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RESUMO

Uma das principais causas de faléncia terapéutica é o surgimento de
cepas resistentes aos inibidores da transcriptase reversa (IRT) e da protease (IP). O
processo de replicacdo do virus HIV — 1 promove alta taxa de mutacédo devido aos
erros inerentes a atividade da transcriptase reversa. Portanto, € comum em
individuos sob tratamento e com carga viral detectavel, o surgimento e selecdo de
cepas resistentes. O Estado de S&o Paulo é considerado como um dos epicentros
da epidemia de Aids no Brasil, sendo que o nunicipio de Santos possui um dos
maiores portos da América Latina e devido as rotas de comércio internacional atua
como introdutor e difusor do HIV — 1 no sudeste brasileiro, com uma alta incidéncia
de infeccdo, alta prevaléncia da resisténcia antirretroviral primaria e de alta
prevaléncia de virus recombinante B/F. Tem sido também reconhecido que a
faléncia virologica ao tratamento antirretroviral é alta nesta cidade, entretanto, ndo
existem dados recentes e abrangentes a respeito da caracterizagdo genotipica, da
frequéncia dos subtipos e resisténcia primaria do HIV — 1. O objetivo do estudo foi
avaliar os perfis viroldégico e imunoldgico e a resisténcia primaria em pacientes
virgens de tratamento aos medicamentos antirretrovirais e os fatores relacionados a
faléncia virolégica apds 48 semanas de HAART nesta populacdo. Foram analisados
0s prontuarios dos pacientes recém diagnosticados e cadastrados no ano de 2000 e
2001, num total de 594 pacientes. Destes pacientes estudados no periodo citado,
apenas 315 realizaram os exames de quantificacdo da carga viral e a contagem da
subpopula¢gbes dos linfécitos TCD4+/TCD8+ no momento do seu diagnéstico.
Posteriormente dos 315 pacientes foram selecionados 80 virgens de tratamento aos
antirretrovirais, para a realizacdo do exame de genotipagem, no qual foram
comparados os perfis demograficos do HIV — 1 entre os individuos com sucesso
virologico versus faléncia virolégica apos 48 semanas de iniciagdo aos
antirretrovirais. Os pacientes que realizaram a genotipagem (N=80), foram divididos
em dois grupos: Grupo 1 (N=43) sdo os pacientes que apos a introducdo do
tratamento aos antirretrovirais ndo conseguiram atingir os niveis de quantificacdo de
carga viral abaixo de 50 cépias/mL, isto é a carga viral se manteve detectavel apés
seis meses de tratamento. Grupo 2 (N=37) sdo 0s pacientes que conseguiram se
manter com os niveis de quantificacdo da carga viral, indetectaveis apds seis meses
de tratamento. Todos os individuos estudados iniciaram HAART, sendo que foram
considerados aderentes aos antirretrovirais, de acordo com a frequéncia que
obtiveram as suas medicacdes prescritas pelo médico e a partir de uma farmacia
centralizada. O HIV - 1 foi sequienciado na regido pol a partir do plasma em amostras
armazenadas a — 80° C, coletadas imediatamente antes do inicio do tratamento. Ao
avaliar os pacientes (N=315) a contagem média das células TCD4+ foi de 320
células/uL. Destes pacientes 98 (31%) tinham TCD4+ menor que 200 células/uL, 69
(22%) TCD4+ entre 200 e 350 células/uL; 57 (18%) TCD4+ entre 350 e 500
células/uL e 91 (29%) com TCD4+ acima de 500 células/uL, mostrando a
importancia do diagnéstico. Em relacdo a carga viral a média foi de 180.000
copias/ml e o “log” médio foi de 4,28. Ainda referente a quantificacdo da carga viral
avaliou-se que 40,2% estavam, acima de 30.000 cépias/mL e 22% maior que
100.000 copias/mL, indicando uma imunossupressdo e mostrando a importancia do
diagnostico precoce do virus HIV-1. A determinacdo da contagem das
subpopulagdes dos linfocitos TCD4+ e a quantificacdo da Carga viral do HIV — 1,
ambos exames representam a pedra angular no acompanhamento, estadiamento e
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a avaliacdo da resposta terapéutica dos antirretrovirais. Deve-se considerar também
gue a determinacdo da contagem das subpopulacdes dos linfocitos TCD4+ é um
indicador do estagio evolutivo da doenca, bem como o determinante fundamental na
terapéutica. Avaliar as condi¢des imunoldgicas dos pacientes recém diagnosticados,
gue chegam ao servico de referéncia em Aids de Santos, é de grande valia, no
momento que inicia o tratamento médico, sendo justificado pelos resultados
apresentados, no qual destacamos que 53% dos pacientes tinham contagem de
TCD4+ menor que 350 células/uL do total estudado (N=315), indicando uma
imunossupressao, mostrando nitidamente a importancia do diagnéstico precoce pelo
HIV-1, sabendo que, segundo os critérios do Consenso Nacional Brasileiro de
tratamento para a infec¢do pelo virus HIV -1, os mesmos ja deveriam estar fazendo
uso de medicacdes antirretrovirais. Quando analisamos a resisténcia primaria dos
pacientes do Grupo 1 (N=43) 21 (48,8%) comparada com o Grupo 2 (N=37) 6
(16,2%), ao longo de 48 semanas concluimos que os pacientes do grupo 1 por
apresentarem maior prevaléncia de mutacdes relacionadas a resisténcia aos
farmacos antirretrovirais prescritos (p<0,005), eles ndo conseguiram atingir 0s niveis
de quantificacdo de carga viral abaixo de 50 cépias/mL, isto € a carga viral se
manteve detectavel apos seis meses de tratamento até final do estudo. Em relacao
as classes dos medicamentos antirretrovirais, os pacientes do grupo 1 e 2
apresentaram resisténcia de 16.2% aos IRTNN; 20% aos IRTN e 2,5% aos IP.
Quanto a resisténcia de pelo menos duas classes de ARVs (IRTNN e IRTN) foram
5% e o foi observado nenhum paciente resistente as trés classes de ARVs. Na
determinacdo da prevaléncia dos subtipos do HIV — 1 baseada nas sequéncias do
gene pol, a classificacéo filogenética das seqiiéncias puras foi de 80% do subtipo B
e 7,5% F. Quanto as sequéncias recombinantes B/F foi de 12,5% mostrando uma
preocupacdo epidemioldégica na cadeia de transmissdo porgque essas cepas
recombinantes estdo infectando novos individuos e predominando nos pacientes
recém diagnosticados. Nao foram encontradas diferencas significativas basais
observadas na carga viral e niveis de TCD4+ com relacdo aos antirretrovirais
utilizados ou a demografia entre os 2 grupos, pacientes portadores de virus
resistentes e tipo selvagem. A prevaléncia de 33,7% de resisténcia primaria aos
antirretrovirais entre os pacientes foi considerada extremamente elevada nesta
regido, portanto, em regides atipicas como a cidade de Santos, seria de grande valia
apoiar o conceito de realizar exames de genotipagem antes de iniciar o tratamento
antirretroviral, fato fundamental, efetivo e econdmico para o servi¢o publico, embora
alguns individuos com resisténcia primaria tém conseguido uma supressao viral
empirica sob HAART, a estreita associacao entre a resisténcia primaria e faléncia
virolégica pode sugerir que essa resisténcia dificulte gradativamente a atividade dos
antirretrovirais.

Palavras-chave: Aids. Linfécitos TCD4+. Carga viral HIV — 1. Subtipagem.
Genotipagem. Antirretrovirais. Resisténcia Primaria.
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ABSTRACT

STUDY OF THE PRIMARY ANTIRETROVIRAL GENOTYPIC RESISTANCE IN
PATIENTS WITH HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS (HIV-1)
IN SANTOS CITY / SP — BRASIL

One of the main causes of therapeutic failure is the appearance of strains
resistant to reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) and protease (PI). The process of
replication of HIV - 1 promotes high rate of mutation due to errors inherent in the
activity of reverse transcriptase. Therefore, it is common in individuals under
treatment and with detectable viral load, the appearance and selection of resistant
strains. The State of Sdo Paulo is considered one of the epicenters of the AIDS
epidemic in Brazil, and the city of Santos has one of the biggest ports of Latin
America and because the routes of international trade acts as a diffuser and
introducer of HIV -1 in the Southeast Brazil, with a high incidence of infection, high
prevalence of primary antiretroviral resistance and high prevalence of recombinant
viruses B/F. It has also been recognized that virological failure to antiretroviral
treatment is high in this city, however, there are no recent and comprehensive data
on the genetic characterization of the frequency of subtypes and primary resistance
of HIV-1. The objective of the study was to evaluate the virological and
immunological profiles and primary resistance in patients naive to antiretroviral drugs
treatment and the factors related to virological failure after 48 weeks of HAART in this
population. We analyzed the charts of newly diagnosed patients registered in 2000
and 2001, as a total of 594 patients. From these patients studied during the period
cited, only 315 were tested for quantification of viral load and counts of lymphocyte
subpopulations of CD4+T cells/+ TCD8 at the time of diagnosis. Later among the 315
patients were selected 80 naive to antiretroviral treatment, for the test for genotyping,
in which were compared the demographic profiles of HIV-1 among individuals with
virological success versus virological failure after 48 weeks of initiation of
antiretroviral. Patients in which we performed genotyping (n = 80) were divided into
two groups: Group 1 (N=43) are the patients that after the introduction of
antiretroviral treatment failed to achieve the quantification levels of viral load below
50 copies/mL, in other words, the viral load remained detectable after six months of
treatment. Group 2 (N=37) patients who were able to remain with the quantification of
viral load on undetectable levels after six months of treatment. All studied subjects
started HAART, which were considered adherent to antiretroviral according to how
often they obtained their medications prescribed by a doctor and from a centralized
drugstore. The HIV-1 was sequenced in the pol region from plasma samples stored
at — 176°C, collected immediately before starting treatment. When evaluating the
patients (N=315) the average cell count CD4+T cells was 320 cells/pL. 98 (31%) of
these patients had CD4+T cells below 200 cells/uL, 69 (22%) CD4+T cells between
200 and 350 cells/uL, 57 (18%) CD4+T cells between 350 and 500 cells/uL and 91
(29%) with CD4+T cells above 500 cells/pL, showing the importance of diagnosis. In
relation to the average viral load was 180,000 copies/mL and the "log" average was
4.28. Still concerning the quantification of viral load assessed that 40.2% were above
30,000 copies/mL and 22% higher than 100,000 copies/mL, indicating an
immunosuppression and showing the importance of early diagnosis of HIV-1. The
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determination of the counts of lymphocyte subpopulations of CD4+T cells and
quantification of viral load of HIV -1, both tests represent a cornerstone in monitoring,
staging and assessment of antiretroviral therapeutic response. One should also
consider that the determination of the counts of lymphocyte subpopulations of CD4+T
cells is an indicator of the stage of the disease, and the decisive role in therapy. To
evaluate the immunological conditions of patients newly diagnosed who come to the
referral service on AIDS of Santos, is of great value in the moment you start the
treatment, being justified by the results presented, in which is highlighted that 53% of
patients had counting CD4+T cells below 350 cells/ul from the total studied (N=315),
indicating a immunosuppression, showing clearly the importance of early diagnosis of
HIV-1, knowing that according to the criteria of the Brazilian Consensus for the
treatment of HIV-1 infection, they should already be using antiretroviral medications.
When we analyze the primary resistance of the patients in Group 1 (N = 43) 21
(48.8%) compared with Group 2 (N = 37) 6 (16.2%) during over 48 weeks we
conclude that group 1 patients, due to higher prevalence of mutations associated
with resistance to antiretroviral drugs prescribed (p<0.005), failed to achieve the
quantification of viral load below 50 copies/mL, in other words, viral load remained
detectable after six months of treatment by the end of the study. Concerning the
classes of antiretroviral drugs, patients in group 1 and 2 showed resistance of 16.2%
to IRTNN; 20% to IRTN and 2.5% to PIl. Regarding the resistance of at least two
classes of ARVs (IRTNN and IRTN) were 5% and there was no studied patient
resistant to at least two of the three classes of ARVs. In determining the prevalence
of subtypes of HIV-1 based on the pol gene sequences, the phylogenetic
classification of pure sequences was 80% of subtype B and 7.5% F. As the
sequences recombinant B/F it was 12.5% showing a concern in the epidemiological
chain of transmission because these recombinant strains are infecting new
individuals and are predominant in newly diagnosed patients. No significant baseline
differences were observed in viral load and levels of CD4 + T cells regarding the
antiretroviral used or the demographics between the 2 groups, patients with resistant
virus and patients with the wild type. The 33.7% prevalence of primary resistance to
antiretroviral among patients was considered extremely high in this region, so as
atypical regions in the city of Santos, would be of great value to support the concept
of conducting examinations of genotyping before starting treatment antiretroviral,
indeed essential, effective and economical for the public service, although some
individuals with primary resistance have achieved an empirical viral suppression
under HAART, the close association between primary resistance and virological
failure may suggest that this resistance make the activity of antiretroviral gradually
difficult.

Keywords: AIDS. Lymphocyte CD4+T cells. HIV-1 viral load. Subtyping. Genotyping.
Antiretroviral. Primary resistance.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO PELO HIV

A aids nome derivado da denominacdo original em lingua inglesa
(acquired immunodeficiency syndrome = sindrome da imunodeficiéncia humana), é
uma doenca causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV = Human
immunodeficiency virus). A infec¢do pelo HIV/aids € um dos mais graves problemas
de saude publica em todo o mundo. Desde a descricdo dos primeiros casos no inicio
dos anos 80, na América do Norte e Europa, até os dias de hoje, a aids vem
acometendo milhdes de individuos de diferentes faixas etarias e racas. Além do
enorme contingente de portadores oficialmente notificados ao redor do mundo,
milhdes de individiuos convivem com HIV de forma assintomatica, muitos destes
sem conhecer seu estado de portador (UNAIDS, 2003; AINSWORTH; TEOKUL,
2000).

A infeccdo pelo HIV, logo apos sua identificacdo no inicio dos anos 80,
rapidamente assumiu carater de pandemia. Aparentemente, ganhou tracos
epidémicos primeiramente no Continente Africano, disseminando-se depois para as
Américas, Europa e outros continentes. Um panorama da distribuicdo mundial da
infeccdo pelo HIV/Aids foi apresentado, em dezembro de 2003, pela UNAIDS,
Programa Conjunto das Nac¢des Unidas contra HIV/Aids, e Organizacdo Mundial da
Saude (UNAIDS/OMS, 2003). Estimaram haver, em 2003, 40 milhdes (34 a 46
milhdes) de pessoas vivas infectadas pelo HIV ou com aids (cerca de 37 milhdes de
adultos e 2,5 milhdes de criangcas com menos de 15 anos de idade), com cerca de
trés milhdes (2,5 a 3,5 milhdes) de obitos (2,5 milhdes em adultos e 500.000 em
criancas com menos de 15 anos) naquele ano. Ainda de acordo com essa fonte,
teriam ocorrido em 2003 cerca de cinco milhdes (4,2 a 5,8 milhdes) de casos novos
de infeccdo pelo HIV (cerca de 4,2 milhdes em adultos e 700.000 em criangas com
menos de 15 anos). Na grande maioria dos casos a transmissdao deu-se por

intermédio de contato sexual. Cerca de 95% destes casos ocorreram em paises



subdesenvolvidos, aproximadamente 14% foram criangcas nenores de 15 anos e
86% foram pessoas na faixa etaria dos 15 aos 49 anos, dos quais quase 50% sao
mulheres. Até o final de 2001, mais de 21 milhdes de mortes ocorreram no mundo
em decorréncia da Aids. Ainda em 2001, segundo a UNAIDS, 3 milhdes de
individuos morreram por Aids. Destes, 20% foram criancas com menos de 15 anos
de idade (UNAIDS/OMS, 2003).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2008), estima-se que em 2007,
havia 600.000 individuos de 15 a 49 anos vivendo com HIV/Aids, correspondendo a
uma prevaléncia de 0,61%. Os dados revelam que, no Brasil, a epidemia de aids
continua em expansao e encontra-se em patamares elevados, com incidéncia em
2005, de 18,4 casos por 100 mil habitantes. A tendéncia de crescimento da epidemia
também foi observada em todas as regides geograficas, com execec¢do da regido
Sudeste, que apresentou, em 2005, taxa de incidéncia de 24,6 por 100 mil
habitantes, menor do que a observada em 1998 de 29,4 casos por 100 mil. De
acordo ainda com esta publicacdo, até 30 de junho de 2006 haviam sido notificados
362.364 caso de aids. Até 2005, foram a 6bito por aids 160.834 individuos, a maioria
com idade acima de 13 anos (Ministério da Saude, 2008).

Em nosso pais, a epidemiologia da infeccdo pelo HIV tem assumido um
carater dinamico desde o inicio da epidemia. A partir de meados dos anos 90,
provavelmente em decorréncia da politica brasileira de acesso universal a terapia
antirretroviral (TARV), tem se observado reducdes na taxa de mortalidade por aids e
no numero de casos de aids notificados (Ministério da Saude, 2006). A taxa de
mortalidade relacionada a aids no Brasil caiu de 9,7 por 100 mil habitantes em 1995
para 6,4 por 100 mil habitantes em 2007 (Ministério da Saude, 2008). Além disso,
também nos ultimos anos, houve diminuicdo da incidéncia de aids em determinadas
populacées ditas mais vulneraveis, como usuérios de drogas injetaveis, profissionais
do sexo e homossexuais masculinos. Por outro lado, a incidéncia de aids entre
heterossexuais, principalmente do sexo feminino, tem aumentado (Ministério da
Saude, 2007). A sobrevida dos pacientes com aids também aumentou. Em 1995 a
sobrevida era de 18 meses apds o diagnostico de Aids. A partir de 1996, com a
introducdo da terapia anti-retroviral e sua distribuicdo gratuita para toda a rede do
SUS, a sobrevida de pacientes com aids aumentou para 56 meses, em adulto, e

para 67 meses em menores de 13 anos (Ministério da Saude, 2008).



Outras caracteristicas epidemiolégicas da infeccéo pelo HIV/Aids no Brasil
observadas nos utimos anos tém sido as tendéncias a interiorizacdo a e
pauperizacdo da epidemia (Ministério da Saude, 2008). A interiorizagdo tem sido um
fendbmeno caracterizado pelo aumento do niumero de casos de aids em pequenos
centros urbanos, padrdo este que se distingue do observado no inicio da epidemia,
guando a aids era uma doenca de ocorréncia quase que exclusiva de grandes
centros urbanos. A pauperizacdo, por sua vez, como 0 proprio nome sugere, tem
sido fenbmeno caracterizado pelo acometimento mais freqlente de individuos com
menor poder aquisitivo e menos escolarizados (Ministério da Saude, 2008).

O Estado de Sao Paulo € considerado como um dos epicentros da
epidemia de aids no Brasil (Boletim Epidemiolégico AIDS, 2008). O Municipio de
Santos possuiu um dos maiores portos da América Latina e devido as rotas de
comercio internacional atua como introdutor e difusor do HIV no sudeste brasileiro.
Dados referentes a incidéncia de casos de aids em Santos tém estimado que
ocorrem cerca de 100 novas infec¢des para 100.000 mil pessoas nesta localidade.
As atividades das profissionais do sexo, que se estabelecem em torno da éarea
portuaria, e o elevado numero de usuarios de drogas (cerca de 2% da populacao
local) ttm aumentado o risco de infeccdo dupla pelo HIV e a conseqiiente geracéo
de virus recombinante (CARVALHO et al., 1996).

A regido do litoral paulista conhecida como Baixada Santista abrange um
grande numero de municipios, entre eles: Santos, Sdo Vicente, Praia Grande e
Guaruja, Itanhaém, Mongagua, Peruibe e Cubatdo. Programas de prevengcdo como
0 COAS, dos municipios da Baixada Santista atendem cerca de 2000 individuos por
ano, apresentando histérico de diversas formas de exposicdo ao HIV-1. Tem-se
estimado que 53% dos individuos com infec¢céo recente possuem uma variante viral
recombinante entre os subtipos B e F no Municipio de Santos (SUCUPIRA, 2002).
Entretanto, ndo existem dados recentes e abrangentes a respeito da caracterizacéo
genotipica e da frequiéncia dos subtipos do HIV -1 em Santos.

No recente trabalho intitulado: Identification of Two HIV Type 1 Circulating
Recombinant Forms in Brazil (SA FILHO et al; 2006) foi possivel identificar duas
novas formas recombinantes circulantes do HIV-1 no Municipio de Santos, CRF28 e
29. Estas caracteristicas epidemiolégicas ressaltam a importancia da constante
caracterizacao das amostras de HIV — 1 obtidas no laboratorio executor que realiza a

guantificacdo da carga viral do HIV - 1.



A cidade de Santos apresenta segundo o boletim epidemioldgico do
municipio (BE Santos, N.34), no periodo entre 2000 e 2001, 4147 casos de Aids
sendo 4031 casos em adultos e 116 casos em criangas. Durante muitos anos a
cidade de Santos apresentou um dos maiores coeficientes de incidéncias de aids do
Brasil, com um pico de casos no ano de 1992, com 448 notificacdbes o que
representa, 107 casos por 100.000 habitantes mais de um caso novo por dia. Estas
cifras que permaneceram elevadas desde a organizacdo de um servico de referencia
local em 1989 e um servico de vigilancia epidemiolégica que procurou caracterizar a
real situacdo de casos no municipio. Inicialmente a epidemia caracterizouse a
semelhanca do Brasil como predominante entre homossexuais, sendo que a partir
de 1987 j4 desponta a sub-categoria uso de drogas endovenosa como
correspondendo a cerca de 50% dos casos na cidade, sendo que a partir de 1993 o
numero de casos de transmisséo por esta via comeca a declinar as custas de um
aumento na transmissao heterossexual, que hoje corresponde a cerca de 50% dos
casos. Um outro fator que chama atencdo em nossa cidade e a relacdo homem /
mulher, sendo que desde o comeco da epidemia observa-se uma relacdo muito
proxima, em torno de 3/1 até 1995, 2/1 até 1998 e a partir de 1999 1/1, fato este
relevante devido a associacdo com a transmissdo vertical que aumentou
progressivamente ao longo dos anos, sendo que neste Ultimo boletim temos 134
casos de Aids entre criancas 84 casos assintomaticos. No que se refere a idade dos
pacientes adultos 67,21% dos casos estdo na faixa de idade entre 20 e 39 anos, e
entre 20 e 49 anos encontra-se 86,74% dos casos no municipio. Em relacdo a
escolaridade predomina grande parcela dos casos, cerca de 60% com grau de
instrucdo entre 1a e 8a série. Fato certamente mais significativo correlaciona-se com
a diminuicdo do numero de casos de aids do municipio bem como na letalidade, em
relacdo a primeira caiu de 448 casos em 1992, para 61 no ano de 2000 e em relacao
a letalidade caiu de cerca de 60% do final da década de 80 para cerca de 1,0% em
2000, ainda que estes dados sejam incompletos, refletem de forma importante a
gueda na mortalidade nos ultimos anos que claramente esta relacionada com a
introduc&o dos Inibidores da Protease a partir de fevereiro de 1996. Estes dados,
contudo nao caracterizam a real situacéo da epidemia no municipio, primeira por nao
considerar os dados de notificacdo compulsoria os individuos HIV positivos
assintomaticos que sdo a grande maioria, principalmente agora onde a

disponibilidade de diversos marcadores de progressao de doenca nos permite



interferir na histéria natural da doenca, evitando a ocorréncia de imunossupressao
importante e, por conseguinte infeccdo oportunista. Contudo, a falta de um
instrumento capaz de determinar a incidéncia de infec¢cdo pelo virus HIV — 1, e

monitorarmos melhor a transmissao do virus na populagéo em geral.

1.2 HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO HIV

O virus da imunodeficiéncia humana, hoje denominado simplesmente
HIV, € um dos mais importantes patdgenos emergentes dos Séculos XX e XXI, Apos
ter sido descoberto em 1993 por grupos de pesquisadores independentes, dirigidos
por Luc Montagnier (Instituto Pasteur, Franca) (BARRE-SINOUSI et al., 1983) e
Robert Gallo (Instituto Nacional do Cancer, Estados Unidos da América) (GALLO et
al.,, 1984; POPOVIC et al., 1984), o HIV passou a ser identificado como agente
etiolégico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, doenca hoje deniminada no
mundo todo como aids (COFFIN et al., 1986). Apesar da descoberta do HIV em
1983, estudos filogenéticos revelam ter o0 mesmo emergido na populacdo humana
por volta de 1931 (KORBER et al., 2000).

A descoberta do HIV permitiu grandes avancos nos campos da
fisiopatologia, diagnostico e tratamento da aids (GREENE, 1991; PALLELA et al.,
1998; SCHWARTZ; NAIR, 1999). Além disso, a perspectiva de se desenvolver uma
vacina eficaz contra a infeccdo pelo HIV/Aids se tornou meta a ser alcangada por
pesquisadores em todo o mundo (FRANCIS et al., 1998; LETVIN, 1998; ESPARZA,;
BHAMARAPRAVATI, 2000). Todavia, a completa biologia do HIV associada a
proeminente variabilidade genética e ao limitado e ntendimento sobre os mecanismos
imunoldgicos envolvidos no controle desta infeccdo tém representado enorme
desafio cientifico ainda longe de ser suplantado (COHEN, 2001; MOORE et al.,
2001; UNAIDS/OMS, 2001; BOJAK et al., 2002; NABEL et al., 2002).

A infeccdo pelo HIV é uma doenca infecto-contagiosa de curso cronico e
progressivo caracterizada por apresentar, em seu estagio final, infeccdes
oportunistas, neoplasias e outras manifestacées clinicas decorrentes de um grave
comprometimento do sistema imunoldgico. O curso da infec¢do pelo HIV pode variar

amplamente de individuo para individuo. Apés a infecg@o primaria, alguns pacientes



podem permanecer assintomaticos e outros podem desenvolver, apés 3 a 6
semanas, sindrome aguda semelhante a mononucleose infecciosa. Este estagio
inicial da infeccédo pelo HIV, também denominado de sindrome retrovial aguda, €
caracterizado por elevadas taxa de replicacao viral e viremia plasmatica e reducao
consideravel da contagem de linfécitos TCD4+ no sangue periférico (MENDONCA et
al., 1989; GAINES et al., 1990; TINDALL, 1991).

Logo apés a infeccdo primaria, observa-se o aparecimento dos primeiros
anticorpos especificos, caracterizando a fase de soroconversdo do paciente
(GAINES et al., 1990; ALBERT et al., 1990). Em seguida, em funcédo da resposta
imunolégica do hospedeiro, a taxa de replicagdo viral diminui, a contagem de
linfocitos TCD4+ no sangue periférico retorna ao normal ou proximo do normal e 0s
pacientes iniciam um longo periodo de infec¢do assintomética que pode durar, em
meédia, 8 a 12 anos (LEMP et al.,, 1990; GAINES et al., 1990; TINDALL, 1991).
Durante este periodo de laténcia clinica, o HIV continua a se replicar, causando
danos ao sistema imunoldgico, principalmente com reducdo lenta, porém
progressiva, da contagem de linfocitos TCD4+ (LANE; FAUCI, 1985).

O periodo de laténcia clinica se encerra quando a imunidade do
hospedeiro se encontra esgotada e debilitada, principalmente a imunidade do tipo
celular. A eficicia do sistema imune em conter novas infec¢des e/ou a reativacao de
infeccdes latentes passa a ficar comprometida, e o individuo comeca a manifestar
doencas oportunistas. O estagio final da infec¢do pelo HIV se caracteriza por intensa
deplecao do sistema imunolégico e ocorréncia de infecgdes e neoplasias oportinistas
gue acabam levando o individuo ao 6ébito (LEMP et al., 1990).

A infeccdo pelo HIV induz uma seérie de respostas imunolégicas do
hospedeiro que incluem ativacao policlonal de linfécitos B, producdo de anticorpos
neutralizantes, sintese e secrecdo de citocinas, ativacdo da resposta Th-1 e
estimulacdo de respostas citotoxicas envolvendo células T NK e imunidade celular
dependente de anticopos, dentre outras (SCHWARTZ; NAIR, 1999). A despeito de
todos estes mecanismos imunologicos desencadeados para tentar conter a infeccao
pelo HIV, sua eficacia € parcial devido a complexos mecanismos de escape do HIV.
Como consequéncia, a infeccdo pelo HIV progride (MELTZER et al., 1990; CHENG-
MAYER; LEVY, 1990; FOX; COTTLER-FOX, 1992; PANTALEO et al., 1993;
SCHWARTZ; NAIR, 1999).



Dois parametros laboratoriais sdo importantes para o estadiamento e
acompanhamento da infeccdo pelo HIV. Sao eles: a contagem de linfocitos TCD4+
no sangue periférico e a quantificacdo da viremia plasmética, também denominada
de carga viral do HIV. O primeiro parametro é util na determinacdo do grau de
imunossupressédo do portador e o segundo se correlaciona com a velocidade de
progressao da doenca (PIATAK et al., 1993; HUGHES et al., 1997) (Figura 1).
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Figura ilustrativa mostrando o comportamento da contagem de linfocitos
TCD4+ no sangue periférico e da quantificagdo da carga viral do HIV no Plasma
em relagéo ao tempo.

Fonte: Nature Reviews Immunology, 2003.

Figura 1 - Historia natural dainfec¢ao pelo HIV — 1.

1.3 ESTRUTURA E ORGANIZACAO DO GENOMA DO HIV

O agente etiologico da aids, o HIV é um retrovirus pertencente a familia
Retroviridae, subfamilia Lentivirinae. Possui envelope e € uma particula de
aproximadamente 100 nm de diametro. Possui genoma constituido por duas copias
de RNA de fita simples ndo complementares, de senso positivo, medindo cada uma
9,4 Kb e localizadas em um core revestido por envelope de dupla camada
fosfolipidica (GREENE, 1991; SCHWARTZ; NAIR, 1999). O envelope é formado por

uma bicamada fosfolipidica onde estdo inseridas duas glicoproteinas, a gp120



(trimero com localizacdo externa a membrana) e a gp4l (mondmero
transmembrana). Internamente a bicamada fosfolipidica esta a matriz que é
constituida pela proteina p17. O capsideo em padréo icosaédrico € composto pela
proteina p24 (GREENE, 1991; SCHWARTZ; NAIR, 1999).

O genoma é constituido didaticamente por dois tipos de genes: 0s
estruturais (gag, pol, env) e 0s ndo estruturais ou acessorios (tat, rev, nef, vif,vpu e
vpr). Os primeiros codificam proteinas essenciais como as do core e do envelope e
as enzimas transcriptase reversa, protease e integrase. Ja 0s genes estruturais ou
acessorios codificam proteinas essenciais para a regulacao do ciclo replicativo, tais
como as proteinas Tat, Rev e Nef (GREENE, 1991; (SCHWARTZ; NAIR, 1999)
(Figura 2).

Fonte: Manual de Contagem de Linfécitos T CD4+ ,1998.

Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura do HIV.

O ciclo de replicacao do HIV, de maneira sucinta, se caracteriza por uma
etapa inicial de ligacédo e fusdo a célula hospedeira, seguida de transcricdo do RNA
em DNA de fita dupla, integracdo ao DNA da célula hospedeira (DNA proé-viral),

sintese e processamento de protinas virais através da protease e, por fim montagem



e liberacdo de novas particulas virais (GREENE, 1991; SCHWARTZ; NAIR, 1999)
(Figura 3).
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Fonte: Atlas de Doencas Infecciosas, 1998.

Figura 3 - Ciclo do Desenvolvimento do Virus HIV-1.

1.4 VARIABILIDADE GENOMICA DO HIV

O HIV apresenta grande heterogeneidade no que se refere as suas
caracteristicas biolégicas, soroldgicas e moleculares. Essa heterogeneidade esta
diretamente relacionada ao fato de o HIV possuir genoma com elevado potencial de
variabilidade (GREENE, 1991; SCHWARTZ; NAIR, 1999; McCUTCHAN, 2000). Do
ponto de vista soroldgico, o HIV é classificado em dois tipos: HIV — 1 e HIV - 2.
Ambos estdo envolvidos na epidemia da aids. Contudo, enquanto o HIV — 2 tem se
mantido restrito basicamente ao continente Africano, o HIV — 1 esta associado a
pandemia que envolve todos os continentes (GREENE, 1991).

A variabilidade genémica do HIV decorre de varios fatores. A transcricao
reversa do genoma do HIV é um evento naturalmente sujeito a erros e, durante este
processo, a medida que o HIV se replica, ocorre aproximadamente um erro a cada
10.000 nucleotideos incorporados (PRESTON et al., 1988; ROBERTS et al., 1988;
TAKEUCHI et al., 1991). Como o genoma do HIV contém aproximadamente 10.000

nucleotideos, estima-se que pelo menos uma nova mutacdo ocorra a cada novo
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virus produzido no organismo (PRESTON et al., 1988; PRESTON, 1997). Aliado a
isto, a alta taxa de replicacéo viral favorece o desenvolvimento de populacdes virais
resistentes aos anti-retrovirais. Como a carga viral nos pacientes antes do
tratamento ou durante um tratamento com baixa adesdo costuma ser elevada, um
grande numero de mutacdes ocorre continuamente. A maioria destas € letal ao virus,
mas outras ndo (MIEDEMA et al., 1990; NABEL et al., 2002).

O estudo da variabilidade genémica do HIV tem sido foco de atencéo de
pesquisadores no mundo todo e tem sido responsavel por acumulo de informacées
relevantes em varios campos da ciéncia. Um destes é o campo da epidemiologia
molecular, com suas potenciais implicacées para o desenvolvimento de vacinas,
bem como para o conhecimento de aspectos relacionados a transmissdo e
patogénese da infeccdo pelo HIV (KWOK et al., 1987; MARTINS et al.,, 1991,
LOUWAGIE etal., 1993; DIAZ et al., 1997; McCUTCHAN, 2000).

Andlises filogenéticas com base na variabilidade genémica de amostras
de HIV isoladas de diferentes regibes geograficas do mundo tém revelado que o
HIV-1 pode ser dividido em trés grupos: M (de Major), O (de Outlier) e N (de new,
non-M, non-0O).

Enquanto as amostras dos grupos O e N estao praticamente restritas ao
continente Africano, com aguns casos isolados de grupo O na Europa e América do
Norte, as variantes do grupo M séo responsaveis pela pandemia da aids e foram
subdivididas em subgrupos geneticamente relacionados, incluindo diferentes
subtipos e sub-subtipos (A1,A2,B,C,D,F1,F2,G,H,J, e K) (MYERS et al., 1996;
SIMON et al.,, 1998). Além disso, 40 formas recombinantes circulantes (CRF de
circulating recombinant forms), outros virus recombinantes atipicos e varios outros
genomas de HIV-1 ndo-classificaveis tém sido identificados, bem como a ocorréncia
de infec¢des mistas (JANINI et al., 1996, RAMOS et al., 1999; FLORES et al., 1999).

Os subtipos de HIV-1 estdo amplamente distribuidos no mundo, com
multiplos subtipos e virus recombinantes co-circulando em véarias éareas. A
prevaléncia dos subtipos de HIV-1 varia em diferentes regides do mundo e, em
geral, um ou dois subtipos predominam. Na Africa, por exemplo, onde se
concentram mais de 90% dos casos de aids, o subtipo do HIV-1 mais prevalente € o
C. J4 nas Américas e na Europa, a maioria dos isolados de HIV-1 pertence ao
subtipo B. Além disso, a prevaléncia de subtipos do HIV-1 pode variar

significativamente de pais para pais e dentro de grupos populacionais e pode sofrer



11

mudancas com o tempo independente do subtipo de HIV-1, todos sao transmitidos
de forma similar através de contato sexual, contaminagdo com sangue e
verticalmente de méae para filho (MYERS et al., 1996; COUTURIER et al., 2000).

No Brasil, o conhecimento da epidemiologia molecular do HIV cresceu
significativamente com o surgimento da perspectiva de pesquisa envolvendo vacinas
preventivas contra HIV/AIDS no inicio dos anos 90. Varios estudos demostraram a
predominancia do subtipo B do HIV-1 no Brasil, com presenca também dos sutipos F
(MORGADO et al., 1994, 1996 e 1998a; GALVAO-CASTRO et al., 1996; TANURI et
al., 1999), C (WHO, 1994; LOUREIRO et al, 1998; ANTUNES, 1998), D
(MORGADO et al., 1998a; TANURI et al., 1999) e mais recentemente, a presenca de
subtipo A (CARIDE et al., 2001). Virus recombinantes B/F e B/C também tém sido
descrito no Brasil (SABINO et al., 1994; GAO et al.,, 1996; CORNELISSEN et al.,
1996; TANURI et al., 1999; VICENTE et al., 2000; GUIMARAES et al., 2001).

Em adicdo aos estudos comparativos da diversidade entre subtipos,
diferencas genéticas também foram descritas entre cepas do subtipo B circulantes
no Brasil. Uma variante do subtipo B foi descrita, denominada “B”, que difere dos
virus B classicos pela presenca do motifGWGR no topo da regido hipervariavel 3
(V3) da glicoproteina 120 (gp 120) do envelope ao invés do motif GPGR (POTTS et
al.,, 1993; MORGADO et al, 1994; Brazilian Network for HIV Isolation and
Characterization, 2000). Estas duas variantes do subtipo B podem ser distinguidas
tanto por abordagem genética (MORGADO et al., 1998a, COVAS et al., 1998) como
antigénica (BONGERTZ et al., 1994; HENDRY et al., 1996; CASSEB et al., 1998).
Tais observagBes ganharam maior relevancia com a observacao adicional de que
“B” foi encontrada como muito prevalente em algumas é&reas do Brasil,
correspondendo a 57% de algumas amostras de subtipo B detectadas na cidade de
Riberdo Preto — SP (COVAS et al., 1998) e 37% de algumas amostras estudadas na
cidade do Rio de Janeiro— RJ (MORGADO et al., 1998 a, b).

Diferencas no perfil de subtipos do HIV-1 também tém sido identificadas
entre diferentes regides do Brasil. Enquanto propor¢cdes similares de subtipos B e F
foram observadas em um estudo conduzido em Manaus — AM (VICENTE et al.,
2000), no Sudeste, varios estudos tém demostrado a predominancia do subtipo B
(~85%) seqguido pelo subtipo F (~10 a 15%) (MORGADO et al.,, 1994, 1998a;
TANURI et al., 1999; Brazilian Network for HIV Isolation and Characterization, 2000).

Em relacdo a amostras das regides Nordeste e Centro-Oeste, uma ampla
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predominancia do subtipo B (>90%) foi notada, com casos isolados de subtipos F e
C (COUTO-FERNANDEZ et al., 1999; STEFANI et al., 2000). A presenca do subtipo
C no Sul do Brasil foi primeiramente detectada em 1 em 5 amostras de HIV-1
coletadas em Porto Alegre — RS em uma amostragem de um estudo internacional
realizado pela OMS (WHO, 1994).

Esta diversidade genética do HIV -1 tem representado grande abstaculo
para o desenvolvimento de uma vacina que possa ser eficaz e de aplicacdo
universal. Embora a relevancia imunolégica de subtipos genéticos para a eficacia de
uma vacina contra o HIV -1 ainda seja objeto de extensa investigacdo cientifica e
discussao, os primeiros protocolos de vacina ja testados contemplaram a incluséo de
subtipos prevalentes e variantes virais locais (FRANCIS et al., 1998; LETVIN, 1998;
MOORE et al., 2001; BOJAK et al., 2002; NABEL et al., 2002). A manutenc¢éo dos
esforcos visando o desenvolvimento de candidatos vacinais contra o HIV representa
iniciativa de altissima prioridade para saude publica a fim de controlar os efeitos
devastadores da disseminacdo do HIV pelo mundo (ESPARZA;
BHAMARAPRAVATI, 2000; COHEN, 2001; UNAIDS/OMS, 2001; BOJAK et al.,
2002).

1.5 TERAPIA ANTI-RETROVIRAL

O ano de 1986 marcou o inicio de uma nova fase na histéria da aids. Foi
guando se tornou disponivel para uso terapéutico a azidotimidina, ou zidovudina
(AZT), um analogo de nucleosidio inibidor da enzima transcripitase reversa do HIV,
primeira droga eficaz para o tratamento da aids (FISCHL et al., 1987). Este foi o
inicio da denominada terapia anti-retroviral (TARV), ainda em um periodo em que
nao se conhecia a fundo o detalhe sobre a fisiopatologia do HIV, nem tdo pouco a
importancia de sua variabilidade genémica.

O AZT foi primeiro anti-retroviral de uma série que compde a classe dos
inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN). As drogas
dessa classe, apos fosforilagcdo intracelular, atuam inibindo a transcri¢cdo reversa do
RNA viral através de uma acdo competitiva com o0s nucleosideos naturais,

promovendo o término precoce da sintese da cadeia de DNA pro-viral. Outros
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exemplos de drogas da mesma classe dos ITRN sé&o: estavudina (d4T), lamivudina
(3TC) e abacavir (ABC). O tenofovir (TDF) é outra droga inibidora da transcripitase
reversa, porém, diferentemente dos outros analogos de nucleosideos, ja se encontra
originalmente fosforilada sendo, portanto, um analogo de nucleotideo (DE CLERQ,
2001).

O advento do AZT inaugurou a fase da monoterapia contra o HIV. Esta
perdurou até o inicio dos anos 90, quando surgiram duas novas drogas da mesma
classe, a didanosina (ddl) e a zalcitabina (ddC). Estudos subsequentes logo
revelaram a superioridade da terapia com duas drogas ITRN em relacdo a
monoterapia (KATLAMA et al.,, 1996: Delta Coordinating Committee, 1996). O
entusiasmo que se seguiu a terapia anti-retroviral com duas drogas ITRN aumentou
com o advento de mais duas classes de drogas: os inibidores da transcriptase
reversa nao-analogos de nucleosideos (ITRNN) e os inibidores da protease (IP).

As drogas da classe dos ITRNN, representada por delavirdina
(DLV),nevirapina (NVP) e efavirenz (EFV), também inibem a sintese do DNA pro6-
viral, porém, diferentemente dos ITRN, atuam através da interacéo direta em regiéo
hidrofébica da transcriptase reversa localizada préxima ao sitio de ligacdo do
substrato na enzima (DAVEY et al., 1996; DE CLERQ, 2001).

A atuacao dos inibidores da protease, como o préprio nome sugere, se da
através de interacao direta com o sitio catalitico da protease do HIV, impedindo sua
acao (DE CLERQ, 2001). A expresséo dos genes gag e pol do HIV acontece sob a
forma de uma poliproteina de alto peso molecular e ndo funcional. O processamento
desta poliproteina em proteinas individualizadas e funcionais € realizado pela
aspartil protease do HIV a qual é codificada pelo gene pol. Esse processamento pela
protease viral é essencial para a maturacao e infectividade do virus e acontece apo6s
o brotamento do virus na célula hospedeira (TOMASSELLI;, HEINRIKSON, 2000). A
inibicdo deste processamento pelas drogas inibidoras da protease faz com que as
particulas virais que brotam da célula hospedeira sejam incapazes de infectas novas
células (DE CLERQ, 2001). As principais drogas inibidoras de proteases séao:
saquinavir (SQV), ritonavir (RTV), indinavir (IDV), amprenavir (APV), nelfinavir
(NFV), lopinavir (LPV) e atazanavir (ATV).

Mais recentemente, uma nova classe de antirretrovirais passou a ser

disponibilizada para o uso clinico. Trata-se dos inibidores de fusdo do HIV, sendo
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sua primeira representante a droga denominada enfuvirtide (EFT) (KILBY et al.,
1998; LAIEZARI et al., LAZZARIN et al., 2003).

O impacto da TARYV foi significativo desde o advento da monoterapia com
AZT (FISCHIL et al.,, 1987), porém, mais ainda com a terapia combinada. O
desenvolvimento sucessivo de novos agentes farmacoldgicos de diferentes
categorias e direcionados a diferentes alvos do ciclo de replicagdo do HIV culminou
com o emprego, a partir de 1996, da estratégia de terapia combinada envolvendo
drogas de classes diferentes, estagio maximo alcancado até 0 momento no combate
a infeccdo do HIV. O grau de supressdo da replicacdo viral obtido com esta
estratégia passou a ser muito mais intenso e duradouro que o abservado
previamente com a monoterapia ou terapia com duas ou mais drogas de uma
mesma classe. A repercussao deste avanco se deu sob a forma de redugdo no
nuamero de Obitos, diminuicho do numero de complicacbfes e internamentos
hospitalares, aumento da sobrevida e melhora da qualidade de vida dos pacientes
(PALLELA, et al., 1998; BONFANTINI et al., 1999). Além disso, 0 uso de drogas anti-
retrovirais durante a gravidez reduziu a quase zero a transmissdo vertical do HIV
(Ministério da Saude, 1999; The International Perinatal HIV Group, 1999).

O Brasil tem sido reconhecido como referéncia mundial na definicdo e
implementacdo bem sucedida de uma politica publica para prevencao e tratamento
da infeccdo pelo HIV/Aids (TEIXEIRA et al., 2004). Desde 1991, uma das
caracteristicas desta politica tem sido a garantia do acesso universal a TARV para
individuos portadores do HIV, segundo critérios definidos por comités técnicos
assessores (Ministério da Saude, 2004b). Até o ano de 2004, a relagéo incluia 15
medicamentos anti-retrovirais, sendo cinco ITRN, um inibidor da transcriptase
reversa analogo de nucleotideo, dois IRTNN, sete IP e, em 2005, foi incluido um
inibidor de fuséo, perfazendo 35 apresentacdes farmacéuticas dispensadas aos
pacientes em combinacdes terapéuticas também chamadas popularmente de
“coquetel” (Ministério da Saude, 2004a). Segundo dados do PN DST/Aids, o numero
de pacientes em uso de TARV aumentou de 110.000 em 2001 para 180.000
atualmente (Ministério da Saude, 2007; Ministério da saude, 2008). A expectativa é
de que este numero aumente em decorréncia da reducdo da mortalidade por aids
observada nos ultimos anos.

Outra caracteristica da politica brasileira de prevencao e tratamento da

aids tem sido o acesso universal também a métodos laboratoriais de apoio
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especificos para o acompanhamento e monitoramento dos doentes. Para tanto, foi
criada uma rede que hoje é constituida por mais de 88 laboratorios publicos
equipados para realizacdo de exames de contagem de linfécitos TCD4+ em sangue
periférico e quantificacdo da carga viral plasmatica do HIV (Ministério da Saude,
2007).

Apesar dos significativos avangos no combate a aids obtidos com o
advento da TARV, limitacBes existem e novos problemas surgiram. A aplicacdo da
TARV no mundo como um todo tem sido limitado devido aos elevados custos e a
complexidade da abordagem médica em muitas areas carentes (AINSWORTH,;
TEOKUL, 2000; TEIXEIRA et al, 2004). Além disso, a erradicacdo do HIV através da
TARV mostrou-se meta impossivel de ser alcancada, mesmo com a supressao
prolongada da replicacdo viral. Esta limitacdo tem obrigado aos portadores o uso
continuo e indefinido das drogas ARV a fim de manter o controle sobre a replicacéo
viral e, consequentemente, sobre a infeccdo. Com isso, os efeitos colaterais se
tornaram um grave problema (MOORE, et al, 1996; LUCAS, et al, 1999; MOCROFT,
et al, 2001). Por fim, a TARV trouxe poucos avancos na area de prevencao, exceto
na reducdo do risco de transmisséo vertical do HIV. O impacto da TARV na
prevencdo da transmissdo do HIV pelas vias sexual e sanguinea parece ter sido
pouco ou nenhum haja vista que milhares de pessoas por dia continuam contraindo

a infeccdo no mundo.

1.6 RESISTENCIA DO HIV AOS ANTI-RETROVIRAIS

Além das limitacbes acima citadas relacionadas a TARV, um grave
problema enfrentado em todo o mundo tem sido a emergéncia de cepas virais
resistentes aos medicamentos (RICHMAN, 1993; JAPOUR et al, 1995;
KATZENSTEIN et al., 1996; RUSCONI et al., 1996; YAHI et al., 1999; ZOLOPA et
al., 1999; HANNA et al., 2000; CARIDE et al, 2001; HIRSCH, et al., 2003). As
resisténcias virais aos antiretrovirais se subdividlem em primaria e secundaria. A
resisténcia primaria é aquela que ja esta presente mesmo antes do uso da
medicacao pelo individuo infectado. Isto pode ocorrer pela transmissao de cepas

resistentes ou mesmo pela geracdo de mutantes resistentes em um individuo
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infectado, decorrente do alto indice de replicagdo do HIV (HIRSH, et al., 2003). A
resisténcia secundaria € aquela que emerge em decorréncia da pressao de selecéo
exercida pela medicacao antirretroviral. Depois de determinado tempo de exposi¢céo
a TARV, um pool de virus com vérias mutacbes conferindo resisténcia as drogas
ATV, passa a circular no organismo. Sob pressao seletiva das drogas, estes virus
mutantes sobrevivem e, em intervalo de tempo tdo curto quanto 4 semanas,
emergem e se tornam dominantes (COFFIN, 1995; DOMINGO, 1997; HIRSCH et al.,
2003).

A resisténcia a uma droga antirretroviral pode advir de uma Unica mutacao
ou apdés o acumulo de varias mutagdes nos genes da transcriptase reversa e/ou
protease (DOMINGO, 1997; VENTURI, et al, 2000; DEEKS, 2001; LOVEDAY, 2001;
MILLER, 2001; HIRSH, et al, 2003). As mutacdes presentes nos genes que
codificam a transcriptase reversa e a protease do HIV, que conferem resisténcia aos
anti-retrovirais, podem ser definidas como principais ou primarias e acessorias ou
secundarias. De uma forma geral, as muta¢des principais sdo aquelas que
determinam uma reducdo da susceptibilidade as drogas, exigindo um aumento na
guantidade das drogas necessarias para inibir a enzima. As muta¢cfes acessorias
podem aumentar o nivel de resisténcia por melhorar a adaptabilidade (“fithess”) do
virus que apresenta a mutagdo principal. Normalmente, as mutagfes acessorias
apresentam pouco ou nenhum efeito no nivel de resisténcia na auséncia das
mutacdes principais (DEEKS, 2001; LOVEDAY, 2001; MILLER, 2001).

1.7 RESISTENCIA PRIMARIA DO HIV -1

No HIV a maioria das mutacdes que ocorrem causam efeito deletério no
virus. Uma mutacédo deletéria possui, potencialmente, varios destinos diferentes sob
uma populacdo, entre eles a extin¢do, a persisténcia com alguma frequéncia e a
reversdo ao estado parental (tipo selvagem). Pode também ser compensada por
uma ou mais mutacdes em outros cédons (mutacdo compensatoria), o que reduz
seu efeito deletério (SUCUPIRA, 2007).

Segundo Wright (1982) e Kimura (1990) as mutacdes compensatorias

mascaram o0 efeito deletério de outras mutacdes, ou quando ocorrem
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independentemente sdo deletérias, porém quando combinadas sao neutras. A
resisténcia aos antirretrovirais € em problema econémico e clinico que esta
aumentando no decorrer do tempo. A resisténcia aos ARVs ocorre por mutacdes
gendmicas. Estas variacdes genéticas causam efeito deletério ao organismo quando
afetam suas funcdes vitais ou conferem deficiéncias metabdlicas. Isso resuta em
diminuicdo do fitness, que em organismos patogénicos (no caso HIV) pode ser
expresso em diminuicdo da replicacdo e viruléncia. Quando a pressao seletiva da
droga € removida, os organismos com baixo fithess ficam em desvantagem
comparados aos do tipo selvagem. Com isto, as mutacdes deletérias tendem a
desaparecer da populagdo. Alternativamente, pode ocorrer a reversdo ao estado
parenteral ou ser compensada por mutacdes adicionais. A compensacao é de
especial interesse ao organismo resistente, pois independentemente do custo desta
adaptacdo genética, ele ainda pode manter a resisténcia, resultando na
estabilizacdo de organismos resistentes na populacdo (SUCUPIRA, 2007).

O HIV apresenta acentuada variabilidade genética, que entre outros
fatores, esta associada a mutacdes. Como possui alta taxa de mutacdo e
incorporacdo das mesmas, associada a alta taxa replicativa, pode-se dizer que no
final de um dia haverao particulas virais com todas as mutacdes possiveis que serao
selecionadas e fixadas dependendo da pressao seletiva que est4 ocorrendo.

Os principais antirretrovirais (ARVS) utilizados na terapia de pacientes HIV
positivos estdo divididos em trés classes de drogas; inibidores de proteases (IP),
inibidores de transcriptase reversa analogo nucleosideo (ITRN) e inibidores de
transcriptase reversa nao analogo nucleosideo (ITRNN). Essas drogas tém com alvo
as enzimas protease (IPs) e transcriptase reversa (ITRN e ITRNN), que sé&o
codificadas pelo gene pol do HIV. As mutacdes do gene pol selecionadas por estas
drogas podem conferir diminuicdo na susceptibilidade aos ARV, originando virus
resitentes. A resisténcia pode ser classificada como resisténcia primaria (adquirida
pela transmissdo) e resisténcia secundaria (selecionada por pressdo seletiva do
ARV).

Estudos sobre resisténcia primaria aos ARVs sdo teoricamente mais
adequados em amostras de individuos recém infectados pelo HIV — 1, pois se tem
uma maior sensibilidade para detectar se houve infec¢do por variantes ja resistentes.
Amostras de individuos virgens de tratamento, porém com longo tempo de infeccéo,

podem néo apresentar as mutacdes de resisténcia, mesmo havendo transmisséo de
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variantes resistentes. A auséncia da deteccdo das variantes virais com resisténcia
aos ARVs ocorre em decorréncia do menor fithess (espelhado pela capacidade
replicativa) do virus, que na auséncia da pressao seletiva da droga ARV, tende a ser
sobrepujado por virus do tipo selvagem (MAMMANO et al.,1998; VERHOFSTEDE et
al., 1999).

As mutacOes que conferem resisténcia aos antiretrovirais aparecem em
etapas quando estas sdo selecionadas na vigéncia dos antiretrovirais. Assim, virus
com diversas intensidades de susceptibilidade e de capacidade replicativa durante a
terapia, permanecerdo arquivados ou replicando em baixo nivel que poderdo
emergir na falha da mesma. Por outro lado, a resisténcia primaria podera ficar
estabilizada num pequeno pool de virus resistentes aos antirretrovirais.

A evolucéo para virus susceptiveis aos antirretrovirais requer a selecéo de
variantes sensiveis as drogas que, in vitro, estdo associadas a grande capacidade
replicativa. O processo de reversdo das mutacdes e selecdo podera requerer longo
tempo, se a selecdo imune imposta precocemente, durante a fase inicial da infeccéo,
implicar em maior pressao seletiva a evolucdo do virus. As mutacfes associadas a
resisténcia podem decair rapidamente a niveis indetectaveis na populacdo viral,
porém algumas delas podem persistir mesmo na auséncia da pressdo da droga
(MILLER et al., 1998; DEVEREUX et al., 1999; MILLER et al., 1999).

Com o passar dos anos apos a infeccado primaria e sem tratamento ARV,
a populacdo majoritaria circulante provavelmente nédo reflitira necessariamente o
pool de virus arquivados. Hipoteticamente, a presenca de um virus arquivado
portador de mutacdo que confere resiténcia aos ARV, pode levar reermegéncia
desta variante por ocasido da reexposicao a esta droga (The Euro Guidelines Group
for HIV resistence, 2001). A determinacdo da prevaléncia da resisténcia primaria &
de extrema importancia no monitoramento da epidemiologia molecular do HIV -1 e
para dar mais suporte aos clinicos na escolha inicial da terapéutica numa dada
regido (DEEKS, 2001; LOVEDAY, 2001; MILLER, 2001; SORIANO et al., 2001).

Vérios estudos descrevem a prevaléncia de HIV — 1 com resisténcia
primaria aos antirretrovirais em individuos recém infectados e virgens de tratamento.
Na Suica, foi observada uma variacdo entre cinco e 10% (YERLY et al., 1999;
YERLY et al., 2001); na Franca a prevaléncia varia entre oito e 17%, (TAMALET et
al., 2000; HARZIC et al., 2002); na alemanha 13% (DUWE et al., 2001); na Inglaterra
14% (UK Collaborative Group on Monitoring the Transmission of HIV Drug
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Resistance, 2001); na Espanha entre 23 a 26% (BRIONES et al., 2001) e nos EUA
entre 15 e 29% (BODEN et al., 1999; BRENNER et al, 2000; MACHADO et al., 2002;
GRANT et al., 2002) mostraram que nos que no estado da Califérnia (EUA) ocorreu
um acréscimo na resinténcia aos inibidores de transcriptase resersa nédo
nucleosidios em individuos recém infectados, e ainda € rara a presenca de variantes
resistentes as trés classes de ARVs. Little et al., (2002) por sua vez, estudaram
amostras de individuos recém infectados de varias cidades dos EUA e detectaram
aumento de variantes resistentes aos ARVs ao longo do tempo, e recomendaram
gue o teste para deteccéo de resisténcia (genotipica ou fenotipica) aos ARVs antes
do inicio do tratamento.

O Ministério da Saude estabeleceu, em ambito nacional, a rede de
mapeamento da diversidade genética em individuos recém infectados virgens de
tratamento, focalizando a tendéncia de subtipos viral e resisténcia a drogas (Rede
Brasileira de Vigilancia de Resisténcia as drogas). Num estudo inicial, foram
realizadas andlises genotipicas de todas as amostras obtidas em 2001 originadas de
individuos com teste positvo em um dos 13 Centros de Testagem e
Aconselhamento (CTAs). Das 535 amostras de plasma, identificadas como HIV — 1
positivas, a grande maioria veio de estados do sul e suldeste do pais (Rio Grande do
Sul, n= 139; Parana, n= 147; Sao Paulo, n= 100). Oito amostras (2,2%) possuiam
evidéncia de resisténcia primaria aos inibidores de protease (IP), oito amostras
(2,2%) aos inibidores de transcriptase reversa analogos nucleosideo (ITRN) e sete
amostras (2,1%) de resisténcia aos inibidores de transcriptase reversa nao analogos
(ITRNN). Embora mutac¢des primarias ndo sejam comuns, mutacbes acessorias
associadas a resisténcia as drogas foram comumente observadas, como por
exemplo, no codon 10, a mutacdo L101 e/ ou F e/ou V foi observada em 24% das
amostras da protease. Estas estimativas subestimaram a freqiiéncia de transmissao
recente visto que muitos poucos pacientes foram estudados durante os estagios
precoces da infeccdo pelo HIV (apenas 20 das 350 amostras estavam no periodo de
infeccdo recente, menos de seis meses, quando testados pelo algoritmo STARHS),
(SUCUPIRA, 2007).

Um estudo concluido na Universidade Federal de S&o Paulo, com
amostras de cinco CTAs de Sdo Paulo, no periodo de junho de 2002 a marco de
2003 foram identificadas 74 amostras com infeccdo recente pelo HIV através do

algoritmo STARHS, 24 destas foram submetidas ao teste de resisténcia genotipica
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sendo que gquatro (16,7%) amostras apresentaram virus com resisténcia primaria
aos antirretrovirais (TESCAROLLO, 2004).

O grupo em questdo caracterizou as regibes da protease e da
transcriptase reversa do gene pol e a regidao V 3 do gene env de 100 amostras
coletadas de individuos atendidos no Centro de Testagem e Aconselhamento de
Santos. Foi encintrado uma prevaléncia extremamente alta de mutacdes primarias
de resisténcia genotipicas (36%) incluindo virus multi-resisténtes as drogas.
Acredita-se que esta alta prevaléncia em Santos esta relacionada a alta prevaléncia
de resisténcia as drogas na populacdo cronicamente infectada. Notavelmente, outro
estudo revelou que 50% dos individuos testados foram infectados com variantes de
HIV — 1 recombinantes B/F, sugerindo que o HIV recombinante fixouse com
sucesso e esta se expandindo nesta area (SUCUPIRA et al, 2007). Num estudo
posterior, com estas amostras, foram detectadas duas novas formas recombinantes
circulantes, CRF28 e CRF29, sendo as primeiras CRFs brasileiras descritas (SA-
FILHO et al.,2006).

Mais recentemente alguns estudos tém mostrado a persisténcia das
mutacdes primarias aos anti-retrovirais (BARBOUR et al., 2004; VIOLIN et al., 2004),
porém a maioria destes com amostras do subtipo B. A persisténcia de resisténcia
primaria tem implicagbes significantes tanto no tratamento anti-retroviral como
também na transmissdo de variantes resistentes (LITTLE et al.,, 2004). Até o
presente momento nenhum estudo foi publicado constatando a persisténcia da
resisténcia primaria em amostras brasileira, demostrando uma epidemia diferenciada
e regionalizada.

O subtipo do HIV — 1 predominante no Brasil € o B (~70%), mas diferente
dos EUA, o Brasil possui um numero consideravel de infec¢cdes pelo subtipo F
(~15%), subtipo C (~3%) além de formas recombinantes (~12%) (POOTS et
al.,1993; LOUWAGIE et al., 1994; MORGADO et al., 1994; SABINO et al., 1996;
BONGERTZ et al., 2000; SOARES et al., 2003), ja em amostras de Séo Paulo,
analisando-se o gene pol, foi detectada a prevaléncia de 87,9% do subtipo B, 3,7%
do subtipo F e 8,4% de recombinantes B/F (SA-FILHO et al.,2005). Além disso,
cerca de 50% das variantes do subtipo B circulante no Brasil, formam um
agrupamento genético e antigénico distinto (HENDRY et al.,1996). Dados recentes

indicam que a prevaléncia do subtipo C esta aumentando na regido sul do pais,
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podendo apresentar areas onde a taxa de incidéncia pode chegar até 45%
(BRINDEIRO et al.,1999; SOARES et al., 2003).

Respostas ao tratamento com terapias combinadas também podem variar
conforme o subtipo. A eficiéncia catalitica da protease do HIV varia entre os subtipos
e pode haver diferenca na resposta aos inibidores de protease (VELAZQUEZ-
CAMPOQY et al., 2001). H& uma alta prevaléncia de mutacdes secundaria (mutacdes
acessorias) associadas a virus de subtipos ndo B. Teoricamente, estes
polimorfismos naturais difucultam a resposta, dos virus do subipo B, aos
medicamentos (BRINDEIRO et al., 1999; PIENIAZEK et al., 2000; VERGNE et al.,
2000). Pelo menos um estudo brasileiro baseado em corte transversal de individuos
nao tratados mostrou a presenca de um polimorfismo natural em virus do subtipo
ndo B que pode impactar na resposta aos inibidores da transcriptase reversa
analogos aos nucleosideos (BRINDEIRO et al., 1999). Todavia, até hoje nenhuma
investigacdo prospectiva a resposta de tratamento de individuos infectados por HIV
— 1 do subtipo B vesus subtipo ndo B foi realizada, na qual tenham sido estudados
potenciais fatores confundidores, como estdgio da doenca e aderéncia as
medicagoes.

Uma das preocupacdes na area de saude publica é a transmissdo de
cepas de HIV resistentes que podem ameacar a eficiéncia do primeiro tratamento.
Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia do HIV que apresenta resisténcia a uma ou
mais drogas antirretrovirais aumentaram nos Uultimos anos. Trabalhos recentes

encontraram virus resistentes em individuos recém infectados (Tabela 1)
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Tabela 1 - Distribuicdo das taxas de cepas resistentes em diferentes paises.

Pais Porcentagem de cepas Referéncia
resistentes
Suica 5-10 1,2
Franca 10 - 17 3.4
Alemanha 13 5
Inglaterra 14 6
Espanha 23 -26 7
EUA 15-29 8,9

Contudo, quando estudamos pacientes ainda sem tratamento e infectados
por longo periodo (>1 ano), uma menor taxa de cepas resistentes € encontrada. Esta
taxa cai para 5% a 7% nos EUA (BRENNER et al 2000, WEINSCTOK et al 2000) e
para 12% a 17% na Espanha (PUIG et al 2000, GOMES-CANO et al 1998), devido a
reversao destas mutacdes ao longo do tempo.

As mutacBes associadas a resisténcia ao AZT e 3TC sdo mais
encontradas nesses individuos. O padrédo de resisténcia encontrada nos paises
desenvolvidos (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo da porcentagem de resisténcia as diferentes classes de drogas
antirretrovirais em paises desenvolvidos.

Inibidores Inibidores nao Inibidores de
Nucleosidicos da TR Nucleosidicos da TR Protease
Taxa Encontrada 10 — 25% 15 -20% 12 - 24%

Observacgdo: TR - Transcriptase reversa.

Poucos estudos foram publicados relatando a prevaléncia de cepas de
HIV resistentes aos ARV em pacientes que ainda n&o iniciaram tratamento nos
paises em desenvolvimento. Neste caso, ao contrario do que acontece nos EUA e
Europa, a prevaléncia ainda é baixa (<5%, para as diferentes drogas) (BRINDEIRO
et al 1999, TANURI, 1999a).

No sentido de avaliar a prevaléncia em Santos a circulagéo dos subtipos e
cepas do HIV — 1 resistentes aos antirretrovirais, em individuos que ainda nao
iniciaram o tratamento, baseada na analise da seqiiéncia genética do gene pol. O
monitoramento destas cepas seguiu o exemplo da Rede de Vigilancia de
Resisténcia (REVIRE), no qual é constituida pelos laboratérios:
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a) Laboratério do Instituto de Biologia do Exército;

b) Laboratorio de AIDS e Imunologia Molecular do Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz;

c) Laboratorio de Acidos Nucléicos do Hospital Universitario Pedro
Ernesto/UERJ;

d) Fundacdo Hemocentro de Séao Paulo;

e) Laboratério de Retrovirologia da DIPA/EPM-UNIFESP;

f)  Laboratério de Retrovirus do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo;

g) Laboratoério de Virologia Molecular do Departamento de Genética da
UFRJ;

h)  Laboratorio LIM 56.

1.8 TESTES DE RESISTENCIA DO HIV AOS ANTIRRETROVIRAIS

A resisténcia do HIV as drogas antirretrovirais representa, portanto, uma
das mais preocupantes ameacas ao sucesso no controle da infeccdo pelo HIV obtido
com a TARV. Esta ameaca tem forcado pesquisadores a desenvolverem diferentes
estratégias. Uma destas é o desenvolvimento de métodos laboratoriais capazes de
detectar a presenca de resisténcia do HIV a uma determinada droga. Estes métodos
sdo denominados de testes de resisténcia do HIV aos antirretrovirais (RICHMAN,
2000; HEILEK-SNYDER; BEAN, 2002; HIRSCH et al., 2003).

Existem duas classes de testes para avaliar a resisténcia aos anti-
retrovirais: os testes para determinacdo de resisténcia genotipica e os testes para
determinacdo de resisténcia fenotipica. A nomenclatura das classes de testes se
incorporou a prépria denominacdo de um padrdo de resisténcia dito — resisténcia
genotipica e resisténcia fenotipica. A resisténcia fenotipica representa o
“comportamento” do virus em meio de cultura na presenca de anti-retrovirais, a
semelhanca do que ocorre com os testes de determinacdo de suscetibilidade para
outros microrganismos. A resisténcia genotipica se refere as mutacdes no gene do
HIV — através das quais poderiamos predizer as mudangas no “comportamento”

(fendtipo) do virus frente aos antiretrovirais. O principio 6bvio subjacente € de que
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toda alteracdo fenotipica é decorrente de uma alteragdo genotipica (RICHMAN,
2000; HIRSCH et al., 2003).

Os testes fenotipicos determinam a quantidade de droga necesséaria para
inibir a replicacdo do HIV — 1 “in vitro”, sendo que as concentracdes das drogas
podem resultar em inibicdo de 50, 90 ou 95% (ICsp, ICgp 0OU ICgs5) (HEILEK-SNYDER;
BEAN, 2002). Os testes genotipicos determinam a seqUéncia genotipica dos genes
em questdo. Dentre as abordagens hoje disponiveis para testes genotipicos temos a
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) seletiva, PCR com hibridizagdo com uso
de sondas e o sequienciamento genémico (RICHMAN, 2000).

De uma forma geral, as vantagens dos testes genotipicos, se comparados
aos fenotipicos, consistem no fato de serem mais rapidos, menos trabalhosos e mais
baratos. Contudo, o conhecimento limitado acerca das mutagbes que podem levar a
uma diminuicdo da suscetibilidade as drogas e a pouca sensibilidade as cepas
minoritarias representam evidentes desvantagens (RICHMAN, 2000; HEILEK-
SNYDER; BEAN, 2002; HIRSCH et al., 2003). Por sua vez, a grande vantagem dos
testes fenotipicos € a de fornecer o fendtipo do virus de uma forma direta, ou seja, o
gue idealmente se espera € que obtenha o comportamento repicativo do virus frente
a droga que se esta testando. Entretanto, estes testes sdo consideravelmente mais
trabalhosos, lentos e caros do que os testes genotipicos (RICHMAN, 2000; HEILEK-
SNYDER; BEAN, 2002; HIRSCH et al., 2003).

Um dos principais problemas a ser enfrentado atualmente pela
CNDS/AIDS é a falta de resposta ao tratamento em alguns pacientes. Uma das
principais causas de faléncia terapéutica € o surgimento de cepas resistentes aos
Inibidores da transcriptase reversa (IRT) e da protease (IP). O processo de
replicacdo do HIV — 1 promove alta taxa de mutacdo devido aos erros inerentes a
atividade da transcriptase reversa. Portanto, € comum em individuos sob tratamento

e com carga viral detectavel, o surgimento e selecao de cepas resistentes.

1.9 REDE NACIONAL DE GENOTIPAGEM DO HIV

A emergéncia de variantes virais resistentes as drogas antirretrovirais

representam uma das principais ameacas a manutencdo da bem sucedida politica
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brasileira de prevencao e tratamento da infecgéo pelo HIV/Aids. No Brasil, entre os
pacientes em uso de TARV, uma parcela significativa ja apresentou falha ao primeiro
tratamento e ja faz uso de TARV de resgate. Além disso, o niumero de pessoas
fazendo uso de TARV de resgate tem crescido. Um agravante deste cenério é que
as drogas empregadas na TARV de resgate possuem, em geral regimes posoldgicos
mais complexos e costumam ter custos mais elevados, principalmente as
disponibilizadas mais recentemente para uso clinico, como tenofovir, efavirenz,
lopinavir e enfuvirtida (Ministério da Saude, 2006).

Em outubro de 2001, considerando o numero cada vez maior de
pacientes em TARV de resgate e visando a enfrentar o problema da resisténcia do
HIV as drogas anti-retrovirais como fator relacionado a falha terapéutica, o Ministério
da Saude do Brasil criou a Rede Nacional de Genotipagem do HIV, também
denominada RENAGENO. O principio de acesso universal foi mantido, sendo que a
indicacdo de realizacdo do exame ficou condicionada a critérios técnicos bem
definidos. Tal iniciativa foi pioneira ho mundo. Nenhum pais além do Brasil tem
disponibilizado gratuitamente e de forma universal testes de resisténcia genotipica
do HIV como método de auxilio ao acompanhamento de pacientes com aids
apresentando falha a TARV. Este fato faz da experiéncia brasileira uma situacao
inédita.

A Rede Nacional de Genotipagem do HIV é constituida por uma rede de
laboratérios de referéncia em genotipagem (LRG) e por médicos de referéncia em
genotipagem (MRG). O MRG tem a funcdo de avaliar as solicitacfes vindas das
unidades assistenciais, deferindo ou ndo a solicitagdo de acordo com critérios
técnicos estabelecidos pelo Comité Asserssor para Genotipagem do PN DST/Aids.
Além disso, 0 MRG exerce papel de “expert”, interpretando o resultado do teste de
genotipagem e emitindo laudo final com sugestées de tratamento de resgate. Os
LRG, por sua vez, sédo laboratérios publicos equipados para realizacao de testes de
resisténcia genotipica. O nuamero inicial de MRG e LRG da Rede Nacional de
Genotipagem do HIV em 2001 foi de 60 e 12, respectivamente. Atualmente, a Rede
possui 14 LRG e mais de 100 MRG distribuidos por todas as regifes do pais.

O Estado de Séo Paulo, que concentra cerca de 50% dos pacientes
infectados pelo HIV em nosso pais, foi um dos Estados pioneiros na implantacéo da

Rede Nacional de Genotipagem do HIV. Na regidao nordeste do Estado, os primeiros
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testes de resisténcia genotipica do HIV foram realizados a partir de dezembro de
2001.

Toda a estrutura criada para dar suporte a realizacdo de testes de
resisténcia genotipica do HIV na rede publica de atendimento de pacientes com aids
no Brasil € complexa e tem representado um custo elevado. Como relatado acima,
os estudos que demostram algum beneficio de testes de resisténcia genotipica do
HIV foram ensaios clinicos controlados e envolveram pacientes de paises
desenvolvidos e vivendo em condi¢Oes diferentes das existentes no Brasil e em
outros paises em desenvolvimento. Ndo existem estudos na literatura avaliando o
uso de testes de resisténcia genotipica do HIV na rotina de servigos assistenciais e
em condicdes reais de atendimento. A auséncia de estudos neste cenario € 6bvia
pela ndo disponibilizacédo de testes genotipicos na rotina em outros paises, exeto no
Brasil.

Questdes como acessibilidade, utilidade, interpretacéo, eficacia em longo
prazo e relacdo custo-beneficio de testes de resisténcia genotipica do HIV no auxilio
a terapia, por exemplo, de resgate em comparacdo com a estratégia convencional
de resgate empirico necessitam de respostas. Questdes ainda como a adesdo dos
profissionais aos critérios técnicos para realizacdo de testes de resisténcia
genotipica do HIV, o papel do MRG, além de outras, tudo isso em condi¢des reais de
atendimento, sdo pertinentes e necessitam de respostas baseadas em evidéncias
cientificas. Estudos avaliando estas e outras questdes poderdo oferecer importantes
subsidios aos programas de prevencdo e controle da infeccdo pelo HIV/Aids do
Brasil e de outros paises. Estes subsidios poderdo contribuir para a tomada de
decis@es relacionadas a disponibilizacdo de testes de resisténcia genotipica do HIV

de forma rotineira no acompanhamento destes doentes.
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Avaliar o perfil virolégico e imunologico dos pacientes recém
diagnosticados pelo HIV — 1 no periodo de 2000 e 2001, no CRAIDS
em Santos;

Determinar a resisténcia genotipica primaria aos antiretrovirais nos
pacientes diagnosticados pelo HIV — 1 no periodo de 2000 e 2001,
no municipio de Santos;

Determinar a prevaléncia de subtipos do HIV — 1 baseada nas
analises das sequéncias genéticas do gene pol;

Avaliar posteriormente os fatores relacionados com a resposta ao
tratamento aos ARVs, o perfil viroldgico e imunologico no periodo de

48 semanas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

O presente estudo foi realizado com o0s pacientes regularmente
matriculados no Centro de Referéncia em Aids de Santos — CRAIDS, unidade de
atendimento especializada (SAE) com nivel de atencdo secundaria, pertencente a
Secretaria Municipal de Saude (SMS) da Prefeitura Municipal de Santos, com
financiamento tri-partite (Unido / Estado / Municipio), inaugurado em 1989.

A Secédo Centro de Referéncia em Aids de Santos — Secraids, destina-se
a atender, pacientes soro-positivos encaminhados do Centro de Orientacdo e
Treinamento Sorologicos — COAS (CTAS), hospitais, policlinicas, clinicas particulares
de Santos e outros municipios da Baixada Santista. Funciona de segunda a sexta
feira, das 7h as 17h.

O CRAIDS conta com equipe multiprofissional, composta de médicos,
infectologista e ginecologista, psicologos, odontélogos, enfermeiros, bidlogos,
farmacéutico e assistentes sociais. Possui atendimento ambulatorial, Programa de
Internacdo Domiciliar — PID, Hospital Dia e Laboratorio de Biologia Molecular.

A coleta de dados foi realizada com revisdo dos prontuarios de todos os
pacientes do Centro de Referéncia em Aids de Santos — CRAIDS, observando os
critérios de incluséo e exclusdo. O laboratério que recebe as amostras pertencem a
Secretaria de Saude da Prefeitura Municipal de Santos, que possui convénio
operacional com o Ministério da Saude que fornece os “kits” para quantificacdo da
subpopulacédo dos linfécitos TCD4+/TCD8+ e Carga Viral, que € monitorado pela
Coordenacdao Nacional DST e AIDS da Rede de Laboratérios de Carga Viral e
TCD4+ e TCD8+, onde também realiza o controle de qualidade dos exames
realizados.

Foram analisados todos o0s prontuarios dos pacientes recém
diagnosticados e cadastrados no ano de 2000 e 2001 num total de 594 pacientes,

sendo que neste periodo o servico ja possuia 4.147 pacientes cadastrados. Do total
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dos pacientes estudados, apenas 315 realizaram o exame de carga viral e a
contagem de linfocitos TCD4+ e TCD8+ (Tabela pagina 30).

No momento de seu diagndstico para o Virus do HIV — 1, os pacientes
foram submetidos a avaliagéo da viremia pelo exame de quantificacdo da carga viral,
atreves da técnica NASBA (NUCLISENS) na amplificacdo baseada na seqiiéncia de
acidos nucléicos desenvolvida pela Organon Teknika (USA). Quanto a avaliacdo do
sistema imunoldgico pela contagem da subpopulacdo dos linfécitos TCD4+/TCD8+,
utilizamos a citometria de fluxo utilizando aparelho Facs Count da empresa Becton
Dickinson (USA). Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Biologia
molecular do CRAIDS, localizado em Santos, referencia do Programa Brasileiro da
Rede Nacional de Laboratérios pela Coordenacéo Nacional DSTs e Aids, Ministério
da Saude.

Posteriormente do total de 315 pacientes foram selecionados 80 deles
para a realizacdo dos exames de genotipagem, os quais foram realizados parte no
Laboratério de Biologia Molecular (Campus II) do Centro Universitario Lusiada
(UNILUS), através do equipamento Sequenciador modelo Abi Prism 3100 — Avant
Genetic Analyser — System Profile, da Applied Biosystems (USA). O restante do
trabalho, utilizando o mesmo modelo de equipamento, foi concluido no Laboratorio
de Retrovirologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). De todos os
pacientes foram obtidas amostras de plasma e mantidas congelados a — 80° C até
serem submetidos as analises da genotipagem, subtipagem e os pacientes foram
monitorados durante 48 semanas quanto a viremia e o perfil imunolégico. Foram
comparados os perfis demogréaficos do HIV entre os individuos com sucesso
virologico versus faléncia virolégica ap6s 48 semanas de iniciacdo TARV.

Os pacientes estudados (N=80) eram virgens de tratamento aos ARVs e
foram divididos em dois grupos. O Grupo 1 (N=43) representaram 0s pacientes que
apos a introducéo do tratamento aos antiretrovirais ndo conseguiram atingir os niveis
de quantificacdo de carga viral abaixo de 50 copias/ml, isto é a carga viral se
manteve detectavel apds seis meses de tratamento, e o Grupo 2 (N=37)
representaram 0S pacientes que conseguiram se manter com o0S hiveis de
guantificacdo da carga viral, indetectaveis apés seis meses de tratamento.

Todos os individuos que iniciaram HAART, entre 2000 e 2001, foram

considerados aderentes aos antirretrovirais, de acordo com a frequéncia que
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obtiveram as suas medicagfes prescritas pelo médico e a partir de uma farmacia
centralizada.
O HIV - 1 foi sequenciado na regido pol a partir do plasma em amostras

armazenadas a — 80° C, coletadas imediatamente antes do inicio do tratamento.

3.1.1 Pacientes matriculados no CRAIDS no periodo de 2000/2001

Pacientes matriculados em 2000 e 2001 594
Realizaram exames Carga Viral e CD4/CD8 315
Contagem de CD4 < 350 células/ul 167
Realizaram exame de Genotipagem N=80 (Grupo 1N=43 e Grupo 2 N=37)

Total de cadastrados até 2001 4.147

Em atendimento 3.200

Em uso de antiretroviral 2.028

Média mensal de inicio no uso de anti-retroviral 0.006

Pacientes novos matriculados por més (média) 0.024
Total de pacientes que realizaram (CV e CD4) 315

3.1.2 Critério de Inclusao Inicial

No presente estudo foram analisados pacientes regularmente
matriculados no Centro de Referéncia em Aids de Santos - Craids, e
comprovadamente soropositivos com dois testes de Elisa reagentes e teste

confirmatdrio de W. Blot reagente.

3.1.3 Critérios de inclusdes posteriores

a) Estar regularmente matriculado no CRAIDS e em atendimento

ambulatorial;
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b) Ambos os sexos que foram diagnosticados pelo HIV — 1;

c) Nunca ter feito uso de medicamentos antiretrovirais antes do
diagnaéstico pelo HIV — 1;

d) Ter realizado exames de Carga Viral, no periodo de 48 semanas,
para o acompanhamento da viremia;

e) Ter realizado exames de contagem da subpopulacdes dos linfocitos
TCD4+/CD8+, no periodo de 48 semanas, para o acompanhamento
da evolucao do sistema imunoldgico;

f)  Ter realizado no momento basal exames de CD4+/CD8+ em
pacientes que obtiveram resultados < 350 células/ul, indicando

tratamento antiretroviral.

3.1.4 Critérios de exclusdes

a) Ter feito uso de medicacOes antiretrovirais antes do diagnéstico pelo
HIV-1;

b) N&o ter realizado nenhum exame de quantificagéo da Carga Viral;

c) Nao ter realizado nenhum exame de contagem da subpopulacdo de
linfécitos TCD4+/TCD8+.

3.1.5 Coleta de Amostras

Para as técnicas de genotipagem adotadas neste estudo, utilizamos o
plasma separado a partir do sangue total. Foram coletados 5ml de sangue total em
tubo esterilizado com anticoagulante EDTA (tubos Vacutainer™ PPT™ Brand,
Becton-Dickinson #362788 ou equivalentes USA) e invertidos de 8 a 10 vezes

imediatamente apds a coleta entre 8 a 10 vezes, para homogeneizar.
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3.1.5.1 Separacgao do Plasma

As amostras de sangue total foram centrifugadas durante 10 minutos, em

temperatura ambiente em até 30 minutos apés a coleta.

3.1.6 Transporte das Amostras

Todas as amostras obedeceram as legislacGes federais, estaduais e
locais para transporte de materiais biolégicos. Os plasmas foram transportados em
caixas térmicas contendo gelo seco, mantendo uma temperatura de - 70° C. Quanto
ao transporte do sangue total para realizacdo dos exames de TCD4+/TCD8+ foram

mantidos em temperatura ambiente.

3.1.7 Armazenamento das Amostras

Todos os plasmas do estudo para os exames de carga viral e
genotipagem, foram armazenados em Freezer numa temperatura entre — 65 e — 80°
C. Para ndo comprometer a qualidade da amostra, recomenda-se ndo descongelar o
plasma por mais do que duas vezes. Quanto aos exames de contatagem da
subpopulacéo de linfécitos TCD4+/TCD8+, ndo houve armazenamento das amostras

porgue as analises foram realizadas no mesmo dia do recebimento.
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3.2 TECNICAS PADRONIZADAS

3.2.1 Contagem de linfécitos TCD4+/TCD8+

O avanco das pesquisas tem levado ao desenvolvimento de tecnologias
adequadas para avaliar laboratorialmente o curso da infeccdo. Principalmente
portadores que ainda ndo apresentam sintomas da AIDS. Os linfécitos junto com
outras células e moléculas, sdo essenciais na resposta imune do organismo humano
(Manual de Treinamento do Ministério da Saude, 1996).

A técnica de contagem das sub populacdes dos linfécitos TCD4+ e
TCD8+, pelo método de Citometria de Fluxo, através do equipamento FACS COUNT
da BECTON DICKINSON (USA).

Em condicdes fisiologicas, circundam no sangue periféricos trés

populacdes distintas de linfocitos:

a) Linfécitos T: S&o responsaveis pela regulacdo da resposta
imunologica pela destruicdo de células infectadas por virus;

b) Linfécitos B: Produzem os anticorpos;

c) Células NK (natural Kiler): Atuam na destruicdo de células infectadas

por virus e de algumas células tumorais.

Diferencas celulares de superficie na populacao de linfécitos (Marcadores)

LinfocitoT CD3
Linfécito T auxiliar CD3/CD4
Linfécito T citotoxico / supressor  CD3/CD8
Linfécitos B CD19e/ou CD20

NK (natural killer) CD16 e/ ou CD56
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O marcador CD3 é exclusivo da linhagem T. O CD4 estad presente
também nos mondcitos e nos macréfagos e o CD8 nas células NK. Isso significa que
a utilizacao isolada desses marcadores nédo permite a identificacdo dos linfécitos T.

Para identificar o auxiliar CD4 (helper), é preciso combinar a identificacdo
do CD3 com o CD4 e, para identificar o T citotdxico, € preciso combinar a
identificacdo do CD3 com o CD8.

Nomenclatura CD (cluster of differentiation)

A nomenclatura CD esta baseada na relacdo desses marcadores com
anticorpos monoclonais. Existe um anticorpo monoclonal especificamente produzido
para cada um dos marcadores celulares de superficie; As investigacdes realizadas
até o momento demonstram que os linfocitos T CD4 sédo as principais células-alvo do
HIV (MANUAL DE TREINAMENTO DO MINISTERIO DA SAUDE, 1996).

Fundamentos da Citometria de Fluxo

Atualmente, a técnica mais usada para a contagem de subpopula¢cdes de
linfécitos celulares € a citometria de fluxo. A identificac@o e a classificacdo, por meio

de citometria, sdo feitas com base nas seguintes caracteristicas:

a) Tamanho;
b) Granularidade ou imunocomplexidade interna;

c) Imunofenotipagem.

Variagbes no tamanho e na complexidade interna permitem a
classificacdo dos linfécitos, ou células brancas do sangue, em linfécitos, monécitos e
granuldcitos. A imunofenotipagem consiste na identificacdo de populacbes de
células pelos marcadores de supeficie. Sao utilizados anticorpos monoclonais
especificos ligados a compostos quimicos fluorescentes.

Dependendo dos marcadores CD presentes na superficie da célula, a

fluorescéncia seré de cor diferente.
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Fluorocromos excitados pelo laser

Fluoresceina (FITC);
Ficoeritrina (PE ou RD-1);
Tandem Cyb5;

Texas Red PerCP;

As células marcadas com os anticorpos fluorescentes séo introduzidas no
citobmetro de fluxo. Dentro do aparelho, as células sao transportadas em um fluxo de
liguido isotbnico até uma camara de fluxo (flow cell). Nesse compartimento, em feixe
de laser incide sobre cada célula;

Ao incidir sobre a célula, ou seja, uma parte da luz é bloqueada
frontalmente (FSC, forward scatter) e outra fracdo € dispersa lateralmente (SSC,
side scatter). A fracdo FSC é proporcional ao tamanho da célula e a fracdo SSC é
proporcional a granularidade celular.

A analise do tamanho e da granularidade (FCS x SSC) pode ser
representada por um gréfico. Ao mesmo tempo, os feixes do laser estédo incidindo
sobre compostos fluorescentes ligados a superficie das células. Esses compostos,
com a acdo do laser, emitem sinais fluorescentes detectados por tubos
fotomultiplicadores, que convertem a luz em sinais eletrénicos (MANUAL DE
TREINAMENTO DO MINISTERIO DA SAUDE, 1996).

Os sinais eletrénicos sao usados para analisar as células de acordo com

os marcadores de superficie indicando as que reagiram.

Citometria de Fluxo pelo FACSCOUNT

O sistema FACSCount fornece o numero absoluto de linfocitos T
auxiliares (CD3/ CD4) e de linfocitos T supressores/citotoxico (CD3/CD8) a partir da

medida de quatro parametros:

a) FSC (forward scatter);
b) SSC (side scatter);

c) FL1 (fluorescéncia 1);
d) FL2 (fluorescéncia 2) ;



36

Nesta técnica foi possivel contar 0 niumero absoluto de linfécitos porque,
em cada tubo de amostra, existe um numero conhecido de particulas de referéncia
(reference beads) conjugadas com substancias fluorescentes. Essas particulas
atuam como um padrdo para a quantificacdo das células. O aparelho 1€ a
fluorescéncia tanto das particulas de referéncia quanto das células, conhecendo a
guantidade, ele pode calcular o niumero de células (Manual de Treinamento do
Ministério da Saude, 1996).

3.2.2 Quantificacao da Carga Viral do HIV-1

Exame quantitativo de Carga Viral (CV) do HIV no plasma, foi realizado
através da técnica NASBA (NUCLISENS) amplificacdo baseada na sequiéncia de
acidos nucléicos desenvolvida pela Organon Teknika, realizada em quatro etapas:
liberacdo dos acidos nucléicos, isolamento, amplificacédo e deteccdo do Rna do virus
HIV, utilizando primers, enzimas e sondas especificas.

A amplificacdo de &cidos nucléicos sdo baseados em seqiiéncia e o
ensaio mimetiza o ciclo de replicacdo do RNA viral através da intermediacdo de um
cDNA, o alvo é o RNA viral. A reacdo comeca com a adicdo de amostra a um
tampdo de lise que tem como funcdo inativar as particulas virais, garantir a
integridade da amostra, e estabilizar a amostra através da solubilizacdo de
proteinas, evitando a degradag&do do RNA viral. O tampéao de lise permite a remessa
segura de amostras. Trés calibradores QA, QB e QC sao adicionados em
guantidades conhecidas ao tampao de lise, junto com a amostra, os calibradores
QA, QB e QC, sdo moléculas de RNA sintéticas, com sitios de ligacdo de primer e
de hibridacdo da sonda magnética idénticos aos da molécula de HIV alvo (selvagem
ou WT de Wild Type) e uma seqtiéncia de ligacao de sondas especifica, distinta para
cada um dos calibradores. Eles sdo adicionados a amostra e ao tampao de lise
numa quantidade conhecida para monitorar a eficiéncia da preparacdo e
amplificacdo da amostra (MANUAL DE TREINAMENTO-NASBA, 1996).

A extracdo é feita pela técnica com silica-guanidina, que € uma tecnologia

de extracdo com fase solida, onde a silica funciona como o carreador dos acidos
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nucléicos. O resultado desta extragdo € um acido nucléico altamente purificado livre
de fatores inibitorios (MANUAL DE TREINAMENTO-NASBA, 1996, p.1).

A amplificagéo é realizada toda a 41°C (isotérmica). Trés RNAs sintéticos
sdo adicionados em quantidades conhecidas a cada amostra e servem como
controles INTERNOS de cada amostra individualmente. Da reacdo de amplificacdo
resulta um acumulo de cDNA do RNA viral numa quantidade maior que 109 cépias
num tempo de 90 minutos. O produto amplificado é entdo hibridizado ao mesmo
tempo com sondas marcadas com ruténio, especificas para o RNA viral e cada
calibrador e uma sonda magnética genérica. Neste ponto o produto amplificado &
dividido em quatro tubos diferentes e depois de cada um dos tubos ser lido no leitor
de eletroquimioluminescéncia o computador gera uma curva padrao individual, a
partir dos calibradores e um resultado de quantificacdo no caso de uma amostra ser
invalidada por algum motivo, o outro resultado obtido no ensaio continuam validos,
(MANUAL DE TREINAMENTO NASBA, 1996, p. 1).

3.2.3 Genotipagem do HIV — 1 (ViroSeq™)

A metodologia do Sistema de Genotipagem de HIV — 1 ViroSeq™ (Abbott

Diagnostics) € baseado em seis processos principais:

a) Preparacdo de Amostras;

b) Transcricdo Reversa (RT);

c) Reacao de Cadeia Polimerase (PCR);
d) Sequenciamento por Ciclos;

e) Deteccdo Automatica de Sequéncias;

f)  Andlise do Software.
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3.2.3.1 Preparacao de Amostras

O sistema de preparacdo de amostras do ViroSeq™ HIV 1 é destinado a
isolar o RNA viral do HIV — 1 de 0,5 mL de plasma humano com EDTA. A amostra
de plasma é primeiro centrifugada a 4° C para concentrar as particulas virais do HIV
— 1 em um pellet no fundo do tubo. Apds remocéo do sobrenadante, as particulas do
virus no pellet sdo rompidas em suas partes constituintes pelo Tampéao de Lise Viral.

O RNA viral é precipitado com isopropanol, entdo pelitizado e depois
purificado com uma lavagem com etanol a 70%. Finalmente, o RNA viral purificado é
seco e ressuspenso em diluente de RNA. Através deste procedimento, o sistema
ViroSeq é capaz de detectar e genotipar amostras de HIV — 1 com cargas virais que
variam de 2.000 a 750.000 copias por mL.

3.2.3.2 Transcrigéo Reversa

O ViroSeq™ amplifica uma regido de 1,8 kb do gene pol do HIV — 1, que
engloba o gene inteiro da protease e aproximadamente dois tercos do gene da
transcriptase reversa (RT). Ap6s a preparacdo da amostra, 10 uL do RNA
ressuspenso € transferido para tubos MicroAmp de 0,2 ml e aquecido a 65° C para
relaxar a estrutura secundéaria do RNA. A seguir, 10 pL de uma mistura de reacao
contendo transcriptase reversa do Virus da Leucemia Murina Moloney (MuLV), um
primer simples, ditiotreitol (DTT), inibidor de RNase e desoxinucleotideo trifosfatos
(dNTPs) é adicionadas aos tubos de amostras MicroAmp.

As reacgOes acontecem entdo dentro de um termociclador da Applied
Biosystems (sistema GeneAmp PCR 9600 ou 9700) e incubadas por 1 hora para
gerar DNA complementar de fita simples (cCDNA).

A primeira condicdo de temperatura (65° C por 30 segundos) rompe
gualquer estrutura secundaria de RNA. A segunda condicdo de temperatura na
reacdo de RT é 42° C por 60 minutos, a qual permite a ligagcdo de primer e a
extensdo da cepa cDNA nascente. As molkculas de RNA do HIV — 1 de fita simples

presentes na amostras sdo convertidas em hibridos RNA-cDNA de fita dupla durante
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0 processo. As amostras sdo entdo aquecidas a 99° C por 5 minutos para inativar a
enzima da transcriptase reversa.

Finalmente, as amostras sdo esfriadas a 4° por 10 minutos. Esta
temperatura garante que ndo haverd degradacdo da amostra antes da proxima

etapa.

3.2.3.3 Reacgéo da Cadeia Polimerase

Em seguida a transcricdo reversa do RNA viral alvo, 30 yL de uma
mistura de reacdo contendo AmpliTap Gold DNA polimerase, primers dianteiros e
reversos, dNTPs e AmpErase UNG é adicionada aos tubos de amostra contendo o
cDNA. As amostras sao entdo transferidas para um termociclador (9600 ou 9700) na
area de trabalho do DNA, amplificadas e analisadas sob um conjunto especifico de
variagdes de temperaturas e condi¢cdes por 4,5 horas.

A primeira etapa na reacdo PCR € um ciclo simples a 50° C por 10
minutos. Nesta etapa, a enzima UNG controla a contaminacéo, destruindo quaisquer
espécies de DNA contendo desoxiuridina. A Mistura PCR ViroSeq contém
desoxiuridina trifosfato (dUTP), a qual € incorporada no DNA amplificado durante o
processo de PCR. Qualquer arraste acidental do material anteriormente amplificado
contendo desoxiuridina é destruido pela UNG, enquanto o cDNA amostra que néo
contém desoxiuridina permanece intacto.

Apoés o controle da contaminacédo, a amostra é aquecida a 93° C por 12
minutos para avaliar a AmpErase UNG, ativar a AmpliTag Gold DNA polimerase, e
desnaturar os hibridos RNA-cDNA em fita simples. Em seguida, ha trés estapas
repetidas por 40 ciclos para a etapa da PCR. Estas etapas sado 93° C por 20
segundos para desnaturar o DNA em fitas simples, 64° C por 45 segundos para
anelar o primer e 66° C por 3 minutos para estender o primer para criar DNA de fita
dupla. Durante este processo, em fragmento de 1,8 Kb do gene pol do HIV — 1 é
amplificado. As moléculas de DNA amplificadas, também chamadas de amplicon,
sdo entdo aquecidas a 72° C por 10 minutos para permitir a extensao final, seguida

pelo refriamento a 4° C, onde ficam prontas para o proximo procedimento.
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3.2.3.4 Reacgéo de Sequenciamento

As polimerases do DNA copiam moldes de DNA de fita simples atravées da
adicdo de nucleotideos a uma cadeia de crescimento, também conhecida como o
produto de extensdo. A extenséo da cadeia acontece na ponta 3 de um primer que
foi anelado ao seu molde complementar. O dNTP que é adicionado ao produto de
extensdo em crescimento € selecionado por pares de bases combinados com o
molde. A cadeia é estendiba para a formacdo de uma ponte fosfodiester entre o
grupo 3 — hidroxila na ponta de crescimento do primer e o grupo 5 — fosfato do
desoxinucleotideo de entrada. O crecimento € portanto na dire¢do 5’ para 3'.

As polimerases do DNA também podem incorporar analogos de bases de
nucleotideos. O meétodo dideoxi de sequenciamento de DNA desenvolvido por
Sanger e cols. usa esta caracteristica, utilizando 2, 3 — dideoxinucleotideo (ddNTPs)
com substratos. Porém os ddNTPs causam a determinacdo da cadeia quando séo
incorporados na ponta 3', porque s&o carentes de um grupo 3 — hidroxila. Portanto, a
cadeia termina seletivamente nas posi¢cdes A, C, G, ou T (Guia Quimico de
Sequenciamento Automatico de DNA, Applied Biosystems, PN 4305080).

Na estratégia da técnica em questdo Applied Biosystems para
sequenciamento fluorescente automatico, sdo incorporados marcadores fluorescente
na extensdo do DNA usando ddNTPs terminadores marcados com corante. Com a
marcacao do terminador, cada um dos quatro ddNTPs é tingido com um corante
fluorescente diferente. A cadeia crescente é terminada e marcada simultaneamente
guando um ddNTP é incorporado. Este processo cria uma marcacao de sequéncia
de DNA tal que cada produto extensdo é uma base maior do que a seguinte,
conforme mostrado no diagrama abaixo. Os terminadores sdo marcados de modo

que A = verde, C = Azul, G = Amarelo e T = vermelho.
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Figura 4 - Software para edicdo do Sistema de Genotipagem de HIV -1 ViroSeqTM Applied
Biosystems.

O processo de seqilenciamento por ciclos do ViroSeq™ HIV — 1

Genotyping System, tem quatro etapas:

a) Purificacdo da PCR,;
b) Quantificacdo do DNA;
c) Reacéo de Sequenciamento;

d) Purificacdo da Reacao de Sequenciamento.

3.2.3.4.1 Purificagédo da PCR

Apoés a PCR, as amostras sao purificadas para remover dNTPs e primers

ndo incorporados através da utilizacdo de microconcentradores YM-100 com o kit
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ViroSeq. As etapas de purificagdo, utiizam membrana de ultrafiltracdo, que permite
a passagem dos dNTPs e primers menores pelo filtro enquanto os fragmentos

maiores do DNA alvo permanecem na superficie do filtro.

3.2.3.4.2 Quantificagdo do DNA

Uma porcdo de 5uL do produto PCR purificado € misturada com
guantidade igual de Tampao Carreador em Gel de Agarose, e carregada dentro de
um gel de agarose a 1% contendo Brometo de etidio. Duas alicotas do Marcador de
Massa Molecular do DNA também sé&o carregadas depois da amostra. O gel passa
por eletroforese por aproximadamente 1 hora, entdo € removido e exposto a luz
ultravioleta. Como o brometo de etidio causa a fluorescéncia do DNA, a amostra de
DNA pode ser visualizada quando comparada contra concentracdes conhecidas de
fragmentos de diferentes tamanhos no Marcador de Massa Molecular do DNA.

Desta comparacdo, € atribuida uma concentragcdo semi-quantitativa de
DNA para cada amostra e o produto de PCR remanescente é diluido
adequadamente a uma concentracdo atimizada para a reacdo de Seqiienciamento
por Ciclos.

3.2.3.4.3 Reacao de Sequenciamento

O ViroSeq™ HIV — 1 Genotyping System de Genotipagem de HIV — 1
ViroSeq™ utiliza sete primers (quatro dianteiros e trés reversos) para segénciar a
regido inteira do gene da protease do HIV — 1 (codons 1 a 99) e dois tercos do gene
da RT(cédons 1 a 335). O terminador BigDyeR utilizado no sistema ViroSeq permite
uma resolucdo de 600 bases no Analisador Genético 3100. Portanto, devem ser
utilizados mudltiplos primers para completar o seqienciamento de um fragmento de
DNA de 1,3 Kb.

Doze microlitos de cada uma das misturas de sequenciamento dos sete
primers ViroSeq sdo combinadas com 8 pL de amostra purificada e diluida em uma
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placa com 96 pocos ou tubos MicroAmpR. As misturas de reacdo sdo incubadas em
um termociclador por aproximadamente 2 horas e meia. Ha trés etapas repetidas
para 25 ciclos: 96°C por 10 segundos para desnaturar o DNA, 50°C por 5 segundos
para anelar os primers e 60°C por 4 minutos para estender os primers. No final, as
amostras sdo resfriadas a uma temperatura de 4°C e sdo mantidas até a préxima

etapa.

3.2.3.4.4 Purificacdo da Reacao de Sequenciamento

E necesséario remover os terminadores BigDyeR ndo incorporados das
amostras, de modo que os mesmos nao interfiram com o seqlenciamento e analise
das amostras. O sistema de Genotipagem de HIV — 1 ViroSeq™ oferece trés opcées

para purificar reacdes de sequiienciamento:

a) Precipitacdo com Isopropanol € uma solugdo simples e de baixo
custo para a purificacao;

b) Precipitacdo com Etanol/acetato de sodio € recomendado como um
método de purificacdo de baixo custo;

c) CENTRI-SEP96 placas com colunas para centrifuga séo
recomendadas se os fatores tempo e facilidade de uso forem mais

importantes do que o custo, sendo simples e rapido.

3.2.3.5 Deteccao Automatica de Seqiiéncias

Os seqienciadores automéaticos de DNA ABI PRISMR da Applied
Biosystems detectam fluorescéncia de quatro terminadores marcados A,C,G e T.
Cada corante emite luz a um diferente comprimento de onda, quando excitado por
um laser de ion de argbnio. Todas as quatro cores, e portanto todas as quatro

bases, sédo detectadas e distintas em um capilar simples.
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As reacdoes de sequenciamento purificadas do kit ViroSep sao
ressuspensas em formamida HiDi™, quando é utilizado um Analizador Genético
3100. Todas as amostras sdo desnaturadas por aguecimento em um termociclador a
95°C por 2 minutos, entdo resfriadas no gelo. As amostras sdo entdo injetadas por
eletrocinética dentro dos capilares do 3100.

O sequnciamento envolve a criacdo de um fluxo elétrico de ions do
negativo para o positivo através de um meio polimero POP-6™. Os marcadores de
DNA carregados negativamente, criados durante as reacdes de seglenciamento
migram através deste campo, com os fragmentos menores migrando mais rapido do
que os maiores. A medida que cada fragmento passa pela regio de leitura do laser,
ele é exitado por um laser de ion de argbnio. A fluorescéncia é detectada por uma
camara CCD e convertida a uma sequUéncia de registros de base (basecalls) pelo
Software para Anélise de Seqiienciamento de DNA ABI PRISMR.

Os arquivos resultantes contém informacfes de sequiéncia para cada um
dos sete primers em cada amostra. Apés a concluséo do ensaio de sequiénciamento,
os dados desses arquivos sdo automaticamente analisados pelo uso do Software
para Andlise de SeqUénciamento, em preparacdo para analise que sera feita pelo

ViroSeqR HIV — 1 Genotyping System Software.

3.2.3.6 Andlise do Software ViroSeq

O Software do Sistema de Genotipagem de HIV — 1 ViroSeq™ pega os
dados de sequéncia dos sete primers para cada amostra e combina as informacgdes
em um projeto Unico. Durante a montagem das seqUéncias dos primers, € criada
uma seqléncia consenso que se estende pelo gene da protease inteiro até o codon
335 do gene da RT. Esta sequéncia consenso € comparada a uma cepa de
referéncia conhecida, do gene HXB-2, para identificar pontos de variacdo. O usuario
confirma manualmente ou modifica 0s pontos variantes, para assergurar basecalls
corretos. Dependendo da qualidade dos dados da seqiiéncia, a edicdo manual de
um projeto de amostra leva de 5 a 15 minutos para ser completado.

O Software do Sistema de Genotipagem de HIV — 1 ViroSeq™ oferece

trés opcdes para relatar os resultados de um projeto:



45

a) Uma sequéncia FASTA de texto simples, contendo somente a
sequéncia consenso;

b) Um relatério de mutacdo com texto simples, contendo uma lista de
mutacdes encontradas e categorizadas como conhecidas (sobrepde
mutacdes de resisténcia reconhecidas), desconhecidas ou insercao;

c) Um Relatério de Resisténcia a Drogas Anti-retrovirais, indicando se
as mutacdes detectadas pelo ensaio constituem evidéncia genética
de resisténcia viral. Esta interpretacdo € baseada num algoritmo
patenteado que determina o impacto relativo das mutagdes nos
guadros de leituras abertas de protease e RT no desenvolvimento de

resisténcia a drogas anti-retrovirais.

3.2.4 Genotipagem do HIV— 1in house (Reacao de Cadeia Polimerase)

3.2.4.1 Extracdo de RNA do plasma

O genoma do HIV pode ser encontrado nos individuos infectados na sua
forma de RNA, quando o virion esta circulando no sangue, ou na forma de DNA
guando o material genético viral esta inserido no genoma da célula hospedeira,
chamado de provirus.

Uma forma simples de extragcdo de RNA viral pode ser feita coletando-se
uma amostra de sangue do individuo infectado em um tubo com anticoagulante.
ApoOs a coleta podemos separar as fases do sangue total em plasma, onde estarao
os virions; fase das células brancas, onde estardo as células T CD4+ com o provirus
e a fase das hemécias.

Existem reagentes comercializados que garantem um maior grau de
pureza do RNA extraido. Estes Kits contém uma coluna de purificacdo que retém o

RNA extraido do plasma e permitem lavagens sucessivas deste material com uma
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solucdo que contenha etanol. No final do procedimento o RNA ¢ liberado do filtro da
coluna, por diferenca de concentracdo, sendo coletado em agua pura. Este RNA
com alto grau de pureza pode ser utilizado nas diferentes técnicas de biologia
molecular.

A extracdo do RNA das amostras de plasma foi realizada por meio do
Qlamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany). De acordo com as instru¢cdes do
fabricante, na extracdo do RNA dos pacientes utilizamos 200uL de plasma. Em
seguida, 560uL de tampao de lise (AVL) foram adicionados a amostra. A solucéo foi
incubada por 10 minutos a 25° C. Posteriormente, foram adicionados 560uL de
etanol absoluto, homogeneizado, centrifugado e transferidos 630uL da mistura para
uma coluna, no qual foram centrigugados por 1 minuto a 8.000 rpm. Repetimos esse
processo final por mais uma vez. Adicionamos a coluna 500uL do tampédo de
lavagem AW1, e centrifugamos por 1 minuto a 8.000 rpm. Posteriormente,
transferimos a coluna para um novo tubo coletor. Adicionamos 500uL do tampéo de
lavagem AW?2 e centrifugados por 3 minutos a 14.000 rpm. Apos a centrifugacao, a
coluna foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga e adicionados 40uL de
tampédo AVE (Tampéao de eluicdo) deixando em repouso em temperatura ambiente
por 5 minutos. Finalizando a etapa de extracdo, apds a centrifugacdo por 1 minuto a
8.000 rpm, descartamos a coluna e armazenamos 0 microtubo com RNA extraido

em refrigeracdo numa temperatura de - 70° C.

3.2.4.2 Reacédo de Transcricao Reversa (RT-PCR)

O RNA total extraido foi retrotranscrito em DNA complementar (CDNA)
utilizando-se o0s reagentes comercialmente disponiveis (SuperScript Ill Reverse
Transcriptase, Invitrogen, USA) de acordo com as especificacbes do fabricante. Para
isso, preparamos duas solugdes. A primeira solucdo contendo 1nL de iniciador
randémico a 150ng/mL (Randon Primers, Invitrogen, USA), 1 da solucédo de dNTPs
a 10mM, 6nL de H20 deioneizada, 5nL de RNA foi distribuida em microtubos
previamente identificados. Incubamos esses microtubos a 65°C por cinco minutos

para denaturacdo do RNA. Preparamos a segunda solucdo com 4niL de tampéo 5X
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(First Strand Buffer), 1nL de DTT 0,1M, 1nL de inibidor de ribonuclease
recombinante 40U/nL (RNase Out, Invitrogen, USA) e 1nL da enzima transcriptase
reversa (Super Script Il Reverse Transcriptase, Invitrogen, USA) 200U/ni.

Adicionamos essa solucéo ao microtubo contendo a primeira solugdo e incubamos a

25°C por cinco minutos, 50°C por 60 minutos e 70°C por 15 minutos.

3.2.4.3 Amplificacdo de &cidos nucléicos: NESTED — PCR para regido pol
Protese e Transcriptase Reversado HIV -1

Apés a etapa de transcricdo reversa o cDNA gerado foi usado como
molde numa reacdo de amplificacdo em duas etapas constituida por 0,5 U de Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, EUA), 4 mM de dNTP, 2,5 mM de MgCl,, 1 x buffer 10
x (Invitrogen, EUA) 0,4 uM de cada dos seguintes primers (Tabela 3).

Tabela 3 - Primers utilizados na rea¢cdo de Nested-PCR.

Primers Orientacéo Posicdo (HXB2) Sequéncia

Pol-1 Foward externo 1839 — 1863 5'- 999 agt ggg ggg acc
cgg ccataa - 3

5’- catt tgg cctt tgc ccc

INBO-1R Reverse externo 3534 — 3558 tge tte tgtt - 3
Kozal — 1 (K1) Foward interno 2147 — 2166 5-cag age caa (;ag cee
cacca-3
Kozal — 2 (K2) Reverse interno 3338 — 3309 S - ltt cec cac taa ctt cig

tatgtccttgaca - 3

Na primeira etapa, 5 pL do cDNA foram adicionados a solugdo acima
completando um volume final de 50 pL. A reacéo foi incubada em um termociclador
9700 (Perkin-Elmer, EUA) e aquecida por 7 minutos a 94° C. Apds o aguecimento
seguiram-se 35 ciclos consistindo de: desnaturacdo a 94° C por 30 segundos,
anelamento a 55° C por 30 segundos e extens&o a 72° C por 2 minutos. Ao término
dos 35 ciclos foi implementada uma etapa de extenséo final de 72° C por 7 minutos.
Na segunda etapa, mantendo-se as mesmas condi¢cdes descritas acima, 5 uL do

produto amplificado na primeira reacao foram transferidos para microtubos com uma
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solucado idéntica a primeira mas, adicionando-se desta vez 0,4 pM de cada um dos

primers internos Kozal-1 e Kozal-2.

3.2.4.4 Purificacéao de Produto da PCR

Os produtos da PCR em duas etapas foram purificados por meio do
Charge Switch PCR Clean-Up kit (Invitrogen, EUA), de acordo com as
especificacdes do fabricante. Esse método purifica o produto de PCR removendo o
excesso de sais, primers, dNTPs e outros reagentes por meio de particulas
magnéticas de carga positiva que se ligam ao acido nucléico negativamente
carregado. Proteinas, reagentes e outros contaminantes sdo eliminados nas
lavagens. A carga dessas particulas € neutralizada pelo tampé&o de elui¢cdo (pH 8,5)
em que o acido nucléico é eluido.

Resumidamente, a cada microtubo de amostra (contendo 50 pL do
produto da PCR) foram acrescentados 50 pL de tampao de purificacdo (N5), 10 L
de Charge Switch Magnetic Beads (25 mg/mL). A solucdo foi incubada a
temperatura ambiente por 1 minuto. Os tubos foram colocados em estante
magnética (Magna Rack, Invitrogen, EUA) e o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, os tubos foram retirados da estante magnética e foi acrescentado 150 pL
do tampdo de lavagem. As amostras foram incubadas novamente na estante
magnética nas mesmas condicbes acima. O sobrenadante foi descartado e a
lavagem foi repetida. Os tubos foram removidos da estante magnética e 50 pL de
tampé&o de eluicdo foram acrescentados. Depois de homogeneizada, a solugéo foi
incubada ma estante magnética. O sobrenadante contendo o produto purificado foi
depositado em novo microtubo de 1,5 mL previamente identificado e armazenado a -
20°C.

O produto da PCR purificado foi observado em corrida eletroforética em
gel de agarose a 1 %. As bandas do produto purificado foram comparadas ao
padrdo de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, EUA) para definir a

massa molecular dos clones a serem sequenciados.
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3.2.4.5 Sequenciamento da Regiao pol do HIV-1

As amostras foram amplificadas e, posteriormente, sequenciadas
utilizando-se o Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA),
de acordo com as instru¢des do fabricante. A reacdo consistiu no sequenciamento
das regides codificadoras das proteinas protease e transcriptase reversa da regiao
pol de HIV-1, alvos principais da acéo das drogas anti-retrovirais. Como o fragmento
a ser sequenciado era muito extenso (aproximadamente 1070 pb) e o limiar 6timo de
deteccdo da eletroforese capilar pelo analisador genético é de 500-650 pb, as
sequéncias foram obtidas utilizando-se um conjunto de cinco primers (Tabela 4) que

geram sequéncias que se sobrepdem.

Tabela 4 - Primers utilizados no sequenciamento de um fragmento do gene pol do HIV-1.

Primers Orientagao Posicéo (HXB2) Seqiiéncia
Kozal — 1 (K1) Foward 2147 — 2166 5~ cag agc caa cag ccc
cacca-3
5'- gta tgt cat tga cag
Frenkel-2 (F2) Reverse 3321 - 3301 tcc agc - 3
DP-11 Reverse 2508 — 2572 S’ - cea tie ctg get ta att
tta ctg gta -3
5’- ttt ccc cac taa ctt ctg
Kozal -2 (K2) Reverse 3338 — 3309 tat gtc ctt gac a — 3
RTINT Reverse 3018 — 3042 > cca gea ata tic caa

agtagc agta - 3

Cada reacao de sequenciamento foi composta 6 uL de produto de PCR
purificado (diluido ou ndo em 4gua DEPC) e 13 puL de uma mistura preparada para
cada primer, contendo também tampédo de sequienciamento, dNTPs, ddNTPs,
enzima polimerase (AmpliTaqg DNA polimerase), MgCk. A placa preparada foi
ciclada num termociclador 9700 @pplied Biosystems, EUA), em 25 ciclos de 10
segundos a 96° C, 5 segundos a 50° C e 4 minutos a 60° C.

Posteriormente, o produto da reacdo de sequenciamento foi purificado,
numa reagao que consiste na precipitacdo com etanol 70 % e denaturacdo das fitas
do DNA a 94° C, ap0s aplicacao de formamida Hidi (Invitrogen, EUA).
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3.2.4.6 Deteccao dos Fragmentos Seqienciados

Apés a reacdo de sequenciamento, as amostras foram submetidas a
separacao eletroforética capilar em um sequenciador automético de DNA modelo
ABI 3100 (Applied Byosistems, EUA), em gel de poliacrilamida Rapid Gel XL 6 %
cartridge (Amersham Phamarcia, EUA), em TBE 1 X durante 30 minutos, a 54° C e
1300 volts, com o laser na poténcia de 25 %.

3.2.4.7 Andlise, Compilacédo e Alinhamento das Sequéncias

Os dados foram coletados com o ABI PRISM DNA Sequencing Analysis
Software e a edicdo e andlise prévia das sequéncias foi realizada no Sequencher
Analysis Software, Version 4.5 (Gene Codes Corporation, EUA). Todos os resultados
foram submetidos para analise de resisténcia, aos antiretrovirais e a determinacéo
dos subtipos do HIV — 1 (http://hiv-web.lanl.gov).

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram visualizadas por meio do
alinhamento no programa Clustal W (Thompson et al., 1997; Chenna et al., 2003;
Larkin et al., 2007). As sequéncias contendo insercdes, dele¢des (ndels), codons
indeterminados e/ou codons de terminacado foram ajustadas manualmente no Se-Al

(Sandelin, 2005). Nos anexos A e B essas sequéncias podem ser vizualizadas.

3.2.4.7.1 Inferéncia Filogenética

O método de construcdo das arvores filogenéticas foi realizado por
maxima verossimilhanca, que usa matrizes de probabilidade de mudanca entre
nucleotideos que explicitam modelos evolutivos para a inferéncia dos estados
ancestrais dos caracteres, a partir dos estados observados nos taxons apicais. As
reconstrucdes 6timas maximizam a verossimilhangca para todos os caracteres ao

longo de uma topologia. As matrizes de probabilidade de substituicbes foram
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escolhidas de acordo com o modelo evolutivo indicado pelo teste de razédo de
verossimilhanca LRT (Likelihood Ratio Test).

As estimativas dos parametros e de verossimilhanca para 56 modelos
aninhados foram feitas com o programa PAUP (Swofford, 2002). O teste LRT foi
executado pelo programa Modeltest versdo 3.06b (Posada & Crandall, 1998;
Posada, 2003; Posada, 2006). A heterogeneidade das taxas de substituicdo entre os
sitios € incorporada através da distribuicdo gama. Da mesma forma, os valores das
matrizes de transi¢do e a freqiéncia de bases também foram estimados de forma
interativa durante o processo de reconstrucao. A reconstrucéo filogenética foi feita

em trés etapas:

a) Escolha do modelo de evolugédo de nucleotideos e obtencdo de uma
arvore inicial pelo método de distancias de agrupamento de vizinhos
(neighbor-joining);

b) A seguir, os parametros da matriz foram ajustados e usados para a
obtencdo de uma arvore por Maximum Likelihood,;

c) Por fim, foram feitos rearranjos (perturbacées) na arvore através do
método de busca heuristica com o algoritmo Stepwise Addition e 0
método Nearest Neighbor Interchange (NNI) de rearranjo das
arvores. As arvores com maior verossimilhanca que a inicial foram

escolhidas.

Esse método de reconstrucdo filogenética € bastante apropriado para
ajuste de comprimentos de ramos, visto que em cada uma das trés etapas é feito um
refinamento dos parametros da matriz de transicdo (modelo escolhido pelo
Modeltest).

3.2.4.7.2 Identificacdo de recombinantes intersubtipos

Dois programas foram wusados para identificagdo de subtipos
recombinates intersubtipos: RIP; Recombinant Identification program (http://hiv-

web.lanl.gov) e o Simplot. O RIP foi usado para computar a distancia genética entre
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segmentos de até 200 pares de base e 0s seguimentos alinhados de um painel de
sequéncias referenciam os subtipos conhecidos.

O Simplot foi usado para determinar a relacdo filogenética de cada
sequéncia dos pacientes com as sequéncias referencias usando o bootscanning.
Um bootstrap de 1000 replicatas, gerado pelo método de Neighbor-joining foi obtido
usando uma janela de 200 — 400 pares de base.

A sequéncias referéncias utilizada tanto para o RIP quanto para o Simplot
foram obtidas do HIV Sequence Database do Los Alamos National Laboratory
(http://hiv-web.lanl.gov). Tanto o RIP quanto o Simplot identificaram supostas
posicdes de recombinacdo por plotagem ou de valores de similaridade genética
(RIP) ou permutacédo (Simplot) ao longo de cada sequéncia. As sequiéncias foram
consideradas como tendo uma forte evidéncia de recombinagdo se tanto o RIP
guanto o Simplot identificaram sitios de recombinacéo utilizando uma janela de 400
pares de base com um bootstrap de no minimo de 90%. As sequéncias foram
consideradas como tendo fraca evidéncia de recombinagédo se tanto no RIP quanto
Simplot foram identificados sitios de recombinacao, utilizando uma janela de 200

pares de base e, valores de bootstrap entre 50% a 90%.

3.2.4.8 Analises Estatisticas

Os dados armazenados em planilhas nos programas Epi Info 6.04,
Microsoft Excel XP e StaSoft, Inc. (2007) STATISTICA (data analysis software
system), version 7.1 (www.statsoft.com).

Posteriormente, com auxilio do programa StaSoft realizamos uma analise
prospectiva bivariada (exponencial) e a significancia do valor do p pelo teste de de

Qui-quadardo (c2), onde foram gerados as graficos e tabelas.
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4 RESULTADOS

Foram analisados todos o0s prontuarios dos pacientes recém
diagnosticados e cadastrados no ano de 2000 e 2001 num total de 594 pacientes,
sendo que 315 realizaram o exame de Carga Viral e a Contagem de linfécitos
TCD4+ e TCD8+, antes do tratamento com antirretrovirais, para avaliarmos o perfil
virolégico, imunoldgico e posteriormente as caracteristicas socio demogréafica
(Tabelas 5—-9 e Graficos 1-5).

Tabela 5 - Distribuicdo por Sexo.

Sexo Quantidade Porcentagem
Masculino 180 57%
Feminino 135 43%
Geral 315 100%

Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).

Tabela 6 - Distribuicédo por Idade (N=315)

Faixa Etéaria 16-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-55 56-70
Homem 5 25 73 30 28 7 12
Mulher 7 40 35 22 15 6 10

% Homem 2,77% 13,88% 40,55% 16,66% 15,55% 3,88% 6,66%

% Mulher 5,18% 29.62% 25,92% 16,29% 11,11% 4,44% 7,40%
% Geral 3,80% 20,63% 34,28% 16,50% 13,65% 4,12% 6,98%

Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).
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FATOR DE RISCO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Soma
Relagao Trans- Parceiro Parceiro Parceiro
Sexual fusé@o Relacéo Relagéo com
com Sangui- Multi-plos | Sexual ¢/ Bi- Mdltiplos Parceiro | Parceiro.
Homens. nea uDlI Parcei-ros [ Homens Sexual Parceiros uDlI HIV Ignorado
Homem 21 6 8 49 4 12 16 0 57 7 180
Mulher 9 0 3 12 0 3 24 6 72 6 135
%
Homem 11,66% 3,33% 4,44% 27,22% 2,22% 6,66% 8,88% 0,00% 31,66% 3,88% 100%
%
Mulher 6,66% 0,00% 2,22% 8,88% 0,00% 2,22% 17,77% 4,44% 53,33% 4,44% 100%
% Geral 9,52% 1,90% 3,49% 19,36% 1,26% 4,76% 12,69% 1,90% 40,95% 4,12% 100%
Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).
Tabela 8 - Distribuicdo por Escolaridade (N=315)
ESCOLARIDADE
1 Grau 1 Grau
até 4 até 8 2Grau 2 Grau Superior Superior
Analfabeto | Alfabetizado série série Incompleto | Completo | Incompleto Completo NC Soma
Homem 9 11 20 40 12 46 13 19 10 180
Mulher 3 3 24 27 15 30 9 21 3 135
%
Homem 5,00% 6,11% 11,11% 22,22% 6,66% 25,55% 7,22% 10,55% 5,55% [ 100,00%
%
Mulher 2,22% 2,22% 17,77% 20,0% 11,1% 22,22% 6,66% 15,55% 2,22% 100,00%
Geral 3,80% 4,44% 13,96% 21,26% 8,57% 24,12% 6,98% 12,69% 4,12% | 100,00%
Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).
Tabela 9 - Distribuicdo por Estado Civil (N=315)
ESTADO CIVIL
Solteiro | Casado Amasiado Separado Divorciado Viavo Outros | Nao Consta | Soma
Homem 76 59 25 4 8 8 180
Mulher 45 55 18 17 0 0 135
% Homem 42,22% 32,77% 13,88% 2,22% 4,44% 4,44% 100,00%
% Mulher 33,33% 40,74% 13,33% 12,59% 0,00% 0,00% 100,00%
Geral 38,41% 33,19% 13,65% 6,66% 2,53% 2,53% 100,00%

Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).
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Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).

Gréfico 1 - Média da Contagem de TCD4+ / TCD8+ dos Pacientes Recém Diagnosticados
(N=315).

M édia 180.000 M aximo 4.700.000

Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).

Grafico 2 - Média de Resultado da Carga Viral (n° de cépias) dos Pacientes Recém
Diagnosticados (N=315).
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Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).

Grafico 3 - Total de resultados da contagem de TCD4+/TCD8 dos pacientes recém
diagnosticados pelo HIV — 1 (N=315).
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Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).

Grafico 4 - Resultado da contagem dos linfécitos TCD4+ dos pacientes (N=315), frente a
padronizacdo do Ministério da Saude.
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Fonte: Gagliani, 2004 (Dissertacdo de Mestrado - UNILUS).

Gréfico 5 - Resultado da contagem de linfocitos TCD4+ dos pacientes (N=315) frente a
padronizagcao do Ministério da Saude que deveriam estar em tratamento antiretroviral.

Apos avaliarmos o perfil virolégico e imonolégico dos pacientes, foram
selecionados 80 individuos virgens de tratamento aos ARVSs, para realizacdo da
genotipagem e subtipagem através do plasma congelado a - 80° C. Em seguida
todos foram acompanhados durante 48 semanas a carga viral e a contagem de
TCD4+/TCD8+.

Os pacientes foram divididos em dois grupos. O Grupo 1 (N=43) séao os
pacientes que apdés a introducéo do tratamento aos antirretrovirais ndo conseguiram
atingir os niveis de quantificacdo de Carga Viral abaixo de 50 copias/ml, isto é a
Carga Viral se manteve detectavel apos seis meses de tratamento, sendo 27
(62,7%) do sexo masculino e 16 (37,2%) do sexo feminino. Quanto a faixa etaria foi
entre 17 a 58 anos, com uma média de 35 anos.

Ao avaliarmos a genotipagem das amostras nesse grupo, no momento
virgem de tratamento aos ARVs verificou-se que 21 pacientes (48,8%)
apresentavam resisténcia primaria. Sendo 10 (23,2%) aos IRTNN, 13 (30,2%) aos
IRTN e 1 (2,3%) aos IP (Tabela 10).
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Tabela 10 - Resisténcia genotipica priméria: Mutacdes de resisténcia do HIV aos ARVs nos
pacientes do Grupo 1 (N=43) virgens de tratamento.

Pacientes Mutacdes ITRN | Mutagées ITRNN |  Mutagdes IP lrﬁr:i‘;?r_”ig\';s
SANTOSBR 1 T69N - - AZT,EFZ,3TC
SANTOSBR 2 M184V - - AZT,IDV,3TC
SANTOSBR 5 K70R,M184V K103N,P225H - D4T,EFZ,3TC
SANTOSBR 6 T215DE - - DA4T,EFZ,3TC
SANTOSBR 9 - K103N - D4T,EFZ,3TC

T69FIL,K70N,
SANTOSBR 12 - - AZT,NFV,3TC
M184V
SANTOSBR 13 - K103N - AZT,NVP,3TC
SANTOSBR 17 - K103N - D4T,EFZ, 3TC
SANTOSBR 21 V75M - - AZT,NFV,3TC
SANTOSBR 24 M184V V108 - AZT,EFZ,3TC
SANTOSBR 25 M184V - - AZT,EFZ,3TC
SANTOSBR 26 - M230L - D4T,EFZ,3TC
SANTOSBR 30 M184VI - - AZT,NVP,3TC
SANTOSBR 32 - K103N,M230L - D4T,NVP,3TC
SANTOSBR 34 - - M46L, L10V D4T,NFV,3TC
SANTOSBR 35 M184V - - NFV,DA4T,3TC
SANTOSBR 36 T215S Y181V - AZT,IDV,3TC
SANTOSBR 40 M184V - - AZT,NVP,3TC
SANTOSBR 41 M184V - - AZT,EFZ,3TC
SANTOSBR 42 - K103N - D4T,EFZ,3TC
SANTOSBR 43 - K103N,P225H - AZT,EFZ,3TC

Observacgado: ITRN = Inibidor da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideo; ITRNN =
Inibidor da Transcriptase Reversa Néao-anélogo de Nucleosideo; IP = Inibidor de Protease.

Quanto a analise da subtipagem podemos observar que a predominancia
foi o subtipo B 34 (79%) sendo que alguns pacientes ja apresentavam resisténcia
primaria em alguma das trés classes de ARVs: IRTNN 8 (18,6%), IRTN 12 (27,9%) e
IP 1 (2,3%); ja os pacientes do subtipo F 4 (9,3%), IRTNN 1 (2,5%) e nos pacientes
com subtipos recombinantes B/F,F/B 5 (11,6%) bram observados resisténcia em
apenas em uma classe de ARVs sendo 0s IRTNN 3 (6,9%).

Nas analises referente aos aspectos viroldgicos e imunolédgicos dos
pacientes no momento em que se realizaram os exames de quantificacdo da carga
viral e a contagem das supopulagfes dos linfécitos TCD4+/TCD8+, sem a introducao

dos ARVs, e posteriormente o tratamento, ao longo de um ano, a média dos



59

resultados dos exames foram respectivamente: Inicial 140.316 copias/mL (log 5,14)
330/889 células/pL; 3 meses 63.284 copias/mL (log 4,80) 353/895 células/uL; 6
meses 65.633 copias/mL (log 4,81) 384/945 células/pL; 9 meses 22.344 cépias/mL
(log 4,34) 411/936 células/uL; 12 meses 13.633 coépias/mL (log 4,13) 398/890
células/uL (Tabela 11).

Tabela 11 - Médias da quantificacdo da carga viral (cépias/mL) e da contagem da

subpopulacéo de linfécitos CD4/CD8 (células/uL) dos grupos 1 e 2 virgens de tratamento e
ap6s aintroducdo ARVs durante 12 meses.

GRUPO 1 GRUPO 2
Tempo

C.viral (log) CD4/CD8 C.viral (log) CD4/CD8

Inicial (sem ARV) 140.316 (5,14) 330/889 375.267 (5,57) 359/969
3 meses 63.284 (4,80) 353/895 4.306 (3,63) 431/1029

6 meses 65.633 (4,81) 384/945 <50 (1,69) 477/1089

9 meses 22.344 (4,34) 411/936 62 (1,79) 487/996

12 meses 13.633 (4,13) 398/890 61 (1,78) 514/978

Observagédo: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37.

Ja o Grupo 2 (N=37) séo os pacientes que conseguiram se manter com
0s niveis de quantificacdo da Carga Viral, indetectaveis ap6s seis meses de
tratamento, sendo 24 (64,8%) do sexo masculino e 13 (35,1%) do sexo feminino.
Quanto a faixa etaria foi entre 20 a 55 anos, com uma média de 36 anos.

Quanto as avaliacbes da genotipagem das amostras nesse grupo, no
momento virgem de tratamento aos ARVs verificouse que 6 pacientes (16,2%)
apresentavam resisténcia primaria. Sendo 3 (8,1%) aos IRTNN, 3 (8,1%) aos IRTN e
1 (2,7%) aos IP (Tabela 12).

Tabela 12 - Resisténcia genotipica priméaria: Mutacdes de resisténcia do HIV aos ARVs nos
pacientes do Grupo 2 (N=37) virgens de tratamento.

Pacientes MutacOes ITRN | MutacdesITRNN Mutacgdes IP IHIL?Q?TZQSS
SANTOSBR 08 M184V - - AZT,NVP,3TC
SANTOSBR 09 M184V Y188L - D4T,EFZ,3TC
SANTOSBR 13 - - M46L,A71V AZT,IDV,RTV,3TC
SANTOSBR 27 - K103N, Y181C - AZT,NVP,3TC
SANTOSBR 28 M41W, K219N - - AZT,NVP,3TC
SANTOSBR 30 - Vv108l| - AZT,NVP,3TC

Observagado: ITRN = Inibidor da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideo; ITRNN =
Inibidor da Transcriptase Reversa Néao-anélogo de Nucleosideo; IP = Inibidor de Protease.
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Quanto as analises da subtipagem podemos observar que a
predominédncia foi o subtipo B 30 (81%) sendo que alguns pacientes ja
apresentavam resisténcia primaria aos ARVs: IRTNN 3 (8,1%), IRTN 1 (2,7%) e IP 2
(5,4%); ja o subtipo F 2 (5,4%) ndo houve resisténcia aos ARVs. Para 0s pacientes
que apresentavam subtipos recombinantes B/F,F/B 5 (13,5%), foram observados
resisténcia apenas em uma classe de ARVs sendo, IRTN 1 (2,7%).

Nas andlises referente aos aspectos viroldgicos e imunoldgicos dos
pacientes no momento em que se realizaram os exames de quantificagdo da carga
viral e a contagem das supopulacdes dos linfécitos TCD4+/TCD8+, sem a introducao
dos ARVs, e posteriormente o tratamento, ao longo de um ano, a média dos exames
foram respectivamente: Inicial 375.267 copias/mL (log 5,57) 359/969 células/uL; 3
meses 4.306 copias/mL (log 3,63) 431/1029 células/uL; 6 meses < 50 cépias/mL
477/1029 células/uL; 9 meses 62 coépias/mL (log 1,79) 487/996 células/uL; 12
meses 61lcopias/mL (log 1,78) 514/978 células/uL (Tabela 11).

Ao comparamos os dois grupos (N=80), 27 (33,7%) pacientes
apresentaram resisténcia primaria aos ARVs (p=0,004; 1C95%), sendo, 13 (16,2%)
aos IRTNN; 16 (20%) aos IRTN e 2 (2,5%) aos IP. Quanto aos pacientes que
apresentavam resisténcia a pelo menos duas classes de ARVs (IRTNN e IRTN)
foram 4 (5%). N&o foi observado nenhum paciente resistente as trés classes de
ARVs. Outro dado curioso é que ndo foram encontrados diferencas significativas
basais observadas na carga viral e niveis de TCD4+ com relacdo aos ant-retrovirais
utilizados ou a demografia entre os 2 grupos, pacientes portadores de virus

resistentes e tipo selvagem.

4.1 EXPOSICAO AO TRATAMENTO INICIAL AOS ARVS (GRUPO 1E 2)

Todos os pacientes do grupo 1 e 2 incluidos no estudo, apos realizarem
os exames de de Carga Viral e contagem da subpopulacdo dos linfocitos
TCD4+/TCD8+, no momento inicial do tratamento foram expostos ao esquema de
tratamento da terapia antirretroviral (Tabela 13 e 14), conforme 0 consenso brasileiro

padronizado pelo Ministério da Saude.
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As combinacdes de drogas antirretrovirais mais comuns em uso pelo
grupo 1 administrado foram: AZT+3TC+NVP (9; 20,9%), AZT+3TC+EFV (11;
25,5%), d4T+3TC+EFV (6; 13,9%) d4T+3TC+NVP (1; 2,3%), AZT+3TC+NFV (6;
13,9%), AZT+3TC+IDV (2; 4,6%), d4T+3TC+NFV (1; 2,3%), AZT+3TC+ABC (1;
2,3%) e d4T+3TC+IDV ou SQV ou RTV (6; 13,9%).

Ja o grupo 2 as combinac¢Bes de drogas antirretrovirais mais usadas por
esse grupo foram: AZT+3TC+NVP (8; 21,6%), AZT+3TC+EFV (10; 27%),
d4T+3TC+EFV (3; 8,1%) d4T+3TC+NVP (3; 8,1%), AZT+3TC+NFV (1; 2,7%),
AZT+3TC+IDV (1; 2,7%), d4T+3TC+NFV (2; 5,4%), AZT+3TC+ABC (1; 2,7%),
d4T+3TC+IDV ou SQV ou RTV (7; 18,9%) e AZT+ddI+IDV ou SQV (1; 2,7%).

Tabela 13 - Anti-retrovirais previamente administrados no inicio do tratamento dos 43
pacientes do Grupo 1 matriculados no CRAIDS entre os anos de 2000 e 2001.

ARV NUmero de Pacientes %

Inibidores da TR Anéalogos (ITRN)

Zidovudina (AZT) 26 60,4
Lamivudina (3TC) 38 88,3
Didanosina (ddl) 2 4,6
Estavudina (d4T) 15 34,8
Abacavir (ABC) 1 2,3
Inibidores da TR Nao-analogos (ITRNN)
Nevirapina (NVP) 10 23,2
Efavirenz (EFV) 13 30,2

Inibidores da Protease (IP)

Saquinavir (SQV) 1 2,3
Ritonavir (RTV) 3 6,9
Indinavir (IDV) 4 9,3
Nelfinavir (NFV) 8 18,6

Observacado: ITRN = Inibidor da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideo; ITRNN =
Inibidor da Transcriptase Reversa Nao-analogo de Nucleosideo; IP = Inibidor de Protease.
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Tabela 14 - Anti-retrovirais previamente administrados no inicio do tratamento dos 37
pacientes do Grupo 2 matriculados no CRAIDS entre os anos de 2000 e 2001.

ARV Numero de Pacientes %

Inibidores da TR Analogos (ITRN)

Zidovudina (AZT) 27 61,3

Lamivudina (3TC) 35 94,5

Didanosina (ddl) 3 8,1

Estavudina (d4T) 13 35,1

Abacavir (ABC) 1 2,7
Inibidores da TR Nao-analogos (ITRNN)

Nevirapina (NVP) 13 35,1

Efavirenz (EFV) 15 40,1
Inibidores da Protease (IP)

Saquinavir (SQV) - -

Ritonavir (RTV) 7 18,9

Indinavir (IDV) 7 18,9

Nelfinavir (NFV) 3 8,1

Observacado: ITRN = Inibidor da Transcriptase Reversa Anélogos de Nucleosideo; ITRNN =
Inibidor da Transcriptase Reversa Nao-analogo de Nucleosideo; IP = Inibidor de Protease.

4.2 PERFIL DEMUTACOES E RESISTENCIA DOS GRUPO 1E?2

Nas andlises das mutagfes de resisténcia do HIV — 1 observadas nos
pacientes do Grupo 1 (N=43) e Grupo 2 (N=37) foram observados quanto aos
ITRNNs 13 (30,2%); 4 (10,8%), ITRNs 16 (37,2); 4 (10,8%) e IP 2 (4,6%); 2 (5,4%),

respectivamente. (Tabelas 15, 16).
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Tabela 15 - Prevaléncia de Mutac¢8es de resisténcia do HIV aos ARVs nos 43 pacientes do

Grupo 1 virgens de tratamento.

ITRN ITRNN IP
No de No de No de
Codon Pacientes Codon Pacientes Codon Pacientes
(%) (%) (%)
M184V 9 (20,9) K103N 7 (16,2) L10V 1(2,3)
T69N 1(2,3) M230L 2 (4,6) M46L 1(2,3)
K70R 1(2,3) P225H 2 (4,6) - -
T215DE 1(2,3) V108l 1(2,3) - -
T69FIL 1(2,3) Y181V 1(2,5) - -
K70N 1(2,3) - - - -
V75M 1(2,3) - - - -
T215S 1(2,3) - - - -
Total 16 (37,2) 13 (30,2) 2 (4,6)

Observacgado: ITRN = Inibidor da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideo; ITRNN =
Inibidor da Transcriptase Reversa Nao-anélogo de Nucleosideo; IP = Inibidor de Protease.

Tabela 16 - Prevaléncia de Mutacdes de resisténcia do HIV aos ARVs nos 37 pacientes do

Grupo 2 virgens de tratamento.

ITRN ITRNN IP

No de No de No de

Codon Pacientes Codon Pacientes Codon Pacientes
(%) (%) (%)
M184V 2 (5,4) Y188L 1(2,7) - -
M41W 1(2,7) K103N 1(2,7) M46L 1(2,7)
K219N 1(2,7) Y181C 1(2,7) A71V 1(2,7)
- - V108l 1(2,7) -

Total 4 (10,8 4 (10,8) 2(5,4)

Observacado: ITRN = Inibidor da Transcriptase Reversa Anélogos de Nucleosideo; ITRNN =
Inibidor da Transcriptase Reversa Nao-anadlogo de Nucleosideo; IP = Inibidor de Protease.

Quanto as mutacOes para ITRNNs, ITRNs e IP relacionados com o0s

subtipos B, F e recombinantes B/F,F/B dos pacientes dos grupos 1 e 2, estdo
descritas nas tabelas (17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23).
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Tabela 17 - MutagOes de Transcriptase Reversa (RT) para ITRNNs para os subtipos B, F e
recombinantes B/F,F/B nos pacientes do grupo 1.

MutacBes de Resisténcia dos ITRNNs (Grupo 1)

Subtipo K103N V108l P225H Y181V M230l M230L

B (n= 34) 4 1 1 1 1 _

F (n=4) B _ B B 1
B/F,F/B (n= 5) 3 _ 1 B _ 1
Total (n=43) 7 1 2 1 B 2

Total (%) 16,2 2,3 4,6 2,3 5 4,6

Tabela 18 - Mutacdes de Transcriptase Reversa (RT) para ITRNNs para os subtipos B, F e
recombinantes B/F,F/B nos pacientes do grupo 2.

Mutacdes de Resisténcia dos ITRNNs (Grupo 2)

Subtipo K103N V108l Y188L Y181C
B (n=30) 1 1 1 1
F (n=2) - - - -
B/F,F/B (n= 5) - - - -
Total (n=37) 1 1 1 1
Total (%) 2,7 2,7 2,7 2,7

Tabela 19 - Mutagdes de Transcriptase Reversa (RT) para ITRNs para os subtipos B, F e
recombinantes B/F nos pacientes do grupo 1.

Mutacdes de Resisténcia dos ITRNs (Grupo 1)

Subtipo T69N T69FIL K70N V75M M184V T215D T215S
B (n=34) 1 1 2 1 9 1 2
F (n=4) - - - - - -
B/F (n=5) - - - - - -
Total (n=43) 1 1 2 1 9 1 2
Total (%) 2,3 2,3 4,6 2,5 20,9 2,3 4,6

Tabela 20 - Mutagdes de Transcriptase Reversa (RT) para ITRNs para os subtipos B, F e
recombinantes B/F nos pacientes do grupo 2.

Mutac¢des de Resisténcia dos ITRNs (Grupo 2)

Subtipo M41W K219N M184V
B (n= 30) - - 2
F (n=2) - - -
B/F (n=5) 1 1 -
Total (n=37) 1 1 2
Total (%) 2,7 2,7 5,4
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Tabela 21 - Mutagdes na Protease para os subtipos B, F e recombinantes B/F nos pacientes do

grupo 1.
Mutacdes de Resisténcia IPs (Grupo 1)

Subtipo M46L L10Vv

B (n= 34) 1 1

F (n=4) - -

B/F (n=5) - -
Total (n=43) 1 1

Total (%) 2,3 2,3

Tabela 22 - Mutagcdes na Protease para os subtipos B, F e recombinantes B/F nos pacientes do

grupo 2.
Subtipo M46L A71V
B (n= 30) 1 1
F (n=2) - -
B/F (n=5) - -
Total (n=37) 1 1
Total (%) 2,7 2,7
Tabela 23 - Frequéncia de subtipos e recombinantes
intersubtipos do HIV — 1 pela analise do gene pol.
Subtipos %
B (n = 64) 80
F (n = 06) 7,5
Recombinantes BF (n = 10) 12,5
Total (n = 80)
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[sr] | gag | | = 1
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[sur] | gag | \ = {
= o ILTR
[ver [] | env |
STOSBR127 %% %
[sur] | gag | \ = {
= o ILTR
[ver [] | env |
STOSBR132 gi % %
[sr] | sag _ [J | = {
E@ rev ,,/’/i:l SR
[ eol | bl env |
STOSBR143 g% %
[sr] | gag | ‘ = 1
E rev /I/E St
| |
g z
STOSBR204 ¥ g‘ "mr
|5v|:rR| ‘ gag | | tat D
[ ey o IR
el 1 | |
B z
STOSBR207 ¥ml ?vrv
[sur] | gag | | = 1
[ e o ILTR
ver ] | env \
STOSBR228 %% él
[sr] | gag | | = 1
I:@ rewv /D IR
ver ] | env \
STOSBR233 gi g? %
[sTr] | gag | | = [
I:@ rev. ,,_/E IR
feed [] | env |
STOSBR236 §;$ %I“
[sur] | sag | | = 1
[ ey ~ 3R
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Figura 5 - Representacdo esquemética do mosaico de estruturas do genoma completo das dez
seqliéncias recombinantes analisadas, mostrando na regido pol os ssgmentos identificados
em azul correspondem o subtipo B, os segmentos em verde correspondem o subtipo F.
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Tabela 24 - Formas de exposi¢cdo ao HIV em pacientes dos Grupos 1 e 2 matriculados no

CRAIDS entre aos anos de 2000 e 2001.

EXPOSICAO GRUPO 1 (%) GRUPO 2 (%)
Hetero 22 (51,1%) 22 (59,4%)
Hetero/Homo 8 (18,6%) 5 (13,5%)
Hetero/Homo/Transfuséo 3 (6,9%) -
Hetero/UDI/Transfuséo - 2 (5,4%)
Hetero/Transfusao - 2 (5,4%)
Hetero/UDI 4 (9,3%) 4 (10,8%)
Homo 6 (13,9%) 2 (7,4%)
TOTAL 43 (100%) 37 (100%)

Observacao: Grupo 1- N=43; Grupo 2 - N=37.

Tabela 25 - Caracteristicas demograficas e grau de escolaridade dos pacientes dos grupos 1 e
2 matriculados no CRAIDS entre os anos de 2000 e 2001.

Variavel

Grupo 1 (%)

Grupo 2 (%)

Sexo
Masculino

Feminino
Idade
18 a 30 anos
31 a 50 anos
Mais de 50 anos
Estado Civil
Amasiado
Casado
Divorciado
Solteiro

Separado

27 (62,7%)
16 (37,2%)

12 (27,9%)
30 (69,7%)
1(2,3%)

5 (11,6%)
6 (13,9%)
2 (4,6%)
27 (62,7%)
3 (6,9%)

24 (64,8%)
13 (35,1%)

8 (21,6%)
28 (75,6%)
1(2,7%)

5 (13,5%)
6 (16,2%)
2 (5,4%)
16 (43,2%)
4 (10,8%)
4 (10,8%)
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Tabela 25 - Caracteristicas demogréficas e grau de escolaridade dos pacientes dos grupos le
2 matriculados no CRAIDS entre os anos de 2000 e 2001.

Variavel Grupo 1 (%) Grupo 2 (%)
Escolaridade *
Ensino Médio 29 (67,4%) 22 (59,4%)
Ensino Fundamental 6 (13,9%) 11 (29,7%)
Superior 5 (11,6%) 4 (10,8%)
Analfabeto 3 (6,9%) -

Observacédo: * Estudos concluidos; Grupol - N=43; Grupo2 - N=37.

Avaliagao Prospectiva da Carga Viral dos Pacientes do

Grupo 1 + Grupo 2

6,00
= 500 —W
<
> 4,00 ——Geral (G1+G2)
©
g 3,00 —&—Grupo 1
© 2,00 Grupo 2
(=]
S 1,00
0,00 T T T T

Observagéo: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37, (p= <0,00001; IC 95%).

Grafico 6 - Avaliacao Prospectiva do Exame de Carga Viral nos Pacientes do Grupo 1 e 2 no

Periodo de 12 meses.

GRUPO 1 = 4,2449%exp(-0,0212*x)
GRUPO 2 = 3,7177*exp(-0,0815*x)

55

05

0,0

~o GRUPO 1
3 6 9 12 15~ GRUPO 2
Tempo (meses)

Observacdo: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37; (p= <0,00001; IC 95%).

Gréfico 7 - Avaliacdo Prospectiva Bivariada (exponencial) do Exame de Carga Viral nos

Pacientes do Grupo 1 e 2 no Periodo de 12 meses.
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Avaliagao Prospectiva da Carga Viral dos Pacientes do
Grupo 1 + Grupo 2 (WT e Mut)
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Log Carga Viral
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Observacgédo: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37; (p= 0,00003; IC 95%).

Gréafico 8 - Avaliacdo Prospectiva do Exame de Carga Viral nos Pacientes do Grupo 1e 2 (WT e
Mut) no Periodo de 12 Meses.

GRUPO 1 + GRUPO 2
WT = 3,9697*exp(-0,0549"x)
MUT = 4.0386"exp(-0.0095*x)

55
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05

B2 wT
-3 0 3 6 ) 12 150 Mot

Tempo (meses)

Observacdo: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37; (p= 0,00003; IC 95%).

Gréfico 9 - Avaliacdo Prospectiva Bivariada (exponencial) do Exame de Carga Viral nos
Pacientes do Grupo 1 e 2 (WT e Mut) no Periodo de 12 Meses.
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Avaliacado Prospectiva da Contagem de CD4 dos
Pacientes do Grupo 1 + Grupo 2
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400 A
300

—o—(Geral G1+G2)

200

CD4+ (cels/mm3)

100

Grupo 1
Grupo 2

Observagao: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37; (p= 0,30; IC 95%).

Gréfico 10 - Avaliacdo Prospectiva do Exame de contagem de TCD4 nos Pacientes do Grupo 1

e 2 no Periodo de 12 Meses.

560

GRUPO 1 = 338,8339%exp(0,016*x)
GRUPO 2 = 381,214"exp(0,0279*x)

540 t
520 f
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480 f
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CD4
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380 |
360 |

340 f

320
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~o._ GRUPO 1
15~0" GRUPO 2

Observacao: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37; (p= 0,30; IC 95%).

Gréfico 11 - Avaliacdo Prospectiva Bivariada (exponencial) do Exame de contagem de TCD4
nos Pacientes do Grupo 1 e 2 no Periodo de 12 Meses.

70



71

Avaliagao Prospectiva da Contagem de CD4 dos
Pacientes do Grupo 1 + Grupo 2 (WT e Mut)

00 |
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Observagao: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37; (p= 0,96; IC 95%).

Gréfico 12 - Avaliacdo Prospectiva do Exame de contagem de TCD4 nos Pacientes do Grupo 1
+ Grupo 2 (WT e Mut) no Periodo de 12 Meses.

GRUPO 1 + GRUPO 2
WT = 361,0001*exp(0,0233"X)
MUT = 377.0547*exp(0,0244"X)
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Observacédo: Grupo 1 - N=43; Grupo 2 - N=37; (p= 0,96; IC 95%).

Gréfico 13 - Avaliacdo Prospectiva Bivariada (exponencial) do Exame de contagem de TCD4
nos Pacientes do Grupo 1 + Grupo 2 (WT e Mut) no Periodo de 12 Meses.
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F (N=6) 7,5%

B (N=64) 80%

Figura 6 - Classificacdo Filogenética para o gene pol das seqléncias puras (N=70), inferida por
Neighbor-Joining, dos subtipos do HIV-1B e F.
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Figura 7 - Classificacdo Filogenética para o gene pol das seqliéncias reconbinantes (N=10),
inferida por Neighbor-Joining, dos subtipos do HIV —1 F/B e B/F.
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Figura 8 - Filogenia para o gene pol das seqiiéncias recombinantes (N=10), inferida por
Neighbor-Joining, dos subtipos do HIV — 1 F/B e B/F.
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Figura 9 - Identificacdo de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 1 (Paciente 17).
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Figura 10 - Identificacdo de recombinantes intersubtipos F/B do Grupo 1 (Paciente 19).
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Figura 11 - Identificac@o de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 1 (Paciente 27).
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Figura 12 - Identificac@o de recombinantes intersubtipos B/F Grupo 1 (Paciente 32).
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Figura 13 - Identificacao de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 1 (Paciente 43).
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Fonte: Simplot , RIP - Recombinant Identification program (http://hiv-web.lanl.gov) e Bootscan.

Figura 14 - Identificacdo de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 2 (Paciente 04).
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Fonte: Simplot, RIP - Recombinant Identification program (http://hiv-web.lanl.gov) e Bootscan.
Figura 15 - Identificacdo de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 2 (Paciente 07).
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Fonte: Simplot, RIP - Recombinant Identification program (http://hiv-web.lanl.gov) e Bootscan.
Figura 16 - Identificacdo de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 2 (Paciente 28).
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Fonte: Simplot, RIP - Recombinant Identification program (http://hiv-web.lanl.gov) e Bootscan.
Figura 17 - Identificacdo de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 2 (Paciente 33).
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Fonte: Simplot, RIP - Recombinant Identification program (http://hiv-web.lanl.gov) e Bootscan.
Figura 18 - Identificacdo de recombinantes intersubtipos F/B Grupo 2 (Paciente 36).
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5 DISCUSSAO

A introducédo dos Inibidores de Protease a partir do inicio de 1996 em
nosso pais, e final de 1995 nos Estados Unidos da América, trouxe uma euforia sem
precedentes na comunidade cientifica mundial, que rapidamente se transferiu para a
populacéo e principalmente aos portadores da infeccao pelo HIV -1 bem como para
os individuos que viviam com um comportamento de risco para aquisicdo da
infeccéo pelo HIV - 1. Vislumbrou-se a possibilidade de erradicacéo da infeccéo pelo
HIV desde que se mantivesse a Carga Viral indetectavel por um periodo inicial de
trés anos (HO,1995).

Esta euforia seguiut-se de uma diminuicdo surpreendente do niumero de
novos casos de Aids em todos os paises onde foi disponibilizado a medicacao
antirretroviral denominada de HAART ou coquetel; esta situacdo, contudo associada
a diversas dificuldades em se monitorar a infeccdo pelo HIV — 1 no que se refere a
sua incidéncia bem como a auséncia de notificacdo de caso de infeccéo
assintomética pelo HIV trazem um importante viés e uma compreensao irreal da
verdadeira dimensdo da doenca em uma comunidade (CASEIRO, 2001).

Um dos objetivos deste trabalho foi justamente tentar apresentar, a
realidade dos pacientes que tem sido diagnosticado na rede municipal de Santos e
encaminhado para o Centro de Referéncia em Aids de Santos — Craids, para saber
como 0s pacientes estdo imunologicamente no momento em que é diagnosticado
como soropositivo para HIV, dando inicio ao tratamento, e utilizando os exames de
monitoramento da doenca, contagem de linfocitos TCD4+ e Carga Viral. Vale
ressaltar que Santos foi pioneiro em praticamente todas as a¢des de combate a aids,
e por esse atrevimento 0S erros e acertos no tratamento sdo mais intensos que
outros centros.

Segundo dados do ultimo boletim epidemiolégico do Ministério da Saude,
a cidade de Santos passou de 12 cidade com maior coeficiente de prevaléncia de
Aids até 1997, para a 132 atualmente; Estes dados apesar de estarem subestimados
no que se refere a discordancia dos dados do Ministério com os dados do boletim
epidemioldgico local, mostram claramente uma tendéncia que se iniciou em nossa
cidade jA em 1989, com a organizacdo de um Centro de Referéncia em Aids,

seguido, do pioneirismo no fornecimento ja neste ano da Unica droga disponivel até
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entdo que foi o AZT. Posteriormente a introdugcdo de quimioprofilaxia, em individuos
com TCD4+ abaixo de 200 células/uL, apos a introducdo em nosso servico de um
citometro de fluxo em 1993 para a contagem da subpopulagbes de linfocitos
TCD4+/TCD8+, ja se mostrou efetivo em diminuir a mortalidade e o coeficiente de
prevaléncia, que pode ser observado a partir de 1994.

O passo certamente decisivo para a queda mais significativa tanto da
mortalidade, quanto da incidéncia de casos de Aids, foi o pioneirismo em nossa
cidade, no diagnéstico, acompanhamento e fornecimento gratuito dos Inibidores de
Proteases a partir de fevereiro de 1996.

Ao avaliar os pacientes (N=315) virgens de tratamento antirretrovirais que
foram matriculados ro periodo de 2000 e 2001 no CRAIDS, a contagem média das
células TCD4+ foi de 320 células/uL, com variacdo entre (1 — 1851) células/uL, a
contagem de células TCD4+ segundo o sexo variou entre (1 — 1070) células/pL com
uma média de 417 células/yL para o sexo feminino e entre (5 — 1851) células/uL
com uma média de 328 células/pL para o sexo masculino (Gréfico 1).

Destes pacientes 98 (31%) tinham TCD4+ menor que 200 células/pL, 69
(22%) TCD4+ entre 200 e 350 células/uL; 57 (18%) TCD4+ entre 350 e 500
células/uL e 91 (29%) com TCD4+ acima de 500 células/uL, mostrando a
importancia do diagndstico precoce (Gréfico 4).

Em relacéo a carga viral a média foi de 180.000 copias/mL, variando entre
(< 50 a 4.700.000) copias/mL e o “Log” médio foi de 4,28 variando entre (0 a 6,67)
(Grafico 2), a carga viral segundo o sexo variou entre (< 50 a 4.700.000) com uma
média de 151.000 cépias/mL para o sexo feminino e entre (< 50 a 4.200.000) com
uma média de 163.000 copias/ml para o sexo masculino.

Ainda referente a quantificacdo da carga viral pudemos avaliar que
40,2% estavam, acima de 30.000 copias/mL e 22% maior que 100.000 cépias/mL,
justificando ainda mais o diagndstico precoce na populacéo de risco.

Com os dados apresentados, verificamos uma grande diferenca de
efetividade, na manutencdo da indetectabilidade destes pacientes quando
comparada com outros protocolos. Deve ser levado em consideracdo, as
caracteristicas do Centro de Referéncia em Aids de Santos — CRAIDS, Unidade de
Saude Publica, de atencdo secundaria, com financiamento tri-partite (Unido, Estado

e Municipio), que efetua atendimento de livre demanda com campanhas de
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prevencéo; nao invalida o esfor¢go das equipes que trabalham no combate a Aids em
conscientizacéo do diagndéstico precoce.

Com a introducdo da terapia HAART, varios estudos descrevem a
prevaléncia de cepas resistentes aos ARVs em individuos recém infectados e
virgens de tratamento. Na Suica observou-se uma variacdo entre 5 — 10% (YERLY
et al. 1999; YERLY et al.; 2001), na Franga a prevaléncia varia entre 8 — 17%,
(TAMALET et al., 2000; HARZIC et al., 2002), na Alemanha 13% (DUWE et al.,
2001), na Inglaterra 14% (UKCollaborative Group on Monitoring the Transmission of
HIV Drug Resistance, 2001), na Espanha 23 — 26% (BRIONES et al., 2001) e nos
EUA 15 — 29% (BODEN et al., 1999; BRENNER et al., 2000; MACHADO et al.,
2002). GRANT et al., 2002, mostraram que no estado da California (EUA) esta
ocorrendo um acréscimo na resisténcia aos inibidores de transcriptase reversa nao
nucleosideos (ITRNN) em individuos recém infectados, e que ainda é rara a
presenca de cepas resistentes as trés classes de ARVs. LITTLE et al., 2002 por sua
vez, estudaram amostras de individuos recém infectados de varias cidades dos
EUA, detectaram um aumento de cepas resistentes aos ARVs ao longo do tempo,
concluindo que o teste para deteccdo de resisténcia (genotipica ou fenotipica) aos
ARVs em pacientes recém infectados passa a ser recomendado antes do inicio do
tratamento.

Quando séo estudados individuos portadores crénicos ainda virgens de
tratamento, a prevaléncia de cepas resistentes diminui para 5 — 7% no EUA
(BRENNER et al., 2000; WEINSTOCK et al., 2000) e para 12 — 17% na Espanha
(GOMES-CANO et al., 1998; PUIG et al, 2000) devido a possivel reversdo das
mutacdes relacionadas a resisténcia aos ARV que seriam substituidas ao longo do
tempo por coédons de cepas virais do tipo selvagem, posto que estas Ultimas
apresentam maior fitness na auséncia de ARVs. No Brasil foi descrita baixa
prevaléncia de resisténcia aos ARVs em individuos que ainda n&o iniciaram o
tratamento (menos de 5%) (BRINDEIRO et al., 1999; TANURI et al.,, 1999).

Estudos retrospectivos em amostras de doadores de sangue do Rio de
Janeiro e S&o Paulo, realizados nos anos de 1998 e 1995/1996 mostraram que a
prevaléncia de resisténcia primaria aos ARVs, quando detectada, era muito baixa
(BARRETO, 2001; DUMANS et al.,, 2002), sendo detectada por sua vez, alta
prevaléncia de mutacdes associadas a resisténcia aos ARVs em individuos com
falha virologica aos ARVs (SUCUPIRA et al., 2001).
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Neste estudo detectamos a presenca de cepas portadoras de mutacdes
em que acarretaram a diminuicdo de susceptibilidade aos ARVs. Ao avaliarmos as
mutacdes de resisténcia relacionadas com os codons mais frequentes do HIV - 1 nos
pacientes do grupo 1 e 2 (N=80), (tabelas 10 e 12), foram identificadas nos testes de
resisténcia genotipica, 41 mutacdes, sendo 20 (25%) para ITRN (Cédons = M184V,
T69N, K70R, T125D/E, T69F/I/L, K70N, V75M, T215S, M41W, K219N), 17 (21,2%)
para ITRNN (Cédons = K103N, P225H, V108I, Y181V, Y188L, Y181C) e 4 (5%) para
IP (Cédons = L10V, M46L, A71V).

Ao compararmos o padrdo de resisténcia aos ARVs dos pacientes do
grupo 1 e 2, os paciente do grupo 1 no momento virgem de tratamento o fato de 21
pacientes (48,8%) apresentavam resisténcia primaria, que em seguida niciaram o
tratamento com as combinacdes de drogas ARVs: AZT+3TC+NVP (9; 20,9%),
AZT+3TC+EFV (11; 25,5%), d4T+3TC+EFV (6; 13,9%) d4T+3TC+NVP (1; 2,3%),
AZT+3TC+NFV (6; 13,9%), AZT+3TC+IDV (2; 4,6%), d4T+3TC+NFV (1; 2,3%),
AZT+3TC+ABC (1; 2,3%) e d4T+3TC+IDV ou SQV ou RTV (6; 13,9%), ndo
conseguiram com que a carga viral atingisse niveis indetectaveis na coorte estudada
(Tabela 11), devido principalmente as mutacdo do cédon M184V 9 (20,9%) IRTN,
K103N 7 (16,2%) ITRNN, destacando resisténcia ao 3TC (Lamivudina), NVP
(Nevirapina) e EFV (Efavirenz), respectivamente.

Ja o grupo 2 no momento virgem de tratamento tivemos 6 pacientes
(16,2%), que em seguida iniciaram o tratamento com as combinacdes de drogas
ARVs: AZT+3TC+NVP (8; 21,6%), AZT+3TC+EFV (10; 27%), d4T+3TC+EFV (3;
8,1%) d4T+3TC+NVP (3; 8,1%), AZT+3TC+NFV (1; 2,7%), AZT+3TC+IDV (1; 2,7%),
d4T+3TC+NFV (2; 5,4%), AZT+3TC+ABC (1; 2,7%), d4T+3TC+IDV ou SQV ou RTV
(7; 18,9%) e AZT+ddI+IDV ou SQV (1; 2,7%), conseguiram com que a carga viral
atingisse niveis indetectaveis até 9 meses de tratamento (Tabela 11). Mas algumas
mutacBes como M184V 2 (5,4%) IRTN e K103N 1 (2,7%) IRTNN, alguns pacientes
gue estavam indetectaveis apés 9 meses de tratamento voltaram a ter uma ligeira
viremia mostrando nitidamente que para 0s pacientes que iniciaram a combinacao
de um ITRN como 3TC (Lamivudina) ou NVP (Nevirapina) e EFV (Efavirenz) para
IRTNN, se mantiveram com a carga viral < 50 copias/mL por algum tempo, mas em
seguida falharam o tratamento.

Um estudo recente realizado na cidade de Santos: Identification of Two
HIV Type 1 Circulating Recombinant Forms in Brazil (SA FILHO et al; 2006), foi
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possivel comprovar duas novas formas recombinantes drculantes CRF 28 e 29 do
HIV - 1, mostrando a importancia de pesquisas epidemiologicas detalhadas. Em
termos globais estima-se que pelo menos 10% dos isolados do HIV -1 em circulagao
sejam recombinantes entre diferentes subtipos.

BRINDEIRO et al.,, 2002 detectaram nas amostras de CTAs de varios
estados brasileiros uma prevaléncia menor que aqui descrita, lembrando que na
cidade de Santos, o programa de Aids foi pioneira na introducdo de ARVS no
sistema publico para a sua populacdo e em nenhum momento anterior foi realizado
pelo programa Nacional de DST-AIDS do Ministério da Saude. Hoje a cidade de
Santos é considerada um grande centro urbano localizado muito préximo do
epicentro da epidemia no Brasil (cidade de Sdo Paulo) e os dados obtidos neste
estudo vem justificar e entender porque nesta regido a resisténcia aos ARVs esta

sendo detectada em indices mais elevados (SUCUPIRA et al., 2002).
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6 CONCLUSOES

1 — A determinacdo da contagem das subpopulacdes dos linfécitos TCD4+ e a
guantificacdo da Carga viral do HIV — 1 representam a pedra angular no
acompanhamento, estadiamento e a avaliacdo da resposta terapéutica dos

antirretrovirais nestes pacientes;

2 — Devemos considerar também que a determinacdo da contagem das
subpopulag¢des dos linfécitos TCD4+ € um indicador do estagio evolutivo da doenca,

bem como o determinante fundamental na introducéo da terapéutica antirretroviral;

3 — Avaliar as condi¢des imunoldgicas dos pacientes recém diagnosticados, que
chegam ao servigo de referéncia em Aids de Santos, é de grande valia, no momento
gue inicia o tratamento meédico, sendo justificado pelos resultados apresentados, no
qual destacamos que 53% dos pacientes tinham contagem de TCD4+ menor que
350 células/yL do total estudado (N=315), indicando uma imunossupressao,
mostrando nitidamente a importancia do diagndstico precoce pelo HIV-1, sabendo
gue, segundo os critérios do Consenso Nacional Brasileiro de tratamento para a
infeccdo pelo virus HIV-1, os mesmos ja deveriam estar fazendo o uso de

medicagdes antirretrovirais;

4 — Quando analisamos a resisténcia primaria dos pacientes do Grupo 1 (N=43) 21
(48,8%) comparada com o Grupo 2 (N=37) 6 (16,2%), ao longo de 48 semanas
concluimos que os pacientes do grupo 1 por apresentarem maior prevaléncia de
mutacgdes relacionadas a resisténcia aos farmacos antirretrovirais prescritos, eles
ndo conseguiram atingir os niveis de quantificacdo de carga viral abaixo de 50
copias/mL, isto é a carga viral se manteve detectavel apds seis meses de

tratamento, até final do estudo;

5 — Referente as classes dos medicamentos antirretrovirais, os pacientes do grupo 1
e 2 apresentaram resisténcia de 16.2% aos IRTNN; 20% aos IRTN e 2,5% aos IP.
Quanto a resisténcia de pelo menos duas classes de ARVs (IRTNN e IRTN) foram

5% e nao foi observado nenhum paciente resistente as trés classes de ARVSs;
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6 — Na determinacdo da prevaléncia dos subtipos do HIV — 1 baseada nas
sequéncias do gene pol, a classificacdo filogenética das sequéncias puras foi de
80% do subtipo B e 7,5% F. Quanto as sequéncias recombinantes B/F foi de 12,5%
mostrando uma preocupacdo epidemioldgica na cadeia de transmissao, porque
essas cepas recombinantes estdo infectando novos individuos e predominando nos

pacientes recém diagnosticados;

7 — Nao foram encontradas diferencas significativas basais observadas na carga
viral e niveis de TCD4+ com relacdo aos antirretrovirais utilizados ou a demografia

entre 0s 2 grupos, pacientes portadores de virus resistentes e tipo selvagem.

8 — A prevaléncia de 33,7% de resisténcia primaria aos antirretrovirais entre 0s
pacientes foi considerada extremamente elevado nesta regidao, portanto, em regioes
atipicas como a cidade de Santos, seria de grande valia apoiar o conceito de realizar
exame de genotipagem antes de iniciar o tratamento antirretroviral, fato fundamental,
efetivo e econbémico para 0 servico publico, embora alguns individuos com
resisténcia primaria tém conseguido uma supressao viral empirica sob HAART, a
estreita associacao entre a resisténcia primaria e faléncia virolégica pode sugerir que

essa resisténcia dificulte gradativamente a atividade dos antirretrovirais.
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GLOSSARIO

Anergia — Incapacidade do organismo de reagir
a uma substancia ou a um agente patogénico em
relacdo aos quais ele estava anteriormente
sensibilizado.

Barreira genética para resisténcia aos anti-
retrovirais — “proximidade” genética para
aquisicdo de resisténcia completa aos anti-
retrovirais. Pode estar relacionada ao niumero de
mutacdes necessarias para emergéncia de
resisténcia ou a facilidade na selecdo de
determinada mutacdo de resisténcia. Uma droga
que necessita de varias mutagcdes para
resisténcia apresenta uma grande barreira
genética. Se algumas mutacdes ja existirem,
haveria no caso uma diminuicdo da barreira
genética para resisténcia ao anti-retroviral em
guestdo. Pode também estar relacionado a
facilidade com que uma mutacdo emerge para
determinada droga.

Carga Viral — Quantidade de HIV presente no
sangue. Dizemos que a carga viral esta
indetectavel quando os exames normalmente
utilizados para medir a carga viral no sangue nao
conseguem detectar a presenc¢a do HIV.

Cédon - Grupos de 3 nucleotideos que
codificam um aminoacido.

Delecdo - Perda de fragmento genético
nucleotidico, geralmente mdultiplo de 3 que leva
a uma diminuicdo no namero de aminoéacidos da
sequéncia.

Doengas Oportunistas — Doencas que surgem
em consequéncia da deficiéncia do sistema
imunolégico, criando, assim, a oportunidade de
microrganismos comuns proliferarem e se
tornarem agressivos.

Falha clinica — ocorréncia ou recorréncia de
doencas relacionadas a AIDS ap6s 3 meses em
um tratamento anti-retroviral, excluindo sindrome
de recuperacgéo imune.

Falha imunoldgica — Queda do CD4 ou nao
aumento do CD4 pelo menos 25-50 células no
primeiro ano de tratamento.

Falha virolégica — Carga viral superior a 400
cépias/ml apds a 24% semana ou superior a 50

copias/ml na 48% semana ou carga viral
detectavel apdés supressdo virolégica inicial
(rebote).

Fendétipo — “Comportamente” replicativo do virus
em cultura.

Fitness — Capacidade adaptativa de um virus
em determinado meio ambiente. Um dos
aspectos do fitness é a sua capacidade
replicativa, que pode indiretamente ser medida
pela carga viral. Mutacbes de resisténcia
produzem uma diminuicdo da capacidade
replicativa dos virus (perda do fitness,
proporcionando um “virus alejado”). As mutacdes
adicionais de resisténcia recuperam o fitness
perdido pelo virus. Entretanto, o virus com
melhor fithess na presenca de anti-retrovirais € o
virus mutante.

Genétipo - Seqiéncias especificas de
nucleotideos que determinam os genes do HIV —
1.

Glicoproteinas — Heteroproteina formada por
uma proteina e um glucidio.

Hemoderivados — Que deriva do sangue, seus
componentes.

Hipersuscetibilidade - Aumento da
sensibilidade de wuma cepa viral a um
determinado anti-retroviral, quando comparado
ao virus do tipo selvagem.

Inser¢cdes — Adicdo de nucleotideos, geralmente
multiplos de 3, que levam ao acréscimo no
namero de aminoacidos na seqiiéncia viral. Ex.:
cccagttagttg - > ccagttagtacttg (o triplice
destacado representa uma insercdo na
sequéncia de nucleotideos que nado existia na
sequéncia original).

Linfécitos T — Tem como funcdo essencial a
producdo de anticorpos (imunoglobulinas).
Representam cerca de 10% dos linfécitos do
sangue circulante.

Medicamentos anti-retrovirais — S&o o0s
medicamentos que defendem o CD4 do ataque
do HIV. Existem dois grupos de medicamentos:
0s que inibem a transcriptase reversa e 0s que
inibem a protease.

Mutacdo — Alteracado na composicao genética do
virus.

Mutacdo acesséria ou secundaria — Mutacgéo
que emerge normalmente para recuperar o
fitness perdido pelo aparecimento da mutagéo

principal. Propicia uma perda modesta de
suscetibilidade ao  anti-retroviral que a
selecionou.

Mutacdo deletéria — Mutagdes que fazem com
que o virus tenha uma pior capacidade
replicativa.



Mutacdo neutra — Aquela que ndo causa
impacto na capacidade replicativa do virus
(fitness viral).

Mutagdo principal ou primaria — Aquela que
produz significativa perda de suscetibilidade ao
anti-retroviral que a selecionou. Normalmente ¢é a
primeira mutagéo que emerge decorrente do uso
do anti-retroviral em quest&o.

Mutacdes ndo-sinbnima - Mutacgbes
nucleotideas que levam a alteracdo do
aminoéacido em determinado cédon.

MutacBes pontuais — Alteracbes genéticas

resultantes de mutagdes em um dnico
nucleotideo.

Mutacbes sinbnimas ou silenciosas -
Mutacdes nucleotideas que ndo levam a

alteracdo do aminoacido em determinado cédon.

Polimorfismos virais— Mutac¢des genéticas que
podem estar presentes nos virus na auséncia de
pressdo seletiva dos anti-retrovirais. Muitas
vezes sdo “assinaturas” de virus de diferentes
subtipos do HIV — 1.

Protease — Enzima que o0s novos virus HIV
usam para sair da célula CD4 pronto para
infectar um outro CDA4.

Prévirus — Virus na forma DNA que se encontra
integrado no nucleo celular.

Quase-espécie — Variantes virais distintas,
porém geneticamente relacionadas, dentro de
uma populacdo de virus que infectam uma
pessoa. Essas cepas evoluiram ao longo do
tempo a partir de wuma populagdo Vviral
homogénea do inoculo que infectou esse
individuo.

Reacdo em Cadeia pela polimerase PCR) —
Reacdo quimica em que um genoma €
“amplificado” (multiplicado) para ser detectado
com maior facilidade ou usado como produto
para outras reagdes, como o seqlenciamento
gendmico.

Recombinagdo — Troca de material genético
entre dois virions.

Resisténcia a drogas -
suscetibilidade do HIV as drogas.

Diminuicdo da

Resisténcia a multiplas drogas (MDR) -
Mutacfes que normalmente conferem resisténcia
a todas as drogas de uma mesma classe.

Resisténcia cruzada — Resisténcia selecionada
por uma droga que levara a resisténcia a outra
droga ainda néo utilizada.

Resisténcia fenotipica — Reducédo da atividade
anti-retroviral in vitro, evidenciada pelo aumento
da replicacao viral na presenca da droga.
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Resisténcia genotipica — Presenca de
mutacfes genéticas relacionadas a reducédo de
suscetibilidade a um ou mais anti-retrovirais.

Resisténcia primaria — Resisténcia aos anti-
retrovirais, detectada em pacientes virgens de
tratamento anti-retroviral.

Resisténcia secundéria — Resisténcia aos anti-
retrovirais decorrente da pressdo seletiva
exercida pelas drogas.

Retrovirus — Grupo de virus com acido
ribonucléico, com simetrias cubicas, envolvidas
por um envelope e possuindo uma enzima capaz
de sintetizar o acido desoxirribonucléico a partir
do acido ribonucléico (ao contrario do habitual de
transcricdo). Isso permite que eles se introduzam
tanto nas células-hospedeiras com genoma DNA
guanto nas com genoma RNA.

Ribonuclease — Enzima que cinde o acido
nucléico.

Seqlienciamento gendmico  — Reacéo
laboratorial que determina a composi¢édo
genética (seqUéncia de nucleotideos) de

determinado genoma.

Sistema Imunolégico — Sistema responséavel
por defender o organismo de doencas.

TCD4+ — Sao células muito importantes para a
defesa do organismo. Elas comandam nosso
sistema imunoldgico.

Testes de resisténcia fenotipica
(fenotipagem) — Testes usados para determinar
em cultura a suscetibilidade do virus aos anti-
retrovirais.

Testes de resisténcia genotipica
(genotipagem) — Testes laboratoriais que
determinam a presenca de mutacdes genéticas
no HIV - relacionadas a diminuicdo de
suscetibilidade as drogas.

Transcriptase — Enzima que o HIV utiliza para
entrar no CD4.

Virion — Virus livre na sua forma RNA que é
liberado na corrente sanguinea, fruto da
replicagdo viral.

“Vias mutacionais” para resisténcia aos anti-
retrovirais — Grupo de mutacdes especificas
selecionadas por uma mesma droga. Um
determinado anti-retroviral pode selecionar
mutac¢des por varias vias mutacionais distintas
em pacientes diferentes, porém normalmente
apenas uma via ocorrerd em um mesmo
paciente.

Virus do tipo selvagem — Cepa viral com
constituicdo genética considerada normal, sendo
sensivel aos anti-retrovirais.



Virus mutante — Cepa viral com alteracdes
genéticas.

Virus recombinantes — Virus “hibridos” frutos
da recombinacdo e que apresentam material
genético de dois virus parentais.
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HxB2

H VBZ167B
H V93BRO20F
H VO8BRO04C
STOSBRGLO1
STOSBRGL02
STOSBRGL03
STCSBRGL04
STOSBRGLOS
STOSBRGLO6
STOSBRGLO7
STOSBRGLO8
STOSBRGLO9
STOSBRGL10
STOSBRGL11
STOSBRGL12
STOSBRGL13
STOSBRGL14
STCSBRGL15
STOSBRGL16
STOSBRGL17
STOSBRGL18
STCSBRGL19
STOSBRGL20
STOSBRGL21
STOSBRGL22

ANEXO A - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS — PACIENTES DO GRUPO 1 (N=43)
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ANEXO B - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS — PACIENTES DO GRUPO 2 (N=37)
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ANEXO D - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

Univeraidace Federal de 580 Pawio Comeé de Evics em Pesgwiss
Escolz Poulista de Wedicing Hospital Sho Pagia

S0 Paulo, 18 de maio de 2007,
CEP 0500/07

limofa). Sria).

Pesquisadoria) LU HENRIQUE GAGLIAMI

Co-mestigadones: Maicos Montani Casesro, Dercy Josd de Sa Filho; Marta Soares; Wagner Tadeu Alkimin Maiz 2
Erka Etsuko Fuswma; Ricardo Sobhie Diaziorientadaor)

Disciplina/Depanaments:  Doencas  Infecciosas &  ParasitdriasMedicina da  Universidade Federsl de Séo

Paulo/Hospital 540 Paulo
Patrocinedor: Fapesp.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Fel: Projeto de pesguisa intitulado: "Estudo da resisténcia genotipica priméria aos antiretrovirais nos pacientes
diagnosticados pelo HIV- no Municipio de Santas”,

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: |

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: sem comato com o pacients,

OBJETIVOS: Determinar a peevaléncia de subtipos de HIV -1 no municipio de Sanios, bassads na andiise da
sequencia genetica do gene pal.

Dederminar a prevalincia de copas do HIV-1 resistente em individuos gue ainds ndo iniciaram ralaments
antelreviral,

RESUMO: Serfio seleclonadas amostrasicepas) de pacentes diagnosticados com o HIV-1 do municiplo de Santos,
no periode de 2000 & 2001 gue foram submetidas ao exame de quantificagio da carga viral. As amostras encontram-
S¢ armazenadas em freecer <70 no Laboratdrio Molecular - CRAIDS em Santos. Para a delesminacao dos sublipos
do HIV-1 e & Genolipagem dos pacientes vingens de tralaments acs antiretrovirals, © AMA das amostras serd
exiraido comversido com cDMA, amplficado e, posteriormente, secuenciado, oue serdo realizados nos lEboretinios
de retrovirglogia da DIPA da Unifesp @ no Laboratdrio de Bilogia Molecular do cenbro Universitdrio Lusiadas
LUMILUS.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: deseavobimento de forma diagnéstica laboratorial, de levantamenio gendlico e de
tormas de promogEo de sadde

Avaliar & circulagio subtipos e de cepas de HIV resistantes aos anti-retrovirals.

MATERLAL E METODO: descritns 05 procedimentos laborstoriais.

TCLE: néo ae aplica.

DETALHAMENTC FINANCEIRO: Fapesp.

CRONOGRAMA: 48 meses.

CEJETIVO ACADEMICD: doutorade,

R Botucaly, 572 - 19 andar - conj. 14 - CEP 04023-D62 - S4o Paulo / Brasil
Tel.: (D11} 5571-1062 - 5539 7162



Linfversidade Faderal de S&o Pauk Gt ce Elica em Pesgiss
Eacoly Pawksta de Medicing Iosgits! 580 Fawo

e
ENTREGA DE AELATORICS PARGIAIS AD GEP PREVISTOS PARA: 17/5/2008 & 1T/5/2009.

O Comité de Etiea am Pesquisa da Universidade Federal de Sio Pauky/Hospital 530 Pavlo ANALISOU = APROVOU
o projeto da peaquisa reterenciado.

1. Comumecar (oda o qualguer aleragio do projeto e termo de consentimento Bwre & esciarecido. Mestas
circunsténcias & inclusio de paclontes dove ser lemporadamente inferrompica até a resposta do Comitd, apos
andlise das mudancas propastas.

2 Gomunicar imadiataments ao Comitd qualquer evanto adverso ocomido duranta o desenvoivimento do eshedo.

3. Os dados individuais de Iodas as elapas da pesguisa devern ser manfidos em local seguro por § ancs para
poesivel auditonia dos drgdos competantes.

Atenciosamenta,

Ve

Prol. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comite de Elica em Pesguisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital 580 Paulo

Aua Bohucaty, 572 - 1* andar — conj. 14 - CEP D4023-062 - Si0 Paulo ¢ Brasi
Tel.: (011) 5571-1062 - 55397162
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PREFEITURA MUNICIPAL DE SANTOS
=

': Estiincia Balnedria _
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR - SECRAIDS

Santos, 10 de abril de 2007

Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/EFM
AIC Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Prezado Professor Medina,

Autorizo o Bidlogo Luiz Henrique Gagliani, a utilizar as amostras
congeladas em freezer -70° C, que estdo estocadas em nosso Laboratorio de
Biologia Molecular — CRAIDS, no qual gle & responsavel, para o projeto
intitulado “Estudo da Resisténcia Genofipica Primaria aos Antiretrovirais
nos Pacientes Diagnosticados pelo HIV = 1 no Municipio de Santos” do
periodo de 2000 e 2001 que foram realizadas a quantificagdo da Carga Viral
pela rede Laboratdrios. Esse estudo serd importante para conhecermos
melhor a epidemiologia molecular do virus HIV — 1 em nossa cidade.

informo que esse projeto seri para obtencio do doutoramento do
senhor Gagliani na UNIFESP, no qual estd matriculado. Ele j& vem
monitorando esses pacientes desde o inicio do seu diagndstico pelo HIV = 1.
Salientamos que possuimos as iniciais, caracteristicas socio-demograficas e
o esguema terapéutico que os pacientes vem fazendo ao longe do tempo,
até a presents data, no qual sera mantido o mais absoluto sigilo.

Sem mais, encontro-me 3 disposigio para gualquer esclarecimento

que se fizerem necessario.

Atenciosamente,

- S ﬂ."-."'.'_':_;;-r": L i'_f;{"

Dr. Alcino Antonio Campos Goleg
Diretor - CRAIDS - PMS P
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