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RESUMO

A resisténcia as drogas antirretrovirais € o inevitavel resultado da incompleta
supressao da replicacdo do HIV-1. No presente estudo foi caracterizado o perfil
de resisténcia genética aos antirretrovirais em amostras soroldgicas
provenientes dos estados do Amazonas e Para, Regido Norte do Brasil, no
periodo de 2002 a 2006. Um total de 127 amostras de plasmas obtidas de
pacientes HIV positivos e/ou Aids foram submetidas ao teste de resisténcia
pelo ViroSeq™ Genotyping System (Celera Diagnostic-Abbott, USA).
Considerando a informagao genética derivada das regides da protease e/ou
transcriptase reversa do HIV-1, o subtipo B foi observado em 85% dos casos;
seguido por ambos subtipo F1 e forma recombinante BF1 (4,6%) e CF1 (0,8%).
A mutacdo M184V (81,1%) foi a mais comumente observada associada aos
NRTI, em individuos positivos com TARV no estado do Para, e a mutagao
T215F/Y (56,3%) em individuos do estado do Amazonas. A mutagao K103N foi
a mais prevalente (em torno de 33,5%) para os NNRTI em ambos os estados.
O perfil de mutacao de resisténcia associado ao gene da protease mostrou a
mutacdo minor L63P como a mais frequente em ambos os estados. O estudo
revelou a importancia da identificagcdo de mutagdes associadas com resisténcia
as drogas antirretrovirais para o uso em futuros esquemas terapéuticos. Os
resultados deste estudo foram similares aos outros realizados em varias
regides do Brasil.

Palavras-chave: Terapia Antirretroviral de Alta Atividade, HIV-1 - mutacoes.



ABSTRACT

Drug resistance is a major consequence of the incomplete suppression of HIV-1
replication. In this study we characterized the HIV-1 genetic resistance profile in
blood samples obtained from patients of the Amazonas and Para states, in the
Northern region of Brazil, between 2002 and 2006. A total of 127 plasma
samples were collected from HIV positive/Aids patients and submitted to the
analyses of resistance by ViroSeq™ Genotyping System test (Celera
Diagnostic-Abbott, USA). Regarding the genetic data obtained from protease
(PR) and/or reverse transcriptase (RT) genes, the subtype B was the most
observed with prevalence of 85% of the cases, followed by F1 subtype and BF1
recombinant forms (4.6%) and CF1 recombinant form (0.8%). The M184V
(81.1%) mutation was the most commonly observed NRTI-associated mutation
in positive individuals failing HAART from Para state, and T215F/Y mutation
(56,3%) in individuals from Amazonas state. The K103N mutation was the most
prevalent (about 33.5%) for non-nucleoside RT inhibitor in both states. The
profile of resistance mutation associated with the PR gene displayed the minor
protease mutation L63P as the most frequent in both states. This study
revealed the importance of identifying mutations associated with viral resistance
to antiretroviral drugs to be used in future therapeutic schemes and the results
were similar to other performed in different Brazilian regions.

keywords: Antiretroviral Therapy, Highly Active, HIV-1 - mutations.
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1 INTRODUGAO

1.1 BREVE HISTORICO SOBRE HIV E AIDS

Desde o final dos anos 70 do século XX o mundo convive com 0o
HIV, o virus da imunodeficiéncia humana, um retrovirus que causa a Sindrome
da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (do inglés Aids). A Aids € uma doenga
infectocontagiosa causada por um retrovirus do género Lentivirus conhecido
como Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) com duas espécies bioldgicas,
o HIV-1 e o HIV-2, os quais diferem no peso molecular de suas proteinas,
como também apresentam diferengas nos seus genes acessorios (Barré-

Sinoussi et al., 1983; Clavel et al., 1986).

O virus se disseminou rapidamente, por todos os continentes, e a
Aids passou a ser considerada uma pandemia, responsavel por milhares de
mortes todos os anos. Em 1977 ocorreram os primeiros casos nos EUA, Haiti e
Africa e em 1980 no Brasil, porém a classificagdo somente comegou a ser feita
em 1982, ocasido em que a comunidade cientifica reuniu informagdes que
sugeriam a transmissdo da doencga pelo contato sexual, uso de drogas e
transfusao de sangue e hemoderivados. Neste ano também foram identificados
cinco “grupos de risco”: homossexuais, haitianos, usuarios de heroina injetavel,
hemofilicos e profissionais do sexo.
Em 1983 foi notificado o primeiro caso de Aids em crianca e em
profissionais de saude. No Brasil ocorreu o primeiro caso no sexo feminino. Em

84 o Dr. Luc Montagner, do Instituto Pasteur na Franga isolou e caracterizou o
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virus HIV, apesar de haver uma animosidade com o americano Robert Galo

pela primazia da descoberta.

Desde 1984 o Brasil iniciou a estruturagdo de seus programas de
saude ao controle da Aids, comeg¢ando por Sdo Paulo. Em 86 foi criado o

Programa Nacional de DST e Aids do Ministério da Saude.

A partir dai, aconteceram importantes marcos na histéria da Aids

como os relatados abaixo:

1985 — O primeiro teste anti-HIV é disponibilizado para o diagndstico da Aids.
Por outro lado, ficou caracterizado o termo comportamento de risco em vez de

grupos de risco.

1986 — Foi criado o Programa Nacional de DST e Aids (PN DST/Aids).

1987 — O medicamento AZT anteriormente utilizado em pacientes com cancer,
passou a ter o seu emprego em pacientes com Aids reduzindo a multiplicagao
do HIV. Ficou estabelecido pela Organizagado das Nagdes Unidas (ONU) o dia

1° de dezembro como o Dia Mundial da Luta contra a Aids.

1988 — Criacdo do SUS (Sistema Unico de Saude).

1991 — Inicio da aquisigdo e distribuicdo gratuita dos antirretrovirais pelo

Ministério da Saude do Brasil.

1993 — Maior divulgagao da transmisséo heterossexual do HIV e o AZT passou

a ser produzido no Brasil.



16

1994 — Estudo demonstra que o medicamento zidovudina (AZT) reduziu a
transmissao de mae para filho na gravidez e no parto e é definido o diagndstico

em criangas.

1995 — Descobrimento de outras drogas antirretrovirais, entre elas os inibidores

de protease (PI).

1996 — Houve queda das taxas de mortalidade e o aumento do numero de

casos em mulheres.

1997 — Foi implantada a Rede Nacional de Laboratorios

1998 — O “coquetel” como ficou conhecido o TARV no Brasil, conseguiu que
muitos pacientes atingissem carga viral indetectavel no sangue durante o

tratamento.

1999 — A mortalidade dos pacientes com Aids cai 50%.

2000 — A Africa é o continente mais afetado do mundo onde: Dezessete
milhdes morreram de Aids, 3,7 milhdes eram criancas e 8,8% dos adultos

estavam contaminados.

Na ultima década, a comunidade cientifica dedicou seus esforgos na
direcdo do desenvolvimento de novos medicamentos antirretrovirais, pesquisas

de vacinas para o HIV e pesquisas sobre métodos e acdes preventivas.

No Brasil, de 1980 a 2009 os casos acumulados notificados foram

544.846 pessoas infectadas pelo HIV, porém, a estimativa era de que 630.000
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pessoas vivessem com HIV/Aids no pais, 0,61% da populagdo entre 15 e 49
anos de idade. Desde 1980 até 2008, 217.091 pessoas morreram em

consequéncia da Aids (Haanwinckel, 2010).

1.2 MORFOLOGIA

Como observado na Figura 1, o HIV-1 apresenta forma esférica,
envelope externo lipoproteico oriundo da membrana externa da célula
hospedeira, possui didmetro médio de cerca de 100 nanébmetros (nm), com
simetria icosaédrica; o genoma viral € constituido de acido ribonucléico (RNA)
com duas fitas simples, dependente de uma RNA polimerase a transcriptase
reversa (Veronese et al., 1985; Luciw, 1996) como observado na Figura 1.

Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 apresentam diferentes subtipos que
se distinguem por suas sequéncias nucleotidicas e relagcdes filogenéticas

(Hahn et al., 2000).

envelope viral
»

p17

@, 00,000
".. h“‘ ______, co-receptor

Figura 1 — Estrutura do HIV-1. (Adaptada de www.aids-india.org/images/avertp12.jpg)
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1.2.1 Genoma

O genoma do HIV-1 apresenta 9,8 Kilobases (Kb), possui nove
genes e duas regides nas extremidades 5" e 3" denominadas sequéncias de
repeticdo terminal (LTR), onde estdo presentes elementos de controle para
integracéo, transcrigdo e poliadenilagdo do RNA mensageiro (mMRNA). Os
genes dividem-se em dois grupos: os que codificam as proteinas estruturais
conhecidos (gag, pol e env) e os que codificam as proteinas ndo estruturais
(tat, rev, nef, vif, vpu, e vpr) conforme ilustrado na (Figura 2) (Muesing et al.,

1985).

A regido gag codifica as proteinas da matriz p17 (MA), do capsideo
viral p24 (CA), nucleocapsidica p7 (NC) e p6; a regido pol codifica a protease
p10 (PR), (RT) transcriptase reversa p66/p51, e integrase p32 (IN); e,
finalmente, a regido env é responsavel pela codificagcdo das proteinas do
envoltorio, gp120 de superficie (SU) e gp41 transmembrana (TM). As proteinas
acessorias (tat e rev) estao relacionadas a regulagdo da expressao génica do

HIV-1 (Vaishnav & Wong-Staal, 1991; Frankel & Young, 1998).
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9,8Kb
wor____— rev —
& —— Pt
PTEEE  E—— vif -_I'= | —
I S =l | R
i tat
Po su ™
MA CA NC
— [N 41
p17 P24 p7 p6 2L
RT
PR
p66
p10 p51

— | Glicoproteinas
Y Envelope

{} 100nm

Figura 2 — Representacdo esquematica do genoma do HIV-1 (Adaptada de
www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html)

LTR — Sequéncia de repeti¢cdo terminal,

gag, pol e env — genes que codificam as proteinas estruturais

tat, rev, nef, vif, vpu,e vpr- genes que codificam as proteinas ndo estruturais

regido gag — codifica as proteinas da MA p17, CA p24, NC p7 e p6

regido pol — codifica a PR p10, RT p66/51 e IN p32

regido env — codifica as glicoproteinas do envoltério, gp120 de superficie e gp41
transmembrana,

1.2.2 Ciclo de Replicagao

O HIV-1, conforme demonstrado na Figura 3, inicia sua replicagcédo
com a adsorc¢do das particulas do virus as moléculas CD4" encontradas na
superficie de células suscetiveis. Embora a ligagdo de virions ao CD4" seja
essencial para a infectividade do HIV, sua subsequente interacdo com co-
receptores membros da subfamilia de quimiocinas, formada por sete

receptores de dominios transmembranares, tendo como os mais importantes o
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CCR5 e 0 CXCR4, induz uma mudanga conformacional na subunidade gp41,
que resulta na insergcdo de um peptideo de fusdo na membrana celular e a
ligacao da regiao helical 1 e 2 da gp41, permitindo a fusdo da membrana viral e
celular (Furuta et al., 1998). Dessa maneira, os co-receptores sao requeridos
para que haja a fusdo da membrana e entrada da particula viral na célula
hospedeira (Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996; Feng et
al., 1996).

Apos a fusdo, uma vez no interior da célula, ha liberagdo do
nucleocapsideo viral contendo o genoma viral para o citoplasma da célula
hospedeira, expondo seu material genético, constituido por duas fitas simples
de RNA. O RNA viral é entdo convertido numa cadeia simples de acido
desoxirribonucléico (DNA) por agao da enzima Transcriptase Reversa (RT), e a
outra fita de RNA é degradada pela ribonuclease H. Em seguida, a cadeia de
DNA é duplicada e, sob esta forma, o material genético do virus é integrado ao
nucleo da célula hospedeira (Provirus), processo este catalisado pela enzima
IN.

O Provirus entdo é integrado podendo permanecer latente/ou
também pode fazer com que a célula sintetize mRNA viral. Uma parte deste
pode ser traduzido pelos ribossomas da propria célula, para a producido de
proteinas virais. Neste momento, a enzima PR desempenha um papel central,
processando 0s precursores protéicos gag e gag-pol das proteinas do
capsideo, da RT e da PR.

Finalmente, ocorre a montagem das proteinas virais e do RNA do

virus para a formacdo de novas particulas, que se liberam da célula por
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brotamento (Veronesi et al., 2000), levando consigo parte do envoltério

proveniente da membrana da célula hospedeira (Turner & Summers, 1999).

receptor CD4

,,4" co-receptor CCRS
e co-receptor CXCR4
r

o

¥
RNA do HIV
=

DNA do HIV
-

2y SUE
®
DiNA

Figura 3 — Replicacdo do HIV-1 (Adaptado de http://www.thebody.com).

Estagios da replicagao:

1 — Envelope viral com suas glicoproteinas;
2 — RNA do HIV-1

3 — DNA do HIV-1

4 — RNA mensageiro e cadeia de proteina
5 — Proteinas

6 — Novo virus

1.3 PATOGENICIDADE

O HIV infecta e destroi células que sao criticas para a resposta
imune efetiva. Esse agente viral infecta principalmente células T com

marcadores superficiais CD4" (Perelson et al., 1996; Ho, 1998).
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A molécula CD4" é uma glicoproteina que pode ser detectada na
superficie de cerca de 60% dos linfocitos T, dos precursores das células T
dentro da medula 6ssea e do timo, nos mondcitos, macréfagos, células
dendriticas e células da microglia do sistema nervoso central, cuja diminuigao
causa deplecao fisica e funcional do sistema imune do organismo (Douek et al.,

2002).

A interacdo direta das glicoproteinas do envelope viral e seu
receptor celular, com os receptores de quimiocinas CCR5 ou CXCR4 (Choe et
al., 1996; Choe, 1998), resulta na infeccdo viral das células-chave para a
resposta imune adaptativa, resultando assim nas manifestagdes clinicas da

doenca e na profunda supressao imune (Berger et al., 1999).

O curso da doenga varia muito entre as pessoas infectadas, e o
tempo da infecgdo aguda para o desenvolvimento da Aids é definido para
pessoas assintomaticas, pela contagem das células T CD4" entre 200 e
350/mm?® adotado e recomendado pelo Comité Assessor, com o inicio mais
precoce (Brasil 2008) do tratamento antirretroviral em relagdo ao documento
anterior, cujo objetivo era evitar que a contagem de linfécitos se aproximasse
de 200 células/mm?® e pelo aparecimento de infeccdes oportunistas (Miller, et
al., 2002; Ledergerber, et al., 2004). Sao essas infec¢des, a exemplo do
cancer, que definem a Aids e que determinam a evolugao rapida para o obito —
em seis meses — enquanto que outros individuos permanecem infectados por
mais de 25 anos, e mantém o nivel de linfécitos T CD4" normal sem exibir
evidéncia do declinio dessas células ou de imunodeficiéncia, muito embora

nunca tenham feito uso de antirretrovirais (ARV). Uma explicagao precisa para
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essas diferencas e sobre os fatores associados com a progressdao e
desenvolvimento da doenca permanece indefinida, mas o aumento de
evidéncias sugere que eventos que ocorrem as vezes precocemente na
infeccdo aguda, junto com a genética viral e do hospedeiro, atuam
sinergicamente determinando o papel definitivo da evolugao clinica da doenca

(Markowitz & Mohri, 2005).

Em pessoas assintomaticas com contagem de linfécitos T-CD4+
acima de 350/mm® ndo é recomendado iniciar o tratamento, j& que os
beneficios ndo estdo suficientemente claros para contrabalancar potenciais
riscos da terapia antirretroviral (Brasil 2008).

A terapia antirretroviral deve ser iniciada antes que haja risco
significativo de ocorrerem infecgdes oportunistas, isto €, antes que a contagem
de linfocitos CD4" atinja menos de 200 células/mm?, condigdo a partir da qual
infeccbes oportunistas graves tornam-se sucessivamente mais comuns e
podem resultar em morte (Rachid & Schechter, 2003). Ja foi claramente
mostrado que o inicio da terapia com a contagem de células T CD4" abaixo de
200 células/mm?® esta associado com um substancial risco de progressdo de
doencga e morte, e este risco persiste por um periodo significativo apés o inicio

do tratamento (May et al., 2007).
1.4 HETEROGENEIDADE GENETICA

No curso da infecgao natural pelo HIV-1 ocorre um elevado indice de
replicacdo do virus com producdo de cerca 10'° particulas virais ao dia e uma

taxa de mutagdo em torno de 3,5x10™° nucleotideos por ciclo, colaborando para
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o0 surgimento das quasispecies virais, ou seja, variantes do virus bastante
relacionadas, porém geneticamente distintas entre si e que se encontram
infectando uma mesma célula (Saag et al., 1988; Boyer et al., 1992; Bebenek

et al., 1993).

A maioria das amostras de HIV-1 analisadas s&o subtipadas.
Entretanto, ha algumas amostras de HIV-1 com regides do genoma que
representam partes de diferentes subtipos, recombinantes vistos nas areas
geograficas onde sdo encontrados mais de um subtipo circulando. Essas
amostras hibridas sado os produtos de eventos recombinantes que ocorrem no
virus. Se dois diferentes subtipos infectam uma unica célula o que pode ocorrer
€ a formacado de um mosaico compreendendo regides de cada um dos dois

subtipos

Os subtipos de HIV-1 foram classificados com base em analises
filogenéticas e estdo distribuidos nos grupos main (M), outlier (O) e o non-
M/non-O (N). O mais prevalente € o grupo M, e que esta subdividido em
subtipos e sub-subtipos (A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J, K) e formas
recombinantes circulantes (CRF) que sao hibridas entre subtipos diferentes
(Gurtle et al., 1994; Simon et al., 1998; Robertson et al., 2000; Vidal et al.,

2000).

A Africa Equatorial é a regido onde ha maior diversidade de
variantes dos grupos N e O; todos os subtipos do grupo M e diversas CRF co-
circulam nos Camardes, na Guiné Equatorial, no Gabao e na Republica

Democratica do Congo (Overbaugh & Bangham, 2001).
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1.5 EPIDEMIOLOGIA
1.5.1 Modos de transmissao

Os principais modos de transmissao do HIV tornaram-se conhecidos
antes mesmo da identificacdo do agente etiolégico (Guinan & Hardy, 1987;

Ugen, et al., 1997; Miotti, et al., 1999), e s&o os seguintes:

1.5.1.1 Sexual

Em 1981, os pesquisadores do Center for Disease Control and
Prevention (CDC), investigando os individuos afetados pela doenga e seus
parceiros sexuais — individuos sadios de comunidade homossexual — de Los
Angeles, Nova York e S&o Francisco, concluiram tratar-se de uma doenca

infecciosa transmitida sexualmente.
1.5.1.2 Parenteral

A hipdtese de que esta seria outra via de transmissao levou pouco
tempo para ser esclarecida, com o aparecimento da doenga em usuarios de

drogas intravenosas e em hemofilicos.
1.5.1.3 Vertical

Tornou-se evidente por casos de imunossupressido em criangas
nascidas de maes usuarias de drogas e com Aids. Esse tipo de transmissao
pode ocorrer durante a gestagdo, no momento do parto e durante o

aleitamento.
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1.5.2 Cepas resistentes

As cepas de virus resistentes podem ser transmitidas entre os
individuos. A transmissao de variantes do HIV-1, com resisténcia aos inibidores
da RT e da PR, foi amplamente caracterizada em paises desenvolvidos. Com
efeito, os niveis de transmissdao do HIV-1 estudados em pacientes com
infeccdo recente documentada e com outros cronicamente infectados
mostraram que de 10 a 20% dos novos diagndsticos realizados na Europa e
nos EUA correspondem a infecgbes com cepas de HIV-1 resistentes a pelo
menos uma droga (Balotta et al., 2000; Little, 2000; Briones et al., 2001; Duwe

et al., 2001).

Outras investigacbes similares, conduzidas por Tamalet e
colaboradores (2003), e Scott e colaboradores (2004), estimaram que em torno
de 70% dos individuos, embora corretamente tratados, apresentavam carga
viral detectavel e carregavam consigo resisténcia, no minimo, a um
medicamento. A transmissdao do HIV-1 resistente a drogas também foi
documentada entre todos os grupos com comportamento de risco (Tang &

Pillay, 2004).

Sabe-se que a supressdo da infeccdo pelo HIV-1 com drogas
antirretrovirais € notavel. No entanto, se a infecgao € ocasionada por um virus
resistente, pode ocorrer a redugao da eficacia dos medicamentos empregados

no regime de primeira linha (Johnson, et al., 2008).

Em um estudo no sudoeste da Franga foi investigada a possibilidade

de resisténcia genética do HIV ao Enfuvirtida (T20) em um grupo de pacientes
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nao experimentados com ARV recentemente infectados, e foram demonstrados
0s primeiros casos de resisténcia primaria ao T20 nesses pacientes (Peuchant

et al., 2007).

A transmissao do HIV resistente aos ARV impacta negativamente na
resposta terapéutica de individuos virgens de tratamento. Como a estratégia da
terapia e utilizagdo de drogas ARV evoluiu, os padrées de mutagao transmitida
podem mudar. De acordo com investigagdes envolvendo 40 cidades dos EUA,
foi demonstrado que a alta prevaléncia de resisténcia a drogas ocorreu
amplamente, sugerindo que genotipagem e/ou fenotipagem, na investigacao
desses individuos, deveria ser considerada, especialmente se a terapia incluir

um inibidor ndo-nucleosidico da RT (NNRTI) (Ross et al., 2007).
1.5.3 Distribuigao geografica

No Quadro 1, demonstra-se que o subtipo C é encontrado em mais
de 56% de todas as infecgbes por HIV no mundo (Esparza & Bhamarapravati,
2000); é também o subtipo mais prevalente em paises com altas taxas de
infeccdo entre heterossexuais, tais como aqueles situados na Africa
subsaariana (Novitsky et al., 1999; Robbins et al., 1999) e paises populosos
como india e China (YU et al., 1998; Shankarappa et al., 2001).

Nos paises desenvolvidos como os da Europa Ocidental e nos
Estados Unidos, onde as infeccdes por HIV estdo concentradas em populacdes
de alto risco, tais como homossexuais e usuarios de drogas, o subtipo B é o
mais prevalente (Wainberg, 2004). Na Africa, entretanto, estdo presentes

praticamente todos os subtipos (Apetrei et al., 2004).
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Montano e colaboradores, (2005), assim como Rios e colaboradores,
(2005) e posteriormente Geretti (2006), descreveram os subtipos B e F do HIV-

1 como sendo os mais prevalentes na América do Sul.

Ja em 1995, Robertson e colaboradores relataram ser a
recombinagcdo um dos maiores mecanismos que mais contribui para a
variabilidade dos retrovirus, incluindo o HIV-1, e que sua diversidade pode ser
um obstaculo potencial para o desenvolvimento de vacina para a Aids. A
recombinagado ocorre durante a transcricdo reversa pela troca alternada de
nucleotideos de ambas as partes das fitas de RNA gendmico compactadas em

cada particula infectante (Coffin, 1979; Hu & Temin, 1990).

Dois estudos (Robertson et al. 2000; Thomson et al., 2002b)
demonstraram a endemicidade das CRF do HIV-1; enquanto Butler e
colaboradores (2007) complementam que elas sao capazes de se
estabelecerem em wuma populagdo de individuos infectados, portanto
apresentam caracteristicas epidémicas e, dessa maneira, podem influenciar a

disseminacgao e evolugao da epidemia.

Na América do Sul, a CRF12_BF, composta de fragmentos dos
subtipos B e F, foi detectada na Argentina e Uruguai, e representou, o primeiro
registro de CRF nas Américas (Thomson et al., 2002a). Outro estudo na
Argentina detectou a tripla recombinagdo entre os trés subtipos mais

circulantes na América do Sul: B, C e F (Pando et al., 2006).
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Quadro 1 - Distribuicdo geografica dos Subtipos de HIV-1 mais prevalentes nos

continentes americano, europeu, asiatico e africano

Subtipos mais
Local Referéncia
prevalentes

- Novitsky et al., 1999;

« Africa Subsaariana C

— Robbins et al., 1999.
« india c - YU et al., 1998;
* China _

Shankarappa et al., 2001.

» Europa Ocidental;
B - Wainberg, 2004.
« Estados Unidos

- Thomson et al., 2002a ;

- Montano et al., 2005;

B,F,C, - Rios et al., 2005;
CRF12_BF*, ~ Geretti, 2006;

« América do Sul gizz:gf: - Pando et al., 2006;
CRF29 BF* — Pires et al., 2004,
CRF39_BF* — Couto-Fernandez et al., 2005;

— Sa Filho et al., 2006;
- De Souza et al., 2008.

Nota: * Circulantes no Brasil

1.5.4 Estudos relacionando os subtipos de HIV-1 com a progressao clinica

da doenga

Na Tanzania foi realizado estudo que relacionou os subtipos A, C, e
D e formas recombinantes com a progressao clinica em gestantes, sendo
observada a heterogeneidade no avancgo clinico para doenga baseada nesses
subtipos, e o subtipo D foi associado a uma mais rapida progressao para a

doenga, em comparagdo aos outros subtipos. Dessa maneira, a progresséao
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para a Aids seria mais afetada por esse subtipo (Vasan et al., 2006). Este
achado impactou decisdes sobre quando iniciar a Terapia Antirretroviral de Alta
Eficacia (HAART) e pode ter implicagdes para futura triagem de alvos vacinais

e na diminuicdo da evolucao para doencga (Kiwanuka et al., 2008).

Em Cuba, significantes diferencas na prevaléncia da resisténcia para
os inibidores da Transcriptase reversa (RTI) e inibidores da Protease (PI) nédo
foram detectadas entre as mais frequentes formas genéticas de pacientes
tratados, sugerindo que a diversidade genética do HIV-1 ndo atua como

principal papel no desenvolvimento da resisténcia a drogas (Pérez et al., 2007).

1.5.4.1 Subtipos do HIV-1 no Brasil

A distribuicdo de subtipos de HIV-1 no Brasil é complexa se
comparada a de outros paises da América do Sul, conforme se observa pela
prevaléncia da circulagéo dos varios subtipos: B — 75%; seguido pelo F — 10%.
Além desses, apresentam maior prevaléncia outros subtipos, tais como C, e os
recombinantes B/C, e B/F (Louwagie et al., 1993; Tanuri et al., 1999; Delgado

et al., 2001).

Sa Filho e colaboradores (2006) relatam que, ao todo, existem no
mundo 34 formas recombinantes circulantes do HIV-1 descritas, das quais
duas estdo presentes no Brasil: as CRF28 BF e CRF29 BF. Outros relatos
confirmam a presencga das duas citadas anteriormente e acrescentam ainda as
CRF12_BF e CRF39_BF em Sao Paulo (De Souza et al., 2008), e também a
CRF02_AG no Rio de Janeiro (Pires et al., 2004, Couto-Fernandez et al.,

2005).
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Segundo Morgado e colaboradores (1998), foram identificados no
Rio de Janeiro em 131 pacientes 80,9% de subtipo B, 15,3% de F e um subtipo
D. Ja em outro estudo naquela cidade, realizado um ano depois, envolvendo 43
amostras de “doadores de sangue”, foram encontrados dados semelhantes,
com 76,7% de subtipo B, 14% do F e 9,3% de mosaicos dos subtipos B/F ou

B/D (Tanuri et al., 1999).

Na Amazobnia brasileira, a prevaléncia do subtipo B foi superior ao F
em Belém do Para e Macapa. Por outro lado, a analise nos segmentos dos
genes env e pro em Belém revelou os subtipos B, F, D e C para o primeiro, € B,

F, D e CRF02_AG para o segundo (Machado, 2004) (Quadro 2).

Quadro 2 - Distribuicdo geografica dos Subtipos de HIV-1 mais prevalentes nos

estados brasileiros

Est_ad_o S Subtipos mais prevalentes Referéncia
brasileiros
B, F, D, Morgado et al. 1998
B/D Tanuri et al., 1999

Rio de Janeiro Louwagie et al., 1993

B/C, BIF, Tanuri et al., 1999
Delgado et al., 2001
CRF28_BF,
De Sa Filho et al., 2006
CRF29_BF,
Sao Paulo
CRF39 BF
— De Souza et al., 2008
CRF12_BF
Rio de Janeiro Pires et al., 2004
Sao Paulo CRF02_AG
Couto-Fernandez et al., 2005
Para B, F, D, C e CRF02_AG

Machado (2004)
Amapa B,F,DeC
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1.6 MUTACOES GENETICAS

As mutagdes genéticas do HIV podem ser primarias, secundarias ou
decorrentes polimorfismos naturais. As primarias alteram a ligagdo de uma
droga ao seu alvo especifico, e necessitam de um aumento constante da
quantidade de droga necessaria para inibir a enzima-alvo — PR ou RT. As
mutacdes secundarias, na auséncia das primarias, nao conferem resisténcia a
drogas. Contudo, quando estdo presentes, acabam por contribuir na
reconstrucdo da capacidade replicativa do virus ocasionada, anteriormente,

pela alteragao genémica primaria (Hirsch, et al., 2000).

Os polimorfismos naturais s&o variantes genéticas com capacidade
de replicacdo semelhante a variante tipo selvagem, “wild type” logo, sem
expressao fenotipica, e ocorrem com frequéncia em doentes ndao submetidos a

qualquer esquema terapéutico (Wilson & Bean, 2000; Haubrich, 2004).

O estudo realizado por Naeger e colaboradores (2001) quanto a
resisténcia dos ARV merece ser citado, pois, além do exemplo classico das
mutacdes que conferem resisténcia a determinadas drogas, ha outras que
estao associadas ao aumento da sensibilidade, como é o caso da M184V na
RT, que confere resisténcia a Lamivudina (3TC) e Emtricitabina (FTC), assim

como provoca hiper-suscetibilidade ao Tenofovir (TDF) e a Zidovudina (AZT).

Noutro estudo, Braun e colaboradores (2007) avaliaram o efeito da
mutacao L76V na protease sobre o Atazanavir (ATV) e o Saquinavir (SQV) que
apresentaram um aumento significativo de 0,17% para 1,5% num periodo de

seis anos (1998 — 2005). Entretanto, essa mutagcdo é selecionada pelo
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Lopinavir/ritonavir (LPV/r), Amprenavir (APV), e possivelmente pelo Darunavir

(TMC114), e esta associada com importante resisténcia a estes farmacos.

A Didanosina (ddl) seleciona mutagdes resistentes que rendem a
inativacdo da droga contra o HIV-1; L74V e K65R que permanecem como as

principais mutacodes relacionadas a este medicamento (Moreno et al., 2007).
1.7 TRATAMENTO

A principal finalidade da terapia antirretroviral para individuos com
infeccao pelo HIV é impedir ou retardar a progressao da imunodeficiéncia,
melhorar a sobrevida dos pacientes, diminuindo a ocorréncia de infeccbes
oportunistas, e melhorar a qualidade de vida dos infectados (Coffin, 1996; Little
et al., 1999; Brasil, 2006). A redugao do virus no sangue periférico e a reversao
da imunodeficiéncia caracteristica representam um ganho que pode trazer
beneficios ao paciente, aumentando a sobrevida do individuo em pelo menos
13 a 14 anos (Vermund, 2006). O esquema terapéutico € composto por uma
associacao de drogas para obter a diminuicao da carga viral plasmatica e
assim atingir niveis virais indetectaveis na circulagao periférica usando as

técnicas atualmente disponiveis (Perno et al., 2001).

No Brasil, a distribuicdo gratuita e universal dos medicamentos ARV,
pelo Ministério da Saude, iniciou em 1996 com a introducido do esquema
HAART, o qual modificou radicalmente a letalidade pela Aids (Brasil 1996;
Marins et al., 2003). Entretanto, Clavel & Hance (2004) descreveram que, com

0 uso em massa desses medicamentos, ocorreu um aumento do risco de
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resisténcia aos antirretrovirais, havendo assim a necessidade de ser adotado

um monitoramento intenso e continuo dessa resisténcia.

O estudo AntiretroVIRal ADAPTtation (VIRADAPT) acompanhou
pacientes tratados com o auxilio da genotipagem e outro grupo (controle) cujos
pacientes foram tratados pela forma tradicional. Os resultados encontrados
apos trés meses de acompanhamento indicaram que houve queda da meédia da
carga viral de 1,04 log para o grupo genotipagem, e de 0,4 log para o grupo
controle. Ap6s seis meses, a queda da carga viral foi de 1,15 log para o
primeiro grupo e de 0,67 log para o segundo (Durant et al., 1999). Quanto ao
tratamento, merece ser citado que o custo da terapia com genotipagem é

equivalente ao tratamento convencional.

A histéria natural da infecgdo por HIV-1 em paises industrializados
foi modificada com a introdugao de esquemas de terapias combinadas HAART,
que resultaram em uma substancial melhora na qualidade de vida dos
individuos infectados, assim como em uma importante redugdo da morbi-
mortalidade associada com a infecgao pelo HIV-1 (Palella et al., 1998, Miners

et al., 2001; Nieuwkerk et al., 2001).
1.7.1 Resisténcia a drogas antirretrovirais

A resisténcia do HIV-1 aos farmacos antirretrovirais € consequéncia
da alta taxa de replicacdo e mutacao deste virus combinada com a sua
capacidade de integracdo com o genoma do hospedeiro. O HIV-1 apresenta

uma notavel diversidade genética com implicagbes na patogénese,
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desenvolvimento de vacina, diagnéstico e suscetibilidade aos ARV (Kanki et al.,

1999; Caride et al., 2000, Kaleebu et al., 2002).

O virus possui distintos mecanismos que lhe permite escapar tanto
da pressdao do sistema imunolégico como da pressdo farmacoldgica. O
surgimento das quasispecies € favorecido pelos seguintes fatores: escassa
fidelidade da RT em seu trabalho de replicacdo do RNA viral; elevada
populacdo de virus existentes — cerca de 10'? ; e extraordinaria cinética de
replicacédo viral com uma vida média plasmatica inferior a seis horas (Eigen,
1993; Hellerstein & McCune, 1997). A continua producdo dessas variantes
proporciona ao virus uma grande capacidade de adaptacdo no ambiente. A
resisténcia ARV é uma das razdes primarias para que a HAART falhe com o

uso prolongado do esquema (Shafer et al., 1998; Vella & Palmisano, 2000).

Segundo Quinones-Mateu e colaboradores (2000) o fitness é a
capacidade de adaptagao replicativa do virus a um ambiente determinado.
Dentro da populagéo viral, cada quasispecies apresenta uma caracteristica
representativa daqueles virus, que se encontra em baixa selegdo num

ambiente em particular.

Quando existem alteragbes no ambiente, pela administracédo de
drogas antivirais, por exemplo, a presenga de um ou mais mutantes mais aptos
a replicar nesse novo meio faz com que a populacéo derivada desses mutantes
ganhe forga e aumente suas chances de sobreviver. Com o HIV-1, a presséo
seletiva frequentemente exercida pelo sistema imune resulta na adaptagao do
virus a novas células-alvo e na manutencdo de uma infecgao persistente

(Overbaugh & Bangham, 2001).
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1.8 DROGAS

A HAART conta com trés classes de drogas aprovadas pela Food

and Drug Administration (FDA) com mecanismo de acgao intracelular:
a) inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (NRTI);

b) inibidores nao nucleosidicos da transcriptase reversa

(NNRTI);
c) inibidores da Protease (Pl); e

d) uma classe com mecanismo de agao extracelular, os

inibidores de fusao (IF).

Ha novas drogas em investigagdo com o0 mesmo mecanismo de
acao intracelular que oferecem limitadas expectativas de melhora tanto na
eficacia e no perfil de seguranca a longo prazo, como na protecdo contra a
resisténcia. Quanto aos farmacos das novas classes com acao extracelular,
eles apresentam alvos sobre diferentes etapas do ciclo de vida do HIV e perfis
de resisténcia distintos em relagdo aos agentes com acdo intracelular
existentes. Aparecem também como alternativas interessantes para uso em
pacientes ja tratados, e com potencial para aqueles ainda virgens de
tratamento. Portanto, as expectativas sao boas com aumento das opgdes
terapéuticas, o que permitira substituir ou retardar o uso de agentes

antirretrovirais mais téxicos (Brasil, 2004; Yeni et al., 2004; Cooper, 2007).
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1.9 QUALIDADE DE VIDA

A luta inicial na questado do tratamento dos pacientes HIV positivos,
que era a sobrevida, passou a ser a qualidade de vida, e a discussao sobre
essa melhoria passa pelo item adesao ao tratamento. Quando se reconstitui a
condicao imune, de fato se evita o desconforto das infecgdes oportunistas e
dos canceres, muito embora possam advir outros desconfortos (Castelo Filho,

2007).

A qualidade de vida do paciente sob terapia HAART envolve
questdes como: disturbios morfo-metabdlicos, riscos cardiovasculares, a
recente e ampla discussao sobre o comprometimento renal e hepatico, a
resisténcia aos antirretrovirais, o acometimento de doencgas neoplasicas, e

outras que merecem e precisam ser discutidas (Mendonga, 2007).

A infeccao por si s6 pode afetar lipidios. Evidéncias relativamente
antigas mostram a interferéncia do HIV no metabolismo de lipidios, com
quedas de HDL e LDL, aumento de triglicérides, e que o tratamento da infeccao
pode também intervir nesses parametros. O tratamento, na verdade, causa um
impacto diferente dependendo da droga ou classes de drogas utilizadas. Com o
sucesso da HAART, os pacientes permanecem sob continua terapia por anos.
O tratamento reduz o titulo do HIV no sangue periférico e reverte a
imunodeficiéncia caracteristica, como também aumenta a sobrevida do
individuo (Vermund, 2006). O risco de doenga cardiovascular € mais provavel
de ocorrer em individuos infectados com o avanco da idade, com ou sem
tratamento. Além desse, outros eventos contribuem para o aumento do risco,

como € o caso da terapia com Abacavir (ABC) e ddl. Outras evidéncias
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identificam marcadores imunes associados ao aumento de risco
cardiovascular, como o aumento da carga viral e a interrupgao do tratamento.
Por outro lado, em estudos recentes como o realizado por Sanne (2008), ficou
evidenciado que em individuos com contagem de CD4" >350 células/mm? sem

o emprego da HAART, ocorre o aumento de eventos clinicos.
1.10 DIAGNOSTICO LABORATORIAL
1.10.1 Genotipagem

A genotipagem é um dos métodos designados para identificar genes
mutantes ou crescimento viral caracteristico que sugerem a redugdo da
suscetibilidade a drogas antirretrovirais especificas de resisténcia ao HIV

(Wilson, 2003).

Os testes de genotipagem baseiam-se na analise de mutacdes
associadas a resisténcia que sdo determinadas pelo sequenciamento direto do
genoma do virus amplificado e determinam a sequéncia genémica da regiao
que codifica as enzimas RT e PR do HIV-1. A genotipagem detecta apenas
mutantes virais que compreendam pelo menos 20 a 30% do total da populagao
viral fornecendo uma medida indireta da resisténcia a drogas (Gunthard et al.,

1998).

A genotipagem pelo ViroSeq™ HIV-1 Genotyping System v2.0
(Celera Diagnostic, ABBOTT Laboratories, EUA), faz a detec¢cao de mutagdes na
populacao viral de um paciente por meio da identificacdo de mudancas nos
cdédons que diferem da sequéncia genética padrdo ou sequéncia do “tipo

selvagem” do HIV-1, de forma que a sequéncia de nucleotideos, apds o
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sequenciamento automatizado de DNA, & determinada e a tradugcdo em
aminoacido (aa) se da de forma que cada trinca de nucleotideos codificara um

aa (Eshleman et al., 2004).

O plasma ¢é a principal fonte de virus para os testes de genotipagem,
envolvendo o HIV-1, por ser faciimente armazenado e processado, € por se
considerar que a semi-vida dos virus, no meio, persiste por cerca de seis
horas; 10 bilhdes de virions sdo produzidos a cada dia num doente néao tratado.
Isto permite o isolamento do virus em replicagdo ativa. As sequéncias virais
presentes no plasma representam apenas as quasispecies mais recentemente

selecionadas (Perelson et al., 1996; Shafer, 2002).

O Instituto Evandro Chagas (IEC) desde 2002 tornou-se um dos
polos da Rede Nacional de Genotipagem do HIV-1 (RENAGENO), que tem por
finalidade detectar a ocorréncia de resisténcia genotipica do HIV-1 frente aos
ARV e auxiliar o médico na escolha de uma terapia adequada de resgate dos
pacientes com falha terapéutica atendidos pelo Sistema Unico de Saude
(SUS), e que faz parte do Projeto de Implantagdo da RENAGENO elaborado
pelo Programa Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids

(PN/DST) do Ministério da Saude (MS).

O presente estudo tem o propésito de avaliar o perfil de resisténcia
em amostras de sangue colhidas de individuos com Aids, para melhorar as
estratégias de terapia em pacientes que falharam nos regimes terapéuticos
prévios, e também, verificar a prevaléncia de subtipos do HIV-1 nos individuos
residentes nos estados do Para e Amazonas da regido Norte do Brasil, no

periodo de 2002 a 2006.
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1.11 OBJETIVOS
1.11.1 Objetivo Geral

Estudar a resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais em amostras de
sangue de individuos com Aids; e determinar a prevaléncia de subtipos do HIV-
1 nos estados do Amazonas e Para, regiao Norte do Brasil, no periodo de 2002

a 2006.
1.11.2 Objetivos Especificos

— Detectar a frequéncia das mutagdes do gene pol do HIV-1 nas
regides das enzimas RT e PR, relacionadas com as trés classes
de medicamentos ARV (NRTI, NNRTI e PI);

— Identificar os subtipos dos HIV-1 circulantes nos estados do
Amazonas e Par3;

— Determinar a frequéncia de resisténcia relacionada as diferentes
classes de ARV;

— Identificar as mutacdes mais frequentes do HIV-1 em pacientes
submetidos ao tratamento HAART nos estados do Amazonas e

Para.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Instituto Evandro Chagas (IEC) tendo sido registrado com o

n° 0030/07 (Anexo A).
2.2 POPULACAO ESTUDADA

A populacao estudada foi constituida por 127 pacientes sendo 95 do
estado do Para e 32 do estado do Amazonas,os quais foram acompanhados
por médicos de referéncia em genotipagem (MRG) da RENAGENO. Foram
utilizados os formularios préprios da rede (Anexo B) contendo os seguintes
dados: informacgbes pessoais, clinicas, laboratoriais e epidemiolégicas; e,
posteriormente, esse grupo foi submetido a selegdo considerando os critérios

da RENAGENO abaixo relacionados.

Os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram um
documento contendo um termo de “Consentimento livre esclarecido” da CN de
DST/Aids do MS, da Rede (Anexo C), e daqueles que preencheram os critérios
de inclusao foram coletadas amostras de plasma (1 mL) para a realizagao do

estudo.
2.2.1 Critérios de inclusao

— Pacientes que experimentaram a primeira falha virolégica por
esquema terapéutico triplo; contendo inibidor(es) da protease;
— Pacientes que exibiram falha virolégica apds seis meses de

tratamento antirretroviral potente;
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— Pacientes que apresentaram variagdes entre dois resultados de
exame de carga viral maiores do que 0,5 log (ou trés vezes, em
relagao ao valor anterior);

— Pacientes com carga viral maior ou igual a 5.000 copias por mL;

— Pacientes que foram encaminhados ao IEC pelos MRG para coleta
do plasma;

— Pacientes que foram selecionados para o exame de genotipagem
deveriam apresentar evidéncias de uma adesdao adequada a

medicacado ARV, a fim de evitar o uso desnecessario do exame.
2.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo todos os pacientes com:

— Carga viral maior do que 500 mil copias/mL, ja que valores acima
desse nivel sugerem alta probabilidade de presengca da cepa
selvagem e problemas de adesao terapéutica ou

farmacocinéticos.

2.3 ANALISE MOLECULAR

Considerando tratar-se de um estudo retrospectivo realizado no
periodo de 2002 a 2006, o material foi processado adotando os procedimentos

a segquir.

Na determinagcdo da resisténcia do HIV-1 pela genotipagem, foi
empregado o ViroSeq™ HIV-1 Genotyping System (Celera Dignostic, 2004) para

identificar mutagdes associadas a resisténcia do gene da polimerase do HIV-1.
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A metodologia incluiu o isolamento e purificagdo do RNA viral do
plasma do paciente, seguido pela sintese do cDNA (transcricédo reversa, RT) e
amplificacdo gendmica pela reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR)
do fragmento pol do HIV-1 RT-PCR e médulo PCR, estendendo o gene da PR
e aproximadamente 2/3 do gene da RT, que resultou na obtencido de um
fragmento nucleotidico de 1,8 kilobases (Kb). Os produtos amplificados da PCR
foram sequenciados usando o BigDye Terminator sequency chemistry
(Sequencing Module-BigDye v2.0), sendo analisados no ABI/ Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA), acoplado ao software de analise
de sequenciamento do DNA. Os perfis de mutagcado resistente foram
classificados em um consenso pela Sociedade Internacional de AIDS (D’
Aquilla et al., 2002).

Para determinar os subtipos genéticos do HIV-1, todas as
sequéncias nucleotidicas foram analisadas usando o Stanford Sequence
Resistance database (Stanford University, 2006) e o Algoritmo brasileiro do
Programa Nacional de DST/AIDS da SVS/MS - Versao fev/2005.

Essa identificacdo tornou-se possivel mediante a analise das
sequéncias FASTA e GT com o auxilio da versao de fevereiro de 2004 do
Algoritmo brasileiro do PN/DST/Aids da Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS) do MS (Brasil, 2005).

A deteccdo da resisténcia primaria e secundaria aos ARV foi
avaliada utilizando-se a lista proposta por Johnson e colaboradores (2005) para
a classificagao das mutagdes (Anexo D). No presente estudo um largo espectro

de cddons mutacionais associados a uma maior ou menor resisténcia aos ARV
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foi observado durante o processo de analise conduzida em amostras de

pacientes experimentados com os ARV.
2.3.1 Extragao do RNA

A extracdo do RNA foi realizada para todas as amostras a partir de
1000 microlitros (uL) de plasma segundo o método ViroSeq™ HIV-1
Genotyping System (Celera Dignostic, 2004).

a) Para cada amostra foi identificado um microtubo cénico com

capacidade de 1,5 mililitro (mL) livre de RNAse e DNAse, sendo

transferido 1000 uL de plasma de cada paciente;

b) Os tubos foram colocados na centrifuga posicionando a algca no

sentido contrario ao rotor;

c) As amostras foram ultra-centrifugadas de 20.000 a 25.000

gravidades (g) por 60 minutos a 4° C;

d) Apds centrifugacgao foi retirado o sobrenadante, cuidadosamente,

sem tocar no sedimento usando uma micropipeta de transferéncia

automatica com ponteiras de 1000 pL, com filtro;

e) Foram adicionados 600 uL de tampao de lise em temperatura

ambiente (TA) — £ 25° C — em cada amostra. A TA foi considerada

porque o tampao precisava estar limpido, livre de cristais, para nao

interferir na RT-PCR;

f) Foi agitado em vortex por 3 a 5 segundos;

g) Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 min, em TA, e

posteriormente agitadas pelo menos uma vez;
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h) Foram adicionados 600 pL de isopropanol puro e gelado em cada
amostra;

i) As amostras foram agitadas em vortex por trés a cinco segundos;

j) Posteriormente, as amostras voltaram a ser centrifugadas por
12.500 a 15.000 x g por 15 min a TA;

k) O sobrenadante foi removido como em “d”;

I) Em seguida, foi adicionado um ml de etanol a 70% preparado com
agua livre de RNAse e DNAse;

m) Posteriormente, foi agitado em vértex por trés a cinco segundos;
n) As amostras foram centrifugadas entre 12.500 a 15.000 x g por
cinco min a TA;

0) O etanol foi removido de acordo com a alinea “d”;

p) Foi agitado em vértex e com outra ponteira foi removido todo o
etanol. Nesta etapa, os tubos foram abertos a TA para permitir a
evaporacao total do etanol e assim evitar a inibicado da RT-PCR;

q) Posteriormente, cada sedimento foi ressuspenso com 50 uL de
RNA Diluent, através de agitacdo e/ou maceragao quando houve
necessidade; e

r) Finalmente, foi realizada nova agitacdo em voértex para que o

material fosse depositado no fundo do tubo.

2.3.2 Transcrigao reversa

Apods as etapas de extracdo do RNA, as amostras foram submetidas

a RT-PCR, conforme as instru¢des do quadro 3:
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Quadro 3 — Preparo da master mix para RT

Volume
Reagente

(UL por amostra)
HIV RT Mix 8
RNAse inhibitor 1
MuLV RT 1
100 mM DTT 0,4
Volume final 10,4

a) a master mix foi preparada no gelo

b) o microtubo contendo a master mix foi agitado manualmente;

c) posteriormente, agitou-se em vortex em baixa velocidade 2000
rotagdes por minuto (rpm);

d) foi pipetado 10 uL de RT master mix, em cada tubo de reagéo de

0,2 mL correspondente a cada amostra;

e) foram adicionados aos 10 pL de RT master mix, 10 uyL do RNA

extraido;

f) a seguir, foi homogeneizado com a ponteira; e
g) posteriormente, foi realizada a transcrigdo reversa de acordo com
o programa do termociclador (Applied Biosystems 9700, EUA)

(Quadro 4).
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Quadro 4 — Programa de termociclagem da RT

Temperatura (°C) Tempo Processo
65 30 seg Relaxar a estrutura secundaria do RNA
_ Temperatura 6tima para a atividade
42 5 min

enzimatica

Interromper o passo para adicionar 10 uL da mistura principal

42 60 min Transcrigao reversa

99 5 min Inativagado da MuLV RT
Deixar no

4 Retirada

maximo 10 min

2.3.3 Reagao em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR)

Ap0s a transcrigao reversa procedeu-se a PCR da seguinte forma:

a) a master mix para PCR foi preparada conforme o Quadro 5;

Quadro 5 — Preparo da master mix para a PCR

Volume
Reagente (UL por amostra)
PCR Mix 29,5
AmpliTaq Gold 0,5
UNG 1
Volume final 31

b) os tubos foram agitados manualmente;

c) foram adicionados 30 yL de master mix de PCR em cada tubo

descrito na se¢do 2.2.2; e
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d) as amostras foram colocadas no termociclador programado para

preparagao da PCR como no quadro 6 abaixo;

Quadro 6 — Programa de termociclagem da PCR

N° de

_ Temperatura (° C) Tempo Processo
ciclos
1 50 10 min. Ativacao da UNG
Desativacdo da UNG e
1 93 12 min.
ativacdo da AmpliTaq
40 93 20 segqg. Denaturagao do DNA
64 45 segq. Anelamento do primer
66 3 min. Extensao do primer
1 72 10 min. Extensao final
4 Retirado do
aparelho

2.3.3.1 Purificagao do produto da PCR para reacdo de sequenciamento

a) O produto da PCR foi purificado usando coluna microcon-100

(Millipore Corporation, EUA) dentro de um microtubo cénico de 1,5

mL para cada produto de PCR;

b) foram adicionados 300 uL de agua tipo 1 (livre de RNase e

DNase) no topo da coluna, sem tocar a membrana;

c) o produto da PCR — cerca de 50 uL — foi colocado no centro da

coluna sem tocar a membrana;

d) a segquir, foi centrifugado por 15 min a 450 — 550 x g a TA;

e) os tubos foram abertos, sendo adicionados 35 pL de agua tipo 1

no centro da coluna, sem tocar a membrana;
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f) posteriormente, as colunas foram invertidas num outro microtubo
de 1,5 mL, limpo e estéril, e centrifugados por cinco min 450 — 550 x
gaTA;e

g) finalmente, foram removidas e descartadas as colunas, ficando o

microtubo com 35 a 40 pL de DNA purificados.

2.3.3.2 Quantificagédo do DNA

a) um gel de agarose 1% foi preparado em um tampéo Tris, Acido
borico, EDTA (TBE) 1X concentrado, corado com brometo de etideo

a 0,5 yg;

b) em seguida, foi preenchida a cuba de eletroforese com o tampao

1X concentrado;

c) posteriormente, foram misturados 5 pL do produto purificado, com

5 uL de agarose gel loading buffer;

d) foram aplicados 6 pL da solugdo DNA mass ladder, no primeiro

canal e 3 pL no ultimo canal do gel;

e) as amostras foram aplicadas (10 yL por amostra) e corridas numa

voltagem de 100 a 150 volts por 30 min;

f) o gel foi analisado sob luz ultravioleta (UV) para quantificar os

produtos da PCR seguindo o Quadro 7;
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Quadro 7 — Quantificagdo do produto de PCR

Banda do Mass Concentracao de DNA por  Concentracdo de DNA por

Ladder (Kb) 6 uL (ng) 3 uL (ng)
2 100 50
1,2 60 30
0,8 40 20
0,4* 20 10
0,2* 10 5

Nota: * Bandas podem ser invisiveis no gel

g) o produto foi diluido para obtencdo de 1,8 Kb, observando o

Quadro 8; e

Quadro 8 — Diluigao do produto de PCR

Diluicéo Intensidade (ng)
1/10 > 100
Ya Entre 60 e 100
V2 Entre 40 e 60
Ajustar o volume para 60 uL Entre 20 e 40
Nao ha DNA suficiente para sequenciamento < que 20

h) as amostras foram armazenadas em temperatura de -15° C a -
20° C para posterior utilizagdo — em até uma semana.
2.3.4 Reagao de sequenciamento

A partir dessa etapa, a reagao passou a ser realizada em placas

MicroAmp optical de 96 orificios, sendo o protocolo como segue:
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a) foram adicionados 12 yL de cada um dos sete HIV SEQ Mix
denominados A, B, C, D, (sense) e F, G e H (antisense) para cada

amostra;

b) em seguida, foram adicionados 8 pL do produto de PCR diluido,
purificado e quantificado, nos respectivos orificios para os sete

primers; e

c) a placa com as amostras foi colocada no termociclador (Quadro 9).

Quadro 9 — Programa de termociclagem da rea¢ao de sequenciamento

N° de ciclos  Temperatura (° C) Tempo Processo
96 10 seg Denaturagao
Anelamento do
50 5 seg ,
primer
25 Extensao do
60 4 min
primer
i Retirado do
aparelho

2.3.5 Purificagao do produto de sequenciamento

a) foi preparada solugao de isopropanol 70% em agua tipo 1 e

mantida a TA;

[{p=e )

b) foram aplicados 80 pL da solugao referida na alinea “a” em cada

orificio da placa contendo 20 uL da reag¢ao de sequenciamento;

c) em seguida, a placa foi selada e deixada em TA por 15 min e

coberta para protegé-la da luz;

d) a placa foi centrifugada por 45 min a 3 000 X g;
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e) apo6s a centrifugacao, foi descartado o sobrenadante, invertendo a

placa sobre um papel absorvente; e

f) posteriormente, a parte da centrifuga onde foi depositada a placa
invertida foi coberta com papel absorvente para, entdo, ser

centrifugada por 1 min.
2.3.6 Detecgao automatica e analise de sequéncias

As amostras foram sequenciadas empregando-se um sequenciador
automatico modelo ABI PRISM ® 3100 DNA Analyzer, no qual estava acoplado
o Software — HIV-1 Genotyping System, versao 2.6.

a) foram adicionados a placa 15 puL de formamide HiDi para

ressuspender o sedimento; e

b) a seguir, a placa foi montada, sendo introduzida no sequenciador,

para detecgao automatica de sequéncias.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste estudo foram organizados em planilhas
no programa EXCEL. As medidas de frequéncia (média, desvio-padrao, qui-
quadrado) foram analisadas usando o Programa BioEstat 5.0 (Ayres et al.,
2007). As variaveis analisadas pelo teste de qui-quadrado que apresentaram
valores de p menores que 5 % (p<0,05) proporcionaram aderéncia ao nivel de

significancia estatistica.
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3 RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS DA POPULAGCAO ESTUDADA

O estudo abrangeu um total de 32 (25,2%) pacientes procedentes do
Amazonas, 19 (59,4%) dos quais pertenciam ao sexo masculino e 13 (40,6%)
ao feminino. Ja os provenientes do Para foram 95 (74,8%) pacientes, 75
(78,9%) dos quais eram do sexo masculino e 20 (21,1%) do feminino (Tabela
1). Todos se encontravam sob uso da HAART e preenchiam os critérios de

inclusdo adotados para este estudo (item 2.2.1.).

A idade variou de 19 a 72 anos (média de 39) sendo que a maioria,

107 (84,3%), apresentou faixa etaria entre 20 e 49 anos.

Na ocasido da genotipagem, 84 (66,1%) dos individuos de ambos os
estados nao apresentavam qualquer sintoma ou sinal clinico da doenga, e o
diagndstico da infecgao pelo HIV-1 foi realizado em 63,7% no periodo de 1991

a 1999 (Tabela 1).

A deteccao de carga viral entre 10.000 e 100.000 cépias de RNA/mL
foi positiva em 58,3% dos pacientes com média de contagem em 43.474 copias
de RNA/mL. A contagem de linfocitos TCD4" em 57,5% (média 99,6
células/mm?) dos pacientes no momento de inclusdo no estudo encontrava-se

abaixo de 200 células/mm?® (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo dos dados epidemiolégicos gerais de 127 pacientes com falha
terapéutica aos ARV nos estados do Amazonas e Para de 2002 a 2006

Variavel N Medidas %
Procedéncia
Amazonas 32 25,2
Para 95 74.8
Sexo
Feminino 33 26.0
Masculino 94 74.0

Faixa etaria (em anos)

Menor de 20 2 1,6
20-49 107 84,2
>50 17 13,4
Ign 1 0,8
Sintomatologia

Sim 43 33,8
Nao 84 - 66,1

Ano do diagnéstico

<1990 2 1,6
>1991<2000 81 63,8
>2000=2005 40 - 31,5
Ign 4 3.1
Carga Viral
>100.000<500.000 copias RNA/mL 48 37,8
De 10.000 a 100.000 copias RNA/mL 74 Média= 411,7 58,3
(média= 43.4) 4 DP=3.198,4 3,1
<10.000 cépias RNA/mL Mediana= 69,5 08
Ign
CDh4
<200 células/mm? media= 99.6) 73 57,5
de 200-349 células/mm?® 34 Média= 203 26,7
>350 células/mm? 17 DP= 164,4 13,4
Ign 3 Mediana=171,5 2,4

Total 127
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Baseado nos dados de genotipagem, 108 (85%) amostras virais do
HIV-1 foram classificadas como subtipo B, seguidas por 6 (4,7%) do subtipo

F1, 6 (4,7%) de recombinantes BF1 e 1 (0,8%) de recombinante CF1, afora 6

(4,7%) com genotipagem ignorada (Figura 4).

Figura 4 — Genotipagem dos subtipos de HIV-1 nos estados do Amazonas e Para,
2002-2006.

O perfil das mutagdes de resisténcia associado ao gene da RT de
todos os individuos com falha terapéutica no estado do Para (Figura 5) na
classe dos NRTI foi: M184V 77/95 (81,1%), T215F/Y 53/95 (55,8%), M41L
38/95 (40%), D67N 29/95 (30,5%), K70R 25/95 (26,3%), L210W 22/95 (23,2%),
K219E/Q 20/95 (21,1%), V118l 20/95 (21,1%), E44A/D 13/95 (13,7%), L74V

7195 (7,4%), Q151M 6/95 (6,3%), V75l 5/95 (5,3%), K65R 2/95 (2,1%), Y115F
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1/95 (1,1%), e ins69 1/95 (1,1%). Na classe dos NNRTI, esse perfil foi: K103N
32/95 (33,7%), G190A/S 11/95 (11,6%), Y181C/l 9/95 (9,5%), L100I 7/95
(7,4%), P225H 7/95 (7,4%), V108l 4/95 (4,2%), Y188L 2/95 (2,1%), e V106M

1/95 (1,1%).
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Figura 5 — Mutagdes associadas a resisténcia aos ARV no gene da RT em pacientes

com falha terapéutica, estado do Para, 2002-2006.

A frequéncia de mutagdes resistentes aos ARV no estado do Para
do gene da protease (Figura 6) de mutagcbes minor ou secundarias foi: L63P
62/95 (65,3%), L10OF/I/R/V 49/95 (51,6%), A7T1I/T/V 46/95 (48,4%), M361/V
39/95 (41,1%), 193L 32/95 (33,7%), 154L/M/V 31/95 (32,6%), 162V 30/95
(31,6%), V771 27/95 (28,4%), K20I/R/M 26/95 (27,4%), 113V 13/95 (13,7%),
G73A/C/SIT 10/95 (10,5%), L241 10/95 (10,5%), N88D 9/95 (9,5%), L33F/I 8/95
(8,4%), D60OE 9/95 (9,5%), F53L 6/95 (6,3%), K43T 4/95 (4,2%), Q58E 4/95
(4,2%) e E35G 1/95 (1,1%); e de mutagdes major ou principais encontradas

foram: M46I1/L 36/95 (37,9%), V82A/F/S/T 27/95 (28,4%), LO9OM 20/95 (21,1%),
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D30N 11/95 (11,6%), 184V 9/95 (9,5%), V32l 6/95 (6,3%), 147V 5/95 (5,3%) e

I50L 4/95 (4,2%).
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Figura 6 — Mutagdes associadas a resisténcia aos ARV no gene da PR em pacientes

com falha terapéutica, estado do Para, 2002-2006.

O perfil de mutacdes de resisténcia associadas ao gene da RT
(Figura 7) de individuos com falha terapéutica no Amazonas na classe dos
NRTI foi: T215F/Y 18/32 (56,3%), M184V 17/32 (53,1%), K219E/Q 16/32
(50%), D67N 15/32 (46,9%), K70R 14/32 (43,9%), M41L 11/32 (34,4%), V118l
11/32 (34,4%), L210W 8/32 (25%), E44D 5/32 (15,6%), Q151M 5/32 (15,6%),
V75l 3/32 (9,4%), K65R 2/32 (6,3%), 69ins 2/32 (6,3%) e L74V 1/32 (3,1%). As
encontradas na classe NNRTI foram: K103N 11/32 (34,4%), Y181C 5/32
(15,6%), L100I 4/32 (12,5%), G190A/S 4/32 (12,5%), Y188L 2/32 (6,3%), V108l

1/32 (3,1%) e V106A 1/32 (3,1%).
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Figura 7 — Mutagdes associadas a resisténcia aos ARV no gene da RT em pacientes

com falha terapéutica no estado do Amazonas, 2005-2006.

A frequéncia de mutacbes aos ARV no estado do Amazonas do
gene da protease (Figura 8) de mutagdes minor ou secundaria foi: L63P 25/32
(78,1%), L10F/I/R/V 16/32 (50%), A71I/T/V 16/32 (50%), 162V 16/32 (50%),
193L 15/32 (46,9%), V771 14/32 (43,8%), M36I/L 13/32 (40,6%), 154L/T/V 9/32
(28,1%), 113V 8/32 (25%), K20I/M/R 6/32 (18,8%), D60E 5/32 (15,6%), N88D
5/32 (15,6%), G73S 4/32 (12,5%), K43T 2/32 (6,3%) L241 1/32 (3,1%), L33F
1/32 (3,1%), Q58E 1/32 (3,1%), E35G 1/32 (3,1%) e F53L 1/32 (3,1%). As
mutag¢des major ou principal encontradas foram: V82A/F/S/T 10/32 (31,3%),
L90M 8/32 (25%), M46I/L 6/32 (18,8%), D3ON 5/32 (15,6%), G48V 4/32

(12,5%), 4TAIV 3/32 (9,4%) e I50L 2/32 (6,3%).
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Figura 8 — Mutagdes associadas a resisténcia aos ARV no gene da PR em pacientes

com falha terapéutica no estado do Amazonas, 2005-2006.

No periodo 2005 a 2006 (Figura 9), nos dois estados (Para e
Amazonas) o percentual de mutagdes resistentes aos ARV encontrado de
acordo com os subtipos na classe dos NRTI para o subtipo B em 82 amostras
foi: M184V 63/82 (76,8%), T215F/Y 45/82 (54,9%), M41L 30/82 (36,6%), D67N
24/82 (29,6%), V118l 22/32 (26,8%), K7T0R 21/32 (25,6%), K219Q/E 19/82
(23,2%), L210W 19/82 (23,2%), E44D 12/82 (14,6%) e L74V 2/82 (2,4%); na
classe dos NNRTI foi: K103N 23/82 (28%), L100I 5/82 (6,1%), V108l 4/82
(4,9%) e Y188L 1/82 (1,2%). A frequéncia observada em 13 amostras nos
subtipos n&o-B para a classe dos NRTI foi de: K70R 10/13 (76,9%), D67N 9/13
(69,2%), M184V 8/13 (61,5%), K219Q/E 8/13 (61,5%), T215Y/F 7/13 (53,8%),

M41L 4/13 (30,8%), L210W 3/13 (23,1%), V118l 1/13 (7,7%), E44D 1/13 (7,7%)
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e L74V 113 (7,7%); enquanto que nos NNRTI foi de: K103N 6/13 (46,2%),

L1001 3/13 (23,1%), Y188L 2/13 (15,4%) e V108l 1/13 (7,7%).

B Hn3o-B

Figura 9 = Frequéncia das mutagdes comuns aos subtipos B e ndo-B no gene da RT

nos estados do Amazonas e Para, 2005-2006.

Considerando o gene da protease (Figura 10), as mutagdes
resistentes encontradas nas amostras do subtipo B referentes a 82 amostras
foram: L63P 63/82 (76,8%), L10I/V 37/82 (45,1%), 162V 34/82 (41,5%), V77I
33/82 (40,2%), A71V 32/82 (39%), 193L 32/82 (39%), M361 26/82 (31,7%), 154V
25/82 (30,5%), V82A/S 21/82 (25,6%), 113V 19/82 (23,2%), M46l 17/82
(20,7%), K20R/M 14/82 (17,1%), D60OE 13/82 (15,9%), L24I1 7/82 (8,5%), K43T
4/82 (4,9%), F53L 4/82 (4,9%), G48V 3/82 (3,7%) e 150L 2/82 (2,4%); enquanto
que nos subtipos ndo-B, as mutagdes referentes a 13 amostras apresentaram

0s seguintes percentuais: M361 12/13 (92,3%), L10I/V 7/13 (53,8%), 162V 6/13
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(46,2%), 193L 6/13 (46,2%), K20R/M 6/13 (46,2%), L63P 5/13 (38,5%), I50L
4/13 (30,8%), 154V 3/13 (23,1%), M461 3/13 (23,1%), K43T 3/13 (23,1%), A71V
2/13 (15,4%), L241 2/13 (15,4%), V82A/S 2/13 (15,4%), V771 1/13 (7,7%), D6OE

113 (7,7%), 113V 1/13 (7,7%), F53L 1/13 (7,7%) e G48V 1/13 (7,7%).

Mutagoes

Figura 10 — Frequéncia das mutagdes comuns aos subtipos B e ndo-B no gene da PR
nos estados do Amazonas e Para, 2005-2006.

Considerando a presenca de mutacdes principais relacionadas as
trés classes de ARV (Tabela 2), observou-se maior ocorréncia na classe dos
NRTI (96,9 %), Pl (62,5%) e NNRTI (56,3%) no Amazonas, enquanto que no
Para os percentuais observados nas mesmas classes foram: NRTI (91,6%), PI
(61,1%) e NNRTI (50,5%). Nao foi observada significancia estatistica para os
ARV com (p=0,1188) no Amazonas enquanto no Para houve significancia

(p=0,0017).
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Tabela 2 - Frequéncia de mutagdes principais segundo as classes de ARV nos
pacientes dos estados do Amazonas e Para, 2002-2006

N° de N° de
Classes mutacgdes mutacdes p (valor)
. % p(valor) = %
de ARV  principais principais
(AM) (PA)
NRTI 31/32 96,9 87/95 91,6
NNRTI 18/32 56,3 0,1188 48/95 50,5 0,0017
Pl 20/32 62,5 58/95 61,1

Foi inferido o nivel de resisténcia e de sensibilidade do HIV-1 das
amostras do Para aos medicamentos com alvo no gene da RT (Tabela 3). Em
ordem decrescente, relacionamos aos farmacos mais comprometidos para
utilizacdo num proximo esquema pelos pacientes desta analise: (3TC, AZT,
AZT+3TC, ddl (na classe dos NRTI) e EFV e NVP (na classe dos NNRTI). Foi
observada significancia estatistica para a *R, **RI e ***S com p (valor) 0,0001
no Para pelo teste qui-quadrado de aderéncia ao nivel de significancia 5%

(0,05).

Tabela 3 = Nivel de resisténcia e sensibilidade aos ARV no gene da RT em 95

amostras de pacientes do estado do Para 2002-2006

ARV *R p (valor) (%) **RI p (valor) (%) xS (%) p (valor)
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amostra amostra amostra
N° abs n°® abs n° abs
ABC 42 442 42 44,2 11 11,6
ddl 51 53,7 34 35,8 10 10,5
3TC 79 83,2 1 1,1 15 15,8
d4aT 37 38,9 26 27,4 32 33,7
TDF 31 32,6 6 6,3 58 61,1
0,0001 0,0001 0,0001
TDF+3TC 7 7,4 26 27,4 62 65,3
AZT 58 61,1 14 14,7 23 24,2
AZT+3TC 51 53,7 10 10,5 34 35,8
EFV 52 54,7 0 0 43 45,3
NVP 52 54,7 0 0 43 45,3
Nota: Sinal convencional utilizado:*R- resistente; **RI- resisténcia intermediaria;***S-
sensibilidade.

A mesma avaliagdo foi feita (Tabela 4) com os medicamentos

utiizados no gene da PR e observamos o0s seguintes farmacos mais

comprometidos: NFV, SQV, IDV, RTV, FPV e IDV/r. Foi observada significancia

estatistica para a *R e ***S com p (valor) 0,0001 no estado do Para pelo teste

qui-quadrado de aderéncia ao nivel de significancia 5% (0,05) ndo sendo

significante para a variavel **RI (p= 0,092).

Tabela 4 - Nivel de resisténcia e sensibilidade aos ARV no gene da PR em 95

amostras de pacientes do estado do Para 2002-2006
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*R **RI ***S

ARV  amostra p(valor) (%) amostra p(valor) (%) amostra p (valor) (%)

n° abs n° abs n° abs
FPV 50 52,6 11 11,6 34 35,8
IDV 55 57,9 13 13,7 27 28,4
LPV 27 28,4 10 10,5 58 61,1
NFV 63 66,3 10 10,5 22 23,2
RTV 50 52,6 11 11,6 34 35,8
sQv 57 0,0001 60 7 0,0924 74 31 0,0001 32,6
ATV 47 49,5 6 6,3 42 44,2
FPV/r 35 36,6 6 6,3 54 56,8
SQvir 36 37,9 9 9,5 50 52,6
IDV/r 49 51,6 5 5,3 41 43,2
ATV/r 21 221 19 20 55 57,9

Nota: Sinal convencional utilizado:*R- resistente; **RI- resisténcia intermediaria e ***S-

sensibilidade.

Foi inferido o nivel de resisténcia e sensibilidade do HIV-1 das
amostras do estado do Amazonas aos medicamentos com alvo no gene da RT
(Tabela 5). Em ordem decrescente, relacionamos aqueles farmacos mais
comprometidos para utilizacdo num préximo esquema pelos pacientes desta
analise: AZT, AZT+3TC, 3TC, d4T, ddl e ABC na classe dos NRTI e NVP e
EFV na classe dos NNRTI. Foi observada significancia estatistica paraa Rl e S
com p = 0,0042 e p= 0,0001 respectivamente no Amazonas pelo teste qui-
quadrado de aderéncia ao nivel de significancia 5% (p<0,05). Nao sendo

significante para a variavel R (p= 0,2029).
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Tabela 5 - Nivel de resisténcia e sensibilidade aos ARV no gene da RT em 32

amostras de pacientes do estado do Amazonas, 2005-2006

*R **RI ***S

ARV amostra p (valor) (%) amostra p (valor) (%) amostra p (valor) (%)

n° abs n° abs n°® abs
ABC 18 56,3 12 37,5 2 6,3
ddll 21 65,6 10 31,3 1 3.1
3TC 24 75 3 9,4 5 15,6
d4T 23 71,9 3 9,4 6 18,8
TDF 15 46,9 0 0 17 53,1
0,2029 0,0042 0,001
TDF+3TC 8 25 7 21,9 17 53,1
AZT 25 78,1 3 9,4 4 12,5
AZT+3TC 24 75 6 6,3 6 18,8
EFV 19 59,4 0 0 13 40,6
NVP 20 62,5 0 0 12 37,5

Nota: Sinal convencional utilizado:*R- resistente; **RI- resisténcia intermediaria e ***S-

sensibilidade

O mesmo acontece (Tabela 6) com os medicamentos utilizados no
gene da PR e observamos os seguintes farmacos mais comprometidos no
estado do Amazonas: NFV, SQV, IDV, RTV, FPV e IDV/r. Foi observado
significancia estatistica para a R com p ( valor) 0,0231 no Amazonas pelo teste
qui-quadrado de aderéncia ao nivel de significancia 5% ( 0,05), ndo sendo

significante para a variavel Rl e S p= 0,0521 e p= 0,100.
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Tabela 6 - Nivel de resisténcia e sensibilidade aos ARV no gene da PR em 32

amostras de pacientes do estado do Amazonas 2005-2006

ARV *R **RI ***S
amostra pvalor (%) amostra pvalor (%) amostra  pvalor (%)
n° abs n° abs n°® abs

FPV 13 40,6 6 18,8 13 40,2
IDV 19 59,4 5 15,6 8 25
LPV 4 12,5 7 21,9 21 65,6
NFV 23 71,9 2 6,3 7 21,9
RTV 20 62,5 2 6,3 10 31,3
sQv 18 0,0231 56,3 4 0,0521 12,5 10 0,100 31,3
ATV 15 46,9 4 12,5 13 40,6
FPVIr 10 31,3 2 6,3 20 62,5
SQVir 15 46,9 2 6,3 15 46,9
IDV/r 18 56,3 2 6,3 12 37,5
ATV/r 9 28,1 6 18,8 17 53,1

Nota: Sinal convencional utilizado:*R- resistente; **RI- resisténcia intermediaria e ***S-

sensibilidade
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4 DISCUSSAO

O emprego de terapias potentes frente ao HIV-1 tem permitido obter
um excelente controle da carga viral em um percentual consideravel de
pacientes, associando a isto uma melhoria imunoldégica e uma importante
reducao da morbidade e mortalidade (Palella, et al.,1998). Este estudo, assim
como outros da RENAGENO, foi elaborado tendo como caracteristica principal
a investigacao de pacientes adultos (mediana 39 anos de idade) cronicamente
infectados pelo HIV-1 na vigéncia de tratamento antirretroviral, sendo o estudo
realizado com pacientes procedentes dos estados do Amazonas e Para, ambos

situados na regidao Norte do Brasil.

Todas as 32 amostras procedentes de individuos do estado do
Amazonas foram recebidas no biénio 2005-2006 e, a maioria dessas (87,5%),
pertenciam a individuos sem nenhuma manifestagdo clinica, ou seja, eram
assintomaticos. Entretanto, no estado do Para, esse percentual foi menor
(58,9%) e as amostras sorolégicas foram colhidas durante o periodo de 2002 a
2006. Como em ambos os estados a maioria dos pacientes ndo apresentava
sinais clinicos, as amostras séricas deles criaram oportunidade o6tima para

iniciar o tratamento antirretroviral.

Em ambos os estados, as amostras procedentes do sexo masculino
foi superior ao do feminino, sendo que a maioria dos pacientes (64%) foi
diagnosticada como portadora do virus HIV-1 na década de 90, dos quais 18%
foram diagnosticados somente no ano de 1997, ou seja, esses pacientes

tinham mais de 10 anos de convivio com o HIV.
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Todos o0s pacientes se encontravam em faléncia virolégica e a
mediana da carga viral encontrada foi de 69,5 cépias de RNA/mL. A carga viral,
juntamente com a quantificacdo de células TCD4*, com mediana de 171,5
células/mm?, sdo os principais marcadores para monitorar o curso da Aids no
paciente sob uso de antirretroviral. Ressalta-se entretanto, que pacientes
apresentando menos de 200 células TCD4+/mm?® de sangue periférico, indica a
existéncia de importante quadro de imunodeficiéncia que esta diretamente
associado ao aumento relevante da ocorréncia de infecgdes oportunistas e,
consequentemente, com possibilidade de apresentar resposta terapéutica

menos duradoura (Brasil, 2003).

O Brasil se caracteriza pela circulacdo de um variado padrao de
subtipos do HIV-1 e apresenta uma distribuicdo diferente desses subtipos entre
as regides geograficas do pais; no entanto, em geral, o subtipo B é o mais
prevalente no Brasil (Morgado et al., 2002; Brindeiro et al., 2003; Couto-

Fernandez et al., 2005; Cavalcanti et al., 2007).

Diversos autores aprovaram os estudos com testes de resisténcia
em paises desenvolvidos, e no Brasil, por estes favorecerem na decisédo sobre
a ocasiao de mudar o tratamento com ARV, visando aumentar a sobrevida e a
qualidade de vida dos pacientes com Aids (Durant et al., 1999; Baxter et al.,
2002; Tural et al., 2002; Marins et al., 2003). Contudo, o desenvolvimento de
resisténcia as drogas, é a natural consequéncia das mutagdes virais nos alvos
utilizados pelo tratamento com ARV, impedindo dessa maneira, que a

manutencdo da terapia HAART em periodos prolongados possa continuar
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agindo na supressao da replicagcdo do HIV nos pacientes (Clavel & Hance,

2004; Vella & Palmisano, 2005).

No presente estudo, a descri¢ao da epidemiologia molecular do HIV-
1 foi realizada em 127 amostras de pacientes infectados dos estados do Para e
Amazonas, sendo possivel detectar alta prevaléncia de mutagdes relacionadas
com resisténcia a drogas nos genes da RT e/ou protease, bem como estimar a
prevaléncia de diferentes subtipos nesses estados. Nossos resultados sao

similares a estudos prévios realizados no Brasil (Tanuri et al., 2002).

A proporcgao de infecgdes pelo subtipo B do HIV-1 observada nesses
pacientes predominou sobre o subtipo F1, confirmando relato anterior de
Machado (2004) para as cidades de Belém e Macapa. Esses resultados, no
entanto, divergem de estudo prévio conduzido por Vicente et al., (2000) sobre o
subtipo F no Amazonas, pois, segundo esses autores, a prevaléncia do subtipo

F praticamente se igualava a do subtipo B.

Neste estudo, encontramos percentuais de 85,3% (PA) e 87,5%
(AM) de virus HIV-1 do subtipo B circulando nesses estados, o que contrasta
com os resultados anteriormente obtidos no estado do Amazonas (Vicente et
al., 2000). Tais resultados sustentam a maior prevaléncia do subtipo B, assim
como indicam a introdugdo de outros subtipos ndo-B, mas confirmam os
resultados obtidos por Machado (2004) para o estado do Para. Entretanto, a
prevaléncia do subtipo F1 foi Baixa [PA (4,2%); AM (6,3%)], e até mesmo
incluiram formas recombinantes B/F1 [PA (3,2%); AM 6,3%)] e CF1, este ultimo
isolado uma unica vez, representando em torno de 1%. A detecgdo deste

recombinante foi o primeiro no estado do Para e na regido amazobnica, e
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também descrito em um individuo recém-infectado em Curitiba, estado do

Parana, na regiao sul do Brasil (Ferreira et al., 2008) .

As mutagdes principais, mais frequentemente encontradas nas
localidades estudadas envolvendo os NRTI, foram a M184V, seguida dos
codons 215, 41, 67, 70, 210 e 219, perfil este apresentado pelo HIV-1 nos
pacientes do estado do Para. Por outro lado, a mutacido mais frequente nos
pacientes do estado do Amazonas foi a T215F/Y. Em ordem decrescente, os
outros cddons encontrados foram os seguintes: 184, 70, 219, 67, 41 e 210. O
padrao de mutacdes observadas no estado do Para lembra o encontrado no
sudeste e no nordeste brasileiro (Couto-Fernandez et al., 2005; Cavalcanti et
al., 2007), enquanto que o encontrado no estado do Amazonas foi semelhante
ao observado no Chile (Afani et al., 2007), o que mostra que a origem das

cepas entre esses dois estados amazonicos €, provavelmente diferente.

Entre as mutagdes de resisténcia aos NRTI observadas neste
estudo, estéo incluidas a M184V e os analogos de timidina (TAM). As TAM
acumulam-se em dois distintos padrdes de superposicdo no momento que
existe a pressao seletiva exercida pela Zidovudina sobre o virus no paciente: a
via TAM (1) seleciona os cédons 41, 210, e 215; e a via TAM (2),
diferentemente, elege os codons 67, 70 e 219 (Cozzi-Lepri et al., 2005). Vale
ressaltar que essas vias apresentam repercussdes nas quais TAM (1) confere
resisténcia a Zidovudina e a Estavudina, e resisténcia cruzada a multiplos
NRTI, enquanto que a resisténcia conferida por TAM (2) esta normalmente

limitada a Zidovudina e a Estavudina (Marcelin et al, 2004; Miller et al., 2004).
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No presente estudo, o HIV-1 foi avaliado quanto aos padrdes acima
citados, adquiridos sob pressao seletiva antiviral e os padrbées da mutacao
M184V acompanhada de pelo menos uma TAM foram M184V + TAM (1) +
TAM (2) foi encontrado em 26,3% nos pacientes do estado do Para, seguido
pelo padrao M184V + TAM (1) em 24,6%; M184V sozinha em 17,9% e M184V
+ TAM (2) 8,4%. Nos pacientes do estado do Amazonas os padroes
mutacionais encontrados foram M184V + TAM (1) + TAM (2) e M184V + TAM
(1) e apresentaram o mesmo percentual (12,5%) e os padrbées da mutagao
M184V sozinha e M184V + TAM (2), ambos com 6,3%. Esse tipo de
apresentacdo das mutacbes onde a presenca da mutagdo M184V,
acompanhada com poucas TAM, parece estar relacionado com o retardo ou na

prevencao da emergéncia dessas mutacoes Ait-Khaled e colaboradores (2002).

O ligeiro aumento da prevaléncia no cdédon 215, observado nas
amostras dos pacientes do estado do Amazonas, comparado ao cédon 184
anteriormente observado, possivelmente deveu-se ao fato do padrdo da
mutagdo M184V sozinha ser encontrada em apenas duas amostras dos 32
pacientes do estado do Amazonas. Medeiros e colaboradores (2007)
observaram, em pacientes do Nordeste do Brasil, que as TAM apresentaram
um aumento significativo quando compararam grupos de pacientes enfrentando
falha terapéutica primaria e falha terapéutica secundaria com aqueles
multifalhados e, associaram esse fato, ao maior numero de terapias
empregadas pelos pacientes multifalhados ocasionando, como consequéncia,

o0 aumento das TAM.
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Ainda na classe NRTI, foi encontrado que mais de um quinto das
amostras de pacientes do estado do Para apresentavam a frequéncia de 4
mutacdes nas posicdes 184, 41, 210 e 215, enquanto que no estado do
Amazonas a frequéncia desses cdédons foi menor (18,8%). O padrao de
mutacao desses cddons nos dois estados da regido Norte brasileira lembra o
que foi anteriormente observado para pacientes do Rio de Janeiro (Couto-

Fernandez et al., 2005)

Além das mutagdes citadas para a classe dos NRTI, outras
mutagdes importantes também foram observadas, porém em menor proporgao
nos cédons 74, 151, 75, 115, 65, e ins69, no estado do Para. As amostras do
estado do Amazonas apresentaram resisténcia para os mesmos coédons, com
excecao do 115, presente somente nas amostras do estado do Para, o que
esta de acordo com a literatura para outras regides do Brasil (Cavalcanti et al.,

2007).

Nosso estudo detectou a presenca de mutagao principal para os
NRTI em 96,9% das amostras virais do estado do Amazonas e em 91,6% dos
HIV-1 procedentes de amostras do estado do Para. Em parte essa alta
prevaléncia aos NRTI deveu-se a aprovacado da zidovudina em 1987, que, se
constituiu no primeiro agente inibidor da transcriptase reversa disponivel para
tratamento da infecgéo pelo HIV-1. Embora menos potente contra o HIV do que
os NNRTI e os PI, os NRTI apresentam um papel central no TARV e
permanecem como parte do tratamento padrao atual (Shen et al., 2008; USA,

2010).
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Por outro lado, o HIV-1 das amostras do estado do Amazonas
mostrou nivel de resisténcia acima de 50% aos seguintes medicamentos: AZT,
AZT+3TC, 3TC, ddl e ABC, e o HIV-1 das amostras do estado do Para
apresentava o mesmo nivel de resisténcia aos farmacos 3TC, AZT, AZT+3TC e
ddl. A maior sensibilidade foi observada ao medicamento Tenofovir — acima de
50% em ambos os estados. Esses dados sao semelhantes aos descritos para

HIV-1 em pacientes procedentes do Nordeste do Brasil (Medeiros et al., 2007).

Neste estudo foi detectada a mutagcdo K103N na classe NNRTI
como a mais prevalente tanto nas amostras dos pacientes do estado do
Amazonas quanto nas do Para, e os valores encontrados s&o similares ao de
outros relatos no Brasil (Couto-Fenandez et al., 2005; Cavalcanti et al., 2007).
Ressalte-se que ela ocorreu em mais de 50% dos pacientes desenvolvendo
falha virolégica sob uso do EFV, reduzindo sua suscetibilidade em

aproximadamente 25 vezes (Ceccherini-Silberstein et al., 2007).

Mutacdes nas posi¢coes 103, 181, 190, 188 e 106, foram as mais
comuns nos virus de pacientes com faléncia virolégica, em regime de
tratamento contendo NVP ou em dose profilatica unica (Casado et al., 2000;

Conway et al., 2001; Grossman et al., 2004; Kantor et al., 2005a).

No presente estudo detectamos a presenca de mutacao principal
para os NNRTI em 56,3% das amostras do estado do Amazonas e em 50,5%
das amostras do Par4, refletindo no nivel de resisténcia do HIV-1 em 59,4%
amostras do Amazonas e 57,4% do estado do Para, tanto ao Efavirenz quanto
a Nevirapina, as unicas drogas pertencentes a essa classe de ARV avaliadas.

Qualquer tipo de mutacdo detectada nesse grupo de drogas ocasiona
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significativa resisténcia cruzada a todas as drogas, por se tratar de
medicamentos que apresentam uma baixa barreira genética (Clavel & Hance,
2004). Esse fato foi também observado em diversos outros estudos brasileiros

(Couto-Fernandez et al., 2005; Cavalcanti et al., 2007).

Entre os PI, a barreira genética para resisténcia é geralmente maior.
Podemos citar, como exemplo, o regime ARV contendo um boosted de
Ritonavir, que requer multiplas mutagdées que variam entre os PI, e seu grau de
resisténcia depende tanto do numero quanto do tipo de mutagao presente

(Shafer & Schapiro, 2005; Von Wyl, et al., 2007).

As mutagbes secundarias ou minor normalmente emergem antes
das principais ou major, e elas por si s6 ndo apresentam um efeito significativo
no fendtipo (Johnson et al., 2005). Em alguns casos, seu efeito pode ser para
compensar o fitness replicativo do virus contendo mutagdes major e em outros
que contribuem para a resisténcia (Condra, et al., 1995; Mammano, et al.,

2000; Johnson et al., 2005).

No presente estudo, mutacbes especificas associadas com
resisténcia aos Pl foram encontradas nas amostras de pacientes com falha
para estes inibidores. A mutacdo minor L63P foi mais frequentemente
encontrada nas amostras do estado do Amazonas com 78,1%, assim como
naquelas do estado do Para (com percentual de 65,1%). Em seguida, os
cdédons minor mais encontrados nas amostras dos dois estados foram 10 e 71,
0 que esta de acordo com resultados obtidos no estudo realizado por Couto-

Fernandez e colaboradores (2005).
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Com relacdo as mutagdes major, a mais prevalente entre os PI,
encontrada nas amostras do estado do Para, foi a M46l/L e no Amazonas, a
mutacao V82A/F/S/T. Porém, outros cddons de resisténcia comuns aos dois
estados foram também encontrados nas amostras: 90, 30, 47 e 50. Ressalte-
se, entretanto, que as amostras dos pacientes do estado do Para apresentaram
dois codons, 84 e 32, com mutagdes que nao foram encontradas nas amostras
virais do estado do Amazonas, porém apresentaram o cdédon 48 nao detectado

entre as amostras de HIV-1 do estado do Para.

As amostras do presente estudo apresentaram mutacido principal
relacionada aos Pl em percentuais muito semelhantes e bastante elevados
para ambos os estados. Ao inferirmos o nivel de resisténcia, o virus HIV-1
apresentou resisténcia acima de 50% para seis dos onze medicamentos
avaliados para esta classe (NFV, SQV, IDV, RTV, FPV e IDV/r). No entanto,
ainda permanecia sensivel em nivel superior a 50% as drogas LPV, FPV/r e
ATV/r em ambos os estados, acrescentando-se as amostras do Para a

sensibilidade ao medicamento SQV/r.

Dentre as amostras do estudo, 28,1% do Amazonas e 24,2% do
Para apresentaram pelo menos uma mutagao principal para cada uma das trés
classes de ARV estudadas. Entretanto, essa prevaléncia obtida elevou-se
quando relacionamos a presenca de mutacado principal com duas classes de

ARV como os NRTI e PI, ficando o Amazonas com 62,5% e 61,5% para o Para.

Nas regides gendmicas da PR e RT, as variantes do HIV mostram
diferengas em polimorfismos que codificam para diferentes aa (Holguin. et al.,

2004; Kantor et al., 2005b). Algumas mutag¢des representam assinaturas de
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certos virus ndo-B quando ainda ndo expostos a drogas ARV, tais como a
mutacao na protease M36I para subtipos C, F e outros subtipos ndo-B (Soares

et al., 2003).

Finalmente, a andlise de mutagdes associadas as drogas ARV
(Figura 7) mostrou claramente a diferenga entre virus subtipo B e ndo-B no
gene da protease relacionada a mutagdo M36I, polimorfismo presente em
apenas 30% dos virus B, mas que atinge 70-100% dos virus ndo-B (Grossman
et al., 2004). Entretanto, ndo foi encontrada clara diferengca em relagdo aos

inibidores da RT entre as demais mutagdes comuns aos subtipos B e ndo-B.
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5 CONCLUSOES

1- O subtipo B do HIV-1 foi o mais prevalente nas amostras de pacientes com
falha terapéutica nos estados do Amazonas e Para, seguido do subtipo F1 e da

forma recombinante BF1.

2- A detecgao do recombinante CF1 neste estudo foi o primeiro registro desse

recombinante no estado do Para e na regido Amazonica.

3- A mutacao mais frequente na classe dos NRTI foi M184V para as amostras
do estado do Para enquanto para as do estado do Amazonas foi a T215F/Y. A
mutacado mais frequente para as amostras dos estados do Amazonas e Para foi
K103N na classe dos NNRTI, e, nos PI, foi a mutagao L63P para ambos os

estados.

4- Na classe dos NRTI foi encontrado percentual significativo de amostras de
pacientes do estado do Para apresentando a frequéncia de quatro mutacdes
nas posi¢coes 184, 41, 210 e 215, sendo essa frequéncia um pouco menor nas

amostras do estado do Amazonas.

5- O HIV-1 se encontrou mais resistente aos ARV da classe dos NRTI, seguido
da classe dos Pl e posteriormente aos NNRTI para as amostras de ambos os

estados investigados.

6- Inferiu-se o nivel de resisténcia do HIV-1 aos ARV no gene da RT e as
amostras analisadas do estado do Amazonas apresentaram resisténcia acima
de 50% para oito drogas, sendo sensiveis a somente duas. No gene da PR,

estavam resistentes a cinco e sensiveis a trés das drogas avaliadas.
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7- Inferiu-se o nivel de resisténcia do HIV-1 aos ARV no gene da RT, e as
amostras analisadas do estado do Para estavam com resisténcia acima de
50% para seis drogas e sensiveis para duas. No gene da PR, estavam

resistentes a seis e sensiveis a quatro.

8- As diferengas nas mutacdes aos inibidores da RT detectadas nos subtipos B
e no nao-B ndo mostraram significancia estatistica. Entretanto, a diferenca
mais frequente nas mutacbes aos Pl foi em relacdo a mutacdo MS36l,

polimorfismo largamente encontrado em alguns subtipos nao-B.

9- As amostras do estado do Amazonas sugerem maior resisténcia a todas as
classes de ARV analisadas em comparagdo com as amostras do estado do

Para.
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ANEXO A - DOCUMENTO DE APROVAGAO DO COMITE DE

ETICA EM PESQUISA DO INSTITUTO EVANDRO
CHAGAS

.7 EVANDRO
. CHAGAS

Carta de n" 0032/2007
Protocolo CEP/IEC - N° 0030/07

CAAE: 0027.0.072.000-07

Ananindeua/PA, 19 de dezembro de 2007.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto: “Caracterizagdo molecular da resisténcia secundaria aos anti-retrovirais em

pacientes com AIDS e prevaléncia de subtipos do HIV-1 nos Estados do Para e
Amazonas. Brasil: 2002 a 2006”.

Pesquisador Responsavel ~ OLINDA MACEDO

Conforme tramitagdo junto ao CEP/IEC, o projeto em questdo foi
considerado aprovado.

Recomenda-se ao coordenador que mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes- ao projeto, inclusive, as fichas preenchidas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugio 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saide.

Relatorio Final - deverd ser elaborado um consolidado, incluindo os

resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apos a
finalizagdo da mesma.
7
7
: %

MANGEL DO C PEREIRA SO. i
Coordenador do CEP/IEC

AV. ALMIRANTE BARROSD, 462 - BAIRRO: MARCS - CEP: 83000.000 - BELEM-PA - €N P.J.; 26 888 I50/0408-09 FONE: (D91) 248-8422 - FAX: (091)
2B6-4660
RODOVIA BR 318 ~ KW 07, SH* - BAIRRO - LEVILANDIA - CEP: 67 030-000 — ANANINDEUA-PA — FONE: (D84) 244-2000
httgeiwww iec.pa gov be
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ANEXO B - FORMULARIOS PARA EXAME DE GENOTIPAGEM

Ministério
a
Sande

Formulario de Solicitagao para Exame de Genotipagem *
CN-DS

/Aids Secretaria de Politicas de Saide

Formulario A

N®do parecer __

l.Unidade de Saide onde realiza o tratamento

2. CNPI da Unidade de Satde

3. Telefones de contato da Unidade de Saide (DDD + mimero dos telefones)

I N A A
DADOS DE IDENTIFICACAD DO PACIENTE

4. Nome (por extenso sem abreviagies)

5. Noamero do cartio CN-DST/AIDS

6. Nimero de documento

7. Tipo de documento

8. Data de nascimento 9. Sexo

D Masculino

10. Prontuario

D Feminino RN

11. Gestante

D.‘iim DNﬁn

12. Cidade de nascimento

13. UF

14. Nome da mie (pore xtenso sem abreviagdes)

15. Cidade de residéncia atual

17. Tempo de permanéneia na cidade de residéncia atual

Residénciaatual: ano(s)

18, CPF do responsivel (se paciente menor de idade)

19. Nome do responsavel (se paciente menor de idade)

DADOS CLINICOS

20. Diagnostico sorologico da
infecgdo pelo HIV (més/ana)
Cion

D.‘iim D.\'ﬁu

21. Paciente compareceu s ultimas 3
consultas médicas de retorno agendadas?

22, Histéria patoldgica pregressa

e O sim Cnee

Doenga definidora de Aids? . zi: 37 &t ] ifi
enga de L ) D Assintomatico Dbmlnnmllun Especificar: __

23, Estado clinico atual

Quais?

24, As condigdes clinicas do paciente ou uso de medicamentos contra-indicam a utilizagio de algum medicamento a ser utilizado em esquema ARV futurc?

25, Resultado de Linfocitos T CD4+ [eéls'mm? ) e (%)

26. Resultado de Carga Viral (edpiasiml e log)

(Método: N = NASBA; P = PCR; b = h-DNA)

e o (Més) (Ano) (M) (Ano)
Ultima: ( %) Carga Viral imediatament e , .

ema ARY atual: Log Métoda: Coleta: _
Peniltimo: ( . .
e apés o esquema ARV atual: Log Método: Coleta: _
Mais baixo: Segunda Carga Vil . >
iatbao . J apés n‘ esguema ARV atual: Log Método: Coleta: _
27. Maior Carga Viral jd apresentada pelo paciente Carga Viral maisbaiza X .
Cépias: Log: durante o esquemna A B alual; Log Método: Coleta: -
Método: Coleta: Ultima Carga Vil realizada: Log Métada: Caoleta: o
28, MEDICAQES ANTI-RETROVIRAILS JA UTILIZADAS E ATUALMENTE EM USO PELO PACIENTE

— E—— — — —
Fsgquema ARV Inicio (més/ano) Fim { més‘ann) Motivo da troca (FT = Falhaterapantica: INT = intoladncia)

[Ter [
Or Om

Or Om

Dc:uuw:
Dc:uuw:
DI-I' D\NI' Dcmuw:
Dc:uum-
DI-I' D\NI' Dc:uum-

Zidovadiva (Z1V)
i canosin § ddl)

ZalditabinaddC)  Abacavir (ABC)
Lamivuding (3TC) Estavudina (d47T) MNevirapina (NVF)

Dielavirdina (D1V) EE

irenz (EFZ)
Saquinavir (SQV)

Ritoravir (RTV)
Indinavir (1%

Nelfinavir (NFV)

Lopinavir/Ritonavir (LW}
Amprenavir APV IndinavirRitenavir (IDVRTY 8000100}

IndinavirRitonavir ([DWRTY 8007200

20, Nome do médico solicitante

30. Data do preenchimento

Data: CRM/UF:

31. CRM do médico solicitante

32, Médico solicitante

Carimbo e assinatura

# Preencher todos os campos de forma legivel para nio invia

se do formulirio de solicitacio.

Verslo 6.0 pigim 171
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Minisério Parecer do Médico de Referéncia em Genotipagem Formulirio B
Satide CN-DST/Aids Secretaria de Politicas de Saide

N®do parecer __

l.Unidade de Saide onde realiza o tratamento

2. CNPI da Unidade de Satide 3. Telefones de contato

O T O O B
DADOS DE IDENTIFICACAD DO PACIENTE
4. Nome (por extenso sem abreviagies)

5. Numero do cartio CN-DST/AIDS 6. Nimero de identidade 7. Tipo de decumento
1 1-1 1 | I I T [ O ) B
8. Data de nascimento 9. Sexo 10. Prontudrio 11. Gestante
lasculi “emini Si Ni
| | | | | | | Masculino l:l Feminino D NN im l:l io I:'
12. Data do recebimento da solicitagio 13. CRM do meédico solicitante 14. Nome do médico solicitante
Data CRM/UF:
I T Y Y I O I N I

15. Deferimento 16, Motivo(s)

Pedido Indeferido D
Pedido Deferido [ ]

17. Nome do Médico de Referéncia em Genotipagem

18. Telefone de contato 19. Fax de contato 20. E-mail de contato
21. Data do parecer 23. Médico de Referéneia em Genotipagem
Diata:

22, CRM do Médico de Referéncia em Genotipagem

CRM/UF: Carimbo @ assinatura

PARA PREENCHIMENTO PELO LOCAL DE COLETA
24, Nome da instituigio 25, Data dacoleta 26. Hora coleta

| PARA PREENCHIMENTO PELO LABORATORIO EXECUTOR DO EXAME
27. Nome da instituigio 28. Data do recebimento 29, Hora

30. Identificador da amostra no laboratirio  §31. Condigdes de chegada da amostra

I:‘ I-Amostra adequada / 2-Amostra hemolisada /3-Amostra em frasco inadequado / 4-Amostra mal
identificada / 5-Amostra mal acondicionada / 7-Outros

Senotipagam

32. Responsavel pelo preenchimento

Verslo 6.0 piagim 1/1
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CN-DST/Alids Secretaria de Politicas de Sande

Sugestao Clinica do Médico de Referéncia em Genotipagem
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Formulirio C

N*do parecer __

l.Unidade de Saide onde realiza o tratamento

AN N I S (S S (s I N I N Y I A
I I I O s [N [ I s N I |
2. CNPI da Unidade de Satde 3. Telefones de contato
| 1
DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE
4. Nome (por extenso sem abreviagdes)
H T N N [ N s s N S
AN I [ (S (s s Iy [ s O

5. Numero do cartio CN-DST/AIDS
I I O O L | ]

6N

imero de identidade
I I I ) ) O |

7. Tipo de documento

8. Data de nascimento

' I R A B

9. Sexo

10. Prontudrio

uIinnD I-'cmininnD | | | | I | |

11. Gestante

sim[_] Nao[ ]

12. Data do recebimento da solicitagio

13. CRM do médico solicitante

14, Nome do médico solicitante

Data: CRM/UF:
- N S O Yy
N [ I I s s s I Iy A |

15. Interpretagio clinica do resultado

16. Esquema anti-retroviral sugerido

Al

B

<)

D)

17. Observagdes

18. Nome do Médico de Referéncia em Genotipa gem
[N I Y Y Y I N O
N e e e s s

19. Telefone de contato

20. Fax de contato

21. E-mail de contato

22. Data da sugestio clinica

Diata:

24. Médico de Referéncia em Genotipa gem

23. CRM do Médico de Referéncia em Genotipagem

CRM/UF:

Carimbo e assinatura

Verslo 6.0 pigima 111



113

ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

COORDENACAO NACIONAL DE DST/AIDS — MINISTERIO DA SAUDE
REDE NACIONAL DE GENOTIPAGEM (RENAGENO)

Consentimento Livre Esclarecido

O Ministério da Satide e a Coordenagdo Nacional de DST e AIDS, em conjunto com outras
instituigdes publicas, procurando detectar a ocorréncia de resisténcia do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) em individuos que estejam utilizando medicamentos anti-retrovirais, vem procurando
implantar uma rede nacional de laboratdrios aptos a executar o exame conhecido como genotipagem. A
realizag@o desse exame, além de possibilitar a obtencao de informagdes ligadas a capacidade desse virus
de resistir aos medicamentos anti-retrovirais disponiveis, também podera contribuir nas agdes de combate
a aids. A resisténcia do HIV aos medicamentos pode comprometer a capacidade dessas drogas beneficiar
as pessoas infectadas.

Para a realizagdo desse estudo, ¢ necessario que seja colhido 10 ml do seu sangue. Uma ou mais coletas
posteriores podem ser solicitadas a voc€, mas a autorizago a essa coleta atual ndo obriga a aceitar coletas
posteriores. O sangue por vocé doado, além de permitir o isolamento e a caracterizagdo do HIV, também
devera ter uma parte preservada para analises posteriores em instituigdes ligadas ao Ministério da Satde
ou a Organizagdo Mundial da Saude porém, sempre dentro dos objetivos descritos acima. Caso alguma
metodologia nova venha usar o material por vocé doado e isso traga informagdes que possa beneficia-lo,
essas informacgdes estardo a sua disposi¢do, sendo repassadas a unidade de saude onde vocé esta sendo
acompanhado, apds aprovacdo de um comité de bioética. Vocé ndo tem nenhuma obrigacao de contribuir
para esse ou outro estudo, e sua recusa ndo ocasionara nenhum prejuizo em seu atendimento médico. A
eventual concordédncia agora ndo implica em nenhuma obrigacdo de coletas futuras. Se vocé concordar
em participar dessa pesquisa, acontecera o seguinte:
- um dos pesquisadores, seu médico ou alguém da equipe de satide podera fazer uma breve entrevista
e, apds consulta ao seu prontuario, devera constar o seu nome, dados de identificagdo, entre outras
informagoes. Todas essas informagdes serdo anotadas de forma confidencial. Mesmo participando do
estudo, vocé podera se recusar a fornecer algumas das informagdes solicitadas, desde que isso ndo
comprometa a avaliagdo do exame. Em momento algum seu nome serd associado a entrevista em
publicacdes do estudo. O resultado dessa pesquisa, se divulgado, ird garantir o total anonimato ¢ a
confidencialidade dos pacientes participantes.
- serd coletado 10 ml de sangue do seu brago. Como em qualquer coleta de sangue, costuma haver
desconforto local e risco da formacdo de hematomas leves. Todas as medidas habituais serdo
tomadas para que isso ndo acontega. Sempre que possivel, essa coleta sera realizada junto aos exames
de rotina, evitando-se assim, coletas extras.
- os resultados dos exames de genotipagem serfio encaminhados para a unidade de satide onde vocé é
acompanhado.
Obs.: Mesmo apos a assinatura desse documento, o seu exame podera ndo ser colhido se as suas
condicdes ndo preencherem os critérios de inclusdo na RENAGENO.
Qualquer duvida, favor contatar seu médico em sua unidade de saude ou a Unidade de Assisténcia,
Diagnostico e tratamento (UDAT) de CN DST/Aids pelos telefones 0XX-61-448 8008 ou 448 8009.
Eu, abaixo assinado, responsabilizo-me pelo cumprimento das condigdes aqui expostas.
Maria Candida de Souza Dantas — Coordenacdo Nacional de DST e Aids (UDAT)
Assinatura:

Nome do médico responsavel pelo paciente na unidade de satde:
Assinatura:

Ap6s leitura do texto acima, afirmo ter compreendido o proposito do estudo e concordo em
participar dessa pesquisa:

Nome:

Assinatura: Local (Cidade/Estado) Data: / / 200
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ANEXO D - MUTACOES DE RESISTENCIA PROPOSTAS POR
JOHNSON (2005)

MUTATIONS IN THE REVERSE TRANSCRIPTASE GEMNE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO
REVERSE TRAMNSCRIPTASE INHIBITORS

Nucleoside and Nucleotide Reverse Transcriptase Inhibitors (nRTIs)'

Multi-nRT| Resistance?

M_E il K v LTk
M 44 67 70 118 210215 219 |
T 0 T m T mT 0
FooE
WE [} K v [
Zidovuding®4 |41 M 67 T 118 210215 19
L D 1] ] | WY Q
FE
ME (] K v LT &
Stavudine34 | 41 & 65 671 0 118 210215 19
[ kN R | WY Q
FoE
4 L
Didanosine™® 65 74
] v
4 T L I
Zalcitabine’ 65 8B M 184
] 5] v v
4 L ¥ I
Abacavir® 65 74 15 184
R v F W
K ]
Lamivudine 65 184
R v
I
K I
Emtricitabine® 65 184
] v
i
4
Tenofovir® 65
]
Multi-nRTI Resistance: 63 Insertion Complex!! (affects all nRTIs currently approved by the US FDA)
1 A h A4 [
[ 62 69 70 210215 219 |
[ v Ins=it R W 1Fr E)

H
| &2 75 17 16 151 |
v T 1 T m

Multi-nRTI Resistance: 151 Complex™ (affects all nRTIs currently approved by the US FDA except tenofovir)
v F F 1]

Nonnucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs)! '3

L K v v v r G
Nevirapine 100 103 106 108 181 188190
oA c [
I [ [
H
K o i i p
Delavirdine 103 106 181 188 236
N C L L
L K v v v f G p
Efavirenz 100 102 106 108 181 1881%0 05
N M C L s H
[ A
Multi-NNRTI Resistance' (affects all NNRTIs currently approved by the US FDA)
KV i
| 103 106 188 |

T L
Multi-NNRTI Resistance: Accumulation of Mutations'® (affects all NNRTIs currently approved by the US FDA)
L v y G 1
| 100 106 181 190 230 |

| A C 5 L
| A
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MUTATIONS IN THE PROTEASE GEME ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO PROTEASE INHIBITORS "
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