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Abstract

Evaluation of sensitivity to inhibitors of entry of HIV-1 in patients with virological
failure to antiretroviral therapy and new inhibitors of the entry.

Introduction : The chance of using combination of drugs within Highly Active
Antiretroviral Therapy (HAART) has been resulted in a dramatic fall in the
mortality and morbidity caused by the Human Immunodeficiency Virus-1 (HIV-1).
Nevertheless, over the past years, there was observed a selection of strains
resistant to some of these drugs, and today constitutes a major obstacle for the
control of the disease, this fact highlights the need for the development of new
drugs for the continuity of care. Objective : The aim of this study was to analyze
the frequency of primary resistance to drugs that inhibit binding or fusion as
Enfuvertide (T20) and BMS 378806, in samples of HIV-1 positive patients
undergoing antiretroviral therapy and presenting virological failure. Methods :
This study included 100 HIV-1 positive patients attending the Outpatient
department of the Centro de Referéncia para o tratamento da AIDS (CRTA),
using antiretroviral drugs and that show virological failure and with a result of
viral load equal or above than 5000 copies / mL. The patients responded a
guestionnaire and medical records were also analyzed. The proviral DNA was
amplified and sequenced for the region of the envelope of HIV-1. Results : Of
100 samples analyzed, 87 (87%) were positive and 13 (13%) were negative to
the proviral DNA of HIV-1. Among the positive samples 80 (92%) were
sequenced. Of the 80 samples sequenced, 73 (91.25%) were classified as
subtype B, 2 (2.5%) recombinant (B 1 / F and 1 BC) and 5 (6.25%) were
subtype F. Regarding the coreceptors used by viruses, 56 (70%) samples were
classified as CCR5 and 24 (30%) as CXCR4. Among the samples analyzed, 8
(10%) had mutations for the fusion inhibitor Enfuvertide (T20), being one of them
classified according to the criteria of the Consensus of the International Society
for AIDS and the others as cited previously in another works. For the inhibitor
BMS 378806, 6 (7.5%) samples had mutations, with a frequency of 28,6% for
the subtype B. Conclusion In this study was detected primary resistance to
antiretroviral class entry inhibitors of HIV-1 and was observed the importance of
establishing criteria for identification of strains resistant to Enfuvertide (T20)
before indicate the testing of genotyping.
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Resumo

Avaliacdo da sensibilidade aos inibidores de entrada do HIV-1 em pacientes em
falha virologica a terapia antirretroviral e novos aos inibidores de entrada.

Introducdo: A possibilidade da utilizacdo das drogas de forma combinada
(HAART), resultou em uma queda dramatica da mortalidade e morbidade da
infeccdo pelo HIV-1. Apesar disso, com o passar dos anos, houve selecdo de
cepas resistentes a estes medicamentos, sendo hoje um importante entrave
para o controle da doenca, esse fato evidéncia a necessidade de implantacéo
de novas drogas para a continuidade dos tratamentos. Objetivo: O objetivo
desse estudo foi analisar a frequéncia de resisténcia primaria aos
medicamentos inibidores de fuséo ou ligacdo Enfuvertida (T20) e BMS 378806,
em amostras de pacientes HIV-1 positivos, submetidos a terapias com
antirretrovirais apresentando falha virologica aos mesmos. Métodos : Foram
incluidos no estudo 100 pacientes HIV-1 positivos do servico ambulatorial do
CRT utilizando drogas antirretrovirais, apresentando falha virolégica e com
resultado de carga viral igual ou superior 5000 cépias/ml. Os pacientes foram
submetidos a um questionario e houve consulta aos prontuarios. O DNA pro-
viral foi amplificado e seqienciado para a regido do envelope do virus HIV-1.
Resultados : Das 100 amostras analisadas 87 foram positivas na PCR , sendo
possivel de obter sequenciamento de 80 amostras. Dessas, 73 (91.3%) foram
classificadas como subtipo B; 2(2,5%) como recombinantes (1 B/F e 1 BC) e 5
(6.3%) como subtipo F. Em relacdo aos co-receptores, 56 (70%) amostras
foram classificadas como CCR5 e 24 (30%) CXCR4. Entre as amostras
analisadas, 8(10%) apresentaram mutagcbes para o0 inibidor de fuséo
Enfuvertida (T20), sendo 1(1,3%) conforme critérios do Consenso da Sociedade
Internacional de AIDS e as demais conforme citacdes em outros trabalhos. Para
o inibidor BMS 378806, 6 (7,5%) amostras apresentaram mutacgdes, sendo que
no subgrupo nao B a frequiéncia foi de 28,6%. Conclusdo: Em nosso estudo
detectamos resisténcia primaria a classe de antirretrovirais inibidores de
entrada do HIV-1 e constatamos a importancia da definicdo dos critérios para
identificacdo de cepas resistentes ao Enfuvertida (T20) antes de se indicar a
realizacao de testes de genotipagem.
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1.Introducéo

1.1Surgimento da aids

Por volta 1980 foram diagnosticados o0s cinco primeiros casos de aids,
entre homens homossexuais e usuarios de drogas, nesses individuos
constataram-se o desenvolvimento de Sarcoma de Kaposi e também um tipo
raro de pneumonia causada pelo Pneumocistis carinii (Cdc, 1981; Goittlieb,
Schroff et al., 1981).

Eles apresentavam uma evidente queda do nimero de células T CD4+
associadas com a alteracdo funcional do sistema imunologico (Cdc, 1981;
Masur, Michelis et al., 1981). Em 1982 a doenca é definida como Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida ou aids (Marx, 1982). No primeiro momento
acreditava-se que a sindrome estava restrita a homossexuais masculinos, mas
posteriormente, foram relatados casos em grupos de pessoas hemofilicas,
criancas nascidas de mées contaminadas, prostitutas, parceiras de membros de
grupos de riscos e grupos de pessoas que receberam transfusdes de sangue e
hemocomponentes (Cdc, 1981; Gallo, Salahuddin et al., 1984).

O HIV-1 foi definido em 1983 como o agente causador da aids (Barre-
Sinoussi, Chermann et al., 1983). Em 1986 foi isolado um novo retrovirus de
africanos sintométicos, no qual classificaram como agente etiolégico da aids e
definiram como HIV-2 (Clavel, Guetard et al., 1986). Sendo o HIV-1 mais

virulento que o HIV-2 (Kiwanuka, Laeyendecker et al., 2008).



1.2 Perfil do HIV

O virus HIV-1 pertence a familia Retroviridae da subfamilia
Orthoretrovirinae do género Lentivirus. Tem morfologia esférica, € envolto por
um envelope constituido por uma membrana fosfolipidica dupla e por um
complexo glicoproteico trimeérico (Figura 1) (Ozel, Pauli et al., 1988; Weiss, Levy
et al., 1990).

Seu genoma viral é constituido por duas fitas simples e idénticas de RNA
com extensdo de aproximadamente 9.8 kb, as enzimas virais: transcriptase
reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN) localizam-se dentro da particula
viral, que € constituida por um envelope que envolve a matriz (pl7) e o
capsideo (p24) (Vaishnav e Wong-Staal, 1991; Kuby, 1997).

Na forma de provirus, o genoma viral possui em cada uma de suas
extremidades, uma sequéncia LTR (Long Terminal Repeats), que possibilita a
integracdo do genoma da célula hospedeira e nelas sdo encontrados o0s
elementos reguladores, que participam da iniciacdo da replicacdo viral (Soriano,

2005).



— Proteina de superficie
do envelope (gp120, 5U)

Capside Proteina transmembranar do

pe (gpd1, TM)

Integrase
—(p31, IN)

Genoma
de RNA
viral / Transcriptase
Reversa
Membrana (pb6/p51, RT)

Vif, Wpr, Nef e p7 Protease (p11, PR}

Figura 1 : Estrutura do virus da imunodeficiéncia humana do tipo | (HIV-1).

Adaptado de (Robinson, 2002).



1.3 Organizacdo Gendmica do HIV

O genoma do HIV contém varias fases abertas de leituras (ORFs Open
Reading Frame) que sdo delimitados por duas Repeticbes Terminais Longas,
conhecidas como Long Terminal Reapet (LTR), que modulam e promovem a
transcricdo proviral (Ramirez De Arellano, Martin et al., 2007).

A variabilidade genética da LTR, dentro dessa complexa organizacao
gendmica do HIV, é apontada em estudos como um possivel fator de influéncia
na replicacdo viral e progresso da doenca (Ramirez De Arellano, Martin et al.,
2007).

Na LTR inicia-se a expressao dos trés genes, que sdo essenciais para a
replicagdo do HIV-1: gag, pol e env, que também codificam os dois genes
reguladores tat, rev e as quatro proteinas acessorias Vif, Nef, Vpr e Vpu (ou
Vpx no HIV-2), que fazem parte da particula viral (Tristem, Marshall et al., 1992;
Ou, 1995; Peterlin, 1995; Takasaki, Kurane et al., 1997).

As particulas do HIV-1, séo inicialmente produzidas como virions imaturos,
gue durante ou imediatamente apdés o brotamento da membrana celular,
passam pelo processo de maturacao (Craven e Parent, 1996; Von Schwedler,
Stuchell et al., 2003). Para que este processo aconteca € necessario, a
segmentacao proteolitica das estruturas Gag e Gag Pol pela protease viral (PR)
(Kaplan, Manchester et al., 1994).

A principal proteina estrutural do HIV é sintetizada como uma Unica

poliproteina, chamada Gag Pr 55, na qual é clivada em matriz (p17 MA),

4



capsideo (P24 CA), nucleocapsideo (P7 NC) e P6 (Wills e Craven, 1991;
Holguin, Alvarez et al., 2005).

As trés enzimas da replicacao viral, protease (PR), transcriptase reversa
(RT) e integrase (IN) sédo formadas pela segmentacdo da segunda poliproteina
Gag -Pol ou P160 (Wills e Craven, 1991). A producédo desse polipetideo maior é
resultado de um deslizamento do ribossomo chamado Read — Through, que
causa uma troca na fase de leitura frameshift, gerado entre 5% a 10% durante a
expressao do gene gag (Hung, Patel et al., 1998).

A segmentacdo das proteinas Gag e Gag—Pol sdo essenciais para a
maturacao e infectividade do HIV-1 (Muesing, Smith et al., 1985; Holguin,
Alvarez et al., 2005).

O gene env codifica uma proteina precursora denominada gp160 (160
KDa), que € clivada por uma protease celular para produzir as proteinas do
envelope viral, glicoproteina de superficie (SU ou gp120) e transmembrana (TM
ou gp4l) , que sédo enderecadas para a membrana citoplasmatica e agrupadas
para posteriormente ocorrer o brotamento viral ((Robey, Safai et al., 1985).

As proteinas acessorias sdo expressas a partir de populacdes de RNAm
sub gendmicas, produtos de splicing multiplos diferenciados, que ocorrem nos
primeiros ciclos de transcricdo do cDNA viral, modulados pela proteina Rev,
gue atua em nivel pos- transcricional (Feinberg, Jarrett et al., 1986).

A proteina Rev do HIV-1 permite o transporte de transcritos do virus para o
citoplasma, que codificam as genes gag, pol e env (Tristem, Marshall et al.,

1992).



A pequena proteina Tat é essencial para a replicacdo do HIV-1 (Ou, 1995;
Kuciak, Gabus et al., 2008), e atua como transativadora na regido 5’ LTR do
RNAmM, através da sua via de interacdo com o elemento de resposta
transativadora (TAR) (Cullen, 1991; Jeang, Xiao et al., 1999; Gatignol, 2007).

A proteina Nef diminui a expressdo dos receptores CD4 das células
hospedeiras e estimula a infectividade do virus (Garcia e Miller, 1991; Aiken e
Trono, 1995; Stoddart, Geleziunas et al., 2003; Yang, Bielawski et al., 2003).

A proteina Vif € um fator de infectividade viral (Tremblay, Numazaki et al.,
1990; Sakai, Ma et al., 1991). Neutraliza a atividade antiviral dos membros
celulares da familia citidina deaminase recentemente identificados APOBEC
3G, APOBEC3F e APOBEC3B1, sendo APOBEC 3G um fator antiviral natural,
gue promove hipermutacdo G para A do DNA, durante a transcriptase reversa
(Sheehy, Gaddis et al., 2002; Bell, Connell et al., 2007; Ulenga, Sarr et al.,
2008).

A proteina viral Vpu regula a expressao do receptor CD4+ sendo essencial
para uma efetiva liberacdo de particulas virais (Bell, Connell et al., 2007; Neil,
Zang et al., 2008; Van Damme, Goff et al., 2008).

A proteina acessoéria Vpr é essencial para a replicagdo viral e possui
multiplas funcdes, incluindo o transporte do complexo pré-integracdo para o
ndcleo, transativacdo de genes celulares e inducdo da diferenciacdo celular
(Willey, Maldarelli et al., 1992; Le Rouzic e Benichou, 2005)

Embora essas proteinas multifuncionais do HIV-1, ndo recebam ainda

devida atencdo em pesquisas cientificas, podem representar novos caminhos
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para as intervengdes preventivas e terapéuticas nos tratamentos da aids (Bell,
Connell et al., 2007).

Os antivirais naturais como a APOBEC3G e a proteina Trim 5 alpha,
comecaram a despertar interesses em areas de pesquisas do HIV,
representando também alvos para hovos medicamentos contra o virus.

Trim 5 alpha é uma proteina citoplasméatica que faz parte do sistema imune
intrinseco, que restringe infec¢des retrovirais nos primatas (Lin e Emerman,
2008). Em algumas espécies a proteina Trim 5 alpha é capaz de reconhecer o
capsideo viral do HIV, promovendo sua retirada prematura e bloqueando a
infeccdo viral (Stremlau, Perron et al.,, 2005; Lin e Emerman, 2008).
Recentemente foi descoberto que a proteina Trim alfa rh também bloqueia a
fase tardia de replicagdo do virus (Sakuma, Mael et al.,, 2007). A atividade
dessa proteina € maior em macacos Rhesus do que em humanos (Stremlau,

Perron et al., 2005).
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Figura 2 — Genoma do virus da imunodeficiéncia humana tipol (HIV-1).
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1.4 Ciclo Replicativo do HIV

O primeiro passo para o inicio da infeccdo do HIV-1 é a ligacdo da
particula viral a receptores especificos na superficie da célula. O envelope do
HIV consiste de uma glicoproteina externa gpl20 e uma proteina
transmembrenar gp 41 (Mavoungou, Poaty-Mavoungou et al., 2005).

A proteina responsavel pelo reconhecimento das células alvos do virus € a
gpl120, e o principal receptor e alvo € o CD4. O quadro clinico da aids é
caracterizado pela diminuicdo da contagem sanguinea de linfécitos T CD4+ no
individuo infectado (Klatzmann, Champagne et al., 1984; Mcdougal, Mawle et
al., 1985).

Apés a ligacdo a membrana celular, a proteina gp120 sofre um processo
de reestruturacdo, levando a exposicdo da algca V3, que interage com
receptores de quimiocinas (Deng, Liu et al., 1996).

Os co-receptores CCR5 e CXCR4 sdao membros da subfamilia de
guimiocinas formada por 7 receptores de dominios transmembranares (Doms,
2004). Em raros casos, outros co-receptores, também tem demonstrado
mediarem a entrada do HIV-1 dentro da célula hospedeira, embora os co-
receptores CCR5 e CXCR4 sdo os mais importantes na patogénese do HIV-1
(Brumme, Goodrich et al., 2005).

O co-receptor CCR5 € o mais comumente utilizado pelo HIV-1, esta
presente nas células T priméarias e macrofagos. Individuos que ndo expressam

0 co-receptor CCR5 sdo muito mais resistentes a infecgdo pelo virus (Popik,
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Alce et al., 2002; Wei, Decker et al., 2002; Bar e Alizon, 2004; Doms, 2004,
Kang, Quan et al.,, 2005; Mavoungou, Poaty-Mavoungou et al., 2005; Moyle,
Wildfire et al., 2005; Heredia, Gilliam et al., 2007).

O co-receptor CXCR4 expressa-se em varios tipos de células, incluindo
timécitos, células T e macrofagos (Collin, lllei et al., 1994; Moyle, Wildfire et al.,
2005). Quando o co-receptor CXCR4 é utilizado pelo HIV-1 pode ocorrer a
formacéo de sinsicios in vitro (Doms, 2004; Moyle, Wildfire et al., 2005). Os
indutores de sinsicios ou virus utilizando CXCR4 sao tipicamente encontrados
em individuos com a doenca avancgada (Huang, Eshleman et al., 2007).

Ainda ndo esta claro porque essas variantes sdo mais patogénicas, ou
como causam uma maior disfuncdo no sistema imune, resultando de certa
maneira em um progresso mais rapido da doenca (Brumme, Goodrich et al.,
2005).

Apbs o0 processo de interagdo com os receptores, a gpl20 dissocia-se da
proteina gp41, passando por modificacdes conformacionais, que promovem a
fusdo virus-célula e possibilita a entrada do material genético na célula
hospedeira (Figura 3) (Deng, Liu et al., 1996).

Esse material genético sofre a acdo da enzima transcriptase reversa, que
a partir do RNA gendmico, possibilita a sintese de uma fita simples de DNA,
resultando em um filamento hibrido RNA-DNA (Varmus, 1985)

Em seguida a RNase degrada a fita simples de RNA e a transcriptase

reversa agindo como uma DNA polimerase, promove a sintese de um DNA
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complementar (cCDNA), que resulta em uma fita dupla de DNA (Smith e Daniel,
2006).

Pela acdo da integrase o genoma viral é incorporado ao cromossomo da
célula hospedeira, sob a forma de provirus (Varmus, 1985; Bar e Alizon, 2004;

Heredia, Gilliam et al., 2007).

apdl

Ligacao ao
co-receptor

Trimero native — Ligacao ao CD4 —# Fusio membranar

Figura 3 : Entrada do HIV nas células hospedeiras Adaptado do (Doms, 2004).
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1.5 Variabilidade Genética do HIV-1

A populacéo do virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1) é caracterizada
pela extensa variabilidade genética, que resulta da grande taxa de erros
durante o processo da transcriptase reversa, podendo ocorrer mutacao pontual,
insercdes e dele¢cbes (Roberts, Bebenek et al., 1988; Mansky, 1998; Sharp,
Bailes et al., 1999; Ramirez, Simon-Loriere et al., 2008). A complexidade da

variabilidade genética do HIV atualmente € um fascinante alvo para estudos.

1.6 Mutacao

O HIV-1 possui alta capacidade de replicacdo e bilhdes de novos virus sédo
produzidos diariamente (Ho, Neumann et al., 1995).

E consenso relatar a elevada taxa de replicacdo viral, como o fator
principal na evolucdo do virus (Coffin, 1995), pois a taxa de erros da
transcriptase reversa (10* bases a cada ciclo de replicacéo viral) associada a
auséncia ou a baixa eficiencia da atividade de correcdo no processo de
transcricdo reversa do genoma viral, resulta em um elevado numero de
variantes provirais durante a replicacdo viral (Preston, Poiesz et al., 1988;
Bebenek, Abbotts et al., 1989; Steinhauer, Domingo et al., 1992; Williams e
Loeb, 1992; Shafer, Winters et al., 1998; Erickson, Gulnik et al., 1999; Miller,

Duus et al., 2001).
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N&o se encontram duas cepas virais idénticas num mesmo individuo
infectado, pois a populagdo viral do virus HIV, apresenta-se como uma
guasispecie, ou seja, microvariantes bem relacionadas, porém geneticamente
distintas entre si (Shafer, 2002).

Outro mecanismo importante na diversidade genética do virus é a
recombinacdo genética (Hu e Temin, 1990; Temin, 1993). Recombinacdes entre
subtipos do HIV-1 sédo freqientemente encontradas nas regides dos genes env
e gag (Robertson, Sharp et al., 1995; Kampinga, Simonon et al., 1997). A
recombinagcdo requer a infeccdo simultdnea de uma célula por dois virus
diferentes (Peeters e Sharp, 2000)

Os eventos de recombinacdes sdo responsaveis pela formacdo de
genomas mosaicos, compostos inclusive por diferentes subtipos em regides

gendmicas distintas (Peeters e Sharp, 2000).

1.7 Classificagao do HIV

O HIV pertence a familia Retroviridae género Lentiviridae, dois tipos foram
isolados em humanos: HIV-1 e HIV-2 (Barre-Sinoussi, Chermann et al., 1983).

A classificacéo é baseada em andlises filogenéticas das suas similaridades
de nucleotideos. Os grupos e os diferentes subtipos do HIV-1, sdo definidos
pelas suas similaridades, que sdo encontradas em um certo numero de

nucleotideos nos genomas desses virus (Soares, 2008).
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Embora o gene env seja variavel, encontramos distincdes como nas
sequéncias das Repeticbes Terminais Longas (LTR), gag, pol, nos genes que
codificam a regulamentacdo e nas proteinas acessorias (Soares, 2008).
Diferencas nas sequéncias de nucleotideos do grupo M do virus HIV-1 , podem
ser tdo elevados como 30% no gene env, 15% no gene gag e aproximadamente
10-15% no gene pol, sendo os maiores alvos das terapias antirretrovirais (Gao,
Robertson et al., 1998).

Inicialmente as sequéncias das cepas do HIV-1, foram classificadas de
acordo com a sua relacao filogenética, em grupos e subtipos. No entanto, a
crescente complexidade de novas seqUéncias do HIV-1, levaram a uma
reavaliacdo do sistema de nomenclatura, assim foram divididas em grupos,
subtipos, sub subtipos e CRFS (Robertson, Anderson et al., 2000).

O HIV-1 é amplamente disseminado mundialmente e através de analises
filogenéticas de sequéncias de nucleotidios dos genes env e gag de isolados do
virus, foi dividido em trés grupos genéticos: grupo M (maior ou principal), grupo
O (outlier) e grupo N (new ou ndo M, ndo O) (Myers, Macinnes et al., 1992;
Garrido, Zahonero et al., 2008).

Enquanto os grupos O e N do HIV-1 s&o restritos a paises da Africa central
na Republica dos Camarbes, o grupo M é responsavel por mais de 90% das
infeccdes mundial do virus HIV-1 (Myers, Macinnes et al., 1992; Nkengasong,
Janssens et al., 1994; Sharp, Shaw et al., 2005; Hemelaar, Gouws et al., 2006;

Van Heuverswyn, Li et al., 2006).
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Os grupos M e N séo descendentes do SIV que circula em chimpanzés no
oeste Africano (Sharp, Shaw et al., 2005).

O HIV-2 representa a minoria das infec¢des virais, e a sua prevaléncia
diminui ao longo do tempo. A sua ocorréncia € mais restrita para algumas
regibes da Africa Ocidental e Central. Os individuos infectados s&o
principalmente encontrados na Africa Ocidental e india (Eholie e Anglaret,
2006)

No grupo M, foram classificados nove subtipos (A-B-C-D-F-G-H-J e K) e
alguns subtipos sdo ainda mais divididos em sub subtipos, assim como 0s
subtipos F (F1 e F2) e A (A1, A2 e A3) (Simon, Mauclere et al., 1998; Spira,
Wainberg et al., 2003; Atlas, Granath et al., 2005).

Os Subtipos e sub-subtipos podem formar mosaicos adicionais e
atualmente sdo reconhecidas mais de 40 CRFs em diversas partes do mundo
(Garrido, Zahonero et al., 2008)

Kiwanuka, Laeyendecker et al., 2008, constataram que, pacientes
portadores de infecgbes com subtipos recombinantes ou com multiplos subtipos
do HIV-1, sdo associados com o rapido progresso da doenca comparada aos
pacientes portadores de um anico subtipo.

O subtipo B do HIV-1, representa 10% das infeccbes no mundo, sendo
encontrado nas Américas, Europa Ocidental, Japdo e Austrdlia, o subtipo A
representa 12% nas infecgbes mundiais, sendo tipicamente encontrado no leste
Europeu, paises da antiga Unido Soviética e alguns paises Africanos

(Buonaguro, Tornesello et al., 2007)
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Atualmente o subtipo C do HIV-1, representa 50% das infec¢cdes no
mundo, tem predominancia no Sul, Leste da Africa Central, india e China
(Soares, Santos et al., 2007).

O subtipo D é predominante em 3% nas infeccdes no mundo, pode ser
encontrado na Republica Democratica de Congo e Tanzéania (Buonaguro,
Tornesello et al., 2007; Ramirez, Simon-Loriere et al., 2008). Subtipo F esta
presente em paises da Africa Ocidental e na Republica Democréatica de Congo
com aproximadamente 1% de presenca nas infeccbfes destes paises
(Hemelaar, Gouws et al., 2006)

As CRFs estdo presentes em algumas cepas em certas regides
geogréficas , assim como, CRFO1_AE em paises do Sudeste Asiético,
CRF02_AG em paises do Oeste Africano e CRF07_BC e CRF08_BC na China
. A Tabela 1 mostra os mais prevalentes subtipos do HIV-1 no mundo com as
suas respectivas frequiéncias. (Hemelaar, Gouws et al., 2006).

O subtipo B do HIV-1 é o dominante na epidemia brasileira, corresponde a
85% dos individuos infectados no Brasil (Morgado, Sabino et al., 1994; Sabino,
Shpaer et al., 1994; Janini, Pieniazek et al., 1996; Peuchant, Capdepont et al.,
2007; Sa-Filho, Kallas et al., 2007; Veras, Veras et al., 2007; Waleria-Aleixo,
Martins et al., 2008; Oliveira, Martins et al., 2009). Em relacdo as variantes nao
B predomina o subtipo F, responséavel por 15% a 20% da populacéo infectada e
0 subtipo C predomina no Sul do pais (Sabino, Shpaer et al., 1994; Hu,
Dondero et al., 1996; Janini, Pieniazek et al., 1996; Veras, Veras et al., 2007,

Diaz, Leal et al., 2008; Waleria-Aleixo, Martins et al., 2008).
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Tabela 1: Representacdo da prevaléncia dos subtipos e formas circulantes do

HIV-1 no Mundo

HIV-1SUBTIPOS/ CRFs Prevaléncia Global %

C 50
A 12
B 10
F.GH,JeK 7
CRFO1_AE 5
CRF02_AG 5
D 3
Outros 8

(Hemelaar, Gouws et al., 2006)

1.8 Resisténcias aos Antirretrovirais

Apdés 27 anos do primeiro relato de caso de aids, a doenca ja causou a
morte de mais de 40 milhdes de pessoas e atualmente sdo 33 milhdes
infectadas no mundo (AIDS Epidmic update, UNAIDS 2008).

O inicio do uso dos antirretrovirais comecgou por volta dos anos 80
(Fischl, Richman et al., 1987) e em 1993 ap0s 6 anos de introducdo do AZT
foram identificados pacientes infectados com cepas resistentes a droga. Com o

emprego da HAART iniciaram em 1996 os relatos de transmissédo de cepas do
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HIV-1 com resisténcia a uma ou multiplas drogas antirretrovirais (Erice, Mayers
et al.,, 1993; Masquelier, Lemoigne et al.,, 1993; Boden, Hurley et al., 1999;
Balotta, Berlusconi et al., 2000; Little, 2000; Simon, 2001, Little, Holte et al.,
2002).

A HAART aumentou o tempo e a qualidade de vida dos pacientes com
HIV/aids e foi um marco na evolucdo do desenvolvimento e aplicacédo de novos
farmacos nos tratamentos. Porém o0 seu sucesso fica comprometido pela
adesdo inadequada e pelo desenvolvimento de cepas resistentes aos
antirretrovirais, que podem causar a temida falha terapéutica, pois os pacientes
submetidos a tratamentos continuos com combinac¢des de drogas apresentam
no decorrer do tratamento menos aderéncia com tendéncia a acumular
resisténcia aos antirretrovirais (Palella, Delaney et al., 1998) (Cozzi-Lepri,
Phillips et al., 2008).

No inicio do tratamento o virus é exposto a uma mudanca no seu meio
ambiente, nesse momento recombinagdes sdo potencialmente importantes para
a geracao de cepas, que combine as varias mutacoes, exigidas para o aumento
de resisténcia no tratamento (Ramirez, Simon-Loriere et al., 2008).

Os estudos da diversidade genética na resisténcia as drogas, sdo de
extrema importancia no tratamento de individuos infectados com o HIV-1 de
subtipos nédo B, pois o0 regime terapéutico presentemente em uso foi
desenvolvido visando o subtipo B, que pode ndo ser igualmente efetivo nos
subtipos ndo B. Essas diferencas genéticas entre os subtipos pode ser um

ponto critico para a vigilancia as resisténcias, com a expansao do tratamento
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com antirretrovirais para varias regibes do mundo, onde diversos virus dos
subtipos ndo B predominam (Kantor, Katzenstein et al., 2005). Em alguns
estudos verificou-se que, as infeccbes do HIV-1 subtipos ndo-B, sdo menos
susceptiveis a HAART e associadas estatisticamente a uma progressao mais
rapida dos padrdes mutacionais p6s HAART, em comparacao aos isolados do
subtipo B (Spira, Wainberg et al., 2003).

As resisténcias aos antirretrovirais podem ser primarias, podendo ocorrer
em pacientes, que ndo foram submetidos a tratamento prévio com as drogas. O
conhecimento das cepas que apresentam resisténcia primaria na populacéo
pode ser util na prevencdo e na decisédo de cuidados nos tratamentos aplicados
contra a doenca, pois estd correlacionado com varios resultados adversos,
inclusive a rapida queda do numero de células T CD4+ durante o curso da
doenca (Pillay, Bhaskaran et al., 2006; Buskin, Ellis et al., 2008)

O numero de pacientes infectados com cepas HIV-1 apresentando
resisténcias primarias aos antirretrovirais vem crescendo no Brasil (Sa-Filho,
Kallas et al., 2007). Em um estudo realizado na cidade de Santos, a prevaléncia
encontrada esté entre as mais altas descritas até a data no Brasil ou no mundo
todo (Sucupira, Caseiro et al., 2007).

Também existe a possibilidade de ocorrer resisténcia cruzada aos
farmacos, onde populacdbes de virus demonstram diminuicdo da
susceptibilidade a outro antirretroviral, que ainda néo foi utilizado no tratamento
e pertence a uma classe especifica desta droga, inclusa na terapia (Call, Saag

et al., 2001).
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As mutacfes associadas a resisténcias podem ser classificadas em
principais e secundarias. Mutacdes principais sdo capazes de reduzir a
suscetibilidade a determinada droga (s) por conta propria e as mutacdes
secundarias sdo capazes de reduzir a suscetibilidade a droga quando em
combinacdo com a mutagcdo primaria ou aumenta o fithess de cepas virais com
a mutacéo priméaria. (Wilson, Bean et al., 2000; Call, Saag et al., 2001).

Mais de 200 mutacdes sao associadas a resisténcia aos antirretrovirais
entre as 6 classes de antiretrovirais licenciadas para uso clinico, incluindo

mutacdes principais e secundarias (Shafer, 2008)

Apesar de todas as inconveniéncias ja& mencionadas durante o
tratamento, o risco de morbidade e mortalidade dos pacientes tratados com as
drogas antirretrovirais esta diminuindo e consequentemente aumentando o
tempo de vida dos mesmos (Schneider, Gange et al., 2005; Lundgren e Mocroft,
2006).

Desde 1995 o Brasil tem uma histéria de acesso universal e gratuito aos
mesmos medicamentos que Sao prescritos nos paises desenvolvidos
(Schneider, Gange et al., 2005).

Hoje existem 25 drogas pertencentes a 6 diferentes classes de
antirretrovirais aprovadas no mundo para o tratamento do HIV-1. O progresso
para aids esta associado a altos niveis de RNA, assim o objetivo do tratamento

é reduzir a niveis ndo detectaveis (carga viral) (Greene, 2008)
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Véarios experimentos demonstram que combinacfes de trés ou mais
drogas antirretrovirais podem alcancar supressdo maxima da carga viral e certo
atraso na selecao de mutacfes associadas a resisténcia (Greene, 2008). E no
caso dos pacientes com faléncia viroldgica para as classes ITRN, ITRNN e IP,
existem novas classes de drogas disponiveis: inibidores da integrase, inibidores

de receptores e inibidores de fusao

1.8.1 Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos Nucleosideos (ITRN )

No processo de transcricdo reversa 0s ITRNs substituem de forma
competitiva os nucleosideos verdadeiros. Durante a polimerizacdo dos virus,
em vez de usar um nucleotideo verdadeiro a RT passa a incorporar um falso
nucleotideo, que impede a continuidade da sintese da cadeia de DNA,
interrompendo o ciclo replicativo (Shafer, 2002). Em 1987 o Zidovudine (AZT)
foi a primeira droga disponivel para o tratamento dos pacientes infectados com
o HIV-1. Esta droga foi inicialmente desenvolvida como quimioterapico

(Hughes, Barber et al., 2008).

1.8.2 Inibidores da Transcriptase Reversa Nado Nucle osideos (ITRNN)

Sao pequenas moléculas que tem forte afinidade pelo sitio hidrofébico,

localizado proximo ao dominio catalitico da RT. A ligacdo dos inibidores afeta a
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flexibilidade da enzima, bloqueando a sintese do DNA. (Esnouf, Ren et al.,
1997).

Nevirapina (NVP) foi a primeira droga liberada dessa classe para
tratamento (Bowersox, 1996). Etravirine é a segunda geracdo de ITRNN e
apresenta uma alta barreira genética em relacdo ao outros ITRNN (Hughes,

Barber et al., 2008).

1.8.3 Inibidores da Protease

A enzima da PR do HIV-1 tem a forma de dimero com a funcéo de aderir
a sitios especificos de uma grande poliproteina precursora de enzimas
necessarias a formacdo de particulas virais, no periodo que antecede o
encapsulamento do virus e por meio de clivagem ela libera as proteinas
estruturais (Clavel e Hance, 2004) . O desenho das drogas inibidoras dessa
enzima € especifico em sua estrutura quimica e mimetiza os peptideos virais
gue normalmente sao reconhecidos e clivados pela PR (Roberts, Martin et al.,
1990; Erickson e Kempf, 1994). De maneira competitiva a formacao dos IPs
permite a ocupacao do sitio da PR e ocorre a inibicdo da atividade catalitica da
enzima de maneira altamente seletiva (Clavel e Hance, 2004).
O excesso de IPs dentro da célula leva a inibicdo da replicacdo do virus,
guando comparada a quantidade natural do substrato natural do HIV-1, mesmo

sob a acgao dos IPs, continua o processo de encapsulamento e liberacéo viral

das células por mais um ciclo. Por possuirem proteinas imaturas em seu
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interior, as particulas virais que tiveram interferéncia dos IPs perdem a
capacidade de infeccdo e dessa maneira o ciclo de vida do HIV-1 é

interrompido (Clavel e Hance, 2004).

Em 1996 foi liberado o primeiro inibidor de protease para uso clinico e
atualmente temos outras drogas dessa classe disponivel como o Tipranavir,
gue possui sua atividade voltada para os pontos onde existem mutacdes que
causam resisténcias para das demais drogas dessa classe (Valdez H, 2005) e
também o Darunavir uma nova droga inibidora da protease, que tem uma
estrutura similar ao inibidor Amprenavir, mas possui poténcia mais elevada

contra cepas resistentes do virus HIV-1 (Ghosh, Sridhar et al., 2006).

1.8.4 Inibidores da Integrase

Os inibidores de integrase sdo uma nova classe de drogas antirretrovirais
com um novo mecanismo de acdo, que impede a incorporacdo da copia de
DNA no genoma da célula hospedeira (Hughes, Barber et al., 2008).

Raltegravir é primeira droga inibidora de integrase licenciada, sendo ativa
contra resisténcias do HIV-1 para outras classes de drogas e sinérgica com

outros antirretrovirais in vitro (Markowitz, (2006)).
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1.8.5 Inibidores de Entrada e Fusao

Os inibidores de entrada e de fusdo atuam no inicio do ciclo de vida do
HIV-1, que ultimamente tem sido identificado como um promissor alvo para o
desenvolvimento de novas drogas (Nishikawa, Oishi et al., 2008).

O Inibidor de Fusdo Enfuvertida (T20) é a primeira droga pertencente a
essa nova classe de antiretrovirais, aprovada em 2003 para uso clinico em
combinacdo com outras drogas, € um peptideo sintético constituido por 36
aminoacidos, que se liga a gp41 do HIV-1 impedindo a fusdo do virus com a
célula hospedeira (Lu, Sista et al., 2004; Bai, Wilson et al., 2008; Svicher,
Aquaro et al., 2008).

Esta droga ndo pode ser administrada por via oral o que dificulta muito o
seu uso em larga escala, sendo importante o seu uso com um outro farmaco
evitando a monoterapia (Hughes, Barber et al., 2008).

Enfuvertida foi projetada com bases no subtipo B do HIV-1, e as muta¢gbes
gue podem causar resisténcia para essa droga foram investigadas
primeiramente nos individuos portadores dessa variante viral, mas tem sido
efetiva contra subtipos n&do-B (D'arrigo, Ciccozzi et al., 2007; Holguin, Faudon et
al., 2007). Embora sejam raras informacdes sobre a eficacia do inibidor de
fusdo Enfuvertida (T20), em pacientes portadores do subtipo ndo-B do HIV-1

(Holguin, Faudon et al., 2007; Nunn, Fonseca et al., 2007)
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O Brasil ja incluiu o inibidor de fusdo Enfuvertida (T20) em tratamentos de
pacientes com poucas opc¢des terapéuticas (Nunn, Fonseca et al., 2007).

O Consenso da Sociedade Internacional de aids reconhece apenas as
mutacbes G36D/S, 137V, V38A/M/E, Q39R, Q40H, N42T e N43D, como
causadoras de possiveis resisténcias ao inibidor de Fusdo Enfuvertida (T20)

(Figura 4) (Johnson, Brun-Vezinet et al., 2008)

Outros autores porém descreveram outras mutacées como capazes de
gerar resisténcia ao inibidor de fusdo Enfuvertida (T20) (Greenberg e
Cammack, 2004; Carmona, Perez-Alvarez et al., 2005; Perez-Alvarez, Carmona

et al., 2006).

| ¥ Q 0 N M
3/ 7 B W 40 42 43 First heptad repeat (HR1) region
DV A R HT1 D

Figura 4 . Mutacdes conforme IAS (Johnson, Brun-Vezinet et al., 2008)
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Oinibidor de fusdo Enfuvertida (T20), ndo confere resisténcia cruzada para
outros inibidores, bloqueadores de co-receptores e inibidores da ligacdo CDA4,
nao afetando a suscetibilidade de nenhuma das outras classes de

antirretrovirais (Greenberg e Cammack, 2004; Ray, Harrison et al., 2007).

Um fator importante para a eficacia do inibidor de fusdo Enfuvertida (T20)
€ a expressdo dos co-receptores, pois a alta afinidade do virus com o co-
receptor ou mesmo as células que exibem altos niveis de co-receptores de
maneira natural ou por ativacdo do sistema imune, prejudicam a atuacdo do
inibidor de fusdo Enfuvertida (T20), porque altos niveis de co-receptores
resultam em uma fusdo mais rapida da membrana (Reeves, Gallo et al., 2002;

Heredia, Gilliam et al., 2007; Ray, Harrison et al., 2007)

Foi desenvolvida uma droga chamada BMS 378806, uma pequena
molécula, que ainda ndo estd aprovada para uso clinico, que é capaz de inibir a
interacd@o entre gp 120 do HIV-1 e CD4 da célula, impedindo que se processe a
entrada do HIV-1 na célula hospedeira (Lin, Blair et al., 2003; Madani, Perdigoto
et al., 2004; Kong, Tan et al., 2006) Esta droga pode ser administrada via oral
(Guo, Ho et al., 2003).

Os antagonistas de CCR5 néo séo ativos contra CXCR4 e o Maraviroc € o
primeiro antagonista CCRS5 licenciado em 2007 para uso clinico . Possui acdo
de interagdo com o co-receptor CCR5 evitando as mudancas conformacionais
na V3 da gpl20 e prevenindo a entrada do HIV-1 na célula hospedeira

(Brumme, Goodrich et al., 2005; Hughes, Barber et al., 2008).
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Os inibidores ou antagonistas de CCR5 s&do novas opcdes para 0s
tratamentos de pacientes com falha virolégica, mesmo ndo sendo eficazes para
individuos infectados com HIV-1 que utilizam os co-receptores CXCR4 (Wilkin,

Su et al., 2007).
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Tabela 2: Drogas Antirretrovirais Aprovadas pelo FDA

Drogas Antiretrovirais Data de Aprovagio

Inibidores de Entrada

Maraviroc (UK-427 857, Selzentry) Bfago/O7
Inibidores de Fusio

Enfuvertide (T20, Fuzeon) 13 mard3
Inibidores da Integrase

Raltegravir (MK-0518, Isentress) 12faut/07F

Inibidores da Transcriptase Reversa
Analogos Nucleosideos

AbacavirlABC, Jiagen) 17 dez 05
Combivir 27 fset/ay
Didanonise (ddl, “idex) Ofout a1

Entricitabine (FTC, Emtriva) 24ulf0z

Epzicom 2fagod
Stavudine (d4T, Zerit) 244un94
Larmivudine (3TC, Epivir) 17 fnowas
Tenofovir (OF , “iread) 260Ut
Trizivir 14/no00
Truvada 2fagoDd
Widex EC 31 fout/00
Zalcitabine (ddC, Hivid) 194jun/az2
Jidovudine (&7T, Retrovir) 19 mari8y
Inibidores Nao-Nucleosideos

Delavirdine (DL, Rescriptar) AiabrS7
Efavirenz (EF%, Sustiva) 17 7=t/
Etravirine (T 125 Intelence) 184an/08
Mevirapine (MNP “iramune) 21/jun/oE
Inibidores da Protease

Amprenavir(BhMP Agenerase) 15/abr/99
Atazanavir (ATZ, Reyataz) 204jun/a3
Darunavir (TRC-114, Prezista) 234uni03
Fosamprenavir (GYWW-43905, Lexiva) 20/out03
Indinavir (1I0%, Crizivan) 13 marSE
Lopinavir (ABT-373, Kaletra) 15/=atA00
Melfinawvir (MF, “iracept) 14/mara7
Ritanavir (BT, Morvir) 1/marf3s
Saguinavir (S0%, Fortovase, Invirase) FinowoT
Tipranavir (TP, Aptivus) 22/jun/a

Irvirase Eidez/o05



1.9 Identificacdo das Mutacbes de Resisténcia do HI V-1 aos

Antirretrovirais

A presenca de mutacbes que reduzem a suscetibilidade do virus as
drogas, quando comparado ao virus selvagem, define a resisténcia do HIV aos
antirretrovirais (Shafer, 2002). Essas mutacfes podem ser identificadas das
seguintes formas:

v In vitro: isolados virais sdo cultivados em presenca de diferentes
concentracdes de um dado composto antiviral. Os isolados que
crescem sob essas condi¢cdes sdo seqienciados, permitindo a
identificacdo das mudancas genéticas selecionadas pela droga.
Para comprovar se a mutacdo realmente estd associada a
resisténcia, emprega-se a técnica de mutagénese reversa. Essa
metodologia laboratorial reverte as mutacdes para o aminoacido
do virus selvagem; caso o virus volte a ficar sensivel, fica
confirmada a importancia da mutacao (Shafer, 2002).

v Isolados virais provenientes de pacientes em faléncia terapéutica
sdo sequenciados e fenotipados. As mutacdes encontradas sao
comparadas com o padréo fenotipico.

v Amostras de pacientes cujo tratamento € conhecido s&o
sequenciadas e as frequéncias das mutacfes sao comparadas
com a frequéncia encontrada em amostras de pacientes sem

tratamento prévio.
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v" Uma outra maneira é correlacionar as mutagdes encontradas e a
resposta viroldgica a um novo regime de tratamento (Shafer,
2002)

Estudos clinicos consideram que o teste de genotipagem € importante
para pacientes em terapia de resgate. (Shafer, 2002; Haubrich, Kemper et al.,
2005)

A IAS possui uma lista consensual de mutacfes associadas a resisténcia,
mas que ndo € seguida por todos algoritmos, isso continua sendo um dos
maiores problemas enfrentados pelos clinicos, pois ndo existe um consenso
para interpretar as mutagoes.

O teste de fenotipagem acrescenta informagfes complementares aos
testes de genotipagem, porém por serem mais dificeis de serem realizados séao
menos disponiveis para os clinicos (Gallego, Martin-Carbonero et al., 2004).

Ha no mercado para comercializacdo alguns métodos fenotipicos,
Antivirogram (Virco Mechelen, Belgium), PhenoSense (ViroLogic, South San

Francisco, Calif) e Phenoscript (Viralliance-SAS) (Soriano, 2005)
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2. Justificativa

O uso de HAART reduziu dramaticamente a morbidade e mortalidade
entre pacientes infectados com o HIV-1 (Palella, Delaney et al., 1998; Jaggy,
Von Overbeck et al., 2003)

Existem varios entraves para o pleno sucesso da terapia antirretroviral
combinada, que tem como objetivo reduzir os niveis de carga viral (Greene,
2008). O principal deles € o surgimento de cepas resistentes aos
medicamentos.

O presente estudo foi direcionado aos pacientes em tratamento que
apresentam falha virologica para uma das classes de antirretrovirais (ITRN),
(ITRNN), (IP) e que ainda ndo foram submetidos a tratamentos com a nova
classe de inibidores de entrada sendo possiveis candidatos a tratamentos com
0S Mesmos.

Os inibidores de Entrada/fusdo tém como alvo a regido do envelope, que &
muito variavel, sendo assim, possivel a presenca de mutacdes de resisténcia
pré-tratamento.

Neste sentido precisamos verificar a frequéncia de mutagdes que geram
resisténcia para definir a necessidade de testes de genotipagem pré-

tratamento.
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3. Objetivos do Estudo

v"Analisar a resisténcia primaria aos medicamentos inibidores de
entrada em amostras de pacientes HIV-1 positivos, com falha
virolégica para os inibidores da protease ou RT.

v Determinar o uso do co-receptor por estas cepas.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Casuistica e Métodos

Foram avaliados 100 pacientes positivos para o HIV-1, com idade igual
ou superior de 18 anos, realizando tratamento no CRTA (Centro de Referéncia
e Treinamento Aids de Sao Paulo), que utilizaram drogas antirretrovirais
(inibidores de RT e ou protease), e para os quais tivesse sido solicitado teste de
genotipagem por faléncia virologica (CV> 5000 coépias/ml). Os pacientes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Foram coletados
dados socio-demograficos, epidemioldgicos, laboratoriais e clinicos, que foram
armazenados (Anexo A).

Foram coletados 10mL de sangue em tubo de EDTA. O DNA de cada
amostra foi extraido e apds as reacdes de PCR e sequenciamento foram
submetidos a analise de mutacdes, que conferem resisténcia aos inibidores de
ligacdo (BMS 378806) e fusdo Enfuvertida (T20).

A subtipagem do HIV-1 e a analise do tipo de co-receptor utilizado pelo
HIV-1, também foram determinadas. A utilizacdo dessas amostras foi aprovada
pelo Comité de Etica do CRT (Centro de Referéncia e Treinamento da Aids de

Séo Paulo).
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4.2 Extracao de DNA e Reacao em Cadeia da Polimeras e (PCR)

O DNA de cada amostra foi extraido a partir de 200 pul do componente

celular do sangue tratado com anticoagulante (EDTA), apds separacdao do
plasma, com o Kit de extracdo QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,Gmbh,
Hilden, Alemanha) conforme protocolo do fabricante. Para a deteccdo do pré-
virus (DNA) foi amplificado um fragmento de 1489 pb da regido do envelope do
genoma do HIV-1. Foi utilizada a técnica de PCR nested para amplificacdo dos
genes do envelope.
Na primeira reacao foram utilizados os primers de cada um dos iniciadores ED5
e 2142 (outer) e na segunda ED31 e gp41/T20_2AS (inner) . (Delwart, Shpaer
et al., 1993; Carmona, Perez-Alvarez et al., 2005; Perez-Alvarez, Carmona et
al., 2006)

A amplificacdo foi realizada em um termociclador Eppendorf automético
(Hamburgo /Alemanha) da seguinte forma: um ciclo inicial de 94° C por 1 min,
seguido de 35 ciclos de 94° C por 45 seg, 55° C por 45 seg e 72° C por 2 min e
extensdo final de 72°C por 10 min na primeira amplificacdo e na segunda
amplificacdo um ciclo inicial de 94° C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94°C
por 1 min, 55° C por 1 min e 72° C por 1:30 min e extensao final de 72° por 10
min. Foram adicionados 5ul do DNA a 50 pl da solucdo de amplificacéo

descrita a sequir:
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Agua Milliq Depc 33,2 ul

Tampao 10x (1,5 mM MgCL2) Amersham Pharmacia biotech 4,5ul
dNTPs 10mM Amersham Pharmacia biotech 2,0ul
MgCL2 50mM Introgen 1,0ul
Primer (5 pmoles/ul) 2,0ul
Primer (5 pmoles/ul) 2,0ul
Tag polimerase (5U/ul) Invitrogen 0,3ul
Amostra 5,0ul

Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados para amplificar a regidao do envelope:

PCR primeira amplificagéo

EDS (outer) 5’ —Atg ggA TCA AAg CCT AAA gCC ATg Tg -3’
HIV env 2142 5 — GGTGAGTATCCCTGCCTAAC -3
(outer)

PCR segunda amplificacéo
ED31 (inner) 5 — CCT CAg CCATTA CAC Agg CCT gTC CAAAg-3
gp41T20_2as 5'— CTACCAAGCCTACTATC -3

(inner)

Os produtos das reacOes foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (ultrapura /Invitrogen) a 80 V de tampao TBE (acido boérico 5,5%, Tris-Cl
10,8% e EDTA 0,9%) e visualizacdo sob luz ultravioleta apds coloragdo com

brometo de etidio.
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4.3 Sequenciamento e Andlise de Resisténcia

Os produtos da segunda amplificagdo foram purificados com o Kit
QIAquick (QIAGEN, Germany, Hilden, Alemanha) conforme protocolo do
fabricante. O DNA foi quantificado utilizando-se o padrdo Low DNA mass
Ladder (Invitrogen).

Foram adicionados 15-45 ng de DNA a reacdo de seguenciamento,
seguindo o protocolo do fabricante do Kit ABI 3100 sequenciador com o ABI
PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A reacdo de sequenciamento foi realizada em
termociclador automatico com 25 ciclos de 96T por 10 seg, 50T por 5 seg e
60T por 4 min.

O produto da reacdo de sequenciamento foi amplificado com a adicéo de
80 ul de isopropanol 80% e, apos agitacdo, mantido a temperatura ambiente por
15 min. O material foi centrifugado por 30 min, em microcentrifuga Eppendorf
(12500q), sendo o precipitado lavado duas vezes com 100ul de etanol 70%.
Foram adicionados ao precipitado seco 5 pl de formamida e 1llul de tampéo.
Foram utilizados 2 pl da mistura para a eletroforese em sequenciador
automatico (ABI 377 Sequencer; ABI; Applied Biosystems) usando os seguintes
primers: ED31, gp41/T20_2as, ED33, gp41/T20_1s e gp41/T20_6as (Delwart,
Shpaer et al., 1993; Carmona, Perez-Alvarez et al., 2005; Perez-Alvarez,
Carmona et al., 2006). As seqUéncias foram editadas usando programa

SEQUENCHER (GENECODES)
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Tampéo da reacédo de sequenciamento

Mix (Kit ABI Prism) 4,0 ul
Primer (1,0 pmol/ul) 1,0 ul

DNA purificado (15-45 ng) 1,0a 2,00 pl
Agua MilliQ gsp 10,0 ul
Amostra primeira amplificacao 1,0a3,0

Tabela 4 . Sequéncia de primers utilizados no sequenciamento

ED31 5'--CCT CAg CCA TTA CAC Agg CCT Agg CCT gTC CAA Ag-3’
gp4l T20_2as 5-CTACCAAGCCTCCTACTATC-3

ED33 5-TTA Cag TAg AAA AAT Tcc CCT CCT-3

gp41 T20_1s 5-TGGAGGAGGAGATATGAGG-3'

gp4l 120 6AS 5-CAGATGYGTTGMGCCTC3'

As sequéncias das amostras foram alinhadas e comparadas com a
sequéncia de aminoacidos que compdem a proteina do envelope da cepa
padrdo do virus HIV-1 HXB2 utilizando programa BIOEDIT, um editor de
sequéncias biologicas e programa de analises Windows 95/98/NT. Nucl. Acids.
Symp. Ser. 41: 95-98)

Analisamos a presenca de mutacdes de aminoacidos em determinadas
posicdes para BMS 378806 como M426L ;M4751 e M4341 (Guo, Ho et al., 2003;
Lin, Blair et al., 2003; Madani, Perdigoto et al., 2004). Para a Enfuvirtida (T20),

foram analisadas, seguindo a lista de mutacbes IAS Q36D/S;I37V;
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V38A/M/E;Q39R;Q40H;N42T e N43D (Johnson, Brun-Vezinet et al., 2008)
Também analisamos outras mutacdes que ja foram descritas como associadas
a resisténcia ao inibidor de fusdo Enfuvertida (T20) como G36D/S, 137V,
V38A/M, Q39R/H, Q40H, N42T/D/Q/H, N43D/K/QI/S, L44M, L45M, R46M, 169V
E E137Q (Rimsky, Shugars et al., 1998; Wei, Decker et al., 2002; Greenberg e
Cammack, 2004; Perez-Alvarez, Carmona et al., 2006).

Para a andlise da subtipagem das cepas virais da regido do envelope do
HIV-1, as sequéncias em forma “fastas” foram submetidas utilizando o
algoritmo Rega HIV Subtyping Tool Version 2.0, disponivel no endereco http://
WWW. Bioafrica.net/subtypetool/html e a andlise de co-receptor através da
submissdo das sequéncias “fastas” utilizando o algoritmo Geno2pheno Verséo

1.1disponivel no endereco http://coreceptor.bionf.mpi-inf.mpg.de/.

4.4 Método Estatistico

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o pacote de programas

Epi-info (version 6.04). Varidveis com um p value menor que 0.05 foram

consideradas estaticamente significativas.
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5. Resultados

Foram analisadas 100 amostras de pacientes em falha de tratamento com

inibidores de protease e RT, que ndo faziam uso de inibidores de fuséo

(Enfuvertida) ou ligacao (BMS 378806).

Tabela 5: Caracteristicas socio-epidemiologicas de 100 pacientes envolvidos no

estudo.
CARACTERISTICAS

SEXO

Feminino

Masculino

ESCOLARIDADE

Primério

19rau

2grau

Superior

USO DE DROGAS INTRAVENOSAS
Sim

Nao

RELACAO SEXUAL DESPROTEGIDA
Sim

N&o

OPCAO SEXUAL

Bissexuais 11 (11)

Homossexuais

MEDIA DA IDADE DOS PACIENTES

MEDIA DO TEMPO DE TRATAMENTO

MEDIA DO NDE PARCEIROS SEXUAIS NO ULTIMO
ANO

MEDIANA DA CARGA VIRAL

TOTAL 100 n°(%)

18 (18)
82 (82)

4(4)
28 (28)
42 (42)
26 (26)

9 (9)
91 (91)

84 (84)
16 (16)

11 (11)

40 (40)
45 anos (dp 7.6)
11 anos (dp 3.4)

08 (dp 13)

>100.000
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Das 100 (cem) amostras analisadas, 87(87%) foram positivas e 13 (13%)
negativas para o DNA proviral do HIV-1. Dentre as amostras positivas 80 (92%)
foram sequenciadas e 07(8%) ndo sequenciaram, por provaveis inser¢cdes ou
delecoes.

Das 80 amostras sequenciadas, 73 (91.%) foram classificadas como
subtipo B do virus HIV-1; 2 (2,5%) como recombinantes (1 B/[F e 1 BC) e 5
(6.%) como subtipo F.

Em relacdo aos co-receptores utilizados pelo virus, 56 (70%) amostras
foram classificadas como CCR5 e 24 (30%) CXCR4.

A frequéncia de amostras resistentes para Enfuvertida (T20), depende
principalmente do critério utilizado. Se levarmos em consideracdo as mutacdes
descritas pela IA(Johnson, Brun-Vezinet et al., 2008), apenas 1 amostra era
resistente (42T).

Se considerarmos todas as mutacdes descritas, como associadas a
resisténcia ao inibidor de fusdo Enfuvertida (T20), (G32H/R, G36D/S, 137V,
V38A/M/E, Q39R/T, Q40H, N42T/D/Q/H, N43D/K/S/Q, L44M, L45M, R46M
I69Ve E137Q (Rimsky, Shugars et al.,, 1998; Wei, Decker et al., 2002;
Greenberg e Cammack, 2004; Perez-Alvarez, Carmona et al., 2006), a
freqUiéncia é maior 8 (10%) de casos. (Tabela 6).

Para o inibidor de ligagdo BMS 378806 foram consideradas as seguintes
mutacdes M426L / M4751 e M434l (Guo, Ho et al., 2003; Lin, Blair et al., 2003;

Wang, Zhang et al., 2003; Madani, Perdigoto et al., 2004).
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Das 80 amostras, 6 (7,5%) apresentaram pelo menos uma dessas mutagoes,
M426L em trés e M434l em outras trés amostras. Na Tabela 6 est&o listadas as
mutacdes encontradas nas regides que codificam as proteinas gp120 e gp41 do
HIV-1 nas 80 amostras sequenciadas. Nas figuras 5 e 6 estdo descritos 0s
polimorfismos encontrados entre as posi¢coes 30-71 da gp4l (regido associada
a resisténcia primaria ao Enfuvertida) e entre as posi¢cdes 410-450 da gp120

(regido associada a resisténcia primaria ao BMS378806) respectivamente.

Tabela 6: Mutacgdes encontradas nas regides gpl20 e gp4l do envelope do

virus das 80 amostras analisadas.

MUTACOES NA REGIAO GP120 MUTACOES NA REGIAO GP41

o (o]

PARA BMS 378806 N PARA T20(ENFUVERTIDE) N
M426L 3 N42D 1
N42H 1

N42T 1

M434| 3

L44M 2

R46M 3

TOTAL 6 TOTAL 8
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Figura 5 : Polimorfismos encontrados entre as posi¢cdes 30-71 da gp 41(regiao

relacionada a resisténcia ao Enfuvertida)
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Figura 6 : Frequéncia dos polimorfismos entre as posi¢cdes 410-450 da gpl120

(regido relacionada com a resisténcia ao BMS 378806).

=< d»w U =Zr- X —m

o

< 4 2Z2r >

P47
1(1,3%)
9(11,3%)
2(3%)

Q428
32(40%)

P437
4(5%)
1(1,3%)

< 4 v Zr X Omo >

o X

D N

(3%)

(8%)
3(4%)
2(3%)
5(6,3%)
1(1,3%)
13(16,3%)
2(3%)
5(6,3%)
1(1,3%)

R419
4(5%)
1(1,3%)

K429
72(90%)
2(3%)
2(3%)

1439
1(1,3%)
2(2,3%)

N44s
1(1,3%)
1(1,3%)
1(1,3%)

< 4 v Z X m >

VO U X GOGmMmMmoO >

D412
1(1,3%)
5(6,3%)
11(13,3%)
3(4%)
14(18%)
5(6,3%)
8(10%)
1(1,3%)

K21
5(6,3%)

V430
1(1,3%)

S440
7(9%)
1(1,3%)
4(5%)
1(1,3%)
7(9%)
1(1,3%)
9(11,3%)
13(16,3%)

T450
1(1,3%)

< U =2 —

T413
4(5%)

1(1,3%)
19(24%)
1(1,3%)
1(1,3%)

Q422
1(1,3%)

K432
1(1,3%)
8(10%)

G441
2(3%)

V

<< »”WXUVWTIUVT=Z2Z=Zr"X—=Im

1414 415

1013%) | 6(8%)
R A1(1,3%)
S 1(1,3%)
Vo1(1,3%)

1423 1424

2(3%) V' 16(20%)

A433 M434

3(4%) | 3(4%)

K442 1443

2(3%) L 1(1%)

1(1,3%) 11%)

5(6,3%)

2(3%)

7(9%)

1(1,3%)

3(4%)

4(5%)

1(1,3%)

1(1,3%)

1(1,3%)

3(4%)

X 4 0 r

< 4 0nw Zr X —

L416
1(1,3%)

M426
3(4%)
3(4%)
1(1,3%)
3(4%)

A436
1(1,3%)

R444
1(1,3%)
5(6,3%)
1(1,3%)
8(10%)
11(14%)
4(5%)
1(1,3%)

Resisténcia conforme referéncias
Mudangas conforme HBX2

43



As amostras com mutacbes para Enfuvertida (T20) foram todas
classificadas como subtipo B do HIV-1(Tabela 7). Para a presenca de mutagcdes
relacionadas com resisténcia ao BMS 378806 observamos maior freqiéncia de
mutacdes para os subtipos ndo-B 28,6% (2/7) em relagcdo ao subtipo B 5,5%
(4/73). Esta diferenga foi estatisticamente significativa (p=0,03 IC 95%) (Tabela

7).

Tabela 7: Dados em relagdo ao subtipo e a presenca de mutagcbes para

Enfuvertida (T20) e BMS 378806.

Presenca de mutacdo Presenca de mutacéo

Subtipo para T20 para BMS Total de amostras
n° % n° % n° %
B
(N=73) 8 11 4 5,5 12 16,5
Néo B
(N=7) 0 0 2 28,6 2 28,6

Nas analises das amostras o HIV-1, utilizou os co-receptores CCR5 em 56
(70%), sendo 23 (41%) com carga viral igual ou maior que 100.000 copias /mL.
Os co-receptores CXCR4 foram utilizados pelo virus em 24(30%) das amostras,
das quais 7 (29,1%) apresentaram carga viral igual ou maior que 100.000
copias/mL (Tabela 8). Nao houve associacdo entre a carga viral e o co-receptor

utilizado pelo HIV-1 (p=0,3135)..
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Tabela 8: Dados em relacdo o uso de co-receptores e a carga viral das

amostras HIV-1 positivo

Sl 5000-10000  10000-50000 50000-100000 >100000
Copias/ml Copias/ml Copias/ml Cépias/ml

Co-receptores utilizados pelo virus HIV-1

CCR5 16/56 (28,5%) 12/56 (21,4%) 5/56 (8,9%) 23/56 (41%)

CXCR4 5/24 (20,8%)  7/24 (29,1%) 5/24 (20,8%)  7/24 (29,1%)

Quando analisamos a frequéncia de mutacbes relacionadas com
resisténcia primaria ao Enfuvertida (T20) e ao BMS 378806 em relacdo ao tipo

de co-receptor utilizado pelo HIV-1, ndo observamos diferenca estatisticamente

significativa (p=0,60) entre os grupos (Tabela 9).
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Tabela 9:Freqguéncia de resisténcia ao Enfuvertida e ao BMS 378806 de acordo

com o co-receptor de entrada.

Tipo de co-receptor

- k Presenca de mutacéo Presenca de mutacéo
utilizado pelo virus

Total de amostras

HIV-1 para Enfuvertide (T20) para BMS 378806
n° % n° % n° %
cers 5 8,9 4 7.1 9 16
(n=56)
CXCR4 3 12,5 2 8,3 5 21
(n=24)
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6. Discusséao

O estudo da analise de resisténcia primaria aos medicamentos inibidores
de ligacdo BMS 378806, inibidores de Fusdo Enfuvertida (T20) e os inibidores
de CCR5 séo de extrema importancia para as politicas de tratamentos, pois
indicam se a populagéo ira responder as novas drogas.

Os inibidores de entrada possuem uma vantagem adicional em relacdo as
demais classes de antirretrovirais liberadas para tratamentos em pacientes
doentes de aids. Atuam fora da célula e no inicio do ciclo viral do HIV-1,
evitando a necessidade da penetracdo do agente terapéutico na célula
hospedeira.

Conforme o consenso da Sociedade Internacional aids (IAS/USA), as
mutagcbes G36D/S, 137V, V38A/M/E Q39R, Q40H, N42T e N43D, estdo
associadas com resisténcia para o inibidor de fusdo Enfuvertida (T20), nesse
estudo foi encontrada apenas uma mutacdo N42T, que esta inclusa nessa
relacdo citada (Johnson, Brun-Vezinet et al., 2008)

Também foram identificadas em nossas analises outras 07 mutac¢fes na
gp 41, N42D/H/N/, L44M e R46M, que de acordo com estudos realizados por
Carmona, Perez-Alvarez et al., 2005 poderiam estar associadas com resisténcia

ao inibidor de fusao Enfuvertida (T20).
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Tabela 10: Descri¢ado dos resultados publicados da resisténcia primaria em

pacientes nao tratados com o inibidor de Fusao Enfuvertida (T20).

L P Fregiéncia
o Gitério utilizado para dassificacéo das ) NP de ~ .
Referéncia ~ Ao Pas . de Mutagbes  Perfil dos pacientes
mutagdes Pacientes %
o ; 65 7,6 Tratados com ARVS
(Oliveira, Martins et al., IAS 2008 BRASIL
2009) 1079 0,7 N&o tratados com ARVS
Q32HR, V3BAIM Q39R/HQA0R, N42/DIQHH,

N4J/S/K/Q. LIViA4, RA6M E V69l 10

(Carmona, Perez-Alvarez

etal., 2005) 2005 Espanha 200 Tratados com ARVs
IAS 05
gl 2007) ’ o 1AS 2007 Franca 55 375 Tratados com ARVs

Conforme descrito na tabela 10 , os nossos resultados sdo similares aos
estudos realizados por Carmona, Perez-Alvarez et al., 2005 e Peuchant,
Capdepont et al., 2007 com pacientes nao tratados com o inibidor de fuséo
Enfuvertida (T20). Quando usado o critério da IAS a frequéncia a prevaléncia de
cepas resistentes é baixa. Quando um namero maior de mutacfes € adicionado
ao critério, a prevaléncia aumenta consideravelmente. Isto aconteceu tanto em
nosso estudo quanto no de Carmona, Perez-Alvarez et al., 2005. Nos néo

encontramos dados similares a Oliveira, Martins et al., 2009 que encontraram
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uma alta prevaléncia de resisténcia usando o critério da IAS em pacientes
tratados com inibidores de protease e RT mas n&do nos pacientes nao tratados.
Nossos pacientes tinham um longo tempo de tratamento ARV e muitos anos de
infeccdo. Nosso estudo nao mostrou associacdo entre mutagcdo ou
polimorfismos e tempo de infecgao.

Em relacdo aos subtipos ao contrario de Carmona, Perez-Alvarez et al.,
2005, n6s ndo encontramos associacdes entre resisténcia ao Enfuvertida (T20)
e subtipos. Isso pode ser devido a populacdo estudada, pois avaliamos apenas
subtipos B, F e recombinantes (B /F) (B /C), enquanto eles puderam avaliar
amostras de subtipos mais variados.

N&o identificamos mutacdes nos codons 36-38, importantes determinantes
da suscetibilidade para o inibidor de fusdo Enfuvertida (T20), e est4 de acordo
com a visdo de que esta regido € muito conservada entre os diferentes subtipos
do grupo M do virus HIV-1 (Menzo, et al.,2004(Aquaro, D'arrigo et al., 2006).

Também ndo encontramos casos com mais de uma mutacdo. Esse achado
esta condizente com os j4 descritos em outros trabalhos, no qual
freqientemente as mutacdes para esse inibidor ocorrem sozinhas em pacientes
ndo tratados com inibidores de fusdo (Menzo, Castagna et al., 2004; Aquaro,

D'arrigo et al., 2006)

Para BMS 378806 encontramos mutacdes importantes que mesmo
sozinhas conferem grande grau de resisténcia a droga. A mutacdo M426L

situada proxima ao bolsdo de ligacdo entre a gpl20 e o CD4 confere altos
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niveis de resisténcia e a M434l localizada fora do bolséo de ligacdo do CD4,
confere resisténcia pois causa mudancas conformacionais na gp 120 (Guo, Ho
et al., 2003; Lin, Blair et al., 2003; Wang, Zhang et al., 2003).

Foi significativo o nimero de mutacbes para BMS 378806 nas amostras
classificadas como subtipo ndo B do HIV-1. Esse resultado consolida as
afirmacdes de Wang, Zhang, et al .2003, de que o subtipo B é mais suscetivel
ao inibidor de ligacdo BMS 378806. No caso da aprovacao dessa droga para
uso nos tratamentos dos pacientes doentes de aids, serdo necessarios maiores
esclarecimentos da eficacia da mesma em relacdo aos subtipos nédo B do virus
HIV-1

Dos 100 pacientes envolvidos no estudo 82(82%) eram do sexo masculino
e 18(18%) do sexo feminino, com idade media de 45 anos.Todos os pacientes
envolvidos ja apresentavam falha virologica para uma das classes de drogas
empregadas nos tratamentos.

Os pacientes apresentaram uma média de tratamento de 11 anos e 84
(84%) relataram que a via de contaminacdo foi através de relacdes sexuais
desprotegidas, com média de 8 parceiros sexuais no ultimo ano.

Nessa populacdo estudada 26(26%) dos pacientes possuiam grau de
instrugdo superior, 42(42%) segundo grau completo, 28(28%) primeiro grau
completo e 4 (4%) primario incompleto. Aparentemente os individuos tém
acesso a informacdes de prevencao e esclarecimentos da doenca. No entanto é
impressionante o nimero de parceiros e de relacdes sexuais desprotegidas no

ano anterior.
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Nos resultados de nossos estudos, encontramos uma grande prevaléncia
do subtipo B do HIV-1, esta de acordo com outros estudos realizados na cidade
de Sao Paulo onde o subtipo B prevalece dentre outras pequenas proporcoes
de outros subtipos como F,C,B/C e B/F (Sabino, Shpaer et al., 1994; Oliveira,
Martins et al., 2009).

Nao pudemos demonstrar uma associagao entre carga viral e presenca de
cepa CXCR4, diferente de outros estudos, que associaram o0 uso do co-receptor
CCRS5 pelo HIV-I com baixos niveis de carga viral, (Perez-Alvarez, Carmona et
al., 2006; Huang, Eshleman et al., 2007; Wilkin, Su et al., 2007). Uma das
limitagBes do nosso estudo € o fato de ser um estudo de corte transversal que
ndo permite uma analise mas detalhada dos pacientes.

As amostras classificadas como CCR5, sdo possiveis candidatos para
receberem as medicacdes que bloqueiam este co-receptor. Esse antirretroviral
ndo apresenta eficacia, contra as cepas classificadas como CXCR4 (Hughes,
Barber et al., 2008).

Vale ressaltar que nos resultados de nossas analises, nenhuma amostra
mostrou-se resistente a mais de uma droga, 0 que permite um aumento nas
opcdes de escolha de medicamentos para os tratamentos dos pacientes.

Concluindo: nossos dados mostram que a frequéncia de resisténcia ao
Enfuvertida (T20) em pacientes n&o expostos previamente a este medicamento
€ baixa (1%) se forem consideradas apenas os critérios da IAS, no entanto, a
prevaléncia é alta quando critérios menos restritivos sdo usados. E

extremamente importante definir qual a implicacdo destes polimorfismos na

51



resisténcia ao T20, para que se possa definir a necessidade de introducéo de

testes de genotipagem antes da indicacéo desta droga.
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7.Concluséo

v A prevaléncia de Resisténcia Primaria ao inibidor de fuséo
Enfuvertida (T20) depende do critério usado na definicdo das
mutacdes, podendo variar entre 1% (critério IAS) a 10% quando
um maior nimero de mutacdes sdo usadas no critério de
interpretacao.

v' Em nosso trabalho a prevaléncia de Resisténcia Primaria ao
inibidor de ligagdo BMS 378806 nos subtipos ndo B do HIV-1 é
alta em relacéo aos subtipos B.

v' Cerca de 30% das amostras foram classificadas como CXCR4 e
portanto ndo poderdo se beneficiar com o uso de inibidores do

CCRS.
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9 — Anexos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| — DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO

PACIENTE. ... .o e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO°.........ccooiciiiniiieee SEXOMo Fo
DATA DE NASCIMENTO: .../....1......

NATUREZA( grau de parentesco, tutor,curador,etC..)....ccvvreeeieeeeeneniiinnns
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO ......ccooiiiiieiiieenee SEXOMao Fo
DATA DE NASCIMENTO: ....[...[.....

Il — Dados da Pesquisa Cientifica

1.

2.

3.

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA . Avaliacédo da sensibilidade aos
inibidores de entrada do HIV-1 em pacientes em falha virologica a terapia
antirretroviral e novos aos inibidores de entrada.

PESQUISADOR (a): Cecilia Salete Alencar Silva
Cargo/Funcao: Bidloga INSCR.CONS. REGIONAL N° 20.284/01D

AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA

SEMRISCO () RISCOMININO (x) RISCO MEDIO ()
RISCOBAIXO ( ) RISCOMAIOR ( )

4.

DURAGCAO DA PESQUISA:- 2 anos
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Ill — Registro das explica¢des do pesquisador ao paciente o Representante Legal

sobre a pesquisa consignando:-

Justificativa e os objetivos da pesquisa:- Proporcionar estudos de novas
drogas que ainda ndo estéo totalmente disponiveis em tratamentos, para
possiveis novas opcdes de tratamento para pacientes com HIV positivo.

Procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a ldentificacao
dos procedimentos que sé&o experimentais:-Sua participacao neste estudo
é voluntaria e implica em uma entrevista, coleta de sangue e revisdo do
seu prontuario médico .

Entrevista: Finalidade de levantar dados s6cio-demograficos (sobre as
cidades onde morou, anos de escolaridade), dados sobre suas praticas
sexuais e riscos de infeccdo pelo HIV, sobre os medicamentos
antirretrovirais que vocé usou e doencas que voceé ja teve.

Coleta de sangue : Seréo coletadas 7 ml de sangue. Neste material sera
realizado a técnica de Genotipagem da regido envelope, do virus HIV em
sangue.

Através dela, sera possivel analisar se apresentam mutacdes para as
medicacdes em estudo.

Desconfortos e riscos esperados:- Esta incluido dor pela puncgéo da veia
durante a coleta do sangue, ocasionalmente também pode haver a
formacdo de hematomas ou flebite (inflamacéo no local da picada). Esta
coleta sera realizada por profissional capacitado de modo a minimizar
0S riscos inerentes a este procedimento.

Beneficios que poderéo ser obtidos:- A possibilidade de realizar exame
de genotipagem da regido envelope do virus HIV-1. O resultado deste
exame sera encaminhado para o seu prontuario.

Procedimento alternativo que possam ser vantajosos para o individuo:-
como beneficio deste estudo esta a possibilidade de contribuir para
novos estudos

de drogas, que ainda ndo estdo totalmente disponiveis nos tratamentos
de pacientes HIV positivos e a realizagdo de genotipagem da regido
envelope do virus HIV em pacientes portadores de HIV positivo.

IV — Esclarecimento dados do Pesquisador sobre Garantias do Sujeito da

pesquisa consignando:-
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1. Acesso a qualquer tempo as informagdes sobre os procedimentos,
riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir
eventuais dividas. Entrar em contato com Dra. Ester Cerdeira
Sabino ou Cecilia Salete Alencar Silva , Av. Dr. Enéas Aguiar n®
155, 1° andar , Fundacdo Pr6 Sangue — SP, telefone n° 3061-5544
ramal 221 ou no Comité de ética em pesquisa — CEP-CRT-
DST/AIDS, com o Coordenador, Dr. Eduardo Ronner Lago Negro,
pelo telefone 5087-9837.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo , sem que haja prejuizo & continuidade da
assisténcia. O estudo ndo implica em riscos do ponto de vista clinico.
Sua participacdo € voluntaria , podendo seu consentimento ser
retirado a qualguer momento, sem que isto traga prejuizo ao seu

atendimento.
3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

O estudo garante confidencialidade dos dados obtidos. Em nenhum
momento serdo tornados publicos os dados relacionados & sua
identidade.

V - Informacdes de Nomes, Enderecos e Telefones dos Responsaveis
pelo Acompanhamento da Pesquisa, para Contato em Caso de
Intercorréncias Clinicas e Reag0es Adversas.

Entrar em contato com Dra. Ester C. Sabino ou Cecilia Salete Alencar
Silva, Av. Dr. Enéas de Cavalho Aguiar, n° 155 — 1° andar — Fundacgéo
Pré-Sangue- SP telefone 3061-5544 ramal 221.
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VI - Observagbes Complementares: N&o necessérias

VIl - Consentimento Pos-Esclarecido
Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter

entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente protocolo
de pesquisa.

Sao Paulo, de de 2006

assinatura do paciente assinatura do pesquisador
ou responsavel legal

78



Avaliacéo da sensibilidade aos inibidores de entrada do HIV-1 em
pacientes em falha viroldgica a terapia antirretroviral e novos aos
inibidores de entrada.

Formulario 1:- Entrevista com o paciente

Dados do paciente:-

1. Nome
2. Prontuario 3. Data de nascimento / /| 4.Sexo oMOF

5. Cor O branco 0O negra/Pardo 0O amarelo 0O vermelho

6. Nome da mae:

7. Até que ano escolar cursou? ano do grau

8. Ocupacéo Atual 9. Gestante 0O sim O ndo 0O ndo explica

10.Endereco:

Bairro: Municipio:
Estado: Telefone:( ) Cep:
Zona:- O urbana O rural Morador de Rua:- O sim 0O nao

11. Nos dltimos 20 anos morou ou esteve em outras cidades nas quais
tenha passado por alguma situacéo de risco para o HIV? O sim 0O nédo

Se sim, em qual cidade esteve e qual periodo aproximado de permanéncia

Periodo /& |
Periodo / a_ |
Periodo __/ a_ |/
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12. Nos ultimos 20 anos esteve detido(a)? 0O sim O nédo

Se sim, especificar local e periodo

Periodo / a_ |
Periodo / a_ |
Periodo / a_ [/

13. Autoriza contato :- O sim 0O nao

Endereco e telefone para contato (anote somente se for diferente do
especificado acima)

Il — Dados Laboratoriais

1. Quando foi seu primeiro teste anti HIV positivo? Data (més/ano) /
2. Antes desse primeiro teste positivo o sr(a) tinha feito algum teste que
tivesse sido negativo ?
O sim O ndo O nédo quis responder O nao sabe

3. Sesim,quandofoi ___/  ( més/ano)

I1l- Cateqoria de exposicao

A) As questBes seguintes se referem ao periodo a descoberta de sua
soropositividade:

Em primeiro lugar gostaria de saber sobre seus parceiros sexuais:-

1. O sr(a) teve relagBes sexuais desprotegidas com individuos sabidamente
HIV positivo ou com Aids?
O sim O nao

2. O sr(a) mantinha relacdes sexuais:-
0 somente com mulheres 0 somente com homens 0 com homens e mulheres
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3.Manteve relagdes sexuais com profissional do sexo ? O sim O ndo
4. Seu parceiro(a):

o Mantinha relagcfes sexuais s6 com homens O tinha multiplos parceiros
o Mantinha rela¢cfes sexuais s6 com mulheres O usava drogas injetaveis

o Mantinha relagdes sexuais com homens e mulheres O era hemofilico
o J& havia recebido transfuséo de sangue/derivados

5.Quantos parceiros sexuais o sr(a) teve no ano anterior a descoberta da sua
soropositividade :

0 nenhum o somente 1 o2-10 o 11-50 o n&o quis responder

6. Nos 5 anos anteriores & descoberta quantos parceiros sexuais teve no
total ?

0O nenhum O somente 1l 0O2-10 0O 11-50 O ndo quis responder

Agora, as questdes seguintes se referem a uma possivel contaminagéo
pelo sangue:-

7.0 sr(a) é hemofilico ? 0O sim O ndo
8. Fazia uso de drogas injetaveis? O sim O ndo

9.Se sim, partilhou seringas com alguém ? O sim O nao

10.Havia recebido anteriormente transfusao de sangue ou derivados do
sangue?

O sim 0O nao
11. Se sim, onde e quando foi? Data / (més/ano) Municipio _ UF

Instituicao:

12. O sr(a) alguma vez ja se acidentou com material bioldgico que pudesse
estar contaminados pelo HIV?
O sim 0O néo

13. O sr(a) enfrentou alguma outra situacéo , diferente das situacdes que foram
colocadas nas questdes anteriores , no qual vocé possa ter se contaminado

comHIV? Osim O nao

81



14. Se sim, qual foi ela:

15. Usou droga injetavel ? O sim 0O nao
16. Caso use ou tenha usado partilhou seringas ? O sim O nao

17.Manteve relagbes sexuais desprotegidas? O sim 0O nao

18. Quantos parceiros sexuais teve no ultimo ano?

O nenhum 0O somente 1 0O 2-10 0O 11-50 O n&o quis responder

IV — Dados Clinicos

1Em relacdo as doencas e/ou associadas a Aids , o sr(a)
Nunca apresentou doenca e/ou condicdo associada a Aids? o sim o nao
Se j4 apresentou quais foram?

2. Ja teve ou tem alguma doenca sexualmente transmissivel como:
Sifilis,HPV, Hepatite ( especificar B ou C) o sim o néo
Se sim, quais doencas:-

3. Atualmente o sr(a) esta :-
Sem nenhum sintoma da doenca:- o sim o néo
Se sim, quais sintomas:-

Terapéutica Antirretroviral

1. Esta atualmente fazendo uso de ARV? Sim Nao

2. De 1 a 10 (sendo nota maxima) que nota o Sr(a) daria para sua regularidade
na tomada dos medicamentos ARVs prescritos pelo seu médico ?
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