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RESUMO

Cenério: a determinacdo da prevaléncia de resisténciagpanaos antirretrovirais em
diferentes localidades do mundo é de extrema i@poid no monitoramento da
epidemiologia molecular do HIV, podendo orientaeepéutica inicial dos pacientes
em determinada &rea geografi@bjetivos: determinar a frequéncia de resisténcia
primaria aos antirretrovirais e descrever a vadiiddue genética do HIV-1 em gestantes
recentemente diagnosticadas para o HIV nas Matatagl Lucrécia Paim e Augusto
N'gangula em Luanda-AngolaMétodos amostras biolégicas de 57 gestantes
recentemente diagnosticadas para o HIV inseridaBTé, provenientes de Luanda-
Angola foram coletadas entre novembro de 2008 airarde 2009 foram testadas
quanto a carga viral, TCD4+. A caracterizacdo ma&cdo HIV foi feita pelo sistema
de Sequenciamento OpenGene DNA da reg@alo genoma HIV-{lay-1. Resultados

36 (63,2 %) das 57 amostras foram sequenciadasetectada uma (2,8 %) mutacao
associada a resisténcia aos inibidores da tratsseipeversa analogos de nucleosideos
e duas (5,6 %) mutagcBes associadas a resistérginiliolores da transcriptase reversa
ndo analogos de nucleosideos. Mutacdes primarssciadas aos ITRNN e ITRN
foram detectadas em duas (5,6 %) gestantes recamienhiagnosticadas para o HIV-1.
N&o foram encontradas mutac¢des associadas aador@bida protease. Os subtipos F1,
C, CRF02_AG, D, A1, G, H e J foram detectaddsnclusdo a presenca de resisténcia
priméria nessa populacdo de gestantes virgenat@nento foi baixa, porém com alta

variabilidade genética.

Palavras-chavesinfec¢ao do HIV, resisténcia viral, droga antmogiral, gestacao.



15

ABSTRACT

Background: the determination of the prevalence of primasigtnce to antiretroviral
therapy in different places in the world is of extre importance in molecular
epidemiology monitoring and it can guide the idit@atient therapy in a given
geographical areaDbjectives to determine the frequence of primary resistate
antiretroviral and describe the genetic variabilify HIV-1 in newly diagnosed HIV
infected pregnant women in maternities LucreciamP& Augusto N Gangula in
Luanda-AngolaMethods: biological samples of 57 pregnant women receditignose
HIV positive participating in the MCTC program froouanda-Angola were collected
between November 2008 and January 2009 and weeel ties viral load quantification
and TCD4+. Molecular characterization of HIV wagfpamed by OpenGene DNA
sequencing system of genome HIVal;. in thepol region.Results 36 (63.2%) out of
57 samples were sequenced, one (2,8%) mutatiociatssh with resistance nucleoside
reverse transcriptase inhibitors was detected wod(5.6%) mutations associated with
resistance to non-nucleoside reverse transcripthgators were also detected. Primary
mutations associated with ITRNN and ITRN were deigan two (5.6%) pregnant
newly diagnosed HIV-1 infected women. None of thhempry mutations associated
with protease inhibitors was found. Subtypes A1DC CRF02_AG, F1, G, H and J
were detectedConclusion the presence of primary resistance in this treatmaive

pregnant population was low, but the genetic vditglin Angola was very high.

Keywords: HIV infection, viral resistance, antim@tiral drugs, pregnancy.
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|. APRESENTACAO

Esta dissertacdo foi elaborada no formato de uigoaet aborda a tematica da
analise genotipica e perfil mutacional de resiséénio (Virus da Imunodeficiéncia

Humana) HIV as drogas antirretrovirais em Angola.

Em 2007 foi realizado um estudo de soroprevalédaianfeccao pelo HIV em
gestantes angolanas encontrando-se uma prevatin2id% de mulheres infectadas. O
uso universal das drogas antirretrovirais em Angele inicio em 2004 e até o

momento mais de 11.240 pessoas fazem o uso desdesmmentos.

Com o uso das drogas antirretrovirais observouss@umento na sobrevida das
pessoas infectadas pelo HIV, porém varios fatooelem levar ao desenvolvimento de

resisténcia as drogas antirretrovirais.

Assumindo que gestantes atendem consulta pré-mafdica assim, facil acesso
a populacdo sexualmente ativa, e visto que a @esist as drogas da terapia
antirretroviral esta fortemente associada a falbatrdtamento, o que exige resgate
terapéutico, deste modo aumenta a probablidadeesoas recém-infectadas adquirir
um virus com mutacdes de resisténcia. Nessa atiueste de genotipagem pode ser o
instrumento util na seleccéo das drogas do novoessq, ele pode ajudar a prolongar a
vida do tratamento e, consequentemente, a dasgsegsendo com HIV, em especial
as gravidas e a eficacia dos esquemas de drogesnma&dos para a prevencao da
transmissao vertical pode ficar limitada de acocdm a resisténcia primaria nesta

populacao.

O trabalho de campo foi realizado de novembro d¥ 20janeiro de 2009 em

Luanda, capital de Angola, nas Maternidades LuarBaim e Augusto N Gangula.
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Essa pesquisa foi coordenada por Emingarda Camtellr funcionaria do
Ministério da Saude de Angola, alocada no InstiN&gional de Saude Publica (INSP)
que € o laboratério de referéncia para o pais. SPINbi o local de realizacdo da
contagem de linfocitos T CD4+ e o Instituto Nacioda Luta contra a Sida (INLS)
sediou a realizacao da quantificacéo da cargadaréllV, enquanto que a genotipagem
ficou a cargo do Laboratorio Central de Pernamb(lo®CEN-PE) em Recife na

Republica Federativa do Brasil.

Ao término da fase de coleta, a pesquisadora cameactabular os resultados da
pesquisa. A pesquisadora participou em todas as fis realizacdo da pesquisa, desde
a adaptacdo do questionario a realidade angoltna, analise dos dados resultantes do

trabalho de campo.

Tendo participado da coleta dos dados na condigéioemtrevistadora e
supervisora do trabalho de campo, e da analiselaidss, sabendo da importancia da
execucdo desta pesquisa em Angola, onde teve auoppade de desenvolvimento
instrumental e trazer ao publico informacdes capdeeavaliar a resisténcia primaria, a
pesquisadora resolveu juntamente com 0s seus adi@es, classificar a resisténcia as
drogas antirretrovirais em gestantes recentemeagmalsticadas pelo HIV em Luanda

de Novembro de 2008 a Janeiro de 2009.

O artigo trata de relatar a frequéncia de mutags=ociadas a resisténcia
priméria as drogas antirretrovirais em gestantdsesereve a variabilidade genética do

HIV em Luanda.
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II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Determinar a frequéncia da resisténcia primaridragas antirretrovirais em gestantes

recentemente diagnosticadas para o HIV em Luandgeian
2.2. Objetivos Especificos:

Em mulheres gravidas portadoras de HIV-1 vinculadas PTV nas Maternidades

Augusto N'gangula e Lucrécia Paim em Luanda descrev

1. A caracteristica biolégica (idade) e a caractedstibstétrica (idade gestacional
no momento do recrutamento).

2. Os achados laboratoriais (Contagem dos linfocitdSDA+ e quantificacdo da
carga viral).

3. O grupo e subtipo do HIV-1.

4. As mutacbes e determinar a taxa de resisténcia apamas drogas

antirretrovirais.
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1. METODOS

3.1. Desenho do estudoealizou-se um estudo de corte transversal em xtonte

hospitalar.
3.2. Local do estudo

O estudo foi realizado nas Maternidades Augustcaijgla e Lucrécia Paim
gue estdo localizadas na cidade de Luanda, cagstahngola. Luanda é a menor
provincia de Angola, com 2.418 krde area. Angola tem uma populacéo aproximada
de 17.000.000 habitantes sendo 49,3% homens e 50ulB&res. Sua capital € Luanda,
com mais de 5.000.000 de habitantes, com idadeant=lil9 anos. Angola possui a
maior taxa de fecundidade e de mortalidade infaltimundo. Apesar da riqueza do
pais, a sua populacdo vive em condi¢cdes de extpmheeza, com menos de dois
dolares americanos por dia. A populacdo de Angelanétituida por 90% de individuos

de raca negra, e por 10% de raca branca e méstica

A Maternidade Augusto N'gangula foi inaugurada nesados dos anos 60 e
atende em média 56 partos por dia. Destina-seeamliatento de consultas, partos e
gestantes de risco, internamentos de pediatriacgiogia e obstetricia. Conta com 41

médicos, dos quais 11 especialistas e 483 enfarmeir

A Maternidade Lucrécia Paim, por ser a maternidedetral, recebe uma
populacdo de todas as provincias do pais. A Maladei Lucrecia Paim conta
atualmente com 400 leitos, servicos de telemedicinraunoterapia e realiza o
diagndstico pré-natal de malformacéo congérita ano de 2007 realizou 21.035

partos.



20

O Programa da Transmisséao Vertical (PTV) teve anié Maternidade Augusto
N"Gangula, em 2004 e Maternidade Lucrécia Paim2e66, Em 2007 mais de 1662

gravidas soropositivas para o HIV-1 aderiram agRnma.
3.3. Periodo do estudo

A coleta de dados foi realizada de Novembro de Z00é&neiro de 2009.
3.4. Populagao do estudo

Mulheres em consulta pré-natal com teste HIV pasifem tratamento prévio

com antirretrovirais.
3.5. Amostra

Foi realizada uma amostragem nao probabilistieadipostra de conveniéncia,

com mulheres incluidas no PTV no periodo do estudo.
3.5.1. Tamanho amostral

De acordo com o Myatt: M. e Bennett’Da Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) preconiza< 50 amostras para estudos epidemioldgicos quertrdéadetectar a
frequéncia de resisténcia primaria em paises deses limitados,e para o estudo foram

coletadas 57 amostras.
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3.6. Critérios de elegibilidade

3.6.1 Ciritérios de Inclusao

Foram incluidas todas as gestantes com idade raaderma dos 18 anos, que
compareceram em uma ou ha outra maternidade ennlopsé-natal e que tiveram

teste positivo para o HIV e desse modo participatarRTV.
3.6.2 Critérios de Excluséo

Foram excluidas do estudo todas as gestantes guegaem feito o uso prévio
da terapia antirretroviral, e diagnostico de infexpelo HIV antes da gestacéo.

3.6.3. Procedimentos para a selecéo das participast

As pacientes que fizeram parte do estudo foramlasjugie compareceram em
uma das duas maternidades encaminhadas para o &Tiérem sido diagnosticadas
para o HIV-1. Uma vez identificadas e preenchenslccritérios de inclusdo foram
convidadas a participar do estudo. ApGs explicagioobjetivos do estudo, aquelas que
concordaram em participar assinaram o termo deeoatingento livre e esclarecido

(APENDICE 1).

O fluxograma de captacdo e acompanhamento dasipanties é apresentado na

Figura 1.
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3.7. Definicdo dos termos e operacionalizacao deriéaveis

> Teste HIV +: foi definido como o0 exame que apresentou evi@laboratorial de
infeccdo pelo HIV, ou seja, dois testes anti-HIVese positivos de acordo com o
algoritmo de Angola.

> Diagnéstico recente foi definido como a realizagdo do teste anti-H¥ dia da
entrevista e este ser positivo, dois testes rapidos

> Resisténcia Primaria foi definida como sendo a resisténcia aos amtoveais
detectadas em pacientes sem uso prévio de drogja®tavvirais, € uma variavel
categorica dicotdbmica

» ldade: variavel numérica continua, expressa em anos lebosp determinada de
acordo com a informacgao da paciente no dia daesiae

» Idade gestacional varidavel numérica continua expressa em semanagestacao
calculada pela data da ultima menstruacdo e/ouirswada por ultra-sonografia
precoce.

» Contagem de Linfécitos T CD4+ varidvel numérica continua, que foi expressa em
ndmero de linfécitos/ mide sangue.

» Carga Viral: variavel numérica continua, que foi expressa @pias de RNA/ml de
sangue.

» Grupo e Subtipos do HIV-1 variavel categérica policotbmica, sdo conhecidos 4
grupos para o HIV-1, grupo M, O, N e P. Mais de 9086 infeccbes por HIV-1
pertencem ao grupo M, que esta subdividido em %ipsA-D, F-H, J e K e
algumas formas recombinantes circulantes que s@&E&s.

» Mutacles primarias. sdo mutacdes simplepie conferem resisténcia as drogas

antirretrovirais
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> Mutacbes secundarias sdo mutacdes que conferem resisténcia parcial aos

antirretrovirais.
3.7.1. Descricdo dos procedimentos, testes e téasic

Foram coletados 9 ml de sangue em todas as gestalgigyiveis e 0s
mesmos foram distribuidos em trés tubos padrongado5 ml, contendo 0,5 ml de
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (BDd@evidamente identificados com
as iniciais da voluntaria e o nimero do protocthoediatamente apés a coleta das
amostras do dia, a pesquisadora responsavel pela ¢t@nsportou 0s tubos em caixa
térmica com blocos de gelo ao Laboratério NacialeaSaude Publica (LNSP) para o

manejo adequado das amostras.

O primeiro tubo foi feito a contagem dos linfociitb€£D4+ antes de 24 horas de
coleta, no LNSP. O segundo tubo foi encaminhad@ @arNLS para ser feita a
quantificacdo da carga viral e o terceiro tubo,féiia separacdo do plasma do sangue
total usando uma centrifuga refrigeradora, a unecém de 1.500rpm por 10 minutos.
Em seguida foram retiradas duas aliquotas de plpanaamicro tubos estéreis, livres de
RNAse e DNAse com tampa de rosca, proprios pamngetamento e armazenados a
uma temperatura de -70°C, que foram enviadas aor&igio Central de Saude Publica
de Pernambuco em Recife na Republica FederatiBrakil de avido em caixa térmica

com gelo seco, para assim ser processado o tegendBpagem.
» Contagem de linfocitos CD4+

A contagem de linfécitos CD4+ foi processada no EN&Sn Luanda-Angola. Foi
feita em todas as amostras usando o aparelho Rats@Becton Dickinson, Franklin

Lakes, N.J)® equipamento modular de citometria de fluxo Becton Dickinson
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Immunocytometry Systems (BDtesenvolvido para rotina clinica e pesquisa adaca
E o sistema mais completo atualmente para a detegd automatizada de Linfécitos-
T CD4, CD8 e CD3, parametros de grande utilidad@a pamonitorizacdo do estado
imune de pacientes infectados com o virus HIV, arsgavel pela Sindrome de

Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

» Quantificacdo da Carga Viral

A quantificacao da carga viral foi processada rabitito Nacional de Luta Contra a
Sida (INLS) usando a tecnologia de Amplificacdo é2@® na Sequéncia de Acidos
Nucléicos (NASBA} O sistemaNuclisensHIV QT foi desenvolvido baseado na
tecnologia NASBA, imitanddn vitro o ciclo replicativo do HIV-1lin vivo. E um
sistema completo de altanfiabilidade e sensibilidade capaz de detectaumia Unica
reacdo um valor de carga viral variavel em umaafai& 40 a 10.000.000 de copias na
amostra testada.

» Genotipagem do HIV-1

A genotipagem do HIV-1 foi realizada no Laboratofi@entral de Pernambuco
(LACEN-PE) no Brasil, com equipamentos automatizadbamados sequenciadores
gue determinam a sequéncia de bases nitrogenagssnf@s nos genes do HIV que
codificam duas proteinas, as enzimas transcripgagegpolimerase sendo responsaveis
pela capacidade de transcriptase reversa, de fuadgfo do virus e alvo de um dos
grupos de drogas antirretrovirais, os inibidorestr@dascriptase. O outro grupo de
drogas, os inibidores da protease, age sobre aléas®turacéo e eliminacéo de virions
a partir da célula infectada, neutralizando a eazinotease.

Foi usado o TRUGENE HIV-1 GENOTYPING KIP que é o sistema para
Sequenciamento OpenGene DNA que tem a finalidade geteccdo das mutacdes

genbmicas do HIV (na protease e parte das regiaesadscriptase reversa) a qual
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confere resisténcia aos tipos especificos de dragasetrovirais. Essas duas regides
codificam os principais alvos para o tratamento di@ga antirretroviral. O
desenvolvimento da resisténcia viral a estas dregés associado com as mutacoes
dentro destas regides codificadoras. As mutacéedd&itificadas sequenciando um
produto RT-PCR correspondentes a estas regidespngplemento ao controle
terapéutico do paciente portador de HIV-1, infecsaibtipo B e uma carga viral

minima de 1000 copias de RNA por ml.
O TRUGENE HIV-1 GENOTYPING KIT consiste em algun®@essos.

¢ Extracdo do DNA

O DNA genbmico foi extraido a partir de 140ul dagpha usando o QlAamp
Viral DNA purification KIT-QIAGEN ° (Qiagen), de acordo com as instru¢ées do
fabricante.

Resumidamente, esté técnica representa uma te@adlegropoésito geral bem
estabelecida para a preparagcdao do RNA viral. Ccéihbina com propriedades de
ligacdo seletiva de membrana baseado em gel da sdim a velocidade de microspin e
é ideal para processos simultaneos de varias amostramostra é primeiro lisada sob
condicOes altamente desnaturante para desatiRINases e para garantir o isolamento
de RNA viral intacta. Condicbes de tampé&o séo aglast para promover uma boa
ligacdo do RNA a membrana QlAamp, e a amostrarégada na coluna QlAamp Mini
spin. O RNA liga-se a membrana, e os contaminag@ieslavados eficientemente em
dois passos usando dois tampdes de lavagens tiferdRNA de alta qualidade é
elucionado num tampao especial livre de RNase, apaelp para uso direto e
conservacdo segura. O RNA purificado € livre detgimas, nucleases e outros

contaminantes de inibidores. A membrana especi#la@p garante recuperagao
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extremamente elevada de pura RNA intacta em 20tosmsem o uso de extracdo de
fenol/cloroformo ou precipitacdo de alcool. Todos tampbes e reagentes sao
garantidos por serem livres de RNase.

¢ Transcricdo Reversa e Amplificacdo PCR (RT-PCR)

O TRUGENE HIV-1 GENOTYPING KIT amplifica uma sequéa discreta da
transcriptase reversa e gene da protease. Os bivies pol sdo nucleotideos 297 e
1,680 no comprimento das regides da protease sctiptase reversas respectivamente
e estdo localizados nas posi¢cdes 1835-4678 (iduanregiadRNase Hl na regiagol
do genoma HIV-lay.1 (GenBank n® K02013). Devido a natureza altamenlienpdica
do HIV-1, uma mistura de varios primers especificadomo as variantes virais mais
comuns sao utilizadas neste kit.

As amostras de RNA extraidas foram adicionadastutuss de reagdo em que
ocorreu a amplificacdo PCR e a transcricao revérsaacao de transcricao reversa foi
realizada utilizando uma versao de engenharia ganéta transcriptase reversa do
Virus Leucemia Murino Moloney para transcrever ¥ 1IRNA no cDNA.

A mistura reacional foi entdo aquecida e a segsfiiagla a uma temperatura
especifica para permitir que os primers oligonudliems se anelassem especificamente
no RNA HIV-1 alvo. Na presenca de um excesso dexiescleotideos trifosfato
(dNTPs), a enzima RT ampliou os primers aneladasndado um DNA:RNA
complementar hibrido (cDNA:RNA).

¢ Reacao de sequenciamento (CLIP)

A reacdo CLIP do DNA sequencia simultaneamenteuas dadeias da hélice
dupla de DNA. Um tubo de ensaio foi preparado cuideoito primers. Os primers
posterior (sense) e reverso (antisense) foram masceom um fluorescente diferente.

Quando hibridizados ao DNA, os primers foram oadot a permitir uma extenséo da
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cadeia entre eles (um primer na cadeia sense e oatrcadeia antisense). O tubo
também tinha os reagentes necessarios para a &xtdascadeia junto com um dos
quatros trifosfatos dideoxinucleotideo terminaiscddeia (ddNTPs); dideoxiadenosina
trifosfato (ddATP), dideoxiguanosina (ddGTP) ou etiditimidina (ddCTP) ou
dideoxitimidina (ddTTP). A reacado iniciou com a @b da amostra e uma DNA
polimerase termoestavel com uma alta afinidadedddTPs. A medida que a mistura
reacional foi ciclica termicamente, os primers gw@idizavam ao “template” DNA e
foram estendidas, terminadas em geral em algunm &mdongo da sequéncia DNA
alvo. Quatro reagGes CLIP resultaram na sequémsieipor e reversa do alvo entre os
dois primers CLIP. A reacdo continuava durante @<i8los gerando altos niveis de
produtos de reacao terminada de cadeia de cadarpAté programa de ciclagem estar
completo foi adicionado o reagente Solucao STORoelws os tudo de ensaio.
¢ Eletroforese dos Produtos de reacao CLIP

Apés a reacao de sequenciamento CLIP e a adic&oldedo STOP, as reacdes
foram aquecidas para separar os fragmentos de DNfadeia dupla. Uma fracdo a
cada reacao foi entdo carregada na parte superiomdcartucho MicroCel 500 que
contém o gel de poliacrilamida polimerizado veltigéra fino que é a sua matriz com
uma dimensdo de poro especificada. O gel de pidiadda contém uma alta
concentracdo de uréia para manter os fragmentd3Ngde no estado desnaturado de
cadeia simples. Uma solucdo tampao manteve o cotdato com a parte superior
como com a base de gel ultrafino. Um campo elédealta voltagem foi aplicado,
forcando os fragmentos de DNA negativamente catdiega migrarem atraves do gel
em direcdo do anodo. A velocidade de migracdo dagnfentos de DNA esta
relacionada com a dimensdo dos poros formados rpelaiz de poliacrilamida e

dimenséo dos fragmentos DNA, com a migracdo maislaados fragmentos menores.
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Proximo a base do gel de poliacrilamida, um rageidaexcita o corante fluorescente
ligado aos fragmentos DNA que se movem pelo lager @etectores medem o total de
luz e cumprimentos de onda produzidos pelo cortimbeescente. Estas medicdes de
luz séo coletadas pelo seqienciador e transmppiai@sa estacdo de trabalho que grava
os dados. Cada reacao de sequienciamento necessjtattdo partes para cada um dos
quatros dideoxinucleotideos terminais (ddATP, ddGIdSTP, ddTTP).

Para cada “template”, duas regibes do amplicontdpse e RT) foram
sequenciadas bidirecional utilizando quatro modploser CLIP.

Protease:Uma sequéncia bidirecional da regido da protea@#o(s 10 a 99) e
uma sequéncia em pelo menos uma direcdo a pastodations 1 a 9.

P2 Uma sequéncia bidirecional da regido proteasdoft® 21 a 99) e uma
sequéncia em pelo menos uma direcéo a partir dimns& a 20.

RT Inicial : Uma sequéncia bidirecional do inicio da regi@anmgcriptase reversa
(cédons 41 a 139) e uma sequéncia em pelo menoslivegdo a partir dos codons 140
a 142 e codon 40.

RT Mediano: Uma sequéncia bidirecional da metade da regidoadacriptase
reversa (codons 148 a 237) e uma sequéncia enmpeios uma direcdo a partir dos
cédons 138 a 147 e a partir dos codons 238 a 247.

¢ Genotipagem-Analise dos dados

Os dados posteriores e reversos da sequéncia it fcombinados e
comparados a sequéncia do HlVsl; com o software do sistema para determinar a
presenca de todas as mutagfes, incluindo as mstaedetentes as drogas. Foi
analisada toda sequéncia do genoma para revisarcies e eliminacbes. Todas as
bases em cada um dos cédons conhecidas por seseaiadas com resisténcia foram

selecionadas pelo software e estes sitios forarsadns pela pesquisadora. O software
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prepara um relatorio que é baseado em um conjuntoitérios definidos, desenvolvido
por um painel clinico internacional e pesquisadesggecializados, sendo implementado

no GuideLines Rules usado no software do sistema.

3.8. Coleta de dados

3.8.1 Instrumento para coleta dos dados

Os dados foram coletados utilizando-se um formmul@adréao, pré-codificado

para entrada de dados em computador (Apéndice 2).
3.8.2.Processamento e analise dos dados

Os dados foram digitados em banco de dados esmecifriado no programa
estatistico de dominio publico Epi Info 3.4.3. Aithcao foi efetuada por duas pessoas
e em épocas diferentes e, depois de comparadadidades, foi criada a verséo
definitiva. Em seguida foram obtidas distribuicbde frequéncia das variaveis,
corrigindo-se eventuais erros. Inicialmente forabtidas tabelas de distribuicdo de
frequéncia absoluta e relativa para as variaveegdacas. Para as variaveis numéricas,

foram utilizadas medidas de tendéncia central disjeersao.
3.9. Aspectos Eticos

Este estudo foi submetido a analise do Comité Matide Etica do Ministério
da Saude de Angola (Anexo 1), e no Comité de EtiPasquisa em Seres Humanos do
IMIP, de acordo com a resolugdo 196/96 do Conshlliional de Saude do Brasil e
aprovado em 15 de outubro de 2008 sob o n® 1268/288exo 2). Foi também
submetido & analise da Comiss&o Nacional de BticResquisa (CONEP) do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude do Beaafirovado em 28 de julho de 2009

sob 0 n° 519/2009 (Anexo 3).
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Todas as pacientes envolvidas foram devidamentéaresiclas sobre os
objetivos da pesquisa e somente incluidas quantmodaram em participar, assinando
assim, o Termo de Consentimento Livre e Esclare@géndice 1 ).

O projeto ndo envolveu danos fisicos ou agravoa parpacientes, por ser um
procedimento realizado rotineiramente nas unidadspitalares que fizeram parte do

projeto. Nao houve interferéncia na conduta a detaaa.
3.9.1.Consentimento Livre e Esclarecido

No momento da consulta para realizacdo da coletasaigue, foi obtida
anuéncia das pacientes, livre de vicios, depenaésgbordinacdo ou intimidacdo, apos
explicacdo completa e pormenorizada sobre a nawlezpesquisa, seus objetivos,
meétodos, beneficios previstos, potenciais risco® é@comodo que esta poderia
acarretar, formulada em um termo de consentimé&wpois da leitura do termo, cada
voluntaria assinava-o, autorizando sua participagaopesquisa. O documento do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido encesgmao Apéndice 1.
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V. RESULTADOS

Artigo: Frequéncia de resisténcia primaria aos antretrovirais e
variabilidade genética do HIV-1 em gestantes receamente

diagnosticadas para o HIV em Luanda-Angola
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Abstract

Background: the determination of the prevalence of primaigince to antiretroviral
therapy in different places in the world is of extre importance in molecular
epidemiology monitoring and it can guide the idit@atient therapy in a given
geographical areaDbjectives to determine the frequence of primary resistatce
antiretroviral and describe the genetic variabilify HIV-1 in newly diagnosed HIV
infected pregnant women in maternities LucrecianP& Augusto N Gangula in
Luanda-AngolaMethods: biological samples of 57 pregnant women recetithgnose
HIV positive participating in the MCTC program frobuanda-Angola were collected
between November 2008 and January 2009 and weesl ties viral load quantification
and TCD4+. Molecular characterization of HIV wagfpened by OpenGene DNA
sequencing system of genome HIlVxl:. in thepol region.Results 36 (63.2%) out of
57 samples were sequenced, one (2,8%) mutatiogiatsb with resistance nucleoside
reverse transcriptase inhibitors was detected wod(5.6%) mutations associated with
resistance to non-nucleoside reverse transcrifthsgators were also detected. Primary
mutations associated with ITRNN and ITRN were deigan two (5.6%) pregnant
newly diagnosed HIV-1 infected women. None of thempry mutations associated
with protease inhibitors was found. Subtypes A1DC CRF02_AG, F1, G, H and J
were detectedConclusion the presence of primary resistance in this treatmaive

pregnant population was low, but the genetic vartglin Angola was very high.

Keywords: HIV infection, viral resistance, antim@tiral drugs, pregnancy.
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Introduction

The pandemic of the human immunodeficiency virud/jHinfection remains a cause of
public health study in the world, being declaredcsi June 2001 a global security
emergency in the General Assembly of the UniteddXat.

Sub-Saharan Africa (SSA) is the area most affebiedl|V the virus that causes the
Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS), with atal of approximately 22,5
million people infected by the end of 2007, repnéis®y more than % of deaths from

AIDS in the world?.

The first case of AIDS in Angola, a country locaiadSSA with a 17 million for the
total population, was diagnosed in 1985, since ttiége until December 2007
approximately 190,000 Angolans were infected by Héyresenting a total prevalence
of 2.1%, and 110,000 were women and 17,000 wetérehiunder 15 years

Access to antiretroviral therapy (ART) has increladeamatically in limited resource
settings, where the majority of people infectedhwilV and who need treatment
resides’. In Angola the universal access to antiretrovingdicine started in 2004 and
since this time approximately 11,240 people infédtad access to treatménGaining
access to antiretroviral drugs has implications ifaproving the quality of life for
people living with HIV/AIDS, the prevention of veal transmission as well as the

emergence and transmission of antiretroviral raststirus strainé.

The treatment in Angola includes a combinatiornwad hucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NRTI) Zidovudine (AZT) and Lamivudiné8TC), and a non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) EfavirerF{/) or Nevirapine (NVPY. A

study conducted in Angola, showed that the sulessié of antenatal care pregnant
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women as a sentinel population represented thealemrese of the HIV-1 infections in
the general populatioh

The program for the prevention of vertical transius (PTV) in Angola began in 2004
with the aim to support all HIV positive pregnanbmen, since the first prenatal
consultation until birth, as well as the new bamed for the reduction of Mother to

Child Transmission (MTCT) of HIV and the schemadigeAZT. 3TC and NVP.

The MTCT is the most important source of HIV infeatin children under 15 years.
This affects approximately 500,000 children perryeahe world and is responsible for
1,800 new infections in children daily, in most dmping countries. The rate of
transmission in treatment naive women to a chiltb® to 25% in developed countries

and 25% to 45% in developing countrles

The vertical transmission of HIV-1 resistant vatg@arof the reverse transcriptase
inhibitors has also been reported in the litergtarel some studies noted that resistance
mutations have been transmitf&.

Incomplete adherence to antiretroviral therapy Ib@sn documented to be a primary
contributing factor for treatment failure and thevdlopment of antiretroviral resistance
among patients in resource-limited settifgs

The increasing prevalence of resistance to arawvetl drugs between patients infected
with HIV-1 has been associated with increased mégson virus resistant strains to
newly infected individuals. The effectiveness ot timitiation of treatment with
antiretroviral may be limited by transmitting virussistant strain¥’. And the rate at
which the transmission of mutation associated waistance reverts to the wild-type

has not been fully outlined, but the mutations nésit the time of transmission of HIV
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are more stable than those selected under prefsuneantiretroviral drugs>. In this
way, performing the genotyping test before treatingatient recently infected by HIV

can increase the rate of therapeutic antiretrodinadjs responseg.

The studies on mutations associated with resistanggegnant women in Africa are
limited, particularly in Angola, being extremely portant to investigate and describe
the mutations associated with antiretroviral drugghe RT and PR genes of HIV-1 in
treatment-naive pregnant women.

The aim of the present study is to report the feeqy of primary mutations in PR and
RT that are associated with antiretroviral drugistasce to describe the subtype

variability of the HIV-1 in treatment-naive preghaomen living in Luanda.

Methods

Study subjects and samples

A total of 57 treatment-naive pregnant women omata consultation were diagnosed
with HIV infection during the months of November@@to January 2009, in Lucrecia
Paim and Augusto N"Gangula maternities and wenediec in the study. All pregnant
women underwent pre- and post-test counseling gmihg the informed consent form
prior to participating in the study. They were umbbd if pregnant women that: (1) had
been recently diagnosed for HIV-1 (ii) were on @tah consultation included in PTV
(i) had not been taking antiretroviral drugs pomsly (iv) were more than 18 years
old.

Blood samples and demographic, clinical and epidigical information were
collected during the period of the collection. Rias was aliquoted stored at a

temperature of -70 °C immediately after separation.
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The serology of HIV-1 was performed based on thgalan National Algorithm using

two rapid tests for antibodies to HIV}%. HIV antibodies test were performed in the

maternities using two rapid tests Determine ® (Abl@boratories, IL, USA)® and

Unigold® (Trinity Biotech)'®. Discordant results were sent to the Nationalitirist of

Public Health (NIPH) to be performed an additiotesit using ELISA (Vironostika HIV

Uni-form Il Ag/Ab ELISA test; bioMérieux, France).

CD4 lymphocyte count, viral load, RNA extraction,TRPCR and sequencing

The CD4 lymphocyte count was processed using Bebtokinson FacsCount;
equipment?in the NIPH in Luanda-Angola.

The viral load quantification was determined in lmsing of plasma
amplification technology based on nucleic acid seqe (NASBAJ® NucliSens
HIV QT system was developed based on the technatogitro NASBA, as if
of the replication cycle of HIV-1n vivo. It is capable of detecting in a single
response a variable value of viral load in a ranigé0 to 10.000.000 copies in
the sample tested; it was performed in the Natidmstitute of Fighting Against
AIDS in Luanda-Angola.

RNA extraction was performed using QIAamp viral leie acid extraction kit
under conditions recommended by the manufactureiagép, Valencia,
CA,USA) ?in the Central Public Health Laboratory for thet8taf Pernambuco
in Brazil.

The RT and PCR were performed by using a one step@&R TruGene kit'to
obtain an amplified product from HIV-pol gene. Followed by the CLIP
sequencing reaction by using a 7-deaza-dGTP Cy5/@yb primer cycle

sequencing kit (Siemens) according to the manufact instructions.
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Fragments were separated on a TruGene tower (Sgrae60°C, 1,600 V, 50%
laser power, and a sampling rate of 0.5 second§@aninutes with a size 500
polyacrylamide gel.
The drug-resistant results were analyzed accordinghe Calibrated Population
Resistance Tool (CPR) Version 4.1 beta that usesSilrveillance Drug Resistance
Mutation 2009%* and the genetic subtype was determined by germtgsistance

mutation interpretation algorithm program versio®.8 (ttp://hivdb.stanford.edy/

The study was approved by the Ethics Committee nfota, Ethics Committee of
Human Research of the Institute of Integrated Madi®rof. Fernando Figueira and the
National Commission on Ethics in Research of thaistiy of Health of the Federative

Republic of Brazil.

Results

Study samples

A total of 57 samples were collected, 36 (63.2%)ajfuhe 57 samples HIV-fol gene
sequences were successfully generated; the otreardgles were lost, 13 samples were
viral load less than a 1000 copies/ml, even thougltould sequenced two samples that
were less than a 1000 copies/ml and the other &lsanwe had some laboratories
problems, we repeated the sequencing sessions thanetwice but we could not
generate any results. Table 1 summarizes demographid epidemiological
characteristics of the study population.

HIV-1 pol subtyping

HIV-1 pol subtypes in both regions were different from s@amples. Subtype F was
the prevalent one with 22,2% of all, following syimts C(19.4%), D(13.9%),

A1(11.11%),CRF02_AG(11,11%), G(8.3%), H(5.6%), J(2,8%). Dizition of HIV-1
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subtypes in the two regions is summarized in T&hlend the phylogenetic tree is
showed in figure 1.

Protease inhibitor (PI) resistance-associated mubais among treatment-naive HIV-1
infected pregnant women

None of the known primary mutations associated Withesistance was detected among
PR sequences from the two regions. Secondary ronsatvere found at positions T74S
(2.8%), L10V (25%) and L10I (11,1).

Reverse transcriptase inhibitor (RTI) resistancesasiated mutations among
treatment-naive HIV-1 infected pregnant women

Primary mutations associated with NRTI were fouh@asitions M184V (2.8%) while
secondary mutations were found at positions T69842 and V118l (2.8%). Primary
mutations associated with NNRTI were found at posgt K101E (2.8%), G190A

(5.6%) while secondary mutations were found attpns K238T (2.8%).

Discussion

The median age of the pregnant women was 28 yedrtha median of the gestational
age were 20 weeks. Data addressing the prevaldnpanoary mutations associated
with antiretroviral resistance treatment-naive witlials infected with HIV-1 in Sub-
Saharian Africa (SSA) is limited. Reports from Udar®, Rwanda®®, Mozambiqué®,
Zambia ?®, South Afric&®, Swaziland?’ Malawi® and Tanzani&® indicated a low
prevalence of primary mutations associated withir@tnbviral resistance among
treatment-naive individuals infected with HIV-1.

This study provides the first report of primary rtidns associated with antiretroviral

resistance among antiretroviral treatment-naivegrmaet women in Angola. In
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accordance with other reports from SSA, a low pen@e of primary mutations
associated with antiretroviral resistance was foamibng treatment-naive pregnant
women in Luanda.

Some laboratories problems were found the sequgnpnmocedure test has some
limitations, in order to obtain an amplified protidiom HIV-1 pol gene, the viral load
has to be more than a 1000 copies of RNA/mI instimaple tested and this test was also
developed for HIV-1 subtype & and we could see how high is the genetic varigbilit

of the HIV-1 in this samples.

Only one primary mutation associated with NRTI sesice, M184V, which causes
high-level in vitro resistance to Lamivudina (3T@)d Emtricitabine (FTC) and low
level in vitro resistance to Didanosine (DDI) andakavir (ABC). It increases
susceptibility to Zidovudine (AZT), Tenofovir (TDFand Stavudine (D4T), was
observed in one strain from Luanda. And two secondautations associated with
NRTI resistance, T69S which is selected mutations their effect on NRTI

susceptibility is not known and V118l which occums~2% of untreated persons and
with increased frequency in persons receiving mldtiNRTIS. It causes low-level
resistance to 3TC and possibly to other NRTIS whesent with E44A/D and/or one

or more TAMS.

Two primary mutations associated with NNRTI resiseawere detected, K101E which
causes intermediate resistance to Nevirapine (Naffe) Delavirdine (DLV) and low
level resistance to Efavirenz (EFV) and EtravifBdR) and G190A that causes high-
level resistance to NVP, intermediate resistance EV, and increased DLV

susceptibility. And only one secondary mutationoasgted with NNRTI resistance
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K238T which is selected mutations that usually odoucombination with K103N in

which case it causes high-level resistance to N\BAR/ and DLV.

No primary mutations associated with Pl resistamas detected in this study but three
secondary mutations associated with Pl resistam@dS which is associated with
reduced NFV susceptibility and it occurs in unteglapersons with subtype C viruses
and L10I/V is associated with resistance to most When presented with other

mutations. It occurs in 5-10% of untreated persms this study.

The low prevalence or lack of primary mutations oassted with antiretroviral

resistance in Luanda reflects the limited use tif@mnoviral drugs in this region to date.

Currently nine subtypes have been identified irugrtiM”, A, B, C, D, F, G, H, J and
K. Each subtype is associated with a specific ggagcal location, multiple subtypes
non recombinant have already been described mare 48 Circulating Recombinant
Forms (CRF). Sub-type C accounts for almost half atif new infections and
predominates in Eastern and Southern Africa, Iad Nepal. Subtypes A, D, G, H and
K were detected in different regions in Africa. Thebtype F is common in Central
Africa, South America in Eastern Europe, while gubtype J is unique from Central
America. The subtype B is predominant in the Weasteorld (Europe, South America
and North, Japan and Australfd)

In the SSA are found more than 75% of HIV-1 infentin the world and the numerous
local epidemiology of Africa are characterized leyeral subtypes current non-B, CRFs

and Unic Recombinant Forms (URE)
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The variability of the subtype in Angola is veryghj a total of 36 samples were
sequenced impol gene for RT and PR regions. These samples wenrdifidd by the
genotypic resistance mutation interpretation atbari program version 6.0.3 in which
the results to be considerate is the one that wergeed after phylogenetic analyses,
using a MEGA program version 3.1, and the Neighbdaining with the Kimura 2
parameters model. Alignment with the standard secpievas performed with the
BioEdit Program that is incorporated with Clustal ¥d it was also used a reliability
test, the Bootstrap of 1000 replicates and thelteeare showed oRigure 1 that shows
the phylogenetic tree. HIV-Jol subtypes were F(22.2%), C(19.4%), D(13.9%),
A1(11.11%),CRF02_AG(11,11%), G(8.3%), H(5.6%), J(2,8%) and subtypes that
was unclassified. This is not uncommon in thiseagdf Africa and is probably related
to the tremendous genetic variability of HIVAI*> We have detected the rare H and J
subtypes in some samples. Some strains from Arignla little organized substructure
and form weaker clusters within phylogenetic trées the global reference sequences,
not allowing a clear distinction between subtyp&sa consequence, the current global
subtype classification may not reflect the extehtdwersity in this region. Further
analysis with the genomic sequences will be needldaafy whether these Angolan

strains are ancestor viruses, pure subtypes cesept new genetic forms of HIV-1.

The high genetic diversity of HIV-1 found in Angadaggests that, HIV-1 is circulating
in Angola for a long time and, suggests also thatd is intense population mobility

between Angola and Republic Democratic of Congo.

Conclusion

The results of this first study among treatmentsallV-1 infected pregnant women

in Luanda-Angola reveals that the baseline frequexigrimary mutations that confer
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resistance to antiretroviral drugs may be clagsiie low and these results need to be
confirmed by investigation in different regions tbe country, such as Cunene where
the prevalence of HIV-1 is higher. Furthermore,iiddal studies addressing the fithness
of viral strains carrying polymorphic mutations atite evolution of HIV-1 and
phylogenetic analyses may be relevant for publatheneasures in Angola.

There was a very high genetic diversity of HIV-1Angola is probably related to its
close geographical proximity with several countriesCentral Africa with old human

HIV-1 infection such as the Democratic RepublicCaingo.
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Fig.1. Phylogenetic analysis of HIpbl sequences from HIV-1 infected pregnant women iarda-Angola. The

study and reference sequences were aligned by ltle€ W programme and tree constructed by neighbpu

joining method based on the Kimura two-parameténaewed using a Mega 3.1 software.
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Table 1. Characteristics of 57 HIV-1seropositivegirant women included in a study
for the prevalence of primary and secondary mutatessociated with antiretroviral
drug resistance conducted from November 2008 toalgr2009 in Luanda-Angola.

Characteristics
N=57
Age Median 28
(Years)

Range 18-39
Viral load  Median 7100
(copies/ml)

Range 230-190000
CD4+ Median 285
(cells/mn)

Range 31-1269
Gestational Median 20
age (week)

Range 5-36
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Table 2. Subtypes found in 36 samples study inrdere with Stanford University
HIV-1 Drug Resistance Database.

Sample Stanford CPR/Stanford
Identification PR RT

02 CRFO02_AG G CRFO02_AG
04 C C C

05 C C C

06 J CRF13_cpx J

08 A Al Al

09 H H H

10 C C C

11 G CRFO02_AG CRFO02_AG
12 D F1 F

14 D D D

15 B D D

16 D F1 F

17 A H H

18 G U U

19 G G G

20 D F1 F

21 C C C

24 D F F

25 D F1 F

26 D F F

28 D F F

31 D D D

32 CRF02_AG H H

33 A Al Al

34 G CRF02_AG CRF02_AG
35 CRFO1_AE D D

36 A Al A

37 D D D

38 CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG
40 C C C

41 C C C

43 G G G

44 D F F

45 C C C

52 A A A

57 G G G

Abbreviations: PR-Protease, RT-Reverse Transcept@BR- Calibrated Population
Resistance Tool, U-Untyped



Figura 1.

Maternidade Lucrécia Paim. Maternidade Augusto N"gangula.

] _ Consultas no Periodo=28
Consultas no Periodo 57

Abordadas pela equipe de Pesquisa

n= 85
Preenchem os critérios de N&o preenchem os
Elegibilidade n= 67 critérios de
Elegibilidade n= 18
Motivos:
Concordam em Nao concordam em US(_) prevp (ile_tfgapla
participar n= 57 participar n= 10 antiretroviral =
Idade <18 anos 2
Entrevista
Coleta de sangue Com resisténcia primaria

para exames n= 57

n=2

Genotipagem

Sem resisténcia primaria

n=3€

n=34
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V.CONCLUSAO

Os resultados desse estudo revelaram que a preialéa resisténcia primaria em
gestantes recentemente diagnosticadas para o ldfw{luanda foi a esperada, ou seja,
baixa por Angola ser um pais de baixo nivel de g0 as drogas antirretrovirais, este
estudo também mostrou como € alta a variabilidadetica do HIV-1 na protease a na
transcriptase reversa do gepel do genoma mas, estudos de filogenia genética
precisam ser feitos para melhores esclarecimentastq aos subtipos circulantes em

Angola.

Mostrou também que 56% das gestantes aderiram ®odBpois das 14 semanas de

gestacao o que contradiz o indicado para a efickcteansmisséo vertical.

Tendo em conta da propagacdo do virus em Afrigagoificamente em Angola, em

particular em mulheres gravidas ha uma grande sidleele de se efectuar os testes de
genotipagem, visto que a adesdo adequada ao trdatamens testes de genotipagem
constituem os principais factores a serem congidsrpara o sucesso da Terapia anti-

retroviral potencializada para a profilaxia de regédo de mée para filho.
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VIl. APENDICES

APENDICE 1.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

REPUBLICA DE ANGOLA
MINISTERIO DA SAUDE
MATERNIDADE LUCRECIA PAIM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificagao

Titulo do Projeto: PREVALENCIA DE RESISTENCIA PRIMAA AOS ANTI-
RETROVIRAIS EM MULHERES GESTANTES SOROPOSITIVAS PARD VIH,
VINCULADAS AO PROGRAMA PREVENCAO DA TRANSMISSAO VERICAL
(PTV), NAS MATERNIDADES LUCRECIA PAIM E AUGUSTO N'&GNGULA EM

LUANDA-ANGOLA.

Pesquisadora  Responsavel: EMINGARDA PATRICIA  ANDREFELIX

CASTELBRANCO.

Instituicdo a que pertence a Pesquisadora Respndd@TITUTO NACIONAL DE

SAUDE PUBLICA.

Telefones para contato: (923) 619841 - (924) 221(q202) 332048
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Nome da voluntéaria:

Idade: anos Bilhete de Idad& N°.

A Senhora esta sendo convidada como voluntariatecipar da pesquisa “Prevaléncia
de Resisténcia Primaria Aos Antirretrovirais em meuks gestantes soropositivas para o
VIH, vinculadas ao Programa Prevencdo Da Transmisgéartical (PTV), nas

Maternidades Lucrécia Paim e Augusto N"Gangula aanta-Angola

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS: i@otivo que nos

leva a estudar o problema de resisténcia primani@&ergola € porque o virus deixa de
responder aos remédios quando ocorre resisténc@ne a Sr? vai tomar os remédios
para prevenir a transmissédo do virus ao seu bdb#drtante saber se tem alguma

resisténcia para o médico saber que tipo de méica&r? vai poder tomar.

O objetivo deste estudo é para determinar a pnesial@e resisténcia na Lucrécia Paim
e no N'Gangula. O procedimento para a coleta desladle material serdo da seguinte
forma: a Sr2 vai precisar preencher um formulddacapue se possam coletar alguns
dados seus e depois serdo coletados nove ml eesamgumeiro teste € o CD4 que é
para ver como esta o seu sistema de defesa, ockegum carga viral, para ver quantas
copias de virus estdo circulando no seu sanguéeeceiro e Ultimo que é o teste de

genotipagem € para ver se tem alguma resisténgimadicamentos.

DESCONFORTOS E RISCOS ASSOCIADOS: Tera um riscamonmas como a Sr2
vai fazer as analises de rotina do pré-natal, r@déale laboratorio vai retirar um pouco
de sangue a mais para a pesquisadora poder reaipaitros testes e um dos beneficio

para a Sr2 é que vai ficar sabendo como esta sistetma de defesa, a quantidade de
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virus circulando no seu organismo e se tem alg@siaténcia aos medicamentos e caso

seja descoberta alguma resisténcia o médico sgqbendedidas tomar.

BENEFICIOS ESPERADOS (PARA A VOLUNTARIA E/OU PARA A
COMUNIDADE): Os resultados desta pesquisa seram (i@ra vocé porque ira lhe
mostrar se tem alguma resisténcia de forma a gtieeseo médico ir4 tomar a decisdo

certa.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: Caso vocé ragente algum
problema em seus exames clinicos vocé sera acoamh@rd encaminhado para o

tratamento adequado ao tipo de resisténcia.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E SRANTIA

DE SIGILO: Vocé sera esclarecida sobre a pesquisgealquer aspecto que desejar.
Vocé é livre para recusar-se a participar, rets&un consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. A sua participagdeoluntaria e a recusa em
participar ndo ira acarretar qualquer penalidadeaerda de beneficios. O atendimento

clinico prosseguira com qualidade independenteadicipacao na pesquisa.

A pesquisadora ira tratar a sua identidade comdpeadprofissionais de sigilo. Os
resultados do exame clinico, laboratorial e da yieagserdo enviados para vocé e
permanecerao confidenciais. Seu nome ou o matprgindique a sua participacdo nao
sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo satifithda em nenhuma publicacéo
gue possa resultar deste estudo. Uma copia desigerdomento informado sera

arquivada no Instituto Nacional de Saude Publicatea sera fornecida a voceé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAOPOR

EVENTUAIS DANOS: A participacdo no estudo ndo aetara custos para vocé e se
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vier a sofrer qualquer tipo de dano resultante wa Earticipacdo, além do direito a

assisténcia integral a Sr2 sera indenizada.

DECLARACAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA

PARTICIPANTE

Eu, B.

I N° registro  hospitalar ,  fui

informada dos objetivos da pesquisa acima de namiara e detalhada e esclareci
minhas duvidas. Sei que em qualquer momento podelieitar novas informacgdes e
motivar minha decis&o se assim o desejar. A pesdpia EMINGARDA PATRICIA
ANDRE FELIX CASTELBRANCO funcionaria do INSTITUTO ACIONAL DE
SAUDE PUBLICA certificou-me de que todos os dadosstd pesquisa seréo

confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, &st@o absorvidos pelo orcamento
da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamascuipadoréEmingarda Patricia
André Félix Castelbrancatravés dos telefones (923) 619 841 e (924) 2P1odilme

dirigir ao Comité de Etica em Pesquisa no telef@2@) 393247 ou (222) 395881.

Declaro que concordo em participar desse estudoeldReima cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido, tive a oportaded de ler e esclarecer as minhas

davidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data
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Nome

Assinatura da Testemunha

Data

Nome

Assinatura da Testemunha

Data
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Instrumento para coleta dos dados e resultadoxdrses

REPUBLICA DE ANGOLA

MINISTERIO DA SAUDE

MATERNIDADE AUGUSTO N'GANGULA

FORMULARIO DA GESTANTE

NO

1.Data de entrevista: [

2. Numero desgelil[ [ |

3. Nome Completo:

4.1dadd_][ Janos

5. Raca
1.Negra_]
2.Brancd_|

3.Mulata[_]

Dados s6cio-demograficos

6. Escolaridade 7. Estado Civil 8. Nivel sécio-econémico
1.Analfabetd ] 1.Solteira_] 1.Desempregada]
2.Primério[_] 2.Casad4 | 2.Funcionéria Publich]
3.Secundari¢_] 3.Divorciadd_] 3.Funcionéria Privada ]
4.Ensino Médid_] 4. Viaval[_] 4. Vendedora comerciante]

5.Curso Superidr ]

5. Unido Estavdl |

5.Patrod_]
6.Profissional ou executija]
7. Empresaria |

9.Procedéncia (area) 10. Religido 11. Renda Familiar
1. Municipio 1. Cat6lica] OO
2.Protestantg |
2. Provincia | 3. Mugulmand_]
4. Outro[_]

12. NUmero de parceiros

L]

Dados obstétricos

13.N° de gestacdes

14.N° de partos 15.Idade gestacional em

L] L] semana$ |[ |
Dados clinicos
16. Estadio clinico de acordo com17. Contagem dos linfécitos | 18.Quantificagdo da Carga vira
o Protocolo do CDC TCD4+ OO  copias/ml
110 OO0 mn?
2.1 ]
3. ]
4.1v []

19. Grupo do VIH-1

20. Subtipos do grupo M 21. R#ésicia aos anti-
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1.A[]
2.B[]
3.c]
4D[]
5.F[]
6.G[]
7HL]
8.J[]
9.K[]
10.CRF4_]

retrovirais
1. ITRN[]
2. ITRNN[]
3P

Data da 12 revisao:

Entrevistador:

/1

Data da 22 revisao:

I/




VIIl. ANEXOS

ANEXO

Angola

1. Aprovacao do Comité de Etica

Reg/02

REPUBLICA DE ANGOLA
MINISTERIO DA SAUDE

&Lw

Comité de Etica

Parecer do Comité de Etica sobre o Protocolo de Pesquisa da Dr* Emingarda
Patricia André Félix Castelbrance intitulado:

<< Prevaléncia da Resisténcia Primdria aos Anfi-retrovirais em Gestantes
Seropositivas para o VIH em Luanda — Angola >>

O Comité de Etica ap6s leitura e analise do Protocolo em epigrafe, verificou
que o mesmo obedece em linhas gerais a estrutura de investigacdo cientifica, e
cumpre com os aspectos éticos no que se refere ao consentimento informado e
sigilo da informag3o, considera o tema uma mais valia para o esclarecimento
da epidemia do VIH, pelo que ndo vé inconveniente que seja realizado no Pais.

FEITO EM LUANDA, AOS 01 DE AGOSTO DE 2008.

A COORDENADORA DO COMITE DE ETICA

Dr*. FILOMENA GOMES DA SILVA

/ Bidloga. /
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ANEXO 2: Aprovacdo do Comité de Etica do IMIP

Instituto de Medicina Integral
Prof. Fernando Figueira
Escola de Pos-graduagio em Saide Materno Infantil :

Instituigdo Civil Filantropica

DECLARAGCAO

Declaro que o projeto de pesquisa n° 1266 intitulado “Prevaléncia da
resisténcia priméaria aos anti-retrovirais em gestantes soropositivas para
o VIH em Luanda-Angola” apresentado pela pesquisadora Emingarda
Patricia André Félix Castelbranco foi APROVADO pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Materno Infantil Prof. Femando
Figueira — IMIP, em reunido de 09 de outubro de 2008. Entretanto
esclarecemos que o projeto pertence a uma area tematica especial e sera
enviado a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP a fim de
emissdo de parecer final.

Recife, 15 de outubro de 2008.

Dr. J Eu%ho

Coordenador do Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira

Rua dos Coelhos, 300 Boa Vista

UTILIDADE PUBLICA MUNICIPAL - Lei. 9851 de 08/11/67 Recife - PE - Brasil - CEP: 50.070-550
UTILIDADE PUBLICA ESTADUAL - Les, 5013 de 14/05/64 PABX: (81) 2122.4100

UTILIDADE PUBLICA FEDERAL - Dec, 86238 de 30/07/81 e SII "l; 2 Cx. Postal 1393
INSCRICAO MUNICIPAL: 05.897-1 Fax: (81)2122.4722 Cx. Postal 155°
INSCRICAQ ESTADUAL - Isento e-mail: imip@imip.org.br

CNPJ: 10.988.301/0001-29 WWW. imip,i‘lr{g_,br
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ANEXO 3: Aprovacéo da Comissdo Nacional de Etica em Psaqui

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comisséo Nacional de Etica em Pesguisa - CONEP

PARECER N° 519/2009
Registro CONEP: 15217 (Esta n¥ deve sercitadn nas carrespondéncias referentes a oste projeto)

CAAE - 0134.0.099.05%.08 Processo n® 25000.001504/2009-14
Projeto de Pesquisa: ‘Prevaléncia da resistencia primaria acs antrreirovirais em
geslarizs soropositivas para o HIY em Luanda- Angola”.

Pesquisador Responsavel: Emingarda Patricia André Félix Castelbranco

Instituigdo: Instituto Materno Infantii Prof. Fernando Figueira/PE

CEP de origem: Instituto Materno Infantil Pref. Fernanco Figueira/PE

Area Tematica Especial: Pesquisa com cooperagéo estrangeira

Patrocinador: Laboratério Central de Salde Pabiica — Or. Milton Bezerra Sokral.

Considera¢oes sobre a analise das respostas ac Parecer CONEP N? 2089/2008,
relativo a0 projeto de pesquisa em questio:
1. Foiapresentada Folha de Rosto atualizada e corrigida
2. Foi esclarecido que, ands o final do estudo, as amostras bicldgicas serén
desprezadas e incineradas, e gue tanto o material bicldgico coletade como os
dados obtidos serdo usacos unica e exclusivamente para a finalidade prevista no
estudo. §

Diante do exposto. a Comissao Naclonal de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuicdes definidas na- Res. CNS 196/96, manifesta.se pela
aprovagaoe do projeto de pesquisa proposte.

Situagdo: Protocolo aprovado.

Brasilig, 28 de :ulho de 2009,

i

sl .
T L

.\x“n@}:ﬂélle addi Tannous
Coarder?ladcra da CONEP/CNS/IVS
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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