos substratos naturais da protease e inibem a atividade catalitica da
enzima. Inibidores da Transcriptase reversa Analogos de nucleosideos (ITRN) que
competindo com o dNTP fisiolégico impedem a extensdo da fita; Inibidores da
Transcriptase Reversa Na&ao Analogos de nucleosideos (ITRNN) que bloqueiam
alostericamente a atividade da enzima; Inibidores de Fusdo que impede a fusédo do
HIV com a célula; Inibidor da Integrase que impossibilita a insercdo do DNA viral do
HIV no DNA do genoma humano e Inibidores de co-receptor CCR5 também um

inibidor de entrada.
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1.9.1 Resisténcia Viral aos Anti-retrovirais

A resisténcia viral é definida pela presenca de mutagdes no genoma viral
que reduzem a suscetibilidade a droga quando comparada ao virus selvagem. As
mutacdes que conferem resisténcia aos anti-retrovirais sdo selecionadas pela
terapia.

As mutacdes podem ser classificadas como: principais - quando sozinhas
conferem resisténcia, acessorias - que podem alterar a capacidade replicativa do
virus na presenca de mutacoes principais, primarias - quando surgem em pacientes
virgem de tratamento e secundarias — que aparecem nos pacientes em uso de anti-
retrovirais.

Em relacdo aos ITRN tém-se dois mecanismos de resisténcia descritos até
o0 momento: mutacées que promovem a capacidade ao virus de distinguir entre
dNTP fisiolégico e o ITRN, como por exemplo, M184V, Q151M e K65R e mutacdes
que promovem a excisdo hidrolitica do ITRN incorporado a fita de cDNA , séo
denominadas TAMs e ocorrem nos cédons 41, 67, 70, 210, 215 e 219 da
transcriptase reversa. As mutacdes que conferem resisténcia aos ITRNNs reduzem
a afinidade pelo medicamento, por exemplo, G190A. As mutacdes de resisténcia aos
IP modificam a quantidade e natureza dos pontos de ligacao entre os inibidores e a
enzima (Clavel & Hance, 2004).

Testes como fenotipagem, genotipagem e fendtipagem virtual podem
identificar cepas resistentes. O seqgienciamento genético do gene pol (PT e RT), a
partir do PCR direto permite detectar mutacbées associadas a resisténcia genética na

populacao viral majoritaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil clinico e epidemiolégico de gestantes HIV positivas
que foram atendidas no servico de pré-natal dos programas municipais de DST/AIDS
de Araranguda, Criciima e Igara, no ano de 2007 e identificar os subtipos virais

prevalentes nas gestantes.

2.2 Objetivos Especificos

v Caracterizar o perfil sdcio-demografico, comportamental, reprodutivo e
clinico das gestantes soropositivas para HIV no ano de 2007;

v' |dentificar os subtipos de HIV prevalentes nas gestantes soropositivas
no ano de 2007;

v' |dentificar possiveis mutagdes relacionadas a resisténcia a terapia anti-

retroviral nos isolados virais das gestantes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Estudo descritivo de corte transversal, realizado com gestantes HIV
positivas recrutadas e acompanhadas nos Programas de Atencdo Municipal as
DST/HIV/AIDS do sul de Santa Catarina. O estudo envolveu a avaliacido de
caracteristicas sécio-comportamentais, epidemioldgicas, clinicas, imunoldgicas e
ainda caracteristicas moleculares do virus HIV-1 de gestantes HIV positivas que
compareceram ao servico e concordaram por escrito, através de consentimento livre
e esclarecido (Anexo IX).

Este estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética da UNESC, tendo
sido protocolado com numero 540/2007, conduzido de acordo com 0s principios
éticos e legais, de modo a resguardar o sigilo dos pacientes e garantir que todos os
procedimentos realizados seguiram padroes de seguranga com 0 menor desconforto

€ exposicao possivel.

3.2 Amostra

A amostra consistiu-se de 36 gestantes HIV + em acompanhamento pré-
natal nos programas da atencdo municipal as DSTs/AIDS dos municipios de
Criciima, Icara e Ararangua, que estiveram gravidas ou gestaram no periodo de

janeiro a dezembro de 2007 e consentiram participar do estudo.
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3.3 Caracteristicas Socio-Comportamentais

As caracteristicas soécio-comportamentais relevantes para o melhor
entendimento da epidemia local foram levantadas através de aplicacdo de
questionario ja validado em outros estudos. O questionario utilizado (Anexo |) foi
elaborado pelo Ministério da Satde, no programa nacional de DST/ AIDS - Area de

Vacinas - Unidade de Desenvolvimento tecnolégico.

3.4 Avaliacao Clinica

Todas as gestantes com diagnéstico confirmado foram monitoradas
clinicas e laboratorialmente, pelos médicos infectologistas colaboradores deste
estudo, durante todo o pré-natal conforme recomendagéo do programa de DST/AIDS
do Ministério da Saude. A histéria clinica foi investigada e as pacientes estadiadas
através da analise dos sinais e sintomas relacionados a infecgdo de acordo com a
classificacdo do CDC (CDC,1994) e classificacdo imunolégica (Brasil, 2007b). A
avaliagéo laboratorial foi realizada no LACEN-SC através da contagem de células T
CD4+ e carga viral. Os dados clinicos e reprodutivos foram obtidos a partir das

anotacdes do nos prontuarios das gestantes (Anexos Il e Ill).

3.5 Viremia Total (Carga Viral)

A carga viral das pacientes HIV+ que iniciaram o pré-natal em 2006 foi

quantificada pelo método NASBA (Holguin et al., 1999; Bulrguisser et al., 2000),
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Organon Tecknika, a partir de amostras de plasma obtidas em tempo inferior a 6
horas da coleta. Amostras abaixo do limite de detectabilidade de 80 cépias/ml foram
definidas por testes negativos. Em 2007 0 LACEN trocou o método para cDNA
abaixo do limite de detectabilidade de 50 cépias/ml. Em gestantes com carga viral
indetectavel o seqlenciamento viral foi realizado a partir do Buffy Coat. Para efeito
de andlise final considerou-se indetectavel pacientes abaixo do limite de 80

cépias/ml.

3.6 Quantificacao de Subpopulacoes de Células T CD4

A imunofenotipagem de linfocitos T foi realizada por meio da marcagao de
células sanguineas periféricas das pacientes com anticorpos monoclonais Tritest™
(Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA) conforme instru¢cées do fabricante. A leitura
foi realizada em citdbmetro de fluxo de trés cores FACSCount™ (Becton-Dickinson,
San Jose, CA, USA). A imunofenotipagem de LT CD4+ foi realizada no laboratorio

LACEN, conforme rotina estabelecida pelo Servigo.

3.7 Isolamento e Sequienciamento Viral

Realizado através de extracdo do RNA viral de amostras do plasma e do

DNA pré-viral de amostras de células a partir do Buffy Coat.
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3.7.1 Extracao do RNA viral

A extracdo do RNA viral a partir do plasma foi realizada utilizando o
Qiamp® viral RNA Mini kit (Quiagen, Germany) segundo instrucées do fabricante.

Em um tubo plastico conico (Eppendorf) foram adicionados 560uL do
Tampao AVL/RNA carreador e 140uL de amostra de plasma, agitado (vortex) e
incubado a temperatura ambiente (25°C) por 10 minutos. Apds este periodo de
incubacéao foram adicionados 560uL de etanol 96-100% no tubo. A mistura (630uL)
foi transferida para uma coluna de silica acoplada num tubo coletor A e centrifugada
a 6.000 x g por 1 minuto. O tubo coletor A foi descartado e novamente (630uL) foram
transferidos para o tubo coletor B e novamente centrifugada a 6.000 x g por 1
minuto. O tubo coletor B foi descartado e a coluna de silica acoplada ao tubo coletor
C. Cuidadosamente, foram adicionados (500 pL) de solugédo de lavagem tampao
AW1 e novamente centrifugada a 6.000 x g por 1 minuto. Apds esta etapa, o tubo
coletor C foi descartado e a coluna de silica transferida para novo tubo coletor D
onde cuidadosamente foram adicionados (500 pL) de solugcao de lavagem tampéo
AW2 e novamente centrifugada a 20.000 x g por 3 minutos. Apds esta etapa o tubo
coletor D foi descartado e a coluna de silica acoplada em um novo tubo de 1,5 mL
para eluicdo. Cuidadosamente foram adicionados 60 uL de agua livre de DNAse e
RNAse (Invitrogen, USA) para eluigdo do RNA viral. A eluicdo foi finalizada com
incubacgéo a temperatura ambiente por 1 minuto, seguida de centrifugacao a 6.000 x

g por 1 minuto. O RNA viral foi armazenado a -70°C. (Anexo V)
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3.7.2 Extracao do DNA de Buffy Coat (proviral)

A extracdo do DNA proviral foi realizada utilizando o Kit Qiamp® DNA
Blood Mini Kit (Quiagen, Germany) segundo instrucdes do fabricante. Em um tubo
plastico cénico de 1,5 mL (Tubo A/ eppendorf) foram adicionados 20uL de Protease
(20mg/mL), 200uL de amostra (Buffy Coat/sangue total) e 200uL de Tampao AL,
agitado (vértex) e incubado a 56°C por 10 minutos. Apds o periodo de incubacao
foram adicionados 200uL de etanol 96-100% no tubo e, agitado em vortéx
novamente.

A mistura foi transferida para uma coluna de silica acoplada num tubo
coletor B e centrifugada a 6.000 x g por 1 minuto. Apds a centrifugacdo. O tubo
coletor B foi descartado e a coluna de silica acoplada ao tubo coletor C.
Cuidadosamente, foram adicionados (500 L) de solugédo de lavagem tampao AW1 e
novamente centrifugada a 6.000 x g por 1 minuto. O tubo coletor C foi descartado e
a coluna de silica acoplada ao tubo coletor D. Cuidadosamente, foram adicionados
(500 pL) de solugéo de lavagem tampao AW2 e novamente centrifugada a 20.000 x
g por 3 minutos. Apoés esta etapa, a coluna foi transferida para novo tubo repositério
de 1,5 mL para eluicdo. Cuidadosamente foram adicionados 200 uL de Tampéao AE
ou agua livre de DNAse e RNAse (Invitrogen, USA) para eluicdo do DNA viral. A
eluicédo foi finalizada com incubacgédo a temperatura ambiente por 1 minuto, seguida
de centrifugacado a 6.000 x g por 1 minuto. O DNA viral foi armazenado a -20°C.

(Anexo V).
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3.8 Reacao de Transcricao Reversa (RT) para a obtencao do DNA

complementar (cDNA)

Dez microlitros (10 pL) do RNA extraido foram retrotranscritos utilizando
uma mistura contendo: 300 ng de hexaméros aleatérios (Invitrogen, USA),10mM de
desoxinucleotideos trifosfatos dNTPs (Invitrogen, USA), 5x Tampao Tris-HCI 50 mM
(pH8,3); KCI 75 mM e MgCl, 3mM (Invitrogen, USA), 0,1M de dithioothreitol (DTT)
(Invitrogen, USA), 10U de inibidor de RNAse (Invitrogen, USA) e 200 U de
Superscript Il (Invitrogen, USA) para um volume final de reagao de 20 pL.

A mistura do RNA extraido, agua, dNTPs e hexaméros aleatorios foi
aquecida a 65°C por 5 minutos e, em seguida, colocada em gelo por 5 minutos. Na
etapa posterior, foram adicionados os demais reagentes (enzimas) e a reacao
incubada a 25°C por 5 minutos. A retrotranscricao foi realizada a 50°C por 1 hora,
seguida de inativacao a 70°C por 15 minutos. O cDNA gerado foi armazenado a —

20°C. (Anexo VI)

3.9 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Ap6s obtencao do cDNA ou DNA proviral extraido, as amostras foram

submetidas a reacao de PCR para amplificacao das diferentes regidées genémicas do

HIV-1. Todos os iniciadores (primers) utilizados estdo descritos no Anexo VIII.
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3.10 Amplificacao da Polimerase do HIV-1 (pol)

Para a amplificacdo da regido da polimerase do HIV-1 (posicao 2147-3338
relativa ao HXB2) foram utilizados 5 pL do cDNA ou 2,5 pL do DNA extraido
adicionando-se a mistura de PCR contendo: 10x PCR Tampéao 200mM Tris-HCL (pH
8,4), 500mM KCL; 50Mm MgCl,. 10Mm de desoxinucleotideos trifosfatos (dNTP
Mix); iniciador codificador 10uM (k1); iniciador molde 10uM (K2); Tag DNA
polimerase (5U/ul) e agua livre de DNAse e RNAse (Invitrogen, USA) para volume
final de 50 pL. A ciclagem foi realizada com um ciclo inicial de 94°C por 3 minutos,
seguidos de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 2
minutos e extensao final de 72°C por 10 minutos. Essa reacao permitira a obtencao
de um fragmento de 1,2 kb do gene polimerase.

O produto da primeira amplificacdo (2ul) foi submetido a segunda
amplificacdo (Nested PCR) para a obtencdo dos genes codificadores da protease
(0,4Kb) e parte da transcriptase reversa (0,8Kb).

As reacbes de PCR para a regidao da Transcriptase Reversa (RT) e
Protease (PT) ocorreram nas seguintes condigdes: PCR 10x PCR Tampéao 200 mM
Tris-HCL (pH 8.,4), 500mM KCL; 50Mm MgCl,. 10Mm de desoxinucleotideos
trifosfatos (ANTP Mix); iniciador codificador 10uM (F1); iniciador molde 10uM (F2);
Taq DNA polimerase (5U/ul); exceto os iniciadores para a regidao da protease:
iniciador codificador 10uM (DP10) e molde 10uM (DP11) e agua livre de DNAse e
RNAse (Invitrogen, USA) para volume final de 50 pL.

Para a regido da Transcriptase Reversa (RT) utilizou-se um ciclo inicial de
94°C por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 30

segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e extensdo final de 72°C por 10
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minutos. Para a regiao da Protease (PT) foi utilizado um ciclo inicial de 94°C por 3
minutos, seguidos de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e
72°C por 1 minuto, e extenséo final de 72°C por 10 minutos.

As amostras que apresentaram resultado negativo para as duas regides
ou discordarem no PCR na regido da Protease ou da Transcriptase Reversa foram
submetidas a protocolos de resgate usando o Sistema ViroSeq™ HIV-1 Genotyping
Systems (ABBOTT, USA). Nesse protocolo de recuperacao, as duas regides foram
amplificadas em um unico amplicon de 1,8 Kb.

Todas as amplificagdes foram realizadas em termocicladores modelo

Eppendorf Mater Cycle e GeneAmp PCR System 9600 da Perkin Elmer. (Anexo VII)

3.11 Deteccao, Quantificacao e Purificacao do Produto de PCR

Apdés a amplificacdo, a identificacdo do produto obtido pelo PCR foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% em Tampao Tris Borato EDTA
(TBE 0,5X), corado com 0,5 ug de Brometo de Etideo.

Os produtos da amplificacdo e o padrao de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen,USA) foram aplicados em gel de agarose a 1% e submetidos a uma
corrente constante de 100 Volts por 40 minutos.

As amostras identificadas como positivas foram submetidas a um
processo de purificacdo utilizando colunas de silica (Pure Link™ PCR Purification Kit
Invitrogen, USA). O material purificado foi quantificado em gel de agarose a 1% em
Tampao TBE 0,5X e corado com 0,5 ug de Brometo de Etideo, com padrdao de

massa molecular Low Mass Ladder (Invitrogen, USA).
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3.12 Reacao de Seqlienciamento

Para o sequenciamento, foi utilizada a técnica de seqienciamento por
PCR (cycle sequencing), derivada da metodologia de Sanger,1977, utilizando-se
didesoxinucleotideos (ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes do Kit ABI

Prism” BigDye™ Terminator (Applied Biossystems) (Sanger et al., 1977).

3.13 Reacao de Seqiienciamento por Cycle Sequencing

Para a reagédo de sequienciamento foi utilizado DNA Sequencing Kit —Big
Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — ABI Prism® (Applied
Biosystems, USA) e 5 a 10 ng de DNA purificado. Para a regidao da protease, a
reacgao foi realizada utilizando 2 pL de Big Dye verséo 3.1 (Applied Biosystems), 2,5x
tampao 50mM MgCl, Tris-HCI (pH 9), 3.2 picomol/ul dos iniciadores DP16 e DP11
ou DP16 e DP17, para um volume final de reagéo de 20 pL.

Para a regiao da transcriptase reversa, utilizou-se 4 uL de Big Dye verséao
3.1 (Applied Biosystems), 2,5x tampao 50mM MgCl, Tris-HCI (pH 9), 3.2 picomol/ul
dos iniciadores F1 e F2 , para um volume final de reacao de 20 pL.

Todas as reagdes de incorporagdo de rodaminas foram realizadas em
placas de 96 pocos (Optical 96-well Reaction Plate, Applied Biosystems), sob as
seguintes condicoes de ciclagem em Perkin ElImer GeneAmp PCR System 9600: 25

ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos.
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3.14 Purificacao da Reacao de Seqiienciamento

Apoés a realizacao da reacao de seqlienciamento, procedeu-se uma etapa
de purificagdo na qual 80 uL de isopropanol foram adicionados em cada pogo da
placa. A placa foi centrifugada a 1.990 x g por 45 minutos; o isopropanol foi
desprezado por inversao da placa e seguiu-se uma etapa de centrifugacao da placa
invertida a 150 x g por 1 minuto. O depdsito seco foi ressuspenso com 20 uL de
formamida Hi-Di e as amostras foram sequlenciadas em Sequenciador Automatico

ABI 3100.

3.15 Analise Molecular

Os cromatogramas foram alinhados e editados manualmente, utilizando o
software Sequencher (Gene Codes, USA). A edicdo automatizada, realizada através
do programa Phred (www.ial.sp.gov.br) também foi realizada a partir dos

cromatogramas.

3.16 Resisténcia

Os arquivos consensos gerados pela edicdo manual em formato fasta
foram submetidos ao website da Universidade de Stanford (Stanford HIV Drug
Resistence Database, http://hivdb.stanford.edu/) para analise do perfil de resisténcia

genética aos anti-retrovirais.
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3.17 Analise dos Subtipos do HIV-1

Os arquivos fastas gerados pela edicdo manual pelo software Sequencher
(Gene Codes, USA) foram submetidos ao website do NCBI (National Center for
Biotecnology Information — NIH, e REGA subtyping tool para analise do subtipo do
HIV-1. O programa Genotyping, disponivel no website do NCBI, realiza a andlise de
subtipagem através da comparacao por BLAST da seqiéncia genética da amostra
com cada uma das sequéncias referéncia. A ferramenta REGA subtyping tool define
o subtipo do HIV-1 por meio da combinacao de analise filogenética com métodos de

bootscanning .

3.18 Analise de Recombinante

As amostras consideradas potenciais variantes recombinantes foram

analisados por meio do programa SIMPLOT versdao 2.5, sob 0s seguintes

parametros: window 350 bp, step 10bp, GapStrip on, Reps 1000, Kimura (2-

parametros), T/t:2,0, Neighbor-Joining.

3.19 Analise Estatistica

A referente coleta de dados foi direta e continua, ocorrendo durante o ano

de 2007. Nesse ano foram registrados 3 784 testes de HIV em gestantes, sendo 955
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testes realizados no municipio Ararangud, 1871 realizados no municipio de Criciima
e 958 realizados no municipio de Igara. Do total 11 deram positivos (0,3 %).

A coleta de dados foi realizada por meio do software EpiData versao 3.1
(Lauritsen, 2004) e apds essa etapa os mesmos foram exportados para a realizacao
das andlises e organizados em tabelas do Microsoft Office Excel 2003® de acordo
com a variavel envolvida, e posteriormente foram esbocadas representacdes
gréaficas (no caso graficos de setores e colunas).

A freqUéncia dos itens e respectiva porcentagem foram usadas para
descrever as variaveis, e para tornar a analise com carater exploratorio, foram
obtidas algumas medidas de tendéncia central (média e moda), estimando-se

também outro parametro referente a medida de dispersao (desvio padrao).
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5 RESULTADOS

Neste trabalho investigou-se o0s aspectos soOcio-demograficos,
comportamentais e reprodutivos relacionados a infeccdo pelo HIV-1 em gestantes
em acompanhamento pré-natal no ano de 2007, no sul do estado de Santa Catarina.

A populacdao de estudo foi composta de 36 gestantes, nas quais
observaram-se 38 gestacdes, pois duas pacientes que pariram no inicio de 2007
encontravam-se novamente gravidas no final do mesmo ano. O perfil clinico,
epidemioldgico, reprodutivo e comportamental foi obtido de todas as participantes do
estudo. A maioria das pacientes 31 (86.11%) foi atendida nos AME de Criciima, 3
no servico de referéncia de Ararangua e 2 no servigo de atendimento especializado
de Icara, trés cidades localizadas no extremo sul de Santa Catarina, Brasil.

As caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e o perfil reprodutivo das
gestantes relacionados a infeccdo pelo HIV encontram-se apresentados no artigo
em anexo (Anexo X) juntamente com os abstracts submetidos a XVII Conferéncia
Internacional de AIDS a ser realizada em agosto de 2008 na cidade do

México.(anexos Xl e XlI).
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Figura 3: Representacao esquematica do estudo.

5.1 Analise da Idade Gestacional no Inicio da Terapia Anti-retroviral entre as 36

Gestantes do Estudo

Com relagao ao inicio da terapia anti-retroviral observou-se que 33,3% das
gestantes iniciaram a terapia até a 142 semana de gestacao e 44% entre a 152 e 262
semana. Aproximadamente 20% das gestantes iniciaram tardiamente o tratamento
(Tabela 1). Duas pacientes iniciaram o pré-natal e a TARV apenas na 372 semana
de gestacao (Tabela 1). Destas uma teve diagnéstico de HIV durante esta gestacao
e a outra foi diagnosticada em gestacao anterior no ano de 2004; possuia historia de
multiplos parceiros, sendo o atual pertencente a populacao prisional e referiu o uso
de crack no ultimo més. Todos estes fatores podem ter contribuido para o néo
comparecimento ao servigo de referéncia para o pré-natal. Verificou-se que apenas

1 das pacientes ndo havia iniciado o tratamento, pois encontrava-se abaixo de 14
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semana de gestagdo no momento da coleta dos dados, sem alteracdes clinicas e

imunoldégicas.

Tabela 1: Distribuicdo das pacientes em relacao ao inicio ou adequacao da TARV

Descricao Total Y%
07 a 14 sem 12 34,29
15 a 26 sem 16 45,71

28 a 31 5 14,00
37 2 5,71
Sem uso 1 3,00

Total 36 100,00

5.2 Caracteristicas Relacionadas ao Uso de Anti-retrovirais Durante a Gestacao

De acordo com a classificacdo de TARV em profilatica ou terapéutica,

observou-se que 23 pacientes faziam uso de TARV profildtica e 12 de TARV

terapéutica. Nas pacientes que faziam uso de TARV terapéutica anterior a gestagao,

quando necessario houve adequacao do esquema terapéutico durante a gravidez

(Figura 4).
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Figura 4: Frequéncia e tipo de terapia anti-retroviral nas 36 pacientes da

amostra
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O esquema terapéutico mais empregado nas 35 pacientes em uso de

TARYV, foi a associagdo de um inibidor da protease (IP) com dois inibidores da

transcriptase reversa analogo do nucleosideo (ITRNs) em 78% das gestantes. No

momento da coleta as pacientes faziam uso de 4 diferentes esquemas terapéuticos

(Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo das gestantes em relacdo ao esquema anti-

retroviral utilizado de acordo com o mecanismo de acédo dos

farmacos
Anti-retroviral Numero de gestantes Y%
2ITRN +1 1P 28 77,8
2 ITRN + 1 ITRNN 3 8,30
1ITRN +1 ITRNN + 1IP 3 8,30
ITRN 1 2,80
Sem uso 1 2,80
Total 36 100,00
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Avaliando os efeitos colaterais relacionados a TARV observou-se alergia e
diarréia em 4 e 3 pacientes respectivamente. Uma das pacientes apresentou os dois
sintomas (Tabela 3). Quatro dos casos de efeitos colaterais foram relacionados ao
nelfinavir e dois casos de alergia relacionada a nevirapina. Em 8 pacientes houve

troca de medicamento com resolucao das reacdes adversas.

Tabela 3: Distribuicdo das reacdes adversas relacionadas a TARV

Descricao Total %
Alergia 4 11,43
Alergia/Diarréia 1 2,86
Diarréia 3 8,57
Auséncia de efeitos colaterais 27 77,14
Total 35 100,00

O sucesso terapéutico depende da boa adesao do paciente ao tratamento.
Neste contexto, verificou-se que a adesao foi considerada regular em 23 (66%) das
pacientes (Tabela 4). No grupo de pacientes com adeséao irregular, concentrou-se

metade das pacientes com TARV terapéutica e com maior tempo de diagndstico.

Tabela 4: Distribuicdo dos casos de acordo com a adesao ao tratamento

Adeséo Numero de gestantes %

Regular 23 65,71
Irregular 12 34,29
Sem uso 1 2,86

Total 36 100,00
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5.3 Distribuicao de Casos de AIDS Segundo o Critério CDC Adaptado

Segundo o critério CDC adaptado de classificacao de casos de AIDS, que
é baseado em teste HIV+, imunodeficiéncia clinica e/ou contagem de células T CD4"
< 350 células/mm?®, observou-se que apenas uma das pacientes foi classificada
como AIDS (C3), sendo 22 (61%) delas classificadas como A1, 8 (22%) como A2 e 5

(14%) como B2 (Figura 5).

Classificacao - CDC

03%
014%

oAt
mA2

| 22% oB2
m61% oc3

Figura 5: Distribuicdo das gestantes de acordo com a classificacao

clinica adotada pelo CDC para individuos com HIV/AIDS

No Brasil a notificacdo de casos de AIDS também se baseia na contagem
de células T CD4+, devendo esta ser inferior a 350 células/mm?®. Na avaliagdo dos
casos de AIDS baseado no numero de células T CD4", considerou-se neste estudo
os dados da ultima fenotipagem disponivel no prontuario das pacientes no momento
da coleta dos dados. A média do numero de células T CD4+ do grupo de gestantes
foi de 650 x 10° células /ml (desvio padrao, 403 x 10° células /ml). A distribuicdo das
gestantes de acordo com o nimero de células T CD4" esta apresentado na tabela 5.
Conforme pode-se verificar nesta tabela, 7 gestantes foram notificadas como casos

de AIDS.
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Tabela 5: Distribuicdo das gestantes de acordo com o numero de
células T CD4+ disponivel no momento da coleta de dados

Descrigéao Total %
> 351 28 77,78
201 a 350 3 8,33
<200 4 11,11
Nao informado 1 2,78
Total 36 100,00

5.4 Diversidade do HIV-1 entre Gestantes do Sul de Santa Catarina no Ano de

2007

O sequenciamento viral foi realizado em 18 gestantes do grupo de 38
pacientes. Analisaram-se as regides da polimerase, codon 1 a 335 do HIV-1 em
todas as amostras amplificadas. Nove amostras foram analisadas a partir do RNA
viral plasmatico e 9 a partir do DNA proviral de células do Buffy Coat. Dezoito
amostras foram sequenciadas para mutacdes principais em PT e RT e, destas, 15
foram avaliadas quanto a presenca de mutacdes acessorias. Todos os casos foram
em mulheres heterossexuais e relacionados a transmissao sexual. As amostras
biolégicas possibilitaram a avaliagdo do subtipo viral e das mutacoes relacionadas a
resisténcia aos anti-retrovirais.

Apesar de dados da literatura apontando para uma elevada prevaléncia de
infeccao pelo subtipo C do HIV-1 no Sul do Brasil, até o inicio do presente estudo
nada se conhecia sobre a diversidade do HIV-1 na nossa regido. Comparando as
sequéncias do gene pol obtidas das amostras de HIV-1 das gestantes com

seqUéncias representativas dos diferentes subtipos virais, identificou-se a
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prevaléncia do subtipo C em 89% dos casos, seguido do subtipo F em 5.5% e do

padrao recombinante CF(pol) em 5.5% (Figura 6).

Genotipagem
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Figura 6: Distribuicdo dos subtipos de HIV-1 em 18 amostras de gestantes

do Sul de Santa Catarina no ano de 2007.

Outra analise realizada foi quanto a distribuicao dos diferentes subtipos de
HIV-1, identificados pela genotipagem, em relagdo ao ano de diagnéstico da
infeccdo. Na figura 7, verifica-se que no ano de 2001 ja havia casos de infeccéo pelo
subtipo C na regido. Vale salientar que foram sequienciadas até o presente momento
apenas 50% dos isolados virais. Em outro estudo do nosso grupo de pesquisa em
andamento, onde se estuda a transmissao vertical, verificou-se que o primeiro caso
de transmissao vertical diagnosticado no municipio de Cricitma, ha 19 anos atras,

foi decorrente da infecg¢ao pelo subtipo C do HIV (dados ndo mostrados).
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Subtipos segundo ano de diagndstico
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Figura 7: Distribuicdo dos subtipos de HIV-1 em 18 gestantes do ano de 2007
segundo ano de diagndstico.

5.5 Analise dos Perfis de Mutacoes nos Isolados Virais de Gestantes do Sul de

Santa Catarina no Ano de 2007

Avaliando a TARV nas 18 pacientes sequienciadas 7 (39%) faziam uso de
TARYV terapéutica. Trés iniciaram a TARV terapéutica durante o pré-natal atual e 4 ja
faziam uso antes da atual gestagdo. Na analise deste grupo observou-se que 0s
ITRN mais freqientemente utilizados foi a combinacdao de AZT/3TC, 100% dos
casos, em associagdo com outras classes de anti-retrovirais (Tabela 6). A
associacao mais utilizada foi AZT/3TC + LPV/RTV (IP) em 72% dos casos.

Entre as pacientes seqlenciadas 4 (22,3%) pacientes apresentaram
mutacdes de resisténcia. Duas gestantes do subtipo C apresentaram mutacdes nos
cbédons L10V (paciente CR018) e A71T (paciente CR019) relacionados a resisténcia
aos IP(s), sem apresentar alteragcdo na suscetibilidade a esta classe de anti-

retrovirais (Tabela 6). A paciente CR018 também apresentou mutacdo em cddons
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relacionados a resisténcia aos ITRN (A62V e M184V) e aos ITRNN (G190A: confere
alta resisténcia a NVP) (Tabela 6). A paciente ARA003, identificada como subtipo F
mostrou cdédon de mutacdo aos ITRN (M184V) e ITRNN (K103N e V108IV). A
paciente IC001, identificada como padrao recombinante CF(pol), apresentou o
mesmo perfil de mutacdo que a paciente ARA00S.

Com relacdo ao perfil de mutacdoes acessoérias foram seqglenciadas
apenas 15 amostras e 100% delas apresentaram cédons de mutacdo acessoérias
para IP, ITRN e ITRNN. Vale salientar que a presenca isolada destes cédons de
mutacao acessoéria nao confere resisténcia aos anti-retrovirais. As mutagdes mais
freqUentes relacionadas aos IP foram: R41N, N37K, H69K, 193L 115V, e relacionadas
aos ITRN e ITRNN: R211K, S48T, V35T e T39A (Tabela 6).

A paciente que apresentou resisténcia as 3 classes de anti-retrovirais foi
notificada como AIDS em 2003. Esta paciente apresentava no momento da coleta do
material para genotipagem carga viral de 3.100 cépias virais/ml de plasma, 486 x 10°
células TCD4+/ml e fazia uso de TARV terapéutica baseado em

AZT+3TC+RTV+LPV. A mesma apresentava suscetibilidade a todos os IP testados

e alta resisténcia a nevirapina. A segunda paciente apresentou mutacdo de

resisténcia acessoria apenas aos IP, fazia uso de TARV profilatica e com diagnéstico
de HIV em 2007, sendo suscetivel a todos os IP. Nesta amostra de gestantes, as 3
pacientes que apresentaram mutacées relacionadas aos ITRN também
apresentaram mutacdes relacionadas a resisténcia aos ITRNN. Duas em uso de
TARV terapéutica notificadas como AIDS em 2003, sendo uma do subtipo C e a
outra do subtipo F. A terceira paciente apresentou um padrdao de recombinacao
CF(pol) e estava em uso de TARYV profilatica porém ja havia utilizado anti-retrovirais

em gestacao anterior (Tabela 6).
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Tabela 6: Diversidade viral, perfil de resisténcia aos anti-retrovirais e caracteristicas imunoldgicas e
terapéuticas nas 18 pacientes seqlenciadas

p(;?:idé%?e Ccv CD4 Subtipo viral Res IP Res ITRN res ITRNN Medicagéao Diag. TARV

AZT+3TC+

CR002 5286 463 C nao nao nao RTV+LPV 2006 Profilatica
AZT+3TC+

CR009 1303 275 C nao nao nao RTV+LPV 2002 Terapéutica
AZT+3TC+

CR0O10 3650 555 C nao nao nao NFV 2007 Profilatica
AZT+3TC+

CRO11 810 404 C nao nao nao RTV+LPV 2006 Profilatica
AZT+3TC+

CR0O12 3454 317 C nao nao nao RTV+LPV 2004 Terapéutica

AZT+3

CRO013 105 516 C nao nao nao TC+NVP 2007 Profilatica
AZT+3TC+

CRO16 146.420 368 C nao nao nao LPV 2006 Profilatica
AZT+3TC+

CR017 271 918 C nao nao nao RTV+LPV 2007 Profilatica
AZT+3TC+

CR018 3.100 436 C SIM-L10V SIM-A62V,M184V SIM-G190A RTV+LPV 2003 Terapéutica
AZT+3TC+

CR019 2879 456 C SIM-A71T nao nao RTV+LPV 2007 Profilatica
AZT+3TC+

CR020 3.944 764 C nao nao nao RTV+LPV 2001 Profilatica
AZT+3TC+

CR021 9.268 815 C nao nao nao RTV+LPV 2001 Profilatica
AZT+3TC+

CR022 138.678 168 C nao nao nao RTV+LPV 2004 Terapéutica
AZT+3TC+

CR023 13.868 276 C nao nao nao NFV 2003 Terapéutica
AZT+3TC+

CR024 322 173 C nao nao nao RTV+LPV 2007 Terapéutica
AZT+3TC+

ARAQ01 9300 618 C nao nao nao NFV 2007 Profilatica
SIM-k103N e  AZT+3TC+

ARA003 186 491 F nao SIM-M184V Vv108IV RTV+LPV 2003 Terapéutica

S| SIM-

Mosaico k103N e AZT+3TC+

1G001 17 737 CF(pol) néo SIM- M184V V108IV RTV+LPV 2004 Profilatica
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6 DISCUSSAO

Este estudo procurou caracterizar os perfis socio-demografico,
comportamental, reprodutivo e clinico de gestantes do Sul de Santa Catarina, bem
como, caracterizar parcialmente a diversidade genotipica do HIV-1 nesta regido do
estado.

A amostra estudada foi composta de mulheres com idades que variaram
de 17 a 37 anos, 67% com faixa etaria de 20 a 27 anos, a idade media foi de 26
anos e a mediana de 25.5 anos. Em relagéo a etnia a maioria (78%) definiu-se como
branca, e 47% com escolaridade de 4 a 7 anos. Deve-se considerar que este estudo
foi conduzido no servico de pré-natal onde sao atendidas quase que exclusivamente
pacientes de baixa renda, assistidos pelo sistema Unico de saude. Estes dados sao
semelhantes aqueles encontrados na analise do perfil epidemiolégico da
transmissédo vertical em S&o José do Rio Preto-SP, onde a média de idade das maes
era de 28 anos, variando de 20 a 39 e mediana 27,5, e com maioria de pele branca
(73%). Neste estudo, 34% nao havia completado o ensino fundamental (David &
Saloméao, 2006). No estudo de Cardoso et al., (2007), realizado com gestantes de 27
municipios do sul do pais, a prevaléncia de infeccdo pelo HIV foi de 0,5% (40/8002
gestantes) e o nivel de instrucédo foi a Unica variavel relacionada a esta ocorréncia,
sendo quase 3 vezes menor nas pacientes soropositivas. No Brasil o nivel de
instrucao € considerado o melhor indicador de status social (Cardoso et al., 2007).

Comparado nossos resultados com aqueles do Ministério da Saude,
observou-se uma diferenca no perfil racial com incidéncia de 48% em brancas, 17%
negras e 34 % em pardas. (Brasil, 2006). Vale salientar que na nossa regiao

predomina a raca branca.
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Com relagéo a renda mensal da familia, obtida através de informagbes da
paciente, verificou-se que a maioria (75%) possui renda familiar inferior a trés
salarios minimos. A maioria (83%) ndo possuia emprego formal, 47% eram
trabalhadoras do lar e duas delas eram profissionais do sexo. No estudo de Paiva et
al (2002), 50% das participantes recebiam menos de 200 reais por més, com uma
renda de menos de 50 reais /més/pessoa da familia (Paiva et al., 2002).

Os resultados deste trabalho mostram o predominio de HIV/AIDS entre
mulheres com baixo nivel educacional e piores condicées econdmicas, confirmando
estudos prévios enfatizando a conexdao entre vulnerabilidade ao HIV-1 e
desigualdade social (Dhalia et al., 2000; Fonseca et al., 2002; Barbosa, 2003; Bates
et al., 2004).

Todas as pacientes referiram vida sexual ativa, comprovada pela propria
condicdo da gravidez. A idade do inicio de atividade sexual variou de 11 a 19 anos
com média de 15,2 anos e mediana de 15 anos. O numero de parceiros
considerando-se a vida toda variou de 1 a 30 com média de 6 e mediana de 3
parceiros sexuais, excetuando-se as duas mulheres que trabalham com sexo. Além
de sexo vaginal, 12 (33%) mulheres admitiram praticar sexo anal e 16 sexo oral
(44%). Duas mulheres referiram contato sexual com estrangeiros (um europeu e um
americano). Uma delas estava morando na Europa e retornou ao pais apos gestar.
No estudo de Paiva et al., (2002), a maioria das mulheres referiu parceiros fixos com
média de 4,5 parceiros durante a vida toda, atividade sexual no momento da
entrevista e média de idade do inicio da atividade sexual foi de 15,8 anos, variando
de 12 a 21 anos, concordante com os dados deste estudo e comparavel a média

nacional (Paiva et al., 2002).
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Em 35 gestantes desta amostra o comportamento sexual referido foi
heterossexual, o modo de contagio foi através de relagdao sexual em 100% e
nenhuma utilizou drogas injetaveis durante a vida ou realizou transfusao de sangue.
30 mulheres (83,3%) se reportam como sendo casadas ou morando com
companheiro, 31 referiram parceiro sexual Unico no ultimo més e 30 referiram
parceiro sexual fixo nos ultimos seis meses. Ao avaliar o comportamento de risco
dos parceiros da vida toda, observou-se que 50% eram HIV+, 22% UDI, 7 faziam
parte da populagdo prisional e 19% eram caminhoneiros. Este achado corrobora
estudos anteriores realizados em Criciima, analisando pacientes HIV+ atendidos no
ambulatério de especialidades médicas (AME) do Programa Municipal de DST/AIDS
do Municipio de Criciuma (Oliveira et al., 2007a). Também confirma a tendéncia
atual da epidemia que se caracteriza pela heterossexualizacdo, feminilizacao,
interiorizacdo e pauperizacdo, demonstrando a crescente infeccdo em pessoas
jovens e do sexo feminino em idade reprodutiva. Uma parcela cada vez mais
expressiva das pacientes notificadas de AIDS tem parceria sexual Unica no momento
do diagnéstico e um numero de parceiros sexuais na vida que nao difere muito do
relatado pela maioria da populacéo (Brasil, 2006: Galvao et al., 2004). Barrichelo et
al (2002), em 355 prontuarios de pacientes do Municipio de Cricidma encontraram
uma predominancia de casos envolvendo pacientes heterossexuais, com multiplos
parceiros e usuarios de drogas injetaveis. (Barrichelo et al., 2002) e um
levantamento epidemiol6gico realizado em pacientes atendidos no AME de 2004 a
2006, concluiu que a exposicdo mudou para a categoria “heterossexual com parceiro
de risco indefinido” tanto para homens quanto mulheres. O uso de drogas injetaveis
entre adultos deixou de ser a principal fonte de exposicdo ao HIV como era no inicio

da epidemia na cidade (Oliveira et al., 2007 a). Como resultado da expansédo da
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epidemia na populagdo heterossexual, as mulheres tém sido acentuadamente
afetadas, acarretando, por sua vez, o aumento dos casos de criangas infectadas por
transmissdo materno-infantil (TMI).

Em relacdo ao uso de drogas injetaveis os dados obtidos diferem daqueles
publicados pelo European Collaborative Study, na Ucrania onde encontraram alta
prevaléncia em pessoas com historia de inicio precoce do uso de drogas injetaveis e
comportamento de alto risco (uso de drogas e sexual) e baixo uso de preventivo. Em
2004, 50% das mulheres do estudo relataram serem UDI ou terem parceiros UDI.
Porém dados deste estudo sdo concordantes quando se avalia a taxa de infecgcao
entre as mulheres que néo relatavam nenhum fator de risco e que provavelmente
adquiriram HIV através de relacdo sexual desprotegida com parceiro regular ou
casual, incluindo o marido (87% casadas ou com parceiro fixo). (Thorne et al., 2005).

Em relacdo ao uso de preservativo masculino, na categoria parceiro fixo
no ultimo més somando as respostas ndo e nem sempre, encontrou-se que 75% das
gestantes ndo faziam uso de preservativos masculino com parceiro fixo. Com
relacdo ao uso ou ndo uso desde a primeira relacdo sexual, 91% nao utilizava ou
usavam apenas ocasionalmente, o que provavelmente explica a forma de contagio.
Estes dados preocupantes reforcam os encontrados na literatura justificando a
feminizacdo da epidemia em mulheres provavelmente contaminadas por seus
parceiros fixos. Nenhuma paciente da amostra utilizava preservativo feminino e 2
pacientes referiram que o parceiro era HIV negativo e recusava-se a usar
preservativo. Jarbas Magalhdes, 2001 em sua tese de doutorado, pesquisou a
aceitabilidade e adesdo do preservativo feminino em mulheres HIV+. Apds serem
treinadas em modelo pélvico para colocacdo do preservativo, 30 mulheres foram

orientadas a preencher um diario sexual por um periodo de 90 dias. Os resultados
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indicaram que houve uma diminuicdo no numero de relagdes sexuais desprotegidas
de 14% para 6% e as vantagens mais citadas pelas mulheres foram o poder de
decidir quanto ao uso do preservativo, a ndo dependéncia do homem para o uso e a
protecdo contra DSTs e gravidez (Magalhdes et al.,, 2001). Em Imbituba, cidade
portuaria de Santa Catarina, um estudo com 90 mulheres que trabalhavam com sexo
revelou uma prevaléncia de infeccao por HIV de 6,7%, sendo os fatores de risco
associados o numero de parceiros, o uso de drogas inaladas pela mulher ou
parceiro e 0 ndao uso de preservativos (Trevisol & Da Silva, 2005). Estes achados
reforcam a necessidade de intensificar as campanhas para o uso de preservativo
masculino e incentivo e treinamento para o uso de preservativo feminino na nossa
regiao.

Ao analisar a historia obstétrica da nossa amostra, obtive-se um total de
101 gestacoes que resultaram, até dezembro de 2007, em 90 nascimentos. A média
do numero de filhos para cada gestante foi de 2,81 e a mediana 2,5 (variagdo de 0 -
7). Vinte (55.6%) sabiam ser portadoras do virus HIV-1 antes da gestacao e 20 ja
haviam tido pelo menos uma gestacdo anterior sendo HIV+. Em relacdo a
transmissdo vertical considerando as gestacdes anteriores 7 mulheres tiveram 8
filhos HIV+. Estes resultados estdo em concordancia com estudos brasileiros sobre
reproducao e sexualidade em mulheres soropositiva para HIV+ (Santos et al., 2002;
Silva et al., 2006). Avaliando a perfil reprodutivo e o exercicio da sexualidade,
Santos et al (2002) ndo encontraram associacao entre pensar em ter filhos com as
variaveis como percepcao de risco, situacdo sorolégica do parceiro e uso de
contraceptivos. Estes concluiram que a intencdo de ter filhos nao se alterou

substancialmente, e que mulheres HIV+ precisam ter seus direitos reprodutivos e
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sexuais discutidos e respeitados em todos os servigcos de atencao a saude. (Santos
et al., 2002).

Pesquisas com mulheres soropositivas no Brasil indicam que cerca de 30
a 40% delas sabiam do seu diagnéstico de HIV antes de engravidarem. Em relacao
as informagdes sobre a transmissao vertical do HIV, aproximadamente 75% das
mulheres e 50% dos homens tinham essas informagdes, embora a vontade de ter
filhos nao tivesse apresentado qualquer correlagdo significativa com o nivel de
informacao. Mesmo considerando as restricoes relacionadas a transmissao do HIV,
as pessoas entrevistadas trouxeram argumentos que justificaram ou justificariam
uma gravidez. Dentre eles, destacaram-se a oportunidade de viver/reviver a
experiéncia da maternidade ou de constituir uma familia, tdo culturalmente enraizada
como um traco constitutivo da identidade feminina, numa perspectiva de género. As
motivacdes de ter filhos associadas as expectativas de seus parceiros conjugais
como uma forma de “retribuicdo” por gestos/iniciativas se destacou no grupo e
podem ser mais diretamente relacionadas a situacbes conjugais no contexto da
infeccdo pelo HIV (Silva et al., 2006).

Ao considerar o numero total de gestacbes da nossa amostra obtém-se
uma taxa de 8% de transmissao vertical, porém salienta-se que a maioria destes
casos de transmissdo vertical foi antes da implantagdo do Programa Municipal de
Atencédo as DST/AIDS nos municipios estudados.

Neste grupo 9 gestantes faziam uso de TARV terapéutica, 6 estavam com
carga viral acima de 1.000 coépia/ml e 5 com CD4 abaixo de 350 no momento da
coleta das amostras. Estes dados s@o contrarios aqueles verificados por Bryant et al
(2007), estudando os fatores envolvidos na repeticdo da gestacdo em gestantes

soropositivas. Em uma corte de 2.246 mulheres encontrou-se 492 gestantes (21,9%)
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com pelo menos uma gestacdao HIV+ anterior. Das 492 mulheres que repetiam a
gestacédo, 114 (23,2%) tiveram mais de uma gestacao anterior HIV+ e concluiu que
sdo fatores preditivos da repeticdo de gestacado entre mulheres HIV+ o melhor status
de saude, com taxas de carga viral baixa e CD4 alto. E que mulheres que ndao usam
TARYV terapéutica estdo mais sujeitas a repetir a gestagao do que aquelas em uso.

Nesta amostra o pré-natal foi 0 momento do diagnéstico em 24 mulheres
(67%), o que reforca a importancia do pré-natal no contexto da epidemia e nao
houve nenhum diagnéstico realizado durante o trabalho de parto, através do teste
rapido.

Na literatura inUmeros trabalhos demonstram alta taxa de diagnéstico de
HIV durante o parto. Em estudo Tailandés, conduzido nos anos de 2001 a 20083,
verificou-se que o diagndéstico de HIV se deu durante o trabalho de parto em 1.468
gestantes (66,7%), antes da gestacao em 351 pacientes (16%) e apds 0 nascimento
em 180 mulheres (8,2%) (Plipat et al., 2007). Na Ucrania, em estudo realizado em
2006 verificou-se que o diagnéstico de HIV ocorreu antes da gestacdo em 57% dos
casos, durante a gestacao em 34% e durante o trabalho de parto em 420 mulheres
(9%). O maior numero de diagnéstico realizado durante o trabalho de parto reflete
falha na cobertura e testagem durante o pré-natal e aumenta a possibilidade de
transmissao vertical (Thorne et al., 2006)

Vinte e seis pacientes deste estudo terminaram a gestacao até dezembro
de 2007, 19 (76%) através de cesariana. Este dado coincide com os valores
encontrados por Melo et al (2005) quando avaliou 170 gestantes HIV+ durante um
periodo de 10 anos na maternidade do Hospital das Clinicas de Minas Gerais com
taxa de cesariana de 79,5% e por Romanelli et al(2006) com taxas de 78,9% de

cesarianas. Estas taxas sao justificadas pelo fato de que a partir de marco de 2001
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foi adotado o protocolo especifico para realizagdo de cesarea eletiva nas gestantes
HIV soropositivas, segundo normas da Coordenacdao Nacional de DST/AIDS. O
Ministério da Saude preconiza a realizacdo de cesariana eletiva como forma de
diminuir a transmissao vertical e o parto normal pode ser considerado em pacientes
com carga viral abaixo de 1.000 copias e bolsa rota a menos de 4 h (Melo et al.,
2005; Romanelli et al., 2006).

Com relacao ao uso de TARV durante a gestacdo, no nosso estudo a
maioria das pacientes (67%) estava em uso de TARV profilatica, e 34,3% faziam uso
de TARV terapéutica (baseado em critérios clinicos e imunolégicos). No entanto, no
estudo conduzido por Romanelli et al (2006) 43,3% das gestantes utilizaram TARV
profilatica e 56,7% receberam TARV terapéutica, sendo o esquema de terapia
altamente efetiva (emprego de pelo menos 3 antiretrovirais) utilizado por 84,5% das
pacientes. No estudo realizado por Melo et al (2005), comentado anteriormente,
apenas 65,5% das gestantes utilizaram o regime triplice de terapia antiretroviral,
provavelmente porque a populacdo estudada incluia pacientes tratadas antes da
atual recomendacéo de terapia antiretroviral para gestantes do Ministério da Saude.
Estas variagdes podem ser decorrentes de varios fatores entre os quais, a carga
viral e o nimero de células T CD4" no momento do diagnéstico e o conhecimento do
diagnéstico prévio a gestagcdo, ou durante gestacdo anterior (Melo et al., 2005;
Romanelli et al., 2006).

A adesdo aos antiretrovirais foi considerada regular em 66% das
pacientes. O que esta de acordo com os resultados da avaliacdo das causas de
aderéncia irregular nos pacientes HIV" em acompanhamento clinico no ambulatério
de HIV do Programa Municipal de Atencdo as DST/AIDS do municipio de Criciuma-

SC. onde verificou-se que o ano de 2006 foram atendidos pela Unidade



63

Dispensadora de Medicamentos 437 doentes de AIDS, destes 331 retiraram os
medicamentos no prazo, conforme agendamento e 106 (24%) nao retiraram os ARV
no tempo determinado, caracterizando a ndo adesdo ao tratamento. Os fatores
relacionados a nao adesao foram a banalizacdo da doenca, dependéncia quimica,
reacdes adversas dos farmacos, atividade profissional (ex. caminhoneiro) outras
patologias associadas, interacdo medicamentosa, transtorno psiquico, negagcdo ao
diagnéstico, baixa condicao sécio-econdmica, baixa escolaridade e pessimismo em
relacdo a doenca (Oliveira et al., 2007b).

A anadlise molecular do HIV-1 de 18 amostras, de um total de 36 gestantes
estudadas, revelou uma elevada prevaléncia de infeccao pelo subtipo C. Em estudo
realizado na cidade de Florianépolis-SC, com 100 homens e mulheres HIV*, Locateli
e colaboradores (2007) identificaram alta prevaléncia de infeccdo pelo subtipo C
(48%), chegando a 71,25% quando se consideraram as formas recombinantes do
virus. (Locatelli et al., 2007). Este estudo, conduzido no sul de Santa Catarina em
gestantes no ano de 2007, revelou uma prevaléncia de infecgao pelo subtipo C do
HIV-1 ainda maior que aquela encontrada por Locateli e colaboradores. Nao se
descarta a possibilidade de que esta alta prevaléncia de infecgdo pelo subtipo C,
verificada em gestantes também possa ser identificada no resto da populacédo
infectada, em especial aquela heterossexual. Nao sabemos se havera associacéao
preferencial de alguns subtipos do HIV com determinados fatores de riscos da
populacdo do sul de Santa Catarina. Além do mais, com o aumento do numero de
amostras sequenciadas pode haver um indice maior de formas recombinantes
identificadas, uma vez que o subtipo viral B também circula nesta regidao do pais.

Os resultados encontrados nestes dois estudos Catarinenses sao

diferentes dos obtidos em outras regides do Brasil, onde o subtipo B &
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predominante. A alta prevaléncia de infecgcdo pelo subtipo C em Santa Catarina
parece acompanhar o que vem acontecendo em algumas cidades do Rio Grande do
Sul e Parana, onde o subtipo C esta presente em alta proporcao (Soares et al.,
2005). Como comentado anteriormente o subtipo C é responsavel por mais de 56%
da infec¢ao pelo HIV-1 no mundo.

Alguns estudos tém sugerido que os subtipos de HIV podem estar
associados com diferentes modos de transmissao, isto porque alguns subtipos
apresentam menor potencial de transmissao heterossexual em comparagdo com
outros (Soto-Ramirez et al., 1996) e sugerem o subtipo C como um virus mais
infeccioso e que se espalha mais rapidamente que outros subtipos. Isto poderia
explicar o aumento das infeccbes pelo HIV-1 C no Rio Grande do Sul e
consequentemente a prevaléncia nos pacientes de Santa Catarina por sua
proximidade territorial. Esta hipétese estd baseada na presenca de células de
Langerhans, que apresentam a molécula CD4 em suas membranas e podem
representar o alvo primario do HIV, na mucosa genital e sua auséncia na mucosa
retal (Moodley & Wennberg, 2005).

Ao avaliar o comportamento sexual das gestantes infectadas, observou-se
que 97% eram heterossexuais. O contato sexual muito provavelmente foi a via de
infeccdo, devido a varios fatores como o habito de sexo desprotegido na maioria das
vezes, auséncia de outros fatores de risco como uso de uso de drogas injetaveis,
transfusdo sanguinea, acompanhado do relato sobre parceiro com histéria de DST,
HIV+ e usuarios de drogas.

Neste estudo, esta correlacdo entre o subtipo C e a transmissao por via
heterossexual também foi observada. No entanto, é necessario avaliar como esta a

distribuicdo dos diferentes subtipos na populagdo em geral e em outras grupos
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especiais como, por exemplo, homens que fazem sexo com homens e profissionais
do sexo masculino e/ou feminino, pois, provavelmente, a disseminacao de infeccéao
por diferentes subtipos depende nao s6 de caracteristicas relacionadas ao modo de
transmissdo, mas também do ‘“fitness” viral, estado imunolégico e condicbes de
saude do individuo no momento da infecg¢ao.

Apesar de ter sido encontrada uma relagdo entre a via de transmissao
heterossexual com o subtipo C do HIV-1 no Rio Grande do Sul, esta ligacdo nao
pdde ser estabelecida para outros subtipos virais (Brindeiro et al., 2003). Além do
mais, em estudo realizado com 102 criancas nascidas de maes HIV+, onde a
prevaléncia de infecgdo pelo subtipo C foi de 70% observou-se que carga viral e o
uso do protocolo ACGT 076 (tratamento profilatico), mas nao o subtipo do HIV e o
namero de células TCD4+ foram preditivos de risco aumentado de transmissao
vertical (Martinez et al., 2006).

As diferencas genéticas entre subtipos HIV-1 podem ser criticas para o
manuseio clinico e monitoramento da resisténcia aos antiretrovirais que esta
expandindo-se para regiées do mundo onde predominam diversos subtipos néo-B.
No estudo de colaboracgéo global, avaliando o impacto da TARV sobre o genétipo da
protease e transcriptase reversa do subtipo B e subtipos nao B (incluindo A, C, D, F,
G e recombinantes CRF01_AE, CRF02_AG) encontrou-se que cada uma das 55
mutacdes conhecidas para o subtipo B ocorreu em pelo menos 1 dos subtipos ndo—
B isolados e 44 (80%) dessas mutagdes foram significantemente associadas com
TARV em pelo menos um de cada subtipos incluindo os recombinantes (Kantor et
al., 2005).

O Brasil foi um dos primeiros paises em desenvolvimento a garantir o

acesso dos doentes de AIDS aos ARV, como forma de controle da epidemia e como
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profilaxia da transmissdo vertical (Brasil, 2007). A pressdao exercida pela TARV
seleciona variantes resistentes com mutacdes nos genes virais. Em 19 amostras
sequenciadas, coletadas em 1998 na regido central do Brasil, foram detectadas a
presenca de 17 subtipos B e 2 subtipos F do HIV-1. Nesta amostra composta de
pacientes com faléncia de TARV encontrou-se mutagdes de resisténcia em 84% dos
pacientes com um total de 6 mutacdées da PR: 2 primarias e 4 acessoérias; e 8
mutacoes relacionadas a transprictase reversa (Cerqueira et al., 2004).

Neste estudo observou-se que a maioria (67%) das pacientes estava em
uso de TARV profildtica e o esquema terapéutico mais utilizado foi AZT+3TC+
RTV+LPV (ITRN + IP). Duas pacientes (11%) apresentaram cédon de mutacao de
resisténcia aos IP: L10V e A71T (mutacdo minor). E importante comentar que a
mutacao L10V pode favorecer o surgimento de resisténcia viral a qualquer um dos IP
quando associada com outras mutagdes. A resisténcia aos IP modifica a quantidade
e a natureza dos pontos de ligacdo entre os inibidores e a protease (Clavel & Hance,
2004). A freqUéncia de mutagcdo em cddons relacionados aos IP foi relativamente
baixa comparativamente ao estudo de Oliveira (2007), que estudando o perfil de
resisténcia do HIV em infeccbes pediatricas na cidade de Sdo Paulo pelos subtipos
B (62%), F (8,5%), C(1,4%) e BF (28,2%), obtiveram frequéncia de 39,4% e, ao
incluir as mutacdes acessérias este percentual de resisténcia relacionada aos IP
chegou a 98,4%. Em cddons relacionados aos ITRN a mutagdo M184V foi
encontrada em 52,5% e a mutacado mais frequente relacionada ao ITRNN foi K103N
(55,4%) (Oliveira, 2007).

Com relacdo as mutacdes relacionadas aos ITRNs, as mais freqlientes
encontradas neste estudo foram: A62V (1 paciente) e M184V (3 pacientes). O

mecanismo de resisténcia aos ITRN é baseado em seu mecanismo de acdo. O
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mecanismo de resisténcia mais comum relacionado aos ITRN é a diminuicdo da
incorporacao dos ITRN na presenca de mutacao de resisténcia. O perfil A62V esta
associado com resisténcia na presenca de Q151M, porém na sua auséncia o efeito é
desconhecido. Na presenca da mutacao M184V a transcriptase reversa passa a
incorporar citosina em detrimento ao 3TC (lamivudina), sendo reconhecidamente
causa de faléncia de esquemas terapéuticos. Induz baixa resisténcia ao ddl
(didanosina) e ABC (abacavir), porém proporciona hiper suscetibilidade ao tenofovir
e reverte a maioria das resisténcias proporcionadas por outras mutacoes. (Meyer et
al., 2000). Quando presente, o aparecimento da Q151M ou da inser¢cdo 69 mostra
resisténcia multipla aos ITRN.

As mutacgées relacionadas aos ITRNNs encontradas nas amostras de
gestantes foram: K103N, G190A e V108IV. K103N é a mutacdo mais conhecida e
seu aparecimento esta relacionado com alta resisténcia a nevirapina (NVP),
efavirenz (EFZ) e delavirdina (DLV), podendo induzir resisténcia cruzada entre os
ITRNN. Por outro lado, a mutacdo V108IV esta relacionada a baixo nivel de
resisténcia aos ITRNNs. No entanto, G190A favorece alta resisténcia a NVP,
resisténcia intermediaria ao EFV e aumenta a suscetibilidade ao DLV. Em relagcédo a
resisténcia aos ITRNNs, em 2001, para avaliar o surgimento de resisténcia a NVP,
Eslemann e cols examinaram 111 mulheres HIV+ que receberam TARV
monoterapica com NVP durante a gestacdo e 33 criancas HIV+ de Uganda. Em 21
(19%) das mulheres foi detectadas mutacdes de resisténcia relacionadas a NVP. O
codon K103N que causa alto nivel de resisténcia a NVP foi o mais prevalente. O
cédon G190A foi encontrado em 1 (1%) mulher e 1 (4,17%) das criancas infectadas

(Eslemann et al., 2001).
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Embora este estudo tenha sido bastante restrito em relacdo ao numero e a
origem das amostras, os resultados obtidos demonstram as diferencas regionais
atuais em relacdo a diversidade genotipica e ao perfil de resisténcia aos
antiretrovirais na infecgao pelo HIV no pais. Estudos com amostras maiores ja estao
sendo realizados em parceria com o Laboratério de Retrovirus — Genotipagem do

HIV do Instituto Adolfo Lutz-SP.
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ANEXO | - Questionario S6cio-Comportamental

Area de Vacinas — Unidade de Desenvolvimento tecnolégica

PN de DST/Aids-MS

FICHA SOCIO-COMPORTAMENTAL

1) Datadaentrevista: _ / [/ Hora do inicio entrevista:.  : h

2) NRI: 3) tipo Doc

4) INICIAIS 5) COD Proj

6) Unidade Saude 7) Nucleo Pesq

8) Estado 9) Data de Nascimento_ /  /

10) Idade__ (em anos) 11) Municipio
(Residéncia)

12) Estado (Residéncia)

13) Sexo

[ ]1.Masculino

[ ]2. Feminino

[ ]8. Transgéneros

[ ]98.Prefere nao responder
[ 199.IGN

[ ]115. outros




85

14) Gestante

[ 11.Sim

[ ]2.Ndo

[ 13.Ndo

[ ]98.Prefere ndo responder
[ 199.IGN

[ ]115. outros

15) Estado Marital

[ ]1. Casado/com companheiro

[ ]2. Solteiro/sem companheiro/ viivo
[ ]98.Prefere ndo responder

[ 199.IGN

[ ]115. outros

16) Etnia

[ ]11.Branca

[ ]12. Negra

[ ]83. Parda/Morena

[ ]4. Amarela/Oriental

[ ]15.Indigena

[ ]98.Prefere nao responder
[ 199.IGN

[ ]115. outros




17) Escolaridade (em anos de estudo)
[ ]11.Nenhum

[ 12.De1a3

[ 13.Deda’7

[ 14.De 8 a 11

[ ]15. Acimade 12

[ ]6. Pbs- graduacéao

[ ]98.Prefere ndo responder

[ 199.IGN

[ ]115. outros

18) Renda Familiar

[ ]1.Menos de 1SM

[ 12.Del1 a2,9 SM

[ 13.De3a5,9SM

[ 14.De62a 10,9 SM

[ ]15.Mais de 11 SM

[ ]16.N&o a rendimentos

[ ]98.Prefere nao responder

[ ]199.IGN

19)Numero pessoas na familia

20)Situacao Profissional

[ ]11.S6 estuda
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[ ]12.Do lar

[ ]3.Assalariado

[ ]4.Autbnomo

[ ]5.Trabalho informal

[ ]6.Desempregado

[ ]7.Aposentado/ pensionista
[ ]98.Prefere ndo responder
[ 199.IGN

[ ]115. outros

AVALIACAO

21) Vida sexual ativa

[ 11.SIM,hda__ [s, m, anos]
[ ]2.Né&o, nunca teve relagbes

[ ]98.Prefere nao responder

[ 199.IGN

[ ]115. outros

22) Comportamento sexual
[ ]1. Heterossexual

[ ]2. Homossexual

[ ]83. Bissexual

[ ]98.Prefere nao responder

[ ]199.IGN
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[ ]115. outros

23)Numeros de Parceiros sexuais
No ultimo més
Nos Ultimos 6 meses

Na Vida toda

[ ]98.Prefere ndo responder

[ 199.IGN

24)ldade da primeirarelacaosexual:_ (anos)
25)Tipo de Exposicao: im 6m vidatoda
1. Relagdo sexual [T [T []

2. UD [1 01 T[]

3. Transfusdo de sangue [T [1] [ ]

4. Hemofilico [1 01 T[]

5. Acidente Ocupacional [ 1 [1] [ ]

6. Acidente Comunitario [ 1 [1] [ ]

7. N&o, nenhum [1 01 T[]
98. Prefere ndo responder [T 1 [1
99. IGN [1 01 T[]

15. outros [T 1 []

26)Caracteristica do Parceiro (a) im 6m vidatoda

1. UDI (101 []
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8.

9.

. HSH

. HIV/Aids

.DST

. Profissional do sexo
. Populacao Prisional

. Caminhoneiro

Mulheres sem estas caract

Homens sem estas caract

10. Pessoas desconhecidas

11. Nao, nenhuma

98.Prefere nao responder

99.IGN

15. outros

27) Numero de Relacao sexual, por semana

No udltimo més

Nos Ultimos 6 meses

Na Vida toda

98. Prefere nao responder

99. IGN

15. outros

28) Pratica sexual im 6m
1. Oral [ 111
2. Vaginal [ 111

[T [T1T1]1]
[T [ 111
[T [ 1711

vida toda

[ ]
[ ]
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3. Anal ativo [TT11 [1]

4. Anal passivo [ TT1 [1
98. Prefere néo responder L TTLT1 [
99. IGN [ T I

15. outros (111 []

29) Uso de Preservativo Masculino com parceiros estavel/FIXO

im 6m vida toda

1. Usou sempre, durante toda a relagéo [ 111 [1
2. Usou sempre, apenas paraejaculagio [ ] [ ] [ ]
3. Usou, mas nem sempre [T 01 [1
4. Nao uso [ 101 [1
5. N&o se aplica (101 []
98. Prefere néo responder [1TT1 []
99. IGN (101 []

15. outros [T 01 [

30) Uso de Preservativo feminino com parceiros estavel/FIXO

im 6m vida toda

1. Usou sempre, durante toda a relagao [T1TT1 [1
2. Usou sempre, apenas para ejaculagio LTTL1 T[]
3. Usou, mas nem sempre (101 [1
4. Nao uso O O R
5. N&o se aplica [ 101 [1

98. Prefere ndo responder (101 [1



99. IGN [T T01 T[]

15. outros [T 01 T[]

31) Uso de Preservativo Masculino com parceiros EVENTUAL

im 6m vida toda

1. Usou sempre, durante toda a relagéo [ 111 []
2. Usou sempre, apenas para ejaculagdo [ ] [ ] [ ]
3. Usou, mas nem sempre (101 [1
4. Nao uso [ 101 [1
5. N&o se aplica (101 []
98. Prefere ndo responder (101 []
99. IGN (101 []

15. outros L1111 [1

32) Uso de Preservativo feminino com parceiros EVENTUAL

im 6m vida toda

1. Usou sempre, durante toda a relagao [T1TT1 [1
2. Usou sempre, apenas para ejaculagio LTTL1 T[]
3. Usou, mas nem sempre (101 [1
4. Nao uso O O R
5. N&o se aplica [ 101 [1
98. Prefere ndo responder O O

99. IGN L1111 [1

15. outros [T 01 [



33) Exposicao de risco com_estrangeiros
[ ]1.Sim, continente americano
[ ]12. Sim, continente europeu

[ ]3. Sim, continente africano

[ ]4. Sim, continente asiatico

[ 15.Sim Oceania

[ ]6. Sim, mas nao sabe origem
[ ]17. Nao sabe.

[ 18. NUNCA

[ ]98. Prefere ndo responder

[ 199.IGN

[ ]115. outros

34) Uso de Drogas

im 6m vida toda

1. Crack [ 1 1]
2. Cocaina asp [ 1]
3. Alcool [ 1]
4. Anfetamina [ 1 1]
5. Ecstasy [ 111
6. Maconha [ 1 1]
7. Cigarro [ 1]
8. Nunca usou [ 1 1]
98. Prefere n&o responder [ 111

99. IGN [ 11 ]

[ ]
[ ]
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15. outros (111 [

35)amostrasPossibilidades de risco

[ ]1. Estupro/Violéncia Sexual

[ ]2.DST

[ ]3. Rompimento/Desligamento De Preservativo

[ ]4. Compartiihamento de equipamento para uso de drogas
[ ]98.Prefere ndo responder

[ 199.IGN

[ ]15. outros

36) SOROLOGIA anti-HIV, anterior? QUANTOS
[ ]11.SIM, POSITIVO Datadaprimeira__ / /

[ ]2.SIM,NEGATIVO Datadadltima _ / /
[ 13.NAO

[ ]4.INDETERMINADO

[ 15.NAO SABE

[ ]198. Prefere ndo responder

[ 199.IGN

37) SOROLOGIA anti-HIV nesta visita/Entrevista
DATA:__ / |

[ ]11.SIM, POSITIVO

[ 12. SIM, NEGATIVO

[ 13.NAO



[ 14. INDETERMINADO

[ 199.IGN

38) Aceitaria participar de estudo ou pesquisa?
[ 11.NAO
[ ]12. SIM

[ ]15. outros

39)Data de Retorno___ /  /

40) Entrevistador

41) Digitador

42) Esta entrevista foi realizada pré-Aconselhamento?
[ 1SIM
[ 1NAO

[ 199.IGN

43)HORADE TERMINO __: H
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ANEXO Il — Questionario Clinico

Programa Nacional de DST/Aids Ministério da Saide - Unidade de Pesquisa /Vacinas
Estudo Retrospectivo de Pacientes HIV/AIDS em acompanhamento nos Servigos Publicos de Saude
Ficha de Coleta de Dados

IDENTIFICACAO DO SITIO CLINICO
1. Sitio Clinico \__L 2. Nicleo de Pesquisa Ll

3. Servigo de Saude | s I

IDENTIFICACAO DO PACIENTE

4. Numero de Registro Identificador | | 5. Tipo do documento ||

6. Nome

7. Municipio de residéncia | |

8. Data de nascimento ___/ __/ o.01dade || 10.8exo || 11.Risco ||
DADOS DE ENTRADA DO PACIENTE NO SERVICO

12. Data de matricula no Servigo #_

13. Data ultima sorologia negativa HIV /—/

14, Data primeira sorologia positiva HIV / /

15.Condicao na entrada |_1 16. Exposicdao ARV prévia LJ

17. Clinica na entrada |_l 18. Estagio Clinico entrada I_l

19.Primeiro CD4 apés a entrada | 20.Data CD4 entrada / /

21.Primeira CV apds a entrada L—[ 22.Data CV entrada A

DADOS DE SEGUIMENTO CLINICO (EVOLUCAO)

23. Primeiro tratamento ARV (T1)
nRTitl | nrmz L nrmsl ] wnrTn Ll nwrT2 L 1Ll w2l | w3 LI
24, DatainicioT ___/ [/ 25. CD4 pré-T1 26. Data CD4 pré-T1 g f

27.CV pré-T1 28. Data CV pré-T1 L 29. Namero de internagées

30. Motivos das internagdes(3 Gltimas)

MI1 | | mi2 | | mi3| |  cip1 cip2 cID3

31. Data de diagnésticode ADS ___/ _/

32. Doencas definidoras de Aids  DDA1 DDA2 | DDA3 ppad ||
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DADOS ATUAIS

33. Numero total de tratamentos ARVs ja realizados L_l 34. Exposicdo ARVl____l

35. Tratamento atual / /

NRTMA| | NRT2A| | NRT3AL_] NNRTHAL | NNRTZAL ] 1Al ] w2al | wp3al |

36. Data de inicio tratamento atual / /

37. Eventos Clinicos durante a evolugao

EC1 l.___l Data EC1 .___L___/.___ EC2 l I Data EC2
EC3 |  baeecs —/ [/ Eca || Data EC4

ecs L Data ECS /—/_____

ciD4 L______J Data Cid4 [l [
eos || Data Cid5 / _/
cioe | | pata cids L/

38. Eventos Clinicos em tratamento atualmente

ectil__ | ecral___ 1  Ectsl___| ecta || ects |

CiD7 [ CiD8 — l CiD9 I_—l

39. Clinica atual l——l 40. Estagio Clinico atual L——l

41.codatual L | 42. Data CD4 atual /_/
43. CV atual 44. Data CV atual /—/

45. Teste de genotipagem para resisténcia ARV 46. Data da 1* genotipagem / /
47. Data ultima consulta / / 48. Médico atual L
49. Preenchido por | | 50. Data da coleta dos dados / /

51. Digitador I - l
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ANEXO Il - Perfil Reprodutivo
CcODIGO
DATA DE NASCIMENTO
DATA DIAGNOSTICO HIV

DATA DIAGNO§TICO DE AIDS
CLASSIFICACAO CDC

CV= CD4= CD8=

GESTACOES ANTERIORES

CESARIANA=
PARTO NORMAL=
ABORTO=

GESTACAO ANTERIOR HIV +
( )SIM QUANTOS
( )NAO

FILHO HIV + GESTACAO ANTERIOR
( )SIM QUANTOS
( )NAO

EPOCA DO DIAGNOSTICO )
() DURANTE A GESTAGAO ATUAL
() DURANTE TRABALHO DE PARTO
() EM GESTAGAO ANTERIOR
() FORA DO PERIODO GESTACIONAL

GESTACAO ATUAL )

TERMINO DA GESTAGAO ATUAL
)JCESARIANA
JPARTO NORMAL
JABORTO_
) GESTACAO EM CURSO

N N SN~

RN OCORRENCIA:

IG NA PRIMEIRA CONSULTA
IG NO INICIO OU ADEQUAGAO DA TARV
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TARV ,
( )PROFILATICA ,
ESQUEMA PROFILATICO 1

EFEITOS COLATERAIS

ESQUEMA PROFILATICO 2

EFEITOS COLATERAIS

ADESAO
( )REGULAR
( )IRREGULAR
( )TERAPEUTICA

INDICAGAO:

ESQUEMA TERAPEUTICO 1

EFEITOS COLATERAIS

ESQUEMA TERAPEUTICO 2

EFEITOS COLATERAIS

ADESAO
( )REGULAR
( ) IRREGULAR

PATOLOGIAS ASSOCIADAS:
OBSERVACAO:
DATA:

RESPONSAVEL:
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ANEXO IV - Extracao de RNA de Plasma

Kit QIAGEN RNA Blood Mini Kit

Observacdes importantes:

99

-Todos os procedimentos de extragdo devem ser feitos a temperatura ambiente

(T.A.).

-Equilibre as amostras, os reagentes e a centrifuga a T.A.

-Dissolva o precipitado do tampao AVL/RNA carreador por aquecimento a 80 °C por

5 min no maximo, se necessario, e resfriar até T.A. antes de usar. O aquecimento do

tampao pode ser feito até 6X porque ele degrada o carreador de RNA.

-Certifique-se se os reagentes foram previamente preparados:
-Tampé&o AVL/RNA carreador: Adicionar 1ml de tamp&o AVL ao tubo de RNA

carreador liofilizado, dissolver bem, transferir para o frasco de tampéo AVL e

homogeneizar bem antes de usa-lo. Fazer aliquotas de 1200ul em eppendorfs

e armazenar a 4 °C por 6 meses.

-Tampao AW 1: Acrescentar 25ml de etanol 96-100% e armazenar a T.A.

-Tampao AW?2: Acrescentar 30ml de etanol 96-100% e armazenar a T.A.

-Tampao AVE: Ja4 vem pronto para o uso. Armazenar a T.A.

-Procedimento:

1. Esta atividade deve ser realizada em area Pré-PCR

2. ldentificar os tubos:

3. Pipetar 560ul do tampao AVL/RNA carreador no tubo de 1,5ml.

1 tubo de 1,5ml,

1 tubo A coletor que vem com a coluna de silica,
1 tubo B coletor,

1 tubo C coletor,

1 tubo D coletor e

1 tubo de eluicdo, 1,5ml para recuperar o RNA extraido.

4. Adicionar 140ul de plasma ao tubo.
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Vortexar por 15 segundos.
Incubar a T.A. por 10 min.
Dar um “spin”nos tubos para remover as gotas da parede e tampa.

Adicionar 560ul de etanol 96-100% na amostra

© © N o o

Vortexar por 15 segundos.

10.Dar um “spin”nos tubos para remover as gotas da parede e tampa.

11. Transfira com cuidado, 630ul da solucao para a coluna de silica acoplada ao
tubo coletor A.

12.Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min.

13.Acoplar a coluna de silica ao tubo coletor B

14.Descartar o tubo coletor A contendo o filtrado.

15. Transferir novamente 630ul da solucédo restante para a coluna de silica
acoplada ao tubo coletor B.

16.Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min. Acoplar a coluna de silica ao
tubo coletor C e descarte o tubo coletor B contendo o filtrado.

17.Cuidadosamente, adicione 500ul do tampao AW

18.Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min.

19. Acoplar a coluna de silica ao tubo coletor D.

20.Descartar o tubo coletor C contendo o filtrado.

21.Com cuidado, adicione 500ul do tampao AW2.

22.Centrifugar a 20000 x g (14000 rpm) por 3 min.

23.Acoplar a coluna de silica em um novo tubo de eluigdo 1,5ml .

24.Descartar o tubo coletor D contendo o filtrado.

25.Com cuidado, adicione 60ul do tampao AVE a T.A.

26.Incubar a T.A. por 1 min

27.Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min.

28.Congelar o RNA extraido a —70 °C ou fazer a reagéo de cDNA.
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ANEXO V - Extracao de DNA de Buffy Coat

* Kit QlAamp DNA Blood Mini Kit

Observacdes Importantes:

-Equilibre as amostras e os reagentes a temperatura ambiente (T.A.).

-Aqueca o termobloco a 56°C.

-Certifique se os reagentes foram previamente preparados:

-Protease: Acrescentar 1,2 ml de solvente de Protease contendo 0,04% de azida

sodica no tubo contendo a Protease. Fazer aliquotas de 100ul e armazenar a —20

°C. O congelamento e descongelamento da Protease devem ser evitados.

-Tampao AL: ja vem pronto para o uso. Armazenar a T.A., se houver precipitados,

incubar a 70 °C para dissolver.

-Tampao AW1: Acrescentar 25ml de etanol 96-100% e armazenar a T.A.

-Tampao AW2: Acrescentar 30ml de etanol 96-100% e armazenar a T.A.

-Tampao AE: ja vem pronto para o uso. Armazenar a T.A.

-ldentificacdo dos tubos:

1 tubo repositorio (1,5ml),

1.

o & 0D

1 tubo A (1,5ml),

1 tubo B coletor que ja vem acoplado com a coluna de silica (2ml),

1 tubo C (2ml),

1 tubo D (2ml),

1 tubo de extraido (0,5ml). Os tubos de 2ml sao fornecidos pelo fabricante do
Kit.

-Iniciar Isolamento

Pipetar 20 ul de PROTEASE no tubo A de 1.5ml.

Adicionar 200 ul de amostra (buffy coat) e 200ul de tampao AL ao tubo A,
vortexar por 15 segundos.

Incubar a 56°C por 10minutos e dar um spin.

Adicionar 200 pl de Etanol 96-100%, vortexar por 15 segundos e dar um spin.
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10. Transfira cuidadosamente a mistura para a coluna de silica acoplada ao tubo
coletor B,

11. Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto.

12.Descartar o tubo B e reacoplar a coluna de silica ao tubo coletor C.

13. Acrescentar a coluna 500ul de tampao AW1.

14. Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min.

15. Descartar o tubo C e reacoplar a coluna de silica ao tubo coletor D.

16. Acrescentar a coluna 500 pl de tampao AW2.

17.Centrifugar a 20000 x g (14000 rpm) por 3 min e descartar o tubo D.

18.Acople a coluna no tubo repositério de 1,5ml ja identificado e acrescentar
200ul de tampao AE ou agua Milli Q. Incubar por 1 minuto a T.A.

19.Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto para recuperar o DNA
extraido.

20. Guardar o DNA extraido no freezer -20°C da area de Pré-Amplificacao



ANEXO VI - RETROTRANSCRICAO - Superscript lli
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1 13
2 14
3 15
4 16
5 17
6 18
7 19
8 20
9 21
10 22
11 23
12 24
1. Utilizar 10,5 pL de RNA extraido
2. Adicionar 2 pL de Hexameros aleatérios 150 ng/uL
3. Adicionar 1 yL de dNTPs a 10 mM
4. Aquecer a 65°C por 5 minutos. Incubar no gelo por 5 minutos. Dar spin e voltar
no gelo.
5. Pipetar 6,5 pL do Mix
6. Aquecer a 25 °C por 5 minutos
7. Aquecer a 50 °C por 1 hora
8. Inativar a reacao por aquecimento a 70 °C por 15 minutos
MIX
1 Amostra
Tampao 5x 4 uL
DTT (0,1M) 1 uL
Inibidor de RNAse (10U/uL) |1 uL
Superscript |1l (200U/uL) 0,5 uL

Volume Final da Reagéo: 20 pL

Guardara -20°C



ANEXO VII: Protocolo de PCR (RNA)

POL -Protease - RT
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—_

11

12

13

14

15

16

17

18

© |0 (Nl |~ |IDND

19

—_
o

20

12 PCR - Polimerase (1,2 Kb)

2° PCR - Transcriptase (0,8 Kb)

2° PCR - Protease (0,4 Kb)

]
am;)str am;stra am;stra
Tampéo 10X S Tampao 10X 5 Tampao 10X 5
MgCl, 50mM 2,5 MgCl, 50mM 2,5 MgCl, 50mM 2,5
DNTP 10mM 2 DNTP 10mM 2 DNTP 10mM 2
Primer K1 10pM 1,5 Primer F1 10pM 1 Primer DP10 10pM 1
Primer K2 10pM 1,5 Primer F2 10pM 1 Primer DP11 10pM 1
Taq 0,25 Taq 0,25 Taq 0,25
H,O 32,25 H,O 36,25 H.O 36,25
Amostra 5 Amostra 2 Amostra 2
Total 50 50 50
Ciclo 6 K1K2 | Giclo RT Ciclo PT
Duragéo: 3:26 h (Eppendorf)
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ANEXO VIII - Lista de primers Utilizados para Amplificar e Seqlienciar as

Regioes Polimerase do Hiv-1.

Primer Sequéncia (5’ 3’) Gene Localizacao®
K1 CAGAGCCAACAGCCCCACCA POL 2147-2166
K2 TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA POL 3338-3308
DP10 TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG PT 2198-2223
DP 11 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA PT 2598-2572
F1 GTTGACTCAGATTGGTTGCAC RT 2519-2539
F2 GTATGTCATTGACAGTCCAGC RT 3321-3301
DP 16 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC PT 2253-2274
DP17 AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT PT 2549-2529
SCAOSD GGGACTTTCCGCTGGGGACTTTC LTR 350-372
SCANSD CGAGCCCTCAGATGCTGCATATAAGC LTR 398-433

% Relativa ao HIV-1 de referéncia HXB2. Os primers K1, K2, F1, F2, DP10, DP11, DP16 e DP17 estao

descritos em Rodrigues,2005. Os primers SCAOSD e SCANSD estao descritos em Sierra M, 2005.
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ANEXO IX - Consentimento Esclarecido

O Lab de Fisiopatologia/imunologia do Programa de Pés-graduacao em
Ciéncias da Saude da UNESC esta desenvolvendo uma pesquisa para avaliar
aspectos epidemiolégicos, clinicos, subtipo e funcdo imunolégica de pacientes
gestantes portadoras do virus HIV-1 da regido Sul de Santa Catarina. Este estudo
tem como objetivo contribuir no estudo da taxa de incidéncia dos diferentes subtipos
na regiao, incidéncia de variabilidade do virus na evolucao da doenca e avaliar a
resposta imunolégica das pacientes portadores dos subtipos virais B e C a peptideos
sintéticos do HIV-1 com o intuito de avaliar se estes peptideos seriam importantes
para uma possivel formulagéo vacinal.

Este estudo ndo tem o objetivo pesquisar apenas pessoas doentes ou
pessoas com AIDS, mas também pessoas que convivem com 0O virus € nao tem
doenca. Para este estudo é necessaria a coleta de 80 ml de sangue no inicio do
estudo e novas coletas (5-10 ml) a cada 3-4 meses como ja ocorre normalmente
durante o acompanhamento pelo médico. Sera necessario ainda submeter-se a uma
entrevista com pesquisadores e/ou psicélogos do programa municipal de DST/AIDS.
Vocé nao sera obrigado a responder ao questionario ou parte dele e, podera sair do
estudo a qualquer momento, sem prejuizo do seu atendimento na unidade de saude.
Sempre que possivel a coleta de material e as entrevistas serdo obtidos durante
uma visita regular ao servico, como para consultas ou coletas de exames de rotina e
testes soroldgicos, ndo se necessitando assim de novas coletas ou visitas. O
objetivo é conhecer os aspectos da infeccdo do HIV na regidao e aspectos
relacionados ao desenvolvimento de Vacinas contra o HIV-AIDS, e para isto

estamos aqui pedindo sua autorizacao.
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Vocé nao tem nenhuma obrigacao de contribuir para este ou outro estudo,
€ sua recusa nao ocasionarao nenhum prejuizo ao seu atendimento neste servico ou
em outros servigos de saude.

Se vocé concordar em participar desta pesquisa acontecera o seguinte:

As informacbes que serao Uteis para esta pesquisa serdao coletadas por
um dos pesquisadores, seu médico ou outro profissional da Equipe de Saude,
através de breve entrevista, ou podera ser obtida a partir de fichas ou questionarios
que vocé ja tenha preenchido previamente. Esses dados serdo analisados de forma
confidencial, nao identificando vocé e suas respostas em nenhum momento do
estudo. Mesmo participando, vocé podera recusar responder algumas ou todas as
informagdes solicitadas. Em nenhum momento este nome serd associado a
entrevista, em publicacoes, relatérios, ou em quaisquer outro meio, sendo, portanto
o resultado desta pesquisa, se divulgado, anénimo e confidencial.

Outra parte do estudo é a coleta de 80 ml de sangue do seu braco no
inicio do estudo e depois mais 5 a 10 ml de sangue (1-2 tubos pequenos) a cada 3-4
meses (se possivel, aproveitar o material coletado para exames de rotina). Nestas,
como em qualquer coleta de sangue, pode haver problemas, como desconforto ou
dor no local da picada da agulha. As medidas habituais para com a coleta de sangue
serdao tomadas para que isto ndo aconteca.

Este estudo nao prevé beneficios diretos para vocé, mas podera ajudar no
desenvolvimento de métodos para o combate a AIDS, melhor conhecimento da
doenca e resposta do organismo ao virus. Como alguma das informacdes obtidas
pode ser de utilidade a vocé faremos todo o possivel para repassa-la 0 mais rapido
possivel a sua unidade de saude, ficando disponivel em seu prontuario médico. O

estudo nao prevé o uso de nenhum medicamento novo, mas todos os tratamentos
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necessarios a sua saude serado realizados independentes do estudo, a critério seu e
do seu médico. O estudo ndo vai interferir nesta conduta.

Apé6s a realizagdo do estudo aqui proposto, o restante do seu material
biolégico ficara armazenado pelo tempo regulamentar para realizacdo de eventuais
testes para confirmar ou complementar a avaliacdo laboratorial necessaria ao seu

adequado seguimento clinico na unidade.

Apés leitura do texto acima concordei em participar deste estudo.
Nome:
Assinatura:

Data:

Quaisquer davidas favor contatar seu médico em sua unidade de saude,

ou o Dr. Pedro Roosevelt Torres Romao no fone 48-34312539, horario comercial, ou

Dra Sandra Aparecida Manenti fone 91613977. Eu, abaixo assinado, me

responsabilizo pelo cumprimento das condicdes aqui expostas.

Dr. Pedro Roosevelt Torres Romao Dra Sandra Aparecida Manenti

Coordenador da Pesquisa Médica ginecologista
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ABSTRACT

From an amount of 46 pregnant women with confirmed diagnosis of HIV-1 infection
recruited at three vicinity municipalities of southern of Brazil, 36 pregnant women
agreed in participate and were enrolled in this study. Epidemiologic, social,
behavioral and clinical data were obtained from the participants through a
standardized interview questionnaire and than compiled for statistical analysis. Data
analysis revealed that the great majority was white, married or living with a steady
partner and with low formal education level. The number of pregnancies ranged from
1 to 7 with the mean of 2.81 (= 1.64). Twenty-four (66.7%) women had their HIV-1
diagnosis carried out during the pregnancy and fifteen of this diagnosis occurring in
the current pregnancy. The prevalent exposure characteristic cited was heterosexual
contact. A high number of lifetime sexual partners were reported presenting at least
one of these characteristics: HIV-positive (50%), IDU (22.2%), male inmates (19.4%),
with history of STD (11.1%) or MSM (2.8). A significant percentage of the HIV
positive patients (41.7%) have related to did not use condoms with their stable
partner during the last month, and if we consider the condom use during all lifetime,

91.6% refer to never have used or use them occasionally.



111

INTRODUCTION

The HIV infection has a worldwide distribution causing a devastating
public-health problem, especially in developing countries (Merson, 2006; Greene,
2007). The UNAIDS estimates that at the end of 2006, 39.5 million people had
HIV/AIDS in the world (UNAIDS/WHO, 2006). In Brazil, from 1980 to June 2007 were
notified 474,273 cases of AIDS (Brasil, 2007), but it is estimated that about 1%
(600,000 people) of the adult Brazilian population are living with HIV/AIDS. According
to the World Health Organization, the Brazil has a concentrated HIV epidemy with the
prevalence of 0.6% in the population with age of 15 to 49 years old. Until June 2007,
there have been 22,718 AIDS cases reported in Santa Catarina, Southern Brazil
(Brasil, 2007). In 2006, this State has the fifth highest number of cases of AIDS in
Brazil and the first highest incidence with 33.0 cases per 100,000 residents (Brasil,
2007). In 2003, seven cities of the Santa Catarina state were among the 100
Brazilian cities with the highest numbers of AIDS cases, and the municipality of
Criciima, located in the south of the state, ranked as fourth in number of AIDS cases
(Brasil, 2003). Between 1986 and 2006 were notified in Criciima a total of 1,045
AIDS cases (Municipal Program of HIV/AIDS Criciuma, 2007).

In fact every local HIV epidemic consists of multiple sub-epidemics, both at
a sub-population and geographic level, with significant variation within and between
them (Boerma et al., 2003). In Brazil a constant change in its HIV epidemic regarding
gender infection ratio, age of infection and risk behavior have been described.
Currently, the HIV infection in female population has increased and nowadays
women have been infected in the proportion of 1.5 men to 1 women (Brasil, 2007).

Brazil's AIDS treatment program guarantees free access to HAART for all people
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living with HIV/AIDS in need of treatment, including all pregnant women from 14
week of pregnancy up to delivery and for their newborns (Marins et al., 2003; Matida
et al., 2005; Nunn et al., 2007). This program has caused significant impact in terms
of lowering mother-to-child HIV transmission, with a decrease from 853 HIV-infected
newborns in 2000 to 320 in 2006 (Brasil, 2006).

HIV1-1 subtype C is the most prevalent worldwide, accounting for more
than 56% of all infections (Esparza & Bhamarapravati, 2000). One the most important
features of the current Brazilian AIDS epidemic seem to be the spread of the HIV-1
subtype C in the Southern of Brazil (Rodrigues et al., 2006; Brigido et al., 2007;
Locateli et al., 2007). Despite this increasing incidence of HIV-1C infection in cities of
Southern Brazil, and the high risk of mother-to-child transmission during pregnancy,
few studies have examined the epidemiologic factors associated with the HIV
infection in the pregnant women from Brazilian regions with high proportion of
subtype C infection. To investigate this question, a cross-sectional study was carried
out to describe the socioeconomic and epidemiological characteristics associated
with the HIV-1 infection in a southern Brazilian cohort of pregnant women.

Recently, the sequencing of 18 HIV isolates collected between January to
December 2007 from pregnant women in south of Santa Catarina showed that 88%

of isolates were subtype C of HIV-1 (data not published, personal communication).

MATERIAL AND METHODS

Population and sample collection:

All pregnant women with confirmed diagnosis of HIV-1 infection based on

the algorithm proposed by the Brazilian Ministry of Health (Brasil, 2003), who
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received care in the municipal HIV/AIDS Programs of three near cities localized at
the extremity south of Santa Catarina, Southern Brazil, between January to
December 2007 were invited to participate of this study. This study was approved by
Ethics Committees from the Universidade do Extremo Sul Catarinense. The
individuals were invited to participate and informed in detail about the research, and
voluntary written consent was obtained from the subjects enrolled. After this,
epidemiologic, social, behavioral, clinical variables were obtained from the women by
means of a standardized interview questionnaire elaborated by the Vaccines
Division, a Technology Development Unit from National Program of Sexually
Transmitted Disease (STD)/AIDS) of the Brazilian Ministry of Health. Face-to-face
interviews were performed during the pregnancy by trained personnel supervised by
the research team. Demographic and epidemiologic data were collected, and
included number and characteristics of sexual partners, history of prior sexually
transmitted infections, use of condoms, and history of sex for money, drugs use, prior
history of blood transfusions, marital status, educational level and others. Maternal
variables were age, number of pregnancies, including the current one, number and
kind of deliveries, age at the first sex intercourse. The medical care variables were
age at the first prenatal visit occurred, time of HIV-diagnosis and others. After the
interview blood sample were collected for future serological and molecular assays. All

participants had their medical records examined for clinical and laboratory data.

STATISTICAL ANALYSIS

We used Epi-info (CDC, Atlanta, GA) for data entry, cleaning, and analysis.

A database consisting of socioeconomic and epidemiological characteristics was set
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up using EPI INFO software version 6.04d. The data base was compiled using the
SPSS package (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA), and data analysis was carried out

with Stata 8.0 (STATA Corp., College Station, Texas, USA).

RESULTS

Demographic and epidemiologic data of pregnant women infected with HIV-1

In this study, we analyzed the social, sexual, reproductive and clinical
variables of pregnant women living with HIV/AIDS recruited from three small
municipalities of Santa Catarina state, Southern Brazil. Of the 46 eligible participants,
HIV-positive pregnant women receiving antenatal clinic attendance between January
to December 2007, 36 (78.2%) agreed to participate. According to the municipality of
residence, 31 (86.1%) were from Cricidma, 3 (8.3%) were from Ararangua and 2
(5.6%) were from Igcara (Table 1). The age of the women ranged from 17-37 years
(mean of 26.1 years, standard deviation of 5.3 years). Just over 70% identified
themselves as white. Most were married or cohabiting with a steady partner (83.3%),
had completed less than 8 years of formal education (61.1%), and were not formally
employed (83.4%). 47.2% identified themselves as a housewife and two (5.6%) as
women who work with commercial sex (female commercial sex workers). The
average family income per month was low; 8.3% had no income and 66.7% had an

income of less than three minimum wages (approximately US$ 310) (Table 1).



115

Sexual and reproductive characteristics

Mean age at first sexual intercourse was 15.2 years (SD 1.75) and mean
age at HIV diagnosis was 23.3 years (SD 5.7) (Table 1). The number of pregnancies
ranged from 1 to 7 with the mean of 2.81 = 1.64. In terms of lifetime pregnancy
history, 77.8% (28) of the women indicated have experienced a previous pregnancy.
Considering a total of lifetime pregnancies, 88.9% of the women have carried a
pregnancy to term (62% delivered vaginally and 37.9% by elective cesarean). We
observed that in 2007, 52.8% of pregnancies have been delivered by cesarean
section, representing an increasing of almost 15% compared with the oldest
pregnancies. It was observed that 7 patients had a previous history of HIV positive
children, 20 patients (55.6%) had been pregnant previously, even learning about their
HIV diagnosis. Diagnosis was carried out during the pregnancy in 24 women

(66.7%), 15 during current pregnancy and 9 at previous gestations

Prevalence of self-reported risk factors to HIV infection

Among HIV-infected pregnant women a prior IDU history, blood transfusion
and occupational accidents were not associated with HIV infection. The most
important mother's exposure category was heterosexual contact (100% of them)
(Table 1). A high number of lifetime sexual partners were reported. Around 58% of
women indicated having 3-10 lifetime sexual partners. A higher percentage of women
reporting having during all life, a steady sex partner that had at least one of the
following characteristics: HIV-positive (50%), IDU (22.2%), male inmates (19.4%),
with history of STD (11.1%) or MSM (2.8). A significant percentage of women
(41.7%) reported they had never used a condom with steady partner during last

month, with only 22.2% reporting consistent use. Considering the lifetime sexual
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intercourse with steady partner 91.6% used condoms on an irregular basis
(sometimes or never at all). No use and occasional use of condoms with casual
partner was reported by 30.5 and 27.8%, respectively.

In relation to use of non-injection drugs, 55.5% had experimented.
Cigarette use was self-reported in 18 cases (50%), alcohol abuse in 9 (25%), crack
cocaine in 5 (13.9%), marijuana and cocaine in 3 cases (8.3%). Additionally, we
observed that almost 20% of pregnant women reported the use of different

combination of illicit drugs.

Clinical, immunological and HIV status

The mean of gestational age at first antenatal clinic attendance was 17.8
8.27 weeks, and the mean duration of HIV-1 infection was 3.35 years (SD of 2.9;
ranging of 6.5-13 years) (Table 1). However the mean of pregnancy age at the
beginning of antiretroviral therapy was 19.2 + 8 weeks. Considering the most recent
counts of CD4 and CD8 T cells and viral load available at time of the interview, the
mean viral load was 10,984 copies (ranged from undetectable to 146,420
copies/mL). Around 30.5% of women presented undetectable HIV-1 RNA levels,
30.5% had 1,000 to 10,000 copies/mL, and 13.9% showed viral load between 10,000
and 100,000 copies/mL. 29 (80.6%) participants were classified as HIV infected and
7 (19.4%) as AIDS defining by CD4 T cells < 350/mm?>. Seventy-seven per cent of
women had CD4 counts above 350 cells/mm?®. CD8 T cell counts ranged from 336 to
2,700 cells/mm?® and mean of 1,255 + 605 cells mm?®. Overall, 97.2% received ARV

therapy during pregnancy. 94.4% received HAART, and 1 (2.8%) received AZT
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monotherapy. It is important to comment that 33% of patients under therapy showed

irregular treatment adherence.

DISCUSSION

In this study we found a high prevalence of HIV infection among pregnant
women that in majority were living with a steady partner, with low family income and
education level, very younger at the time of the first sexual intercourse, with HIV
diagnosed during prenatal care, receiving HAART treatment after 14" weeks of
pregnancy, having a steady sexual partner that were HIV-positive, IDU or with history
of STD. Hence, the HIV transmission to these women seems to be due to their
sexual exposition through unprotected sex with a steady partner whom showed
important risk factors. This results confirm previous data reported by the Brazilian
Ministry of Health and other researches showing the predominance of the
heterosexual route of transmission, mainly with unprotected intercourse, the
increased number of HIV/AIDS among younger women with low education levels
(Brasil, 2003; Fonseca et al., 2002).

In our study HIV infection was more prevalent in the age group 20-24 years
(36.1%), followed by the 25-29 years age group (30.6%). It may be because to the
fact that this group is the most sexually active. Literature data showed that
heterosexual woman of childbearing ages represents the fastest rising at-risk group
for HIV infection. Furthermore, the earlier age at first intercourse places young people
into a group exposed to risks of unintended pregnancy and sexually transmitted
diseases, including AIDS (Kaestle et al., 2005). Here we found that the mean age of

the first sexual contact was at 15.2 years old.
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We verified that an important percentage of women have reported drinking
and smoking habits. The relationship between alcohol and other drug use and sexual
activity is well established. Some studies have shown that prior substance use
increases the probability of an adolescent initiating sexual activity (Santelli et al.,
2001; French & Dishion, 2003). Furthermore, alcohol and cigarettes are both
important to the health of HIV-positive people since they can inhibit the immune
response, react adversely with medications (Harrington et al., 1999) and potentially
decrease adherence to antiretroviral therapy (Flaks et al., 2003).

In our study 50% of women reported that their partner were HIV-positive,
22% addicted to injecting drug, 11% had given a history of STD. Several studies
have established the association of STDs and HIV infection (Ravikumar et al., 1999;
Deshmukh et al., 2002; Jacob, 1995). Furthermore, substance use also appears to
have a greater effect on sexual risk (Purcell et al., 2001; Seage et al., 1998; Paul et
al., 1994). Thus, our data suggested that the sexual behaviors of partners’ women
were the strongest predictors for HIV infection.

It was observed in this study that 55% of patients had been pregnant
previously, even learning about their HIV diagnosis. At this group with repeated
pregnancy being HIV positive we found seven cases of mother-to-child transmission.
The observed higher pregnancy rates among HIV-infected women during the era
post HAART may be the result of a number of factors. Increased survival times for
women with AIDS as well as delayed progression to AIDS may result in greatest
opportunities to become pregnant. Also, because we observed significantly higher
pregnancy rates during the HARRT era, thus more women may be choosing to

become pregnant.
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In our study the time of diagnosis of HIV infection and the onset of
antiretroviral treatment had been retarded in 66.7% of women. This observation
emphasizes the importance of HIV-positive women receiving quick and accurate
information about pregnancy and neonatal HIV transmission. In addition the time
between diagnosis and onset treatment needs to be shorted. We observed that
almost 20% of women are diagnosed only in advanced phase of pregnancy,
impairing or retarding the adequate treatment intervention. Rise of HIV infection in
women may contribute to increase pediatric AIDS cases, which may become a major
public health problem in coming years. Hence effective interventions are needed
which can interrupt such vertical transmission.

The differences between the sex partner, steady or casual, regarding to the
lack of condom use seem to be coincident with some aspects of vulnerability to AIDS
previously identified in Brazil and in other developing countries (Bastos, 2000; Parker
& Galvao, 1996). A pattern of heterosexual transmission and a trend towards the
feminization of the AIDS epidemic, which are emerging in poorly educated or
unemployed women with few sexual partners during their lives, plays an important
role in the epidemiological profile of HIV infection, as a result of their economic
dependency of their sexual partners and the lack of power in negotiating condom use
(Bastos, 2000; Parker & Galvao, 1996).

In relation to condom use we observed that the majority of women (91.6%)
have reported did not use condoms with their stable partner in all lifetime. However
58.3% reported used condoms on an irregular basis (sometimes or never at all) when
the partners were casual. These results are in according to some studies that have
found significant differences in condom use according to whether the sexual partner

is steady or casual (Paiva et al., 2003; CEBRAP, 1999).
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Another aspect to be analyzed regarding to HIV transmission in Brazilian
women is the increase of infection rate in populations without an evident risk factor,
as heterosexual women with a steady partner. Among women, strong risk factors for
HIV infection were primarily related to their partners’ behavior, suggesting that the
most useful question still should be “what women know about their partners’
behavior?” (Sellors, 2002; Katz, 2005).

In the last years, HAART became increasingly available, more
combinations became available, and there was a better understanding of when to
initiate HAART and when to switch these regimens (Panel on Clinical Practices,
2003). We observed that 94.4% had received HAART regimen during pregnancy,
being 86.1% based on two ITRN plus one IP. However, this survey revealed that
approximately 30% of treated patients showed irregular treatment adherence. This
regimen is in accordance with the medical consensus recommended by the Brazilian
Ministry of Health (Brasil, 2006).

Our finding showing higher pregnancy rates in women with count of CD4 T
cells above 350 cells/uL, compared with women with AIDS is in agreement with
findings of others studies (Kline et al.,1995, Hankins et al., 1998; van Benthem et al.,
2000).

In conclusion, our data revealed some aspects of epidemiologic HIV
infection in pregnant women of Southern of Brazil. In this context, we confirm data of
literature showing that the mother-to-child transmission and women vulnerability to
HIV infection were associated with low education, worst economic conditions, early
sexual contact and mainly with the lack of regular condom use with steady partner
(Barbosa, 2003; Bates et al., 2004; Dhalia et al., 2000; Fonseca, 2002). This

observed increase in pregnancy rates among HIV-infected women of Santa Catarina
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state, a place with predominance of HIV-1 subtype C infection among pregnant
women, illustrates the need for continued efforts during the prenatal, perinatal, and
neonatal periods to maintain the mother’'s health, make changes in ART during
pregnancy if necessary, and monitor the newborn’s HIV status postpartum.

Currently, women present a central role during HIV infection since that are
more vulnerable to infection and also responsible for family care and mother-to-child
transmission. As prevalence of HIV infection in pregnant women is high and in the
absence of protective vaccine, it is important to educate and aware them about HIV

infection in order to safeguard our future generations.



Table 1. Sociodemographic, reproductive, clinical and behavioural risk caracteristics

of pregnant living with HIV/AIDS in Southern Brazil, 2007
Pregnant women (n=36)

N (%)
Age group (years) n=36
17-19 4 11.1
20-24 13 36.1
25-29 11 30.6
=30 8 222
Mean (SD) 26.1 (5.37)
Mode 24.0
Marital status
Cohabiting (whether married or not) 30 83.3
Single 6 16.7
Municipality
Icara 2 5.6
Ararangud 3 8.3
Criciima 31 86.1
Race
White 28 77.8
Black 5 13.9
Mixed (parda) 3 8.3
Education level
never attended school 1 2.8
1-3years 4 11.1
4 - 7 years 17 47.2
8- 11 years 13 36.1
=12 years 1 2.8
Family income (SM)?
0 3 8.3
< 1 minimum wage 13.9
1 - 2.9 minimum wages 19 52.8
3 - 5.9 minimum wages 7 19.4
Not determined 2 5.6
Working status or occupation
Employment 6 16.7
Unemployed 9 25.0
Pensioner or social assistance 2 5.6
Housewife 17 47.2
Female commercial sex workers 2 5.6
Sexual characteristics
Age of onset of sexual activity (years)
11-13 4 11.1
14-16 25 69.4
17-19 6 16.7
Not available 1 2.8
Mean (SD) 15.2 (1.75)

Mode 15
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Reproductive caracteristics (Lifetime)
Total number of lifetime pregnancies (n=101)
1
2
3
>4
Mean (SD)
Mode
Number of deliveries (n=87)
0
1
2
3
24
Mean (SD)
Mode
Number of vaginal delivery (n=54)
0
1
2
3
4-7
Mean (SD)
Mode
Number of cesareans delivery (n=33)
0
1
2
3
Mean (SD)
Mode
Number of abortions (n=101)
0
1
Mean (SD)
Mode
HIV diagnosis during antenatal care (n=36)
Yes; during previous pregnancy
Yes; during current pregnancy
No
Characteristcs of more recent pregnancies (n=36)
Repeated pregnancy after learned their HIV status
Number of vaginal deliveries
Number of planned cesareans
Number of pregnancy in progress
Time since HIV diagnosis (months)
1-20
21-60
61-120

20

19
10

15
12

22.2
27.8
25.0
25.0

13.9
16.7
27.8
25.0
16.7

62.1
47.2
11.1
19.4
8.3
13.9

37.9
38.9
38.9
13.9
8.3

88.9
11.1

25
41.7
33.3

55.6
19.4
52.8
27.8

41.7
33.3
22.2
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Mean (SD)

Gestational age at first antenatal clinic attendance

7-14
15-26
28-31
37
Mean (SD)
Presently taking antiretrovirals
Yes
No

Gestational age at initial antiretroviral therapy

7-14
15-26
27-31
37
Mean (SD)
Mode
Antiretroviral combination used
2ITRN +1IP
2ITRN + 1 ITRNN
1 ITRN
Treatment adherence®
Regular
Irregular

Do not begning the treatment yet

Laboratorial and Clinical Status
CD4 cells count x 10°/mL
> 350
201-350
<200
Not determined

Mean (SD)

CDa8 cells count x 10°/mL
Mean (SD)
Mode
Viral load (copies/mL)°
Undetectable
< 1,000
1,000-10,000
> 10,000
> 100,000
Not available
Immunological classification®
Non AIDS
AIDS
Exposure category
Sexual

|
40.1( 34.4)

14
15
5
2
17.8 (8.27)

35
1

12

17

5

2
18.4 (8.4)
12/18

32
3

24
12

1,255 (605)
1278

11
7
11
3
2
2

29
7

36

2.8

38.9

41.7
13.9
5.6

97.2
2.8

33.3

47.2
13.9
5.6

88.9
8.3
2.8

66.7
33.3
2.8

77.8
8.3

11.1
2.8

30.5
19.5

30.5
8.3
5.6
5.6

80.6
19.4

100
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IDU
Blood or blood products
Occupational accidents
Tattoo
Not available
Number of lifetime partners
1-2
3-5
6-10
211
Not aplicable®
Not available

Mean (SD)

Mode
Sexual partners' characteristics (lifetime)
IDU
MSM
HIV-positive
History of STD
Sex Worker
Male inmates
Condom use last month with steady partner
Always
Sometimes
Never
Not available
Lifetime condom use with steady partner
Always
Sometimes
Never
Not available
Lifetime condom use with “casual” partner
Always
Sometimes
Never
Had never sex with unknown men
Not determined
Substance use (lifetime)
Non-users
Non-injection drug use
Alcohol use
Cigarette
Marijuana
Cocaine
Crack cocaine
Cocaine+ alcohol + cigarette
Crack cocaine + alcohol + cigarette
Crack cocaine + alcohol + marijuana + cigarette

6.1

- = O O O

12
15

14
19

11
10
11
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2.8
2.8

25.0

33.3

25.0
8.3
5.6
2.8

222
2.8
50.0
11.1

19.4

22.2

33.3

41.7
2.8

5.6
38.8
52.8

2.8

5.6
30.5
27.8
30.5

5.6

41.7
55.5
25.0
50.0
8.3
8.3
13.9
2.8
2.8
5.6



Crack cocaine + cocaine + alcohol + marijuana + cigarette 1 2.8
Crack cocaine + cocaine + alcohol + cigarette 1 2.8
Not available 1 2.8

%SM, Brazilian minimum montlhy wage; approximately 105 dollars

®Antiretroviral adherence was based on the medical information obtained during antenatal clinic attendance
“Defined as HIV RNA level less than 80 copies/mL of plasma

Based on CD4 cell count < 350 cells x 10”/mL

‘Female commercial sex workers

MSM, men who have sex with sex men, STD, sexually transmitted disease, intravenous drug use, IDU
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ANEXO XI: Submitted: XVII Internacional AIDS Conference.
3-8 August, 2008 Mexico City

Topic: A10 Molecular epidemiology of HIV diversity. Cross-cutting Theme: 3. Health

Systems Strengthening & Integration

Title: Clade C almost exclusive among young pregnant women identified in 2007 in

Criciuma, South Brazil.

Author(s): J. Ferreira', S. Manenti?, R. Rodrigues', J. Batista', A. Siqueira', L.

Brigido', P.R.T. Romao?

Institute(s): 1 Instituto Adolfo Lutz, Virology Service, Sao Paulo, Brazil, 2
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Laboratério de Imunologia e Mutagénese,

Criciima, Brazil

Text: Background: Subtype C is the most prevalent HIV-1 subtype in the world. In
southern Brazil, subtype C has an important prevalence, whereas in most of the
country B, F and mosaics BF are found. Criciima is a small town in the southern
Santa Catarina, one of the Brazilian states with higher AIDS prevalence rate (26
cases/100,000 inhabitants).To describe the molecular epidemiological profile of all
HIV-1 pregnant women infected in the last two years and an additional set of patients
failing ARV followed at the Public Health System of Cricidma. Methods: Plasma viral
RNA was extracted and protease and reverse transcriptase genes (codon pol 1-239)
was amplified by PCR and sequenced at 3100 sequencer. The additional set was

sequenced using Viroseq system. All sequences were alignment with CLUSTALW
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and manually edited. HIV subtyping was performed using NCBI, REGA, PAUP and
SIMPLOT to evaluate mosaic structures. Results: 39 cases were analyzed (34
women and five children from mothers with low viral load). Median age of 26 yo,
mean TCD4+ 486 cel/mm3 and viral load 4.3 log10. Four children and 28 women
were subtyped. HIV-1 subtype at pol were C in 87.5%, F in 9.5% and one mosaic CF,
3%. At the additional set of 30 patients failing ARV, clade C was observed in 73%, B
in 23% and BC mosaic in 3%. Conclusions: Only in HIV chronic infections we
observed HIV Clade B, in the same proportion of others cities of southern of country.
The most of HIV infected women pregnant or delivering recently no showed clade B
isolates. The preponderance of clade C in this population may represent an
increased in vertical transmissibility of clade C giving a special characteristic of HIV
dynamic in this region. This is the first molecular data that present this prevalence in
Brazil.

Country of research: Brazil
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ANEXO XII - Submitted: XVII Internacional AIDS Conference.

3-8 August, 2008 Mexico City

Topic: C4 Risk factors for acquisition of HIV Cross-cutting Theme: 7. Not Applicable.

Title: Epidemiologic and clinical characteristics of pregnant women living with
HIV/AIDS in a region of Southern Brazil where the subtype C of HIV-1 infection

predominates

Author(s): S. Manenti’, J. Junior, E. Silveira', R. Oenning?, S. Abdenur?, P. Simdes®,

J. Moreira’, L. Brigido?, R. Rodrigues®, P.R.T.Romao’

Institute(s): 1 Universidade do Extremo Sul Catarinense, Laboratério de Imunologia e
Mutagénese, Criciuma, Brazil; 2 Programa de Atencdo Municipal DST-HIV/AIDS,
Atendimento Multiprofissional Especializado-AME, Criciuma, Brazil; 3 Universidade
do Extremo Sul Catarinense, Laborato6rio de Informatica Médica, Criciuma, Brazil; 4

Instituto Adolfo Lutz, Virology Service, Sao Paulo, Brazil

Text: Background: Contrary to most of the country, clade C predominates in southern
stars of Brazil. Vertical transmission is still a problem in many areas of the country,
and studies aiming the characterization of these populations may contribute to the
control of this important segment of the epidemic. Methods: Out 46 pregnant women
with confirmed diagnosis of HIV-1 infection recruited at three vicinity municipalities of
southern of Brazil, 36 pregnant women agreed in participate and were enrolled in this

study. Epidemiologic, social, behavioral and clinical data were obtained from the
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participants through a standardized interview questionnaire and than compiled for
statistical analysis.

Results: Data analysis revealed that the great majority was white, married or living
with a steady partner and with low formal education level. The number of
pregnancies ranged from 1 to 7 with the mean of 2.81 (1.64). Twenty-four (66.7%)
women had their HIV-1 diagnosis carried out during the pregnancy and fifteen of this
diagnosis occurring in the current pregnancy. The prevalent exposure
characteristic cited was heterosexual contact. A high number of lifetime sexual
partners were reported presenting at least one of these characteristics: HIV-positive
(50%), IDU (22.2%), male inmates (19.4%), with history of STD (11.1%) or MSM
(2.8). A significant percentage of the HIV positive patients (41.7%) have related to did
not use condoms with their stable partner during the last month, and if we consider
the condom use during all lifetime, 91.6% refer to never have used or use them
occasionally. Conclusions: Most of these women presented common risk factors
associated to HIV infection but a significant proportion had no knowledge of their
serostatus prior to the pregnancy, suggesting that increase awareness among young
females may have a favorable impact inthe control of vertical transmission in the
region.

Country of research: Brazil
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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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