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RESUMO

A transmissdo vertical é a principal fonte de infeccdo pelo HIV em criangas,
e pode ocorrer antes, durante e depois do nascimento, dessa forma sendo um grande
problema de saude publica mundial. O presente trabalho teve como objetivo descrever a
epidemiologia molecular e o perfil de susceptibilidade/resisténcia das cepas de HIV-1
identificadas em mulheres nos estados do Acre e do Tocantins. Coletou-se amostra de
sangue de 36 mulheres, sendo 9 gravidas e 16 mdes de Palmas (Tocantins) e 1 gravida e 10
mées do Rio Branco (Acre) entre abril de 2007 a outubro de 2008. Realizou-se a técnica
molecular Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR) Nested, para a amplificacdo
de duas regides genémicas (pro e tr) do DNA proviral, seguido de sequenciamento
nucleotidico e andlise filogenética. No Acre, tanto em relacdo ao segmento da protease
qguanto da transcriptase reversa, todas as amostras foram do subtipo B. Em Tocantins,
guanto ao segmento da protease, todas as amostras pertenceram ao subtipo B, ja em relacdo
ao segmento da transcriptase reversa 87,5% foram do subtipo B e 12,5% pertencente ao
subtipo F. No estado do Acre, todas as cepas analisadas foram suscetiveis aos inibidores de
protease (IP) e apenas uma gravida de Tocantins (4,7%) apresentou cepa com resisténcia
aos IP utilizados atualmente. Além disso, verificou-se uma baixa prevaléncia de cepas com
mutacdes de resisténcia aos inibidores de transcriptase reversa nucleosidicos (ITRN) e ndo
nucleosidicos (ITRNN), sendo que a resisténcia as trés classes desses ARV foi observada
em apenas uma amostra proveniente do estado do Tocantins. Dessa forma, a maioria das
cepas de HIV isoladas mostrou susceptibilidade aos ARV utilizados, indicando que ha

baixa circulacdo de cepas do HIV resistentes a estes medicamentos nesses estados.
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ABSTRACT

The vertical transmission is the main source of the HIV infection in children,
and it may occur before, during, of after birth and thus a big world public health problem.
The present work had as objective to describe the molecular epidemiology and the profile
of susceptibility/resistance of HIV-1 strains identified in women from the States of Acre
and Tocantins. Samples were collected from 36 women, being 9 pregnants and 16 mothers
from Palmas (Tocantins) and 1 pregnant and 10 mothers from Rio Branco (Acre) between
April 2007 and October 2008. The molecular technigue of Polimerase Chain Reaction was
performed mediated by Nested Polimerase, to the amplification of two genomic regions
(pro and tr) from proviral DNA, followed by nucleotidic sequencing and phylogenetic
analysis. In the Acre, both in relation to the segment of protease and reverse transcriptase,
all samples were subtype B. In the Tocantins, the segment of the protease, all samples
belonged to subtype B, as compared to the reverse transcriptase segment of 87.5% were
subtype B and 12.5% belonging to subtype F. In the State of Acre, as the strains analyzed
showed susceptibility to the protease inhibitors (PI) and only ne pregnant from Tocantins
(4,7%) showed a strain with resistance to current used PIl. Beyond that, was verified a low
prevalence of strains with resistance mutations to the nucleosidic reverse transcriptase
inhibitor (NRTI) and non nucleosidic (NNRTI), being that the resistance to the three
classes of these ARV was observed in only one sample from the State of Tocantins. So the
majority of HIV isolated strains showed susceptibility to the ARV used, suggesting that

there is low circulation of HIV resistant strains to these drugs in these states.
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1. INTRODUCAO
1.1 HISTORICO

A entidade atualmente conhecida como sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA/AIDS) foi reportada pela primeira vez no inicio da década de 80, a partir
do relato de pneumonia causada por Pneumocystis carinii, atualmente conhecido como
Pneumocystis jiroveci (Lee et al., 2009) assim como outras infec¢cdes incomuns em cinco
homens que fazem sexo com homens (HSH) que ndo apresentavam histdria pregressa de
imunodeficiéncia (Gottlieb et al., 1981).

Os retrovirus infectam animais, tais como aves, répteis e mamiferos, sendo
que o primeiro retrovirus a ser encontrado em humanos foi isolado em 1980 por Gallo et
al., o qual foi denominado de Virus linfotropico de células T humanas 1 (HTLV-1) e 2
(HTLV-2). Posteriormente, Gallo et al. (1983) identificaram um novo virus causador de
infeccdo naqueles individuos que desenvolveram pneumonia por Pneumocystis jiroveci, o
qual foi chamado de HTLV-III.

Levy et al. (1984) desenvolveram uma linhagem de células T de pessoas
com AIDS do estado de S&o Francisco, nos Estados Unidos. Essas culturas ratificaram a
descoberta feita nos trabalhos anteriores, porém ndo foi estabelecida uma direta
comparagdo com o LAV e, por isso, a este isolado foi dado 0 nome de retrovirus associado
a AIDS (ARV).

Na mesma época, foi isolado um retrovirus de paciente apresentando
linfadenopatia cervical e astenia, sendo denominado de Virus associado a linfadenopatia

(LAV) (Barre-sinoussi et al., 1983).
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Posteriormente, os isolados virais descritos por Gallo, Montagnier e Levy
foram denominados de Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pelo Comité
Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, 2009).

A origem do HIV ainda € discutida. Estudos de filogenia molecular
revelaram que o HIV-1 teve origem a partir do Virus da imunodeficiéncia simia (SIV) que
infecta a subespécie de chimpanzé Pan troglodytes troglodytes (SIVcpz), enquanto que o
HIV-2 deriva de uma cepa de SIV que infecta o primata Sooty mangabey (SIVsm)
(Papathanasopoulos et al., 2003). Neste contexto, é sugerido gque a rota de infeccdo humana
com o SIV se deu pela exposicdo ao sangue de macacos durante o processo de caca e
abatimento desses animais e ndo pela ingestao da carne desses primatas (Gao et al., 1999).

Inferéncias e estudos sobre a origem do HIV foram importantes, pois
acabaram por estabelecer semelhancas existentes entre o SIV e HIV, uma vez que cinco
evidéncias sustentam essa origem e a relacdo existente entre os dois virus: (I) similaridade
na organizacao dos genomas desses virus; (I1) as relacdes filogenéticas existentes entre 0s
dois; (IIl) a prevaléncia do SIV nos seus hospedeiros naturais; (IV) a coincidéncia
geografica no surgimento do HIV e do SIV e (V) a existéncia de vias de transmissdo

admissiveis entre espécies (Marx et al., 2004).

1.2 ESTRUTURA E CLASSIFICACAO DO HIV-1

O HIV é classificado como membro da familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género Lentivirus (ICTV, 2009). Possui um capsideo em forma de cone
gue comporta 0 genoma do virus formado por duas moléculas de &cido ribonucléico (RNA)

de fita simples. Os retrovirus sdo caracterizados pela habilidade que possuem de transcrever
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0 seu genoma de RNA em uma molécula de acido desoxirribonucléico (DNA) de dupla fita,
previamente a integracdo do genoma do virus ao cromossomo da célula hospedeira. Esse
processo é mediado por uma DNA polimerase dependente de RNA, denominado de
transcriptase reversa (Turner & Summers, 1999).

O HIV-1 apresenta um envelope lipoprotéico (Figura 1) derivado da
membrana da célula alvo, a qual expde em sua superficie glicoproteinas (gp120) que sdo
ancoradas no virus por meio de interagdes com glicoproteinas transmembrana (gp41l)
(Turner & Summers, 1999). Além dessas proteinas, existem outras que também sdo
derivadas da membrana da célula hospedeira durante o processo de entrada do virus na
célula, que sdo antigenos do Complexo Principal de histocompatibilidade, actina e

ubiquitina (Arthur et al., 1992).

Membrana
lipidica

2
-
o

.. Matriz - p17
= P
-

rrggrssc;iptase ,ﬁ‘ . gﬁ‘ Integrase
ﬂ?‘iﬁ' Protease
Figura 1 - Organizacao estrutural do HIV-1 (Adaptado de

www.stanford.edu/.../2005gongishmail/HIV.html)


http://www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html
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O HIV possui uma matriz estrutural a qual é formada por proteinas da matriz
(p17), do capsideo viral (p24), do nucleocapsideo (p7), a qual envolve as duas copias do
genoma viral e p6 (Freed, 2002). No interior do capsideo estdo presentes as enzimas
protease (PR), transcriptase reversa (TR) e integrase (IN).

O genoma do HIV é também responsavel por codificar as proteinas
regulatérias Tat (transativador transcricional) e Rev (regulador da transcricdo do gene
viral), assim como as proteinas acessorias Vpr, Vpu, Nef e Vif. Essas proteinas séo
importantes para o processo de transcri¢do viral e, consequentemente, na patogénese no

hospedeiro (Freed, 2002).

1.3 ORGANIZACAO GENOMICA

Todos os retrovirus, assim como o HIV, apresentam trés genes estruturais:
gag, responsavel pela sintese do capsideo viral; pol (polimerase), que codifica as proteinas
TR, IN e PR e 0 env (envelope), o qual ¢é responsavel pela producdo das glicoproteinas da
superficie viral. Além desses o HIV apresenta dois genes regulatérios (tat e rev) e quatro
genes acessorios (vpr, vpu, nef e vif) (Larder et al., 2001; Figura 2).

No DNA proviral, o conjunto desses genes esta flanqueado em suas
extremidades por duas regiGes chamadas longas repeticGes terminais (LTR), estas
sequéncias contém sitios promotores importantes para a regulagdo da transcricdo. S&o
encontradas em cada extremidade 5’ da fita de DNA e possuem Sitios de ligagéo para varios
fatores de transcricdo celular. Estas sequéncias sdo formadas por trés regibes: U3
(extremidade 3’ unica); R (repeticdo) e U5 (extremidade 5’ tinica) (Ross et al., 1991;

Yuntao & Marsh, 2003).
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Proteinas
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Figura 2 - Organizacdo gendmica do HIV-1, mostrando o provirus integrado, flanqueado
por repeti¢des terminais (U3, R e U5), e os genes estruturais e acessorios (Adaptado de

www.stanford.edu/.../2005gongishmail/HIV.html).

1.3.1 Gene gag

O gene gag é responsavel por codificar uma poliproteina de 55 kDa
(Pr55°%), a qual é clivada proteoliticamente por uma protease produzida pelo virus, para
que possa exercer a sua funcdo bioldgica (Tanuri et al., 1999). Durante ou logo apos o
processo de montagem do virus na célula hospedeira, a poliproteina precursora Gag sofre
processamento dando origem a proteinas estruturais p17 da matriz (MA) do virus, a p24
componente do capsideo viral (CA) e as proteinas formadoras do nucleocapsideo (NC) p6 e

p7 (Freed, 1998).
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1.3.2 Gene pol
As enzimas sintetizadas pelo gene pol sd@o primeiramente sintetizadas a

OGagPoI

partir de uma grande poliproteina precursora de 160 kDa (Pr 16 ), a qual é clivada

por uma protease viral dando origem as enzimas (PR, TR e IN) (Freed, 1995).

1.3.3 Gene env

O gene estrutural env apresenta informacdo para a codificacdo de uma
glicoproteina de 160 kDa (gpl60) que é processada por uma protease viral levando a
formacdo de duas glicoproteinas menores, gpl20 e gp4l. Estas glicoproteinas sao
importantes no reconhecimento e ligagdo do virus a célula alvo (Hope & Trono, 2000;
Barbour & Grant, 2005).

A glicoproteina de superficie (SU) gp120 contém dominios que interagem
com receptores (CD4) e co-receptores (CCR5 ou CXCR4) presentes na membrana de
linfocitos T auxiliares, mondcitos, macréfagos e células dendriticas (Dragic et al., 1996). Ja
a glicoproteina transmembrana (TM) gp4l é responsavel por estabilizar o complexo
gp120/gp41 na membrana da célula, assim como também dispbe de dominios importantes
para 0 processo de fusdo entre o envelope viral e a camada bilipidica da célula hospedeira
durante a entrada do virus (Sleasman & Goodenow, 2003).

Estudos comparativos, entre sequéncias do gene env, de um grande nimero
de isolados virais, mostraram que a gp120 pode ser dividida em cinco regides conservadas
(C1-C5) e cinco regides altamente variaveis (V1-V5), enquanto que a gp41 é formada por

trés dominios principais, um ectodominio (possui dominios essenciais para 0 processo de
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fusdo entre o envelope viral e a membrana da célula hospedeira), uma seqtiéncia ancorada

transmembrana e um endodominio (Freed, 2002).

1.3.4 Genes tat e rev

Os genes regulatdrios tat e rev sdo responsaveis por codificar proteinas
essenciais para o sucesso da replicacdo viral (Frankel & Young, 1998). O primeiro é
responsavel por codificar uma proteina composta por 101 aminoacidos que desempenha
papel chave no controle da producdo e processamento dos genes virais durante a
transcricdo, funcionando como um regulador transcricional, sendo capaz de aumentar 0s
niveis de transcricdo do promotor situado nas sequéncias LTR do HIV-1 (Liang &
Wainberg, 2002). O segundo codifica a proteina regulatéria Rev (19 kDa), que desempenha
a funcdo essencial de se ligar ao elemento RRE (Rev responsive element) do RNA
mensageiro viral (MRNA), desencadeando o0 processo de exportacdo do transcrito viral ndo

processado do ndcleo para o citoplasma, para posterior traducao (Gergerfelt et al., 2002).

1.3.5 Gene vpr

O gene vpr sintetiza a proteina Vpr, de 14 kDa, a qual é expressa dentro da
célula infectada. Apds fusdo e entrada, ocorre desnudamento da particula viral no interior
do citoplasma celular, sendo que ha o rapido transporte, mediado pela enzima Vpr, para o
nacleo da célula alvo de um complexo nucleoprotéico formado pelas proteinas TR, IN,
MA, pelo RNA genémico e por DNA parcial, transcrito reversamente (Poon et al., 1998;

Vodicka et al., 1998).
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1.3.6 Gene vpu

O gene acessorio vpu esta presente no HIV-1, assim como em outros
retrovirus como o SIVcpz e o SIVgsn (Huet et al., 1990; Courgnaud et al., 2002). Este gene
é responsavel por codificar a proteina Vpu, a qual é expressa durante o ciclo de replicagédo
viral e, dentre as suas funcgdes, é responsavel por mediar a degradacdo do receptor celular
CD4 dentro do reticulo endoplasmatico, apds a formacdo de complexos entre 0s receptores
CD4 e a moléculas gp160 (Crise et al., 1990; Jabbar & Nayak, 1990; Bour et al., 1995).

Esse processo ocorre devido a clivagem de moléculas gpl60 recém
sintetizadas que séo retidas no reticulo endoplasmatico através de interacbes com moléculas
CD4 também recém sintetizadas, dessa forma Vpu promove a degradacdo desses receptores
nestes complexos, dessa forma permitindo que haja o transporte da gp120 e gp4l para a
superficie da célula infectada. Somado a isso, a proteina Vpu potencializa a liberacdo de
particulas virais das células infectadas pelo HIV-1 (Willey et al., 1992; Bour & Strebel,

2003).

1.3.7 Gene nef

O gene nef é responsavel pela codificacdo da proteina Nef de 27 kDa, a qual
é responsavel pela diminuicdo da expressdo de receptores CD4 na superficie celular assim
como moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe | (CPH-I), pela
modulacdo da atividade celular através da sua influéncia em vias de transducédo de sinal e

no aumento da infectividade viral (Greenway et al., 2003; Jere et al., 2004).
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1.3.8 Gene vif

A proteina Vif, de 23 kDa, codificada pelo gene vif, é responsavel pela
producdo de virus infecciosos, sendo que a sintese de proteinas mutantes mostra
marcadamente a reducdo nos niveis de sintese de DNA viral e alta formacdo de
intermediarios replicativos instaveis, sugerindo que o funcionamento dessa proteina ocorre
antes ou durante a sintese do DNA (Zhang et al., 2000). Sugere-se, também, que essa
proteina atua no ciclo replicativo do HIV durante a montagem, brotamento ou maturagédo do
virus, efetivando o processo de transcricdo reversa nas células alvo e, desse modo,
conferindo maior infectividade a progénie viral (Inubushi & Adachi, 1999; Gaddis et al.,

2003; Lake et al., 2003).

1.4 REPLICACAO DO HIV

A replicacdo do HIV consiste de uma série de eventos que podem ser
divididos em uma fase inicial e outra tardia, embora alguns eventos ocorram de forma
coordenada ou mesmo de forma simultanea (Freed et al., 2002).

O HIV utiliza-se de receptores e co-receptores presentes na superficie de
linfocitos T ou macréfagos para que haja reconhecimento e adsorcdo do virus,
proporcionando o comeco da infeccdo viral. A interacdo ocorre entre receptores CD4 que
estdo presentes na membrana da célula alvo e as moléculas de gp120 presentes no envelope
viral (Manavi, 2006).

Para que haja o reconhecimento, ligacdo e entrada do HIV na célula
hospedeira h& necessidade, também, da interacdo com co-receptores (receptores de

guimiocina) que estdo adjacentes aos receptores CD4, sendo as moléculas CCR5 (receptor
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B-quimiocina) e CXCR4 (receptor a-quimiocina) as mais bem estudadas. Apds o
estabelecimento dessas interacdes moleculares, o nucleocapsideo viral entra no citoplasma
da célula hospedeira para que ocorra o processo de replicacdo do genoma viral (Manavi,

2006).

1.4.1 Fase inicial da replicacéo viral

Essa fase inicia-se com a ligacdo especifica de particulas de HIV-1 com
células que apresentam, em sua superficie, receptores do tipo CD4, uma proteina que
apresenta funcdo imunologica. Essa ligagcdo ocorre através de interacdes especificas entre as
glicoproteinas do envelope viral (gp120) e o dominio amino-terminal da molécula CD4, a
qual é fundamental para a ligacdo, porém nao suficiente para a infecgéo.

Diferente de outros retrovirus, o HIV-1 necessita de uma proteina de
superficie adicional presente na célula hospedeira para que ocorra a fusdo entre o envelope
viral e a membrana da célula hospedeira. Tais proteinas sdo os co-receptores CXCR4 e
CCRb5, que direcionam a fusao entre as membranas (Nazari & Joshi, 2008).

Inicialmente, a molécula de gp120 se liga a molécula de CD4 presente na
membrana da célula alvo, tal interacdo molecular gera mudancas conformacionais na
molécula gpl120, a qual acaba expondo novos sitios de ligacdo, permitindo assim a
interacdo molecular entre a gp120 e os co-receptores CCR5 ou CXCR4. Dessa forma, tais
interacOes levam a modificacdes na conformacédo agora na molécula de gp41, a qual expde
uma regido hidrofébica denominada peptideo de fusdo, que se insere nha membrana da
célula que sera infectada permitindo a fusdo entre o envelope viral e a membrana celular

(Freed, 2002).
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Apbs a fusdo entre o envelope viral com a membrana da celula hospedeira,
ocorre 0 desnudamento do virus com insercdo do capsideo viral no citoplasma celular, o
que resulta na liberacdo do genoma viral associado as enzimas virais PR, TR e IN, as quais
se tornam ativas, iniciando assim o ciclo de replicacdo viral (Freed, 2002).

O RNA viral é transcrito pela enzima TR levando, primeiramente, a
formacéo de uma molécula hibrida RNA/DNA, gque posteriormente dara origem a molécula
de DNA linear de dupla fita (Telesnitsky & Goff, 1997). A TR é uma enzima
multifuncional que apresenta tanto a atividade de DNA polimerase dependente de DNA
assim como de RNA, bem como de ribonuclease H (RNase H), a qual atua na formacdo da
molécula hibrida RNA/DNA, por meio da clivagem especifica da fita de RNA viral. Esse
DNA proviral sera associado as proteinas virais IN, MA, TR e Vpr, formando um
complexo de preintegracdo (PIC), o qual serd transportado até o ndcleo celular, onde
podera ser integrado ao genoma da célula infectada (Gotte & Wainberg, 1999; Sherman &
Greene, 2002). A integracdo € um passo essencial na replicacdo e, conseqlientemente, para

persisténcia da infec¢do (Wu et al., 1999; Reinke et al., 2001).

1.4.2 Fase tardia da replicacao viral

A fase final da replicacdo do HIV-1 inicia a partir do momento em que ha
sintese de MRNA, sendo que duas classes sdo geradas, um RNA genémico em que ndo ha
processamento do tipo splicing (unspliced), o qual servird para a incorporagdo do virus
maduro, e dois RNA transcritos com eventos de processamento do tipo splicing (RNA
subgendmico), os quais sdo usados para gerar poliproteinas virais. Estes sdo transportados

para fora do nucleo onde sofrerdo tradugdo (Urnovitz & Murphy, 1996).
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Inicialmente, pequenas moléculas de RNA possuindo informacdo para a
sintese das proteinas regulatorias Tat, Rev e Nef sdo sintetizadas (Greene, 1990).
Geralmente moléculas de RNA gendmicos que ndo sofreram evento de processamento do
tipo splicing (unspliced) sdo retidas no nucleo onde podem sofrer mais eventos de
processamento ou serem degradados (Ohno et al., 1998). Contudo, uma longa e Unica
molécula de mRNA, que nédo sofreu eventos de processamento, € necessaria no citoplasma
para a sintese e posterior empacotamento da proteina Gag e da poliproteina Gag-Pol, sendo
que o procedimento de exportacéo para o citoplasma é mediado pela proteina acessoria Rev
(Lever, 2005).

A gpl60 é sintetizada no reticulo endoplasmatico usando mRNA spliced
contendo informacao do gene env. Esta poliproteina é modificada pds-traducéo no reticulo
endoplasmatico e no Complexo Golgiense e posteriormente transportada para a membrana
da célula para a montagem do virus (Freed & Martin, 1995).

Ambas as moléculas, gpl60 e CD4, sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico, sendo que a ligacdo prematura da molécula de CD4 a essa organela pode
inibir o deslocamento da gp160 para a membrana da célula infectada (Hoxie et al., 1986).

O receptor CD4 ¢ alvo para a remoc¢do no reticulo endoplasmatico pela
proteina acessoria Vpu. De forma parecida, receptores CD4 presentes ha membrana celular
sdo inseridos na via de degradagdo endossomal através da ligacdo da proteina Nef ao
receptor celular (Deora & Ratner, 2001; Arora & Fredericksen, 2002).

A montagem dos novos virus ocorre devido ao acumulo de transcritos
completos do genoma de RNA dentro de um complexo de nucleoproteinas, o qual é

formado pelas proteinas codificadas pelo gene gag, assim como as enzimas codificadas
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pelo pol. Esse nucleocapsideo é coberto por um envelope proveniente da membrana
plasmatica da célula hospedeira, na qual estdo presentes tanto proteinas oriundas da prépria
membrana celular, como as glicoproteinas virais gp120 e gp41l. Posteriormente, 0 virus €
liberado da célula hospedeira por meio de brotamento e sofrera maturacdo ficando apto a
infectar novas células (Janeway et al., 2002). O ciclo de replicacdo do HIV-1 esta

representado esquematicamente na Figura 3.
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Figura 3 - Replicagdo do HIV-1. A fase inicial ocorre a partir do momento em que ha
reconhecimento da molécula de CD4, com posterior integracdo do DNA proviral. A fase
tardia inclui todos os eventos de transcricdo do DNA proviral, brotamento e maturacéo

viral (Adaptado de Turner & Summers, 1999).
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1.5 VARIABILIDADE GENETICA DO HIV

A elevada diversidade do HIV, assim como dos outros retrovirus, consiste
no fato de que a transcriptase reversa nao possui a capacidade de autocorrecdo durante o
processo de replicacdo do virus, uma propriedade comum a DNA polimerase de outros
organismos (Overbaugh & Bangham, 2001; Markowitz et al., 2003). Como conseqiiéncia
dessa falha de correcdo, ha formacdo de substituicbes nucleosidicas incorretas
(aproximadamente 10 por nucleotideo) assim como de mutacdes (3 x 10 nucleotideos /
dia) (Veras, 2006).

A elevada taxa de replicacdo viral (aproximadamente 10 bilhdes/dia),
somada a variedade genética dos virus, aumenta a diversidade do mesmo ao longo da
infeccdo no hospedeiro (Pinto & Struchiner, 2006).

Além dos erros ocorridos durante a insercdo de nucleotideos, a TR também
possibilita a realizacdo de um processo denominado de recombinacdo homéloga, que
consiste na recombinacdo entre genomas virais em individuos que estdo infectados por
variantes virais distintas. Durante a transcri¢do reversa, a TR pode se deslocar de uma fita
de RNA para outra levando a formacdo de uma fita de DNA viral contendo segmentos dos
dois RNA iniciais (Hu & Temin, 1990). No entanto, tal processo sé é eficaz para a geracdo
de variabilidade, se as duas fitas de RNA presentes no virus forem diferentes uma da outra,
ou seja, que anteriormente tenha sido formado genomas virais heterozigotos, fato que
ocorre quando hé infeccdo simultanea por duas variantes virais em um anico individuo (Hu
& Temin, 1990).

A grande variabilidade genémica do HIV traz importantes implicagdes para

o diagnostico laboratorial, o tratamento, assim como para investigaces epidemioldgicas. A
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complexidade genémica adquirida atraves desses processos descritos acima acaba por
trazer a essas populacfes de mutantes a capacidade de responder de forma répida e eficaz
as modificacOes ocorridas no ambiente de replicacédo, em virtude de oferecerem uma grande
quantidade de variantes (mutantes) sobre as quais a selecdo natural pode atuar (Peeters &
Sharp, 2000; Overbaugh & Bangham, 2001).

Devido a grande diversidade existente entre as cepas de HIV-1 circulantes,
até no comeco da década de 90, do século passado, estas variantes virais eram organizadas
em dois grupos, de acordo com o local de onde foram identificadas: “americanas” ou
“africanas” (Veras, 2006). No entanto, com a descoberta de novas variantes, esta
classificacdo tornou-se inadequada sendo inicialmente substituida por uma ordenacdo em
subtipos baseada na analise dos genes env ou gag. Posteriormente, adotou-se a classificacao
segundo a andlise completa do genoma de cepas de HIV-1, adquiridas em diferentes regides
geograficas do mundo (Simon et al., 1998).

Estudos filogenéticos de inUmeras dessas cepas mostraram que elas
poderiam ser subdivididas em grupos, subtipos, sub-subtipos e Formas Recombinantes
Circulantes (CRF) (Robertson et al., 2000). Dessa forma, estes estudos permitiram
classificar o HIV-1 em trés grandes grupos: M (Major); O (Outlier) e N (New ou non-
M/non-0) (Gao et al., 1999; Requejo et al., 2006).

A grande maioria das cepas do HIV-1 pertence ao grupo M, o qual é o
responsavel pela atual pandemia de AIDS. Este grupo foi dividido em nove subtipos
equidistantes filogeneticamente, nomeados de A, B, C, D, F, G, H, J, K, sendo os dois

ultimos subtipos caracterizados como formas recombinantes. Alguns desses subtipos
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podem ser separados em sub-subtipos como 0 A (Al e A2) e grupo F (F1 e F2) (Peeters &
Sharp, 2000; Papathanasopoulos et al., 2003).

Apbs a classificacdo em subtipos do grupo M, observou-se que algumas
cepas, quando analisadas filogeneticamente, eram enquadradas dentro de diferentes grupos
se diferentes sequéncias fossem analisadas, bem como foram encontradas em pelo menos
trés individuos sem uma ligacdo epidemioldgica, a essas variantes chamou-se de CRF.
Estas formas tém origem a partir do momento em que um individuo é infectado por dois
diferentes subtipos de HIV-1, em que haja o estabelecimento de recombinacdo genética
satisfatoria para a adaptacdo da nova forma ao seu ambiente de replicacdo (Requejo et al.,
2006).

Segundo a nomenclatura proposta, cada CRF é denominada de acordo com a
ocorréncia da recombinacdo mais as letras indicando os subtipos envolvidos na formacéo
do mosaico. Se o0 genoma contiver sequéncias originarias de mais de dois subtipos, as letras
sdo representadas por “cpx” o que diz respeito a complexo (Thomson et al., 2002; Requejo
et al., 2006).

Além das CRF, pelo menos outras 30 formas recombinantes, chamadas de
Formas Recombinantes Unicas (URF) ja foram identificadas, entretanto sem evidéncia de
surtos epidémicos (Motomura et al., 2000). A maior parte dessas variantes foi identificada
em regides onde multiplos subtipos circulam (Mccutchan, 2000).

H& dois tipos de HIV responsaveis por causar infeccdo e a AIDS em seres
humanos. Entretanto, o principal agente causador da infeccdo no mundo € virus tipo 1
(HIV-1), enquanto o virus tipo 2 (HIV-2), o qual apresenta 7 grupos (A-G) foi

primeiramente identificado no Oeste da Africa, estando restrito nessa regifo, assim como
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em Portugal, india e casos raros reportados em alguns paises do Ocidente, na Coréia e
Filipinas (Barin et al., 1985; Takebe et al., 2004). O esquema mostrando as varias divisdes
o qual sofreu o HIV (tipos, grupos, subtipos, subsubtipos, CRFs e URFs) esta representado

na Figura 4.
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Figura 4 - Classificacdo do HIV de acordo com os tipos, grupos, subtipos e sub-subtipos

CRF e URF (Adaptado de Takebe et al., 200
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1.6 EPIDEMIOLOGIA DO HIV
1.6.1 Modos de transmissédo do HIV

O HIV-1 pode ser transmitido horizontalmente pela via sexual, parenteral, a
qual pode ocorrer pelo compartilhamento de seringas ou agulhas contaminadas pelo virus,
bem como a utilizacdo de hemoderivados contaminados, e pela via vertical (Manavi, 2006).

A rota de transmissdo que mais contribui para a disseminacdo do virus é a
sexual, a qual é responsavel por boa parte dos casos de contaminacdo pelo HIV em todo o
mundo, sendo a transmissdo heterossexual a principal via de transmissdo (Davdison et al.,
2009).

Dados recentes, divulgados em 2008, mostram haver consideravel queda na
notificacdo de casos de AIDS, no Brasil, segundo as diferentes categorias de exposicao,
como podemos observar no Quadro 1.

A infeccdo pelo HIV-1, em criancas, € geralmente mais séria do que em
adultos devido a diferentes fatores que levam a uma progressdo mais rapida da doenca e a
uma alta taxa de mortalidade nessa faixa etaria da vida (Connor et al., 1994).

A transmissdo materno-fetal pode ocorrer no decorrer da gravidez
(transplacentaria), durante o parto ou por ocasido da amamentacdo (Newell, 1998; Coll et
al., 2002). Orienta-se que mulheres infectadas pelo HIV substituam o leite materno por
alimentacdo artificial, entretanto, essa iniciativa é pouco eficaz em paises onde
culturalmente, economicamente e por falta de higiene ha dificuldades na substituicdo do

tipo de alimentagéo (Cohan, 2003).
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Quadro 1 - Casos de AIDS notificados no SINAN em individuos com 13 anos de idade ou

mais, segundo categoria de exposicao hierarquizada por sexo e ano de diagnostico. Brasil,

2007 e 2008.
Categoria de exposicdo 2007 2008
Masculino
HSH 2077 336
Bissexual 995 149
Heterossexual 4922 810
UDI 849 127
Hemofilico 6 3
Transfusao 10 1
Total 8859 1426
Feminino
Heterossexual 6269 953
uDI 182 30
Transfuséo 7 2
Total 6458 985

Fonte: Ministério da Saude. Boletim Epidemioldgico 2008

Na transmissao mde-filho do HIV h& uma relacdo diretamente proporcional

entre a alta carga viral das mulheres infectadas pelo virus durante a gestagdo, em particular

aquelas que soroconvertem durante a gravidez, e a transmissao do virus para seus filhos no

utero ou durante o parto, sendo que o risco de transmissdo aumenta se a amamentacao for

por um longo periodo (Burgess, 2001).
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O periodo de maior transmissdo via amamentacao, ocorre nos primeiros seis
meses de idade, sendo a pouca idade materna geralmente associada a pouca experiéncia em
amamentacdo (producdo de danos mamarios), a incidéncia de mastite e a soroconversdo
viral durante o aleitamento os principais fatores de risco para a transmissdo do HIV
(Burgess, 2001).

Estratégias de prevencdo tém reduzido o risco de transmissdo materno-
infantil pelo HIV através da utilizacdo da terapia antiretroviral em mulheres gravidas e em
seus recém nascidos, assim como a utilizacdo de praticas obstétricas que minimizem a
exposicao da crianca aos fluidos maternos (Del bianco et al., 2005; Fowler et al., 2007).

A reducdo do risco de transmissdao materno-infantil € feita por meio da
administracdo de estratégias isoladas ou em associacdo, que pode ser por meio da reducdo
sistematica da carga viral mediante a terapia com drogas antiretrovirais ou por terapia
imune, reduzir a exposi¢do do recém nascido ao sangue e secrecdo materna, assim como
outras condi¢cdes que inviabilizem a transmissdo como 0 uso de antibidticos para
corioamniotites, reducdo da carga viral da secrecdo vaginal utilizando medicamentos locais
e tratamento profilatico do recém nascido atraveés da TARV (Mwanyumba et al., 2002; Del
bianco et al., 2005).

Além destas medidas, praticas obstétricas que previnam o nascimento de
criangas prematuras, cuidado para ndo romper membranas mais de quatro horas
anteriormente ao parto e 0 uso desnecessario de instrumentos durante o procedimento,
garantem uma reduc&o no risco de transmissao vertical do HIV (Rogers & Shaffer, 1999).

A transmissdo por via sanguinea vem diminuindo, substancialmente, em

relacdo a procedimentos de pos-transfusdo. O primeiro caso registrado de infeccdo por HIV



38

associado a procedimentos de transfusdo ocorreu no inicio de 1983, desde entdo os bancos
de sangue questionam os seus doadores quanto aos fatores de risco aos quais estdo
expostos, excluindo dessa forma o risco de contaminacdo ap0s doacdo. AplOs a
implementacdo de testes soroldgicos para identificacdo de infeccdo por HIV em 1985,
apenas cinco casos de infeccdo por HIV associados com transfusdo sdo registrados
anualmente, em comparagdo com 0s 714 casos registrados no ano anterior a utilizacdo da

triagem (Goodnough, 2005).

1.6.2 Distribuicdo Geografica do HIV

Nos ultimos anos, tem ocorrido um esforco global para a contencdo da
epidemia de HIV/AIDS, que inclui aumento do acesso ao tratamento efetivo, assim como o
desenvolvimento de programas preventivos (Cooley & Lewin, 2003). Entretanto, o nimero
de pessoas vivendo com HIV continua crescendo, assim como o nimero de mortes que
ocorrem em consequiéncia da AIDS. Estima-se que dois milhdes de pessoas evoluiram pra
6bito devido a AIDS em 2008 (UNAIDS/WHO, 2009).

Segundo dados divulgados recentemente (UNAIDS/WHO, 2009), o numero
estimado de pessoas vivendo com HIV, em 2008, correspondeu a cerca de 33,4 milhdes,
sendo que desse total de infectados, 31,3 milhdes sdo adultos, e destes metade corresponde
a mulheres.

O namero de novas infec¢Bes sofreu uma redugéo de trés milhdes, em 2001,
para 2,7 milhdes em 2008. O nimero de casos de infecgdo pelo HIV em criangas com idade
inferior a 15 anos foi de, aproximadamente, dois milhdes. Diante desse quadro, a Africa

Sub-saariana continua concentrando a maioria dos casos de pessoas infectadas pelo HIV no
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mundo (67% do total), enquanto que a Oceania continua sendo a regido geografica com

menor

(UNAIDS/WHO, 2009, Figura 5).
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Figura 5 - Numero estimado de pessoas vivendo com HIV em 2008 (Adaptado de

UNAIDS/WHO, 2009).

1.6.3 HIV-1no Brasil

O Brasil investe na prevencdo e no tratamento da infeccdo pelo HIV, essa

metodologia tem ajudado em manter estavel a epidemia durante varios anos (Okie, 2006).

Recentemente foi divulgado o numero de casos de AIDS notificados no SINAN e
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registrados no SISCEL desde o ano de 1980 até 2009, o que correspondeu a um total de
544846 (AIDS Boletim Epidemiologico, 2009).

Desse total, a regido sudeste foi a que mais registrou notificacdes, 323.069 o
que corresponde a 59% do total, j& a regido com o menor nimero de notificacbes foi a
regido Norte com 21.389 (3,9%) casos identificados. De 1980 a 2008, foram registrados no
Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM) um total de 217.091 ébitos por AIDS,
sendo que a regido Sudeste se destaca por conter a maioria dessas mortes (66%) e a regiao
Norte apresentando menor percentual, aproximadamente 3% de Obitos (AIDS Boletim
Epidemioldgico, 2009).

No Estado do Pard houve uma significativa queda no numero de
notificaces de 2008 a 2009 registradas no Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), de 1263 para 518 casos notificados, enquanto que 393 pessoas
morreram por AIDS no ano de 2008 (AIDS Boletim Epidemiolégico, 2009).

No Brasil, ja foram notificados 36.300 casos de gravidas infectadas pelo
HIV entre os anos 2000 a 2007, sendo que a regido Sudeste destaca-se por abrigar a maioria
dessas notificacdes, com 16.905 casos, seguida da regido Sul com 11.714, Nordeste com
4.399 notificacles, Centro-Oeste com 1.934 casos e, por ultimo, da regido Norte com 1.348
infeccdes (AIDS Boletim Epidemioldgico, 2008). Dentro da regido Norte, o estado do Para
abriga o maior nimero de notificagBes totalizando 589 casos, ja os estados do Acre e
Tocantins, notificaram 56 e 127 casos, respectivamente (AIDS Boletim Epidemioldgico,

2008).
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1.6.4 Epidemiologia Molecular do HIV-1

O primeiro caso de infeccdo pelo grupo M foi descrito em 1959, de forma
retrospectiva utilizando-se sorotecas de amostras de sangue coletadas em Kinshasa,
Republica Democratica do Congo, area essa onde tem sido registrada alta diversidade desse
grupo (Vidal et al., 2000).

Em escala global, os subtipos mais prevalentes sdo os subtipos B, com uma
prevaléncia de, aproximadamente, 63%, seguido dos subtipos C (12,1%), A (7,6%), D
(2,7%) e CRFO1_AE (4,2%) (www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/geo).

A maior diversidade genética do HIV-1 estd presente na Africa Central,
onde os subtipos A e C sdo mais comuns, entretanto, todos 0s grupos e subtipos (exceto o
subtipo B) s&o encontrados nessa regi&o, o que reforca a hipotese de que a Africa foi a fonte
da atual pandemia de AIDS (Vidal et al., 2000).

O primeiro caso de infeccdo pelo grupo O foi registrado em um paciente
noruegués, o qual pode ter sido infectado no inicio de 1960 (Jonassen et al., 1997). Este
grupo esta restrito a pessoas que vivem na Africa Central, sendo endémico na Republica
dos CamarBes e em outros paises vizinhos do Centro-oeste africano, entretanto, nessa
regido, infeccBes por esse grupo é vista raramente (Tatt et al., 2001). Por ser altamente
prevalente na Republica dos Camarfes, este pais é considerado como o epicentro da
infeccdo pelo HIV do grupo O (Mccutchan, 2000; Takebe et al., 2004).

O grupo N causa infeccdes também em paises do Centro-oeste africano, o
qual foi identificado em alguns pacientes da Republica dos Camardes, sendo restrito a esse

pais da Africa (Simon et al., 1998; Ayouba et al., 2000).
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O subtipo A é predominante no Leste da Africa e Africa Central, entretanto
é presente também no Oeste africano e em paises do Leste europeu, onde tem sido
disseminado desde 1995, principalmente na Russia e Ucrania (Liitsola et al., 1998;
Papathanasopoulos et al., 2003; Vidal et al., 2003).

O subtipo B € a principal variante epidémica no Leste Europeu, sendo
presente também na América, Australia e em alguns paises Asiaticos como a Coréia, india,
Singapura e Japdo (Louwagie et al., 1994; Kitsutani et al., 1998; Se-thoe et al., 1998;
Herring et al., 2003).

O subtipo C é mais prevalente na india, sendo encontrado também no Sul e
Leste africano e no Brasil (Soares et al., 2003; Geretti, 2006), enquanto que o subtipo D é
predominante no Leste africano e na Africa Central, juntamente com o subtipo A
(Laukkanen et al., 1996; Peeters & Sharp, 2000).

O subtipo E, renomeado como CRF01_AE, é freqliente no Sudeste Asiatico,
sendo mais comum no Vietnd e paises vizinhos, principalmente em usuarios de drogas
intravenosas (UDI) (Ou et al., 1992; Lole et al., 1999; Chakrabarti et al., 2000). O subtipo
F € o mais comum no Leste Europeu, principalmente na Roménia em crian¢as e adultos
(Apetrei et al., 1998).

Os subtipos G, H, J e K sdo prevalentes na Africa Central, Taiwan e Russia;
Africa Central e Bélgica; Congo, Gambia e Suécia e Camardes, respectivamente (Carr et
al., 1998). O Quadro 2 mostra de forma resumida a distribuicdo mundial dos tipos, grupos e

subtipos do HIV.
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Quadro 2 - Distribuicdo mundial do HIV.

Tipo Grupo Subtipo Distribuicéo global

HIV-1 M A Leste da Africa, Oeste da Africa, Africa Central e
Leste Europeu

B America do Norte e Sul, Brasil (Acre e Tocantins)
Europa, Asia e Oceania

C Sul e Leste da Africa, india e Brasil
D Africa Central
F Africa Central, Roménia e América Latina, Brasil

(Tocantins)

G Africa Central, Taiwan e RUssia
H Africa Central e Bélgica
J Congo, Gambia e Suécia
K Camaroes
@) Camardes, Gab&o e Noruega
N Camaroes
HIV-2 A-G Oeste Africano, Portugal, Espanha, Alemanha, Franca,

Suécia, Inglaterra, Estados Unidos, india e Coréia

(Fonte: Takebe et al., 2004)

Assim como na América Latina e no resto do mundo, no Brasil, o subtipo
predominante é o B, sendo que de forma igual o subtipo F é o segundo de maior
predominancia no Brasil e na América Latina
(www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/geo).

O subtipo C tem aumentado no Brasil desde a sua introdugéo no dos anos 90

do século passado, principalmente na regido Sul do pais. Indmeros estudos de
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epidemiologia molecular, realizados no Rio Grande do Sul (Sul do Brasil), mostraram a
presenca dos subtipos B(75%), C (22%), F (2,5%), D (0,5%) e as formas recombinantes
F1/B, D/B, BIC, que podem ser também encontradas com taxas de prevaléncia menores
(Soares et al., 2003; Monteiro et al., 2007; Bello et al., 2008).

Estudo publicado em 2007, Locateli et al., o qual analisou 0s genes gag e
env de cepas estabelecidas no Estado de Santa Catarina, também sul do Brasil, revelou a
predominancia do subtipo C, seguido dos subtipos B e F. No estado de Séo Paulo, varios
estudos ratificaram a predominancia dos subtipos B e F1 e a presenca das formas
recombinantes CRF12_BF, CRF28 BF, CRF29 BF (Brigido et al., 2005; Carreto et al.,
2005; Filho et al., 2006; Souza et al., 2008; Molina et al., 2009).

Outro estudo também realizado na regido Sudeste do pais, agora no estado
do Espirito Santo, mostrou a predominancia do subtipo B nesse estado, seguido dos
subtipos F e C e das formas recombinantes B/F e F/B (Cabral et al., 2006).

No Estado do Rio de Janeiro, estudos recentes mostraram a presenca dos
subtipos B, F1 e D e das formas recombinantes BF1 e CRF02_AG (Couto-Fernandez et al.,
2005; Fernandez et al., 2005; Eyer-Silva et al., 2007). Estudo feito na regido Centro-Oeste
do Brasil, Brasilia e nos estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, revelou
predominancia do subtipo B e F nessa regido (Stefani et al., 2007).

A regido Nordeste do Brasil apresenta uma situacdo a ser bem analisada,
fatos como a dificuldade econémica, a dificuldade de acesso a educagéo, 0 intenso turismo
sexual e a prostituicdo, estdo relacionados com o aumento da disseminacgéo da infeccgdo pelo
HIV e a insercdo na regido de novas formas genéticas do virus. Estudo feito por Monteiro

et al. (2009), na Bahia, mostrou a predominancia do subtipo B, nesse estado, assim como a
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presenca dos subtipos F e D. Resultado semelhante foi encontrado nos estados do Ceara,
Pernambuco, também presentes na regido Nordeste do Brasil (Gadelha et al., 2003;
Medeiros et al., 2006; Monteiro et al., 2009).

Na regido Norte, em Manaus, foi descrita a prevaléncia de 38,7% do subtipo
B nas amostras analisadas, assim como uma alta incidéncia de recombinantes B/F (35,5%)
e pelo subtipo F (16%) (Vicente et al., 2000), outro estudo realizado no Para revelou a
circulacdo de cinco subtipos genéticos do virus: B, F, C, D e da forma recombinante
CRF02_AG (Machado et al., 2004). A distribuicdo desses subtipos no Brasil pode ser

visualizada na Figura 6.

B,F
BIF
B,FC
B/E
B, BIF
Bk
C, BIF,
B/D, BIC
C. B,
F, BIF,
B/D, B/C

Figura 6 - Distribuicdo dos subtipos e das CRF nas diferentes regides geogréaficas do Brasil

(Adaptado de Morgado et al., 2002).
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1.7 TERAPIA ANTIRETROVIRAL (TARV)

O tratamento utilizado contra a AIDS é feito por meio da utilizacdo dos
chamados medicamentos antiretrovirais (ARV), 0s quais apresentam como objetivo geral a
inibicdo da replicacdo viral no individuo infectado, sendo que a associacdo desses
medicamentos para fins terapéuticos ¢ dada o nome de Terapia Antiretroviral (TARV)
(www.aids.gov.br).

Existem quatros classes de ARV, os Inibidores de transcriptase reversa
analogos de nucleosideos (ITRN); inibidores de transcriptase reversa ndo analogos de
nucleosideos (ITRNN); Inibidores de protease (IP) e os inibidores de fuséo (IF).

Os ITRN tém como principio a atuacdo na enzima transcriptase reversa, 0s
quais se ligam a cadeia de DNA sintetizada pelo virus, causando mudancas estruturais na
molécula de DNA tornando-a defeituosa, dessa forma impossibilitando a replicacdo viral
(Zdanowicz, 2006).

Semelhante a classe de ARV descrita anteriormente, os ITRNN também
agem na enzima transcriptase reversa, entretanto essa classe age diretamente na enzima
impedindo dessa forma a sua funcdo na replicacao viral e consequentemente inviabilizando
a multiplicacdo do virus no organismo (Zdanowicz, 2006).

Os IP foram sintetizados com a finalidade de se ligarem ao sitio catalitico da
enzima protease com alta afinidade, impossibilitando que essa enzima exerca a sua funcéo.
Essa ligacdo ndo inviabiliza a formacdo e liberacdo da particula viral da célula hospedeira,
entretanto essas particulas sdo imaturas e ndo infecciosas (Zdanowicz, 2006).

A fusdo do HIV com a membrana da célula hospedeira ¢ um passo

fundamental para entrada do virus na célula a ser infectada, nesse contexto que os IF agem,
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bloqueando a fusdo e a entrada do virus na célula hospedeira. Essa classe de medicamentos
sdo peptideos sintéticos que se ligam especificamente a molécula gp4l do HIV, dessa
forma impedindo que ocorram mudancas conformacionais nessa molécula, fato esse
fundamental para o inicio da fusdo do virus a celula alvo (Zdanowicz, 2006).

Recentemente duas outras classes de antiretrovirais foram desenvolvidas, as
quais tém como alvos de acdo a integrase viral e 0s co-receptores (receptores de
quimiocina) CCR5 (Marcelin et al., 2009).

A enzima integrase € responsavel pela integracdo cromossémica entre a
dupla fita de DNA viral recém sintetizada e o DNA gendmico da célula hospedeira,
processo esse de vital importancia para a replicacdo viral, dessa forma os chamados
Inibidores de Integrase (IIn) agem bloqueando a acdo dessa enzima, consequentemente
impedindo a replicacdo viral (Marcelin et al., 2009).

As moléculas de CCR5 presentes na membrana da célula hospedeira estdo
envolvidas no processo de entrada do virus na célula através da interacdo desses co-
receptores com as moléculas gp120 do HIV. Os chamados inibidores de CCR5 atuam nesse
processo blogueando a intera¢do do virus com a célula a ser infectada. A diferenca dessa
classe de ARV em relacdo as outras € a sua acao fora da célula, bloqueando a entrada do
HIV (Marcelin et al., 2009). Abaixo veremos as caracteristicas de cada classe (Quadro 3).

No presente estudo analisaram-se mutacfes de resisténcia a trés classes

desses medicamentos, os ITRN, ITRNN e aos IP.
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Classe de Exemplos Efeitos adversos Mecanismo de
antiretroviral ~
acao
ITRN Zidovudina Acidose latica Inibidor
_ ' competitivo da
Didanosina Nausea TR do HIV.
Zalcitabina Diarréia
Lamivudina
Abacavir
Estavudina
Emtricitabina
Tenofovir
ITRNN Nevirapina Prurido Antagonista néo
competitivo
Efavirez Hepatotoxidade - «
inibe a acdo da
Delavirdina Vertigem, insénia
TR do HIV.
IP Ritonavir Dislipidemia Inibe a acdo da
enzima PR, a
Saquinavir Hiperglicemia .
a Perg qual é
Amprenavir Néausea ,
o o responsavel pela
Indinavir Diarréia L
o maturacao viral.
Nelfinavir
Atazanavir
Tipranavir
Fosamprenavir
IF Enfuvirtida (T-20) Reacdo no sitio de Impede a fusdo

injecdo do

medicamento.

do HIV com a

célula alvo.
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IIn Raltegravir Inibicdo da
Elvitegravir (fase enzima
experimental) .
integrase.
MK-2048  (fase
experimental)
Inibidor de Maraviroc Aumento dos Bloqueio da
CCR5 niveis de entrada do HIV
bilirrubina, na célula alvo.

aspartato

aminotransferase
(AST) e alanina
aminotransferase
(ALT), amilase e

lipase

Fonte: Adaptado de Marcelin et al., 2009 e Zdanowicz, 2006.

1.8 RECOMENDAGCOES PARA PROFILAXIA DA TRANSMISSAO VERTICAL DO
HIV E TARV EM GESTANTES

O Ministério da Saude (MS), por meio do Programa Nacional de DST e
AIDS reuniu o Comité Assessor para Recomendacdes de Profilaxia da Transmissdo
Vertical do HIV e Terapia Antiretroviral em Gestantes, o qual revisou as Recomendac6es
paraa TARV e as demais condutas relacionadas a profilaxia da transmisséo vertical do HIV
(Ministério da Saude, 2007).

Primeiramente, € preciso fazer a diferenciacdo entre a administracdo de
ARV na gestante objetivando prevenir a transmisséo vertical, caracterizando profilaxia com

TARV e a administracdo dessa terapia devido haver indicacdo pelo estado clinico ou
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imunologico comprometido da mulher, caracterizando tratamento com TARV. As mulheres
as quais utilizam ARV na condicdo de profilaxia com TARV poderdo ter essa terapia
suspensa quando terminada a gestacdo (Ministério da Saude, 2007).

Para utilizacdo de TARV em gestantes, sdo analisados trés parametros: 0s
niveis de células T CD4+, a idade gestacional da parturiente e a sua carga viral. Dessa
forma séo recomendados dois esquemas de administracdo de ARV, em gestantes, visando a
profilaxia da transmissdo vertical do HIV, bem como tratamento ((Ministério da Saude,
2007).

Os dois esquemas sdo direcionados a gestantes que ndo se encontram em uso
de TARV, sendo que o primeiro € utilizado em mulheres assintomaticas que apresentam
niveis de células T CD4+ > 200 células/mm?, iniciando-se a profilaxia com TARV a partir
da 14° semana de gestacdo e que apresentem carga viral <1.000 cépias/ml (Ministério da

Saude, 2007) (Quadro 4).



Quadro 4 - TARV profilaxia

o1

Idade gestacional

A partir da 14° semana

Uso de TARV

Nao

Situacdo clinica
Contagem de linfocitos T-CD4+

Recomendacdo terapéutica

Assintomatica

>200 células/mm?

Profilaxia com TARV (AZT+3TC+NFV ou
NVP

Situagdo clinica
Contagem de linfdcitos T-CD4+
Carga viral

Recomendacdo terapéutica

Assintomatica

>200 células/mm?
<1000 copias/ml
Monoterapia com AZT

O segundo esquema € direcionado a gestantes sintomaticas que apresentam

niveis de células T CD4+ < 200 células/mm? sendo que a utilizacio da TARV é

independente da idade gestacional, ja que o adiamento da terapia podera trazer prejuizos a

mée e ao feto (Ministério da Saude, 2007) (Quadro 5).




Quadro 5 - TARV tratamento

52

Idade gestacional

Independente

Uso de TARV

Néao

Situacdo clinica
Contagem de lifécitos T CD4+

Assintomatica

<200 células/mm?®

Recomendacdo terapéutica TARV-tratamento (AZT+3TC+NFV ou
NVP)

Situacdo clinica Sintomatica

Contagem de lifocitos T CD4+ Independente

Recomendacdo terapéutica TARV-tratamento (AZT+3TC+NFV ou

NVP)

1.9 RESISTENCIA A TARV EM GRAVIDAS INFECTADAS PELO HIV

A TARV serve para dois propésitos em mulheres gravidas infectadas pelo

HIV-1: tratamento maternal, assim como profilaxia para a transmissdo materno-fetal

(Eastman et al., 1998).

O tratamento com ARV ja mostrou ser eficiente na prevencdo ou diminuicdo

do risco de transmissdo vertical do HIV-1(Connor et al., 1994; Guay et al., 1999). Dessa
forma, esse tipo de profilaxia tem sido adotado, em muitos paises, como parte de uma
rotina gestora de prevencao da infecgdo materno-fetal pelo HIV (CDC, 2005).

A intervencdo terapéutica é focalizada na administracdo de ARV para

suprimir a replicacdo viral, preservando a fungdo imune e reduzindo o desenvolvimento de
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cepas resistentes em caso de AIDS ou quando a carga viral estd muito elevada havendo
maior risco de transmissdo fetal (Del bianco et al., 2005).

Entretanto, a resisténcia viral a essa terapéutica pode limitar a eficacia
clinica da profilaxia por essas drogas, durante e mesmo em futuras gestacoes, assim como
pode limitar a eficicia de futuras terapias, devido a esse fato, é importante a analise de
mutacdes resistentes, entre mulheres gravidas com infeccdo pelo HIV-1, durante a gravidez
e durante a administracdo da terapia para prevencdo da transmissdo vertical (Duran et al.,
2007).

A prevaléncia de gendtipos resistentes a TARV, entre mulheres gravidas, em
nivel mundial, tem sido estimada entre 2,3 a 25%, variacdo essa que depende se a mae esta
sendo exposta pela primeira ou por mais de uma vez ao tratamento profilatico, assim como
o tipo de regime de profilaxia que esta sendo usado. Essas taxas provavelmente refletem a
resisténcia adquirida através de infec¢do primaria ou superinfeccdo, ou através da selecao
de virus resistentes como resultado da utilizacdo da terapia (Welles et al., 2000; Palumbo et
al., 2001; Cunningham et al., 2002)

Welles et al. (2007), analisando mutacGes que conferem resisténcia ao
TARV, em um grupo de 300 mulheres gravidas infectadas pelo HIV, nos EUA, de 1991 a
2001, mostrou haver um aumento na prevaléncia de resisténcia as drogas, incluindo as

mulheres que estavam utilizando a medicacéo pela primeira vez.
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1.10 OBJETIVOS
1.10.1 Objetivo Geral

Descrever a  epidemiologia  molecular e 0 perfil de
susceptibilidade/resisténcia das cepas de HIV-1 identificadas em mulheres que fizeram, que
fazem e/ou que ainda ndo iniciaram a TARV como medida profilatica para a transmisséo

vertical do HIV-1 nos Estados do Acre e do Tocantins.

1.10.2 Objetivos Especificos

o Identificar os subtipos do HIV-1 circulantes nas mulheres, maes e
gravidas, dos estados do Acre e Tocantins;

o Descrever a ocorréncia de cepas do HIV-1 resistentes aos
antiretrovirais utilizados correntemente nos estados estudados;

o Descrever o perfil de mutagbes (primarias e secundarias) no gene da
protease e da transcriptase reversa, referente ao padrdo de resisténcia aos antiretrovirais
usados rotineiramente em mulheres que fizeram ou ndo o uso de TARV;

o Verificar as correlacfes existentes entre as variaveis epidemioldgicas
obtidas nos inquéritos das pacientes e o subtipo viral, a carga viral plasmatica e 0 nimero

de linfécitos T CD4".
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo foi do tipo transversal. As participantes residiam em
varios municipios dos Estados do Acre e Tocantins e faziam parte da Rede Nacional de
Carga Viral e CD4" do PN/DST/AIDS/MS, tendo acompanhamento clinico-laboratorial no

Servico de Assisténcia Especializada (SAE) de cada Estado.

2.2 CASUISTICA

Participou do estudo toda a populacdo de mulheres gravidas e de mées (de
criancas menores de dois anos) portadoras do HIV das cidades de Palmas (Tocantins) e Rio
Branco (Acre) que procuraram o SAE destas cidades no periodo de abril de 2007 a outubro

de 2008.

2.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Como critérios de inclusdo, as gravidas participantes do estudo podem: a)
estar em qualquer periodo de gestacdo; b) estar ou ndo fazendo terapia antiretroviral, seja
como medida profilatica para a transmissao vertical do virus, seja como tratamento; c) ja ter
tido ou néo outros filhos.

Além das gravidas, foram incluidas mulheres, portadoras do HIV, que
tiveram filhos apds o diagnostico da infecgdo pelo virus, incluindo as que realizaram a

TARV.
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2.4 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, da Universidade Federal do
Pard, e seguiu as diretrizes e as normas de regulamentacdo de pesquisa envolvendo seres
humanos (Resolucdo 196/96 e 347/2005 do Conselho Nacional de Saude) (Anexo 1).

Os individuos que aceitaram a participacdo no projeto assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) e responderam a um questionario

epidemioldgico (Anexo 3).

2.5 COLETA E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas em um sistema de colheita a vacuo,
em dois tubos de 5 mL, contendo EDTA como anticoagulante, onde o plasma foi separado
por centrifugacdo a 3.000 rotacGes por minuto (rpm) e, juntamente com a porc¢éo celular do
sangue, foi congelado a -20°C, no Laboratério Central de Saude Publica (LACEN) de cada
Estado, até serem transportadas ao Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Para, para serem armazenadas até 0 momento de
uso.

As informacdes de contagem de linfocitos T CD4" e de carga viral foram

obtidas a partir do prontuario do paciente ou no proprio LACEN de cada Estado.
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2.6 METODOS LABORATORIAIS
2.6.1 Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR)

No presente trabalho a PCR foi efetuada em duas etapas, denominada de
Nested PCR, para a amplificacdo de duas regides gendmicas (pro e tr) do DNA proviral do
HIV, a partir do DNA dos individuos soropositivos, sendo que o material que foi utilizado
na pesquisa foi obtido pelo método fenol-cloroférmio obtendo-se assim genoma nuclear
(DNA viral integrado) para prosseguimento da andlise. Esta técnica resulta de modificacGes
da PCR tradicional, em que ha utilizacdo de uma segunda etapa de amplificacdo utilizando
um par de iniciadores internos aos que foram utilizados na primeira etapa, visando
aumentar a sensibilidade e especificidade da técnica (Molina & Tobo, 2004). As
amplificacdes de cada segmento génico foram realizadas no equipamento termo-ciclador

Peltier thermal cycler, Biocycler termocicladores (modelos MJ96+ / MJ96G).

2.6.2 Amplificacdo da regido da protease do HIV-1

Uma regido de 297 pb do gene pol foi amplificada seguindo a mistura dos
reagentes, para ambas as etapas, em que adicionou-se 32,1 ul de H,O; 5,0 ul de tampdo
10x; 2,5 pl de Cloreto de magnésio (MgCly) a 50mM, 1,0 ul de cada iniciador a
concentragdo de 10 pmol; 2 pl de dNTP (desoxinucleotidios) (Amresco®, USA) a
concentragdo de 10 mM; 0,4 ul de Taqg DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) a 5U/ pl e 6 ul
de DNA da amostra extraida (500 ng), sendo que a reacdo de amplificacdo foi realizada
para um volume final de 50 pl.

Em cada reagdo de amplificacdo, apos a desnaturacédo inicial a 94 °C por 5

minutos foram efetuados 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 57 °C e 30
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segundos a 72 °C. Os ciclos foram seguidos por extensdo final de 10 minutos a 72 °C.
Posteriormente foi realizada uma segunda etapa da reacdo (Nested PCR) utilizando a
mesma quantidade de produto da amplificacdo anterior (6 ul de DNA), considerando as
mesmas condicdes de reacdo. Nessas reacdes foram utilizadas pares de iniciadores internos

e externos a regido alvo do estudo, cujas sequéncias sdo descritas no Quadro 6.

Quadro 6 - Iniciadores utilizados nas duas reacdes de Nested PCR para amplificacdo da

regido da protease do HIV-1.

PRIMERS GENE SEQUENCIA 5’ - 3’ ETAPA
DP10 pro 5~ TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG — 3’ PCR
DP11 pro 5~ CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA — 3’ PCR
DP16 pro 5’ — CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC — 3’ NESTED
DP17 pro 5 — AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT — 3’ NESTED

2.6.3 Amplificacdo da regido da transcriptase reversa do HIV-1

Uma regido de 647 pb do gene pol foi amplificada onde adicionou-se, em
um eppendorf, 31,0 ul de H,O; 5,0 pl de tampao 10x; 2,5 pl de Cloreto de magnésio
(MgCl,) a 50mM, 1,5ul de cada iniciador a concentragdo de 10 pmol; 2 ul de dNTP
(desoxinucleotidios) (Amresco®, USA) a concentracdo de 10 mM; 0,5 ul de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, Brasil) a 5U/ ul ¢ 6 ul de DNA da amostra extraida (500 ng), sendo

que a reacao de amplificacao foi realizada para um volume final de 50 pl.
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Em cada reacdo de amplificacdo, ap0s a desnaturacdo inicial a 94 °C por 5
minutos, foram efetuados 40 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C e 30
segundos a 72 °C. Os ciclos foram seguidos por extensdo final de 10 minutos a 72 °C.
Posteriormente realizou-se uma segunda etapa da reacdo (Nested PCR) utilizando a mesma
quantidade de produto da amplificagdo anterior (6ul de DNA), considerando as mesmas
condicdes de reacdo. Nessas reacdes foram utilizadas pares de iniciadores internos e

externos a regido alvo do estudo, cujas sequéncias sdo descritas no Quadro 7.

Quadro 7 - Iniciadores utilizados nas duas reacdes de Nested PCR para amplificacdo da

regido da transcriptase reversa do HIV-1.

PRIMERS GENE SEQUENCIAS 5> — 3’ ETAPAS
RTIF tr 5’ - GTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTC -3’ PCR
RT12R tr 5’ - ATCAGGATGGAGTTCATAACCCATCCA -3’ PCR
RT1F tr 5’ — CCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA-3> NESTED
RT4R tr 5’ —AGTTCATAACCCATCCAAAG-3¥ NESTED

2.7 ELETROFORESE

Os produtos das amplificagcbes foram visualizados ap6s eletroforese (90
V/45 minutos) em gel de agarose a 2%, em tampdo TAE 1x (TAE 40x estoque — TrisBase
1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL agua deionizada), contendo 5
uL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utilizagdo de transiluminador com fonte de

luz ultravioleta.
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2.8 SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO

Apds reacdo o produto amplificado foi submetido ao sequenciamento
automatico. A metodologia utilizada foi baseada na sintese bioguimica da cadeia de DNA
através do método de Sanger et al. (1977) pelo kit da ABI PRISM™ 310 BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems). As fitas de DNA foram sequenciadas em ambas as direcoes,
usando-se 0 equipamento de sequeciamento automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems). A técnica foi realizada de acordo com o protocolo que se segue:

Para cada reacdo, misturou-se 0s seguintes reagentes em um tubo marcado:

e Terminator Ready Reaction Mix 0,5 uL
e Tampio 1,0 uL
e DNA 10-30 ng (produto da PCR amplificado) 0,5 uL
e Iniciadores (10,0 pmol/pL) 1,0 uL
e H,0 deionizada 70 uL
e Total 10 pL

O Terminator Ready Reaction Mix é composto de A-Dye Terminator, G-

Dye Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator, dGTP, dATP, dCTP, dTTP, Tris-
HCI pH 9,0, MgCly, Pirofosfato Termo-estavel e AmpliTagq DNA Polimerase, Fs.

Colocou-se os tubos contendo a mistura no termociclador (termo-ciclador

Peltier thermal cycler, Biocycler termocicladores (modelos MJ96+ / MJ96G) e realizou-se

35 ciclos de 10 segundos a 94 °C, 5 segundos a 57 °C e 4 minutos a 60 °C. Ao final do

processo, resfrio-se a mistura a 4 °C.
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2.8.1 Precipitacdo do DNA

Transferiu-se 0 material amplificado por PCR para um tubo de 0,5 ml.
Adicionou-se ao tubo que continha o material amplificado (0,2 ml), 40 ul de isopropanol a
65% seguido da transferéncia desse conteldo para o tubo de 0,5 ml, o qual continha o
produto do PCR.

Homogenizou-se, brevemente, em agitador mecénico (vortex), deixando em
temperatura ambiente, ndo exposto a luz, durante 15 minutos. Apds o tempo de repouso,
centrifugou-se os tubos (alca da tampa voltada para fora) durante 25 minutos a 14.000 rpm,
seguido da retirada e do desprezo do isopropanol a 65% (sobrenadante) o0 méximo possivel
(retirado sempre pelo lado oposto onde se localiza o pellet de DNA).

Adicionou-se 300 pL de etanol a 60% e centrifugou-se os tubos a 14.000
rpm, durante 5 minutos, seguido da retirada do etanol a 60% (sobrenadante). Por ultimo,

deixou-se secar 0s tubos protegidos da incidéncia de luz.

2.8.2 Desnaturacdo do DNA precipitado
Adicionou-se 15 pl de formamida em cada tubo contendo a amostra,
homogenizou-se esse conteudo, brevemente, em agitador mecanico (vortex). Colocava-se
0s tubos no termociclador com a placa aquecida a 95 °C durante 3 minutos, terminado o
tempo de aquecimento, resfriava-se os tubos colocando-os em uma placa de resfriamento.
Por ultimo, as amostras foram colocadas no sequenciador automatico ABI

PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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2.8.3 Eletroforese do DNA sequenciado

O sistema de eletroforese utilizou o seqlienciador ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). A corrida foi realizada seguindo o protocolo do fabricante
em um capilar de 61cm, nas seguintes condicGes: voltagem de corrida 12,2 kV, corrente 3-5

WA, temperatura 50 °C e tempo de corrida de 2 horas e 45 minutos.

2.9 ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
2.9.1 Edicao e Alinhamento das Sequéncias

A andlise comparativa entre as sequéncias nucleotidicas requer um perfeito
alinhamento das mesmas, considerando-se o pareamento de bases homologas. O
alinhamento foi realizado por meio do programa Bioedit (Hall, 1999) operado em

Windows.

2.9.2 Analise Filogenética

As relacbes filogenéticas entre as variantes do HIV-1, isoladas neste
estudo, com outras sequéncias previamente descritas na literatura e que estdo disponiveis
no Genebank, as quais foram avaliadas a titulo de comparacdo e discussao, com o auxilio
do método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) para reconstrucdo das analises

filogenéticas.
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2.9.2.1 Método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) para a analise
Filogenética

O método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) refere-se a
distdncia genética entre as amostras, agrupando-as de acordo com a maior similaridade
(Saitou & Nei, 1987). De acordo com esse método, primeiramente estabelece-se os calculos
para o0 percentual de divergéncias entre todos os pares de sequéncia, corrigindo estes
valores para multiplas substituicdes ao usar o modelo de Kimura 2-parametros e as
distancias corrigidas sdo usadas para construir as arvores filogenéticas. Para a realizacdo do
mesmo, foi utilizado o programa MEGA-4 — Molecular Evolutionary Genetics Analysis
versdo 4.0 (Tamura et al., 2007). A sustentacdo estatistica da arvore filogenética foi
efetuada por meio da anélise de bootstrap que gera 1.000 réplicas aleatérias do banco de

dados.
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3. RESULTADOS

No presente estudo foram coletadas amostras de 36 individuos (gravidas e

mdes) dos estados do Acre e Tocantins, sendo 10 gravidas e 26 maes (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das participantes do estudo nos devidos estados analisados.

Estado Gravidas Maes Total
Tocantins 09 16 25
Acre 01 10 11
Total 10 26 36

Em relagdo ao estado do Acre, as mulheres participantes do estudo (n=11)
eram provenientes dos municipios de Rio Branco, Feijo, Senador Guiomard, Brasiléia e
Cruzeiro do Sul. A unica gravida em acompanhamento era de Rio Branco, estava no sétimo
més de gravidez, tem 26 anos e j& possui um filho de quatro anos ndo portador do HIV. A
participante referiu possuir o ensino fundamental incompleto, ser casada, doméstica, com
renda familiar de 1 a 3 salarios e estar fazendo uso de TARV.

As mulheres que sdo maes possuem idade variando entre 22 e 31 anos
(média de 25,5 anos), e a maioria (6/10; 60%) apresenta o ensino fundamental incompleto,
sdo casadas (6/10; 60%) e também sdo domeésticas (7/10; 70%). Em relacdo a renda
familiar, trés (30%) relataram ganhar menos de um salario por més, enquanto as demais (7;
70%) recebem de 1 a 3 saldrios.

Todas as mulheres participantes do estudo ja tiveram outros filhos (média de

2,8 filhos) e a maioria (9/11; 81,8%) amamentou seus filhos antes de descobrirem ser
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portadoras do HIV. Quatro mulheres (36,4%) declararam ja ter feito, pelo menos, um
aborto e uma mae possuia dois filhos portadores do virus. Até 2004, foram registrados no
Acre nove casos de transmisséo vertical.

Quanto ao uso do preservativo, seis participantes (54,5%) afirmaram néo o
ter usado na ultima relacdo sexual e, em relacdo a TARV, todas as mulheres estavam
fazendo uso no momento da coleta da amostra.

Em relacdo ao histérico de DST, quatro mulheres (36,3%) revelaram ja ter
tido algum tipo e o mesmo percentual de participantes referiu ja ter se relacionado com
parceiros de outro Estado, sendo que duas (18,2%) também relataram ja ter tido parceiros
de outros paises. A maior parte das mulheres (6/11; 54,5%) relatou realizar a pratica de
sexo anal esporadicamente e 0 mesmo nimero de entrevistadas afirmou possuir parceiro
portador do HIV. Todas as participantes relataram ter um Unico parceiro e nenhuma referiu
fazer uso de drogas endovenosas.

Nenhuma relacdo estatistica foi feita entre as informacGes epidemiolégicas
deste grupo estudado com o numero de linfécitos T CD4+ e a carga viral plasmatica do
HIV, em virtude da ndo disponibilizacdo desses dados para que fosse feita tal analise.

No estado do Tocantins, as mulheres participantes do estudo (n=25) séo
provenientes dos municipios de Palmas, Taquari, Rio Sono, Miranorte, Miracema e
Diandpolis.

No que diz respeito as gravidas (n=9), a idade variou entre 23 e 32 anos
(média de 26 anos), sendo que quatro (44,4%) ja possuiam dois ou mais filhos. Todas estas
referiram ter amamentado seus filhos antes de terem conhecimento de seu estado de

portadora do HIV e uma das participantes (11,1%) referiu ja ter realizado um aborto. O
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periodo gestacional variou entre um e sete meses, sendo que duas gravidas (22,2%)
estavam fazendo uso de TARV e as outras ainda ndo haviam comecado.

No que se refere ao grau de escolaridade das gravidas, uma (11,1) era
analfabeta, duas (22,2%) possuiam o ensino fundamental incompleto e uma (11,1%)
afirmou ja ter concluido o ensino médio. Em relacdo a renda familiar, todas as gravidas
relataram o ganho de um a trés salarios minimos mensais, sendo que trés (33,3%) eram
domésticas, uma (11,1%) era estudante e uma (11,1%) era dona de casa.

Quanto ao uso do preservativo, duas participantes (22,2%) afirmaram nao o
ter usado na Ultima relacdo sexual. No que concerne ao histérico de DST, todas referiram
nunca ter tido alguma doenca, assim como nunca praticaram sexo anal. Trés gravidas
(33,3%) relataram ja ter tido relacBes sexuais com parceiros de outros Estados, porém
nenhuma relatou ja ter tido parceiros de outros paises. Nenhuma das entrevistadas referiu
parceiro portador do HIV. Todas as participantes relataram ter um Unico parceiro e
nenhuma referiu fazer uso de drogas endovenosas.

Em relacdo as mées (n=16), a idade variou entre 19 e 37 anos (média de 29,1
anos), sendo gue a maioria é casada (10/16; 62,5%) e possui renda familiar de 1 a 3 salarios
minimos mensais (12/16; 75%). Uma grande parte delas é doméstica (7/16; 43,7%) ou dona
de casa (7/16; 43,7%), sendo seguido de lavadeira (1/16; 6,2%) e autdbnoma (1/16; 6,2%).

No que se refere ao grau de escolaridade, 12 mulheres (75%) referiram
possuir somente o ensino fundamental completo ou incompleto, enquanto que quatro (25%)
declararam possuir 0 ensino médio completo ou incompleto. Quinze mulheres (93,7%) ja

possuiam outros filhos antes da ultima gravidez, sendo que nove (56,2%) 0s amamentaram
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antes de terem sido diagnosticadas como portadoras do HIV. Treze participantes (81,2%)
estavam fazendo uso de TARV atualmente.

No que concerne ao histérico de DST, apenas duas mulheres (12,5%)
referiram ja ter tido algum tipo. Sete participantes (43,7%) disseram ja ter tido
relacionamento com parceiros de outro Estado e nenhuma referiu parceiro de outro pais,
sendo que nove (56,2%) possuiam parceiros portadores do HIV. A maioria das mulheres
(60%) relatou nunca realizar a pratica de sexo anal e uma das participantes (6,25%) referiu
ja ter feito uso de drogas endovenosas.

Quanto ao uso do preservativo, sete participantes (43,7%) afirmaram ndo o
ter usado na ultima relacdo sexual, embora a maioria (12/16; 75%) tenha referido possuir
um parceiro fixo. Duas mulheres (12,5%) ja mantiveram relacdes sexuais com parceiros
usuarios de drogas endovenosas e nenhuma relatou ter feito transfusdo sangiinea. As

caracteristicas epidemioldgicas e comportamentais estdo descritas nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Caracteristicas epidemiologicas das mulheres participantes do estudo residentes

no Estado do Tocantins (n=25).

Caracteristica socio-demografica

Numero Percentual

Faixa etaria

Estado civil

Escolaridade

Renda familiar

19-29
30-37

Casada

Solteira

Analfabeto

Fundamental incompleto
Fundamental completo
Médio incompleto
Médio completo

Sem informacéo

<1 salario minimo
1-3 salarios minimos
4-6 salarios minimos

Sem informacéo

15
10

18

20

60
40

72

28

52

12

20

12
80
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Tabela 3 - Caracteristicas comportamentais das mulheres participantes do estudo residentes

no Estado do Tocantins (n=25).

Fatores de risco
Uso de preservativo

Sexo anal

Historico de DST

Abortos

Uso de drogas

Parceiros més/semana

Parceiros de outros estados

Comportamento sexual

Sempre

Nunca

As vezes

Sem informacéo

Sempre

Nunca

As vezes

Sem informacéo

Sim

Nao

Sim
Néo
Sem informacéo

UDE

UDNE

01
02a19
Sem informacéo

Sim

Néo

Sem informacéo
Parceiro UDE

Parceiro UDNE
Parceiro HIV+

Sim
Nao
Sim
Nao

Numero

3
10
10

2

21

20

10
11

24
21
11

11

11
11

12

Percentual

12

40

40
8

84

20
80

40
44
16

96
16
84

44
44
12

44

44
12

48
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Em relacdo ao nimero de linfocitos T CD4+ e a carga viral plasmatica do
HIV, foi possivel obter informac6es de 13 participantes (Tabela 4). Ndo houve correlacéo,
estatisticamente significativa, entre o tempo de gravidez e o uso de TARV com 0 ndmero

de linfocitos T CD4+ e a carga viral plasmatica do HIV.

Tabela 4 - Distribuicdo das contagens de linfocitos T CD4+ e da carga viral entre mulheres

portadoras do HIV-1 de Tocantins participantes do estudo.

Variaveis Valor Absoluto Frequéncia p
274 |— 474 5
Linfocitos T 474 |— 674 6
CD4* 674 | — 874 1
(Células/mm®) 874 |— 1074 1 0,30
1,699 |— 2,699 4
Carga viral 2,699 |— 3,699 1
(logo) 3.699 |— 4,699 8 0,23

As Figuras 7, 8 e 9 mostram, graficamente, uma comparagdo entre as
mulheres participantes do estudo nos dois estados, Acre e Tocantins, em relacdo ao estado

civil, nivel de escolaridade e renda familiar.
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Figura 7 - Estado civil das mulheres participantes do estudo nos respectivos estados

analisados.
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Figura 8 - Comparacédo do nivel de escolaridade das mulheres participantes do estudo nos

respectivos estados analisados.
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Figura 9 - Comparacdo da renda familiar (em salario minimo) das mulheres participantes

do projeto entre os Estados estudados.

3.1 IDENTIFICACAO DOS SUBTIPOS DO HIV-1 CIRCULANTES NA POPULACAO
DE MULHERES GRAVIDAS E DE MAES PORTADORAS DO VIRUS

No Acre, quanto ao segmento da protease, onze amostras foram
amplificadas, sendo todas pertencentes ao subtipo B. O mesmo ocorreu em relacdo ao
segmento da transcriptase reversa, em que das dez amostras amplificadas, todas sdo
pertencentes ao subtipo B. Em Tocantins, quanto ao segmento da protease, foram
amplificadas nove amostras, sendo todas pertencentes ao subtipo B, ja em relacdo ao
segmento da transcriptase reversa oito amostras foram amplificadas, sendo sete
pertencentes ao subtipo B (87,5%; 7/8) e uma (12,5%; 1/8) pertencentes ao subtipo F

(Figura 10 e 11).
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Figura 10 - Anélise filogenética baseada no alinhamento de 249 nucleotideos do gene pro
de amostras do Acre (em vermelho) e Tocantins (em azul) com cepas referéncias retiradas
do banco de dados Los Alamos (em preto). A sequéncia do SIVcpzcags foi usada como grupo
externo. A arvore foi construida usando o método de agrupamento de vizinhos (NJ)
utilizando-se o método de Kimura 2-parametros. Os nimeros nos nos da arvore indicam o
valor do bootstrap, obtidos usando-se 2.000 réplicas. A barra de escala representa uma
divergéncia de 2%.
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Figura 11 - Arvore filogenética baseada no alinhamento de 450 nucleotideos do gene da
trancriptase reversa de amostras do Acre (em vermelho) e Tocantins (em azul) e as cepas
referéncias do banco de dados Los Alamos (em preto). A arvore foi construida usando o
método de agrupamento de vizinhos (NJ) utilizando-se o método de Kimura 2-parametros.
Os numeros nos nos da arvore indicam o valor do bootstrap, obtidos usando-se 2.000

réplicas. A barra de escala representa uma divergéncia de 1%.
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3.2 CONHECIMENTO DO PERFIL DE RESISTENCIA/SUSCEPTIBILIDADE AOS
ANTIRETROVIRAIS (ARV) UTILIZADOS ATUALMENTE DAS CEPAS DO HIV-1

IDENTIFICADAS NAS CIDADES ESTUDADAS

Quanto a resisténcia aos ARV, todas as cepas do HIV identificadas no Acre
mostraram-se suscetiveis aos inibidores de protease. Apenas uma gravida de Tocantins
(4,7%) apresentou cepa de HIV caracterizando alguma resisténcia aos inibidores de

protease utilizados atualmente (Quadro 8).

Quadro 8 - Perfil de muta¢fes em amostras que apresentaram algum nivel de resisténcia aos

inibidores de protease.

Amostra | Local Mutacbes Perfil

17175 TO V32l, L90M, | atazanavir (ATV)  Resisténcia intermediaria
darunavir (DRV) Baixa resisténcia

Ka3T fosamprenavir (FPV) Resisténcia intermediria
indinavir (IDV) Resisténcia intermediaria
lopinavir (LPV) Baixa resisténcia

nelfinavir (NFV) Resisténcia intermediaria
saquinavir (SQV)  Resisténcia intermediaria
tipranavir (TPV) Baixa resisténcia

Em relacdo a gravida de Tocantins, a mesma residia em Rio Sono, possuia
32 anos de idade, quatro filhos ndo portadores do HIV, usava TARV desde 1997 e referiu
ter abandonado o tratamento em algum momento.

Quanto ao padrdo de resisténcia aos ITRN, foram encontradas mutagdes de
resisténcia em duas (2/25; 8%) mulheres provenientes do Tocantins e somente em uma
(1/11; 9,1%) mulher pertencente ao estado do Acre observou-se baixa resisténcia ao AZT.

Nesse mesmo estado encontrou-se a mutacdo M184K em uma das amostras, entretanto esta
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€ uma mutacdo atipica presente no cdédon 184, a qual ndo confere nenhum significado

clinico quanto

(http://hivdb.stanford.edu/pages/documentpage/drm.html).

a resisténcia

Quanto aos

aos ITRN

ITRNN foram

encontradas mutagdes de resisténcia em cinco (5/25; 20%) mulheres de Tocantins (uma

gravida e quatro maes) e em uma mde do Acre (1/11; 9,1%), sendo que a presenca de

mutacdes que conferem resisténcia as trés classes de medicamentos foi observada em uma

gravida do estado de Tocantins (1/25; 4%) (Quadros 8 e 9).

Quadro 9 - Perfil de mutagdes em amostras que apresentaram algum nivel de resisténcia aos

inibidores de transcriptase reversa.

Amostra | Local | Mutagoes Perfil Caracteristicas
Epidemiolégicas
17189 TO V118lI, ITRNN Gréavida (5 meses);
K103N DLV Alta res!sténc!a 23_ anos; res:ide em
’ EFV Alta resisténcia Miranorte (interior);
E138D ETV Baixa resisténcia em usava TARYV desde
potencial 2005; doméstica; ndo
NVP Alta resisténcia tinha filhos; parceiro
UDNE; J4 teve
parceiros de outros
estados (MA, PA).
17602 TO M184K, ITRNN Gréavida (7 meses),
Y181S DLV Res_isténc?a inte_rmediéria re~side em Palmas,
EFV Baixa resisténcia em nao usava TARV,
potencial 27a, doméstica, 2
ETV Baixa resisténcia em filhos, fez pré-
potencial natal dos dois.
NVP Resisténcia intermediaria
17201 TO K103N ITRNN Maée, reside em
DLV  Altaresisténcia Palmas, usa TARV
EFV  Alta resisténcia desde 2002, 37 anos,
ETV  Baixa resisténcia em 3 filhos, fez pré de
potencial todos, amamentou,
NVP  Alta resisténcia UDNE, parceiro
HIV+, ja abandonou
o0 tratamento.



http://hivdb.stanford.edu/pages/documentpage/drm.html

Quadro 9 (Continuacao).

7

17175 TO M41L

ITRN
ABC Baixa resisténcia

Gravida, reside em Rio Sono
(TO), usa TARV desde 1997,

DLV Altaresisténcia
EFV  Altaresisténcia
ETV  Baixaresisténcia em
potencial

NVP  Altaresisténcia

D67N AZT  Resisténcia 32a, 4 filhos, analfabeta, ja
K101E intermediaria abandonou o tratamento.
DA4AT  Baixa resisténcia
DDI  Baixa resisténcia
TDF  Baixa resisténcia
ITRNN
DLV Resisténcia
intermediaria
EFV  Baixaresisténcia
ETV  Baixaresisténcia
NVP Resisténcia
intermediaria
17158 AC K103N ITRNN Mae, reside em Rio Branco

(AC), usa TARYV desde 2004, 22
anos, 4 filhos, UDNE, parceiro
HIV+, ja abandonou o
tratamento.

17200 TO M41L,
V75M,
F77L,

L100l,
K103N

M184V,

ITRN
3TC  Altaresisténcia
ABC Resisténcia
intermediaria
AZT  Baixa resisténcia
DAT  Resisténcia
intermediaria
DDI Resisténcia
intermediaria
FTC  Alta resisténcia
TDF  Baixa resisténcia em
potencial

ITRNN
DLV Altaresisténcia
EFV  Alta resisténcia
ETV  Resisténcia
intermediaria
NVP  Altaresisténcia

Mée, reside em Palmas (TO), 36
anos, 3 filhos, 1 aborto, fez pré-
natal de todos, usa TARV desde
1996, parceiro HIV+, ja teve
parceiro de MG, ja teve parceiro
UDI, ja teve DST e ja
abandonou o tratamento.

ITRN: Inibidor de transcriptase reversa nucleosidico; ITRNN: Inibidor de transcriptase reversa ndo
nucleosidico; 3TC: Lamivudina; ABC: Abacavir; AZT: Zidovudina; D4T: Estavudina; DDI:
Didanosina; FTC: Entricitabina; TDF: Tenofovir; DLV: Delavirdina; EFV: Efavirenz; ETV:

Etravirina; NVP: Nevirapina.
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Os quadros 10, 11 e 12 mostram, respectivamente, os aminoacidos

existentes, bem como suas funcbes biologicas e as substituicbes de aminoacidos

encontradas em algumas posi¢Oes criticas referentes a resisténcia aos inibidores de

transcriptase reversa.

Quadro 10 - Aminoacidos e suas funcdes bioldgicas

Nome (essenciais®) Simbolo | Abreviacéo Funcao biologica

Arginina Arg R Divisdo celular e vasodilatacéo.

Fenilalanina Phe, Fen F Funciona como parte integral de
todas as proteinas do nosso
organismo.

Histidina His H Importante na ligacdo dos sitios
ativos das proteinas aos seus
substratos.

Isoleucina lle I E importante no processo de
incorporagdo em enzimas bem como
em outras proteinas, possibilitando a
formagdo da estrutura tercidria e
quaternaria dessas macromoléculas.

Leucina Leu L Aumento da sintese proteica e atua
como fonte de energia em exercicios
fisicos.

Lisina Lys, Lis K Crescimento 6sseo e formacdo do
colageno.

Metionina Met M Fundamental para o inicio da sintese
protéica.

Treonina Thr, The T Essencial para a funcdo bioldgica das
imunoglobulinas.

Triptofano Trp, Tri W Antidepressivo natural e induz ao
sono.

Valina Val \ Possui pouca fungdo nas reacOes
quimicas do organismo, sendo de
grande importancia na determinacao
da estrutura tridimensional das
proteinas.

Nome (ndo-essenciais®) | Simbolo | Abreviacéo Funcdo biologica

Alanina Ala A Atua no metabolismo do Triptofano e
no processo de gliconeogénese.

Asparagina Asn N E importante na biosintese de

glicoproteinas, bem como de outras
proteinas.
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Aspartato

Asp

Neurotransmissor  excitatorio  do
cérebro e confere resisténcia a fadiga.

Cisteina

Cys, Cis

Importante como suplemento
alimentar.

Glicina

Gly, Gli

Precurssora de diversas espécies
quimicas e  funciona  como
neurotransmissor inibitério  do
Sistema Nervoso Central.

Glutamato

Glu

Participa da producdo de metabdlitos
essenciais em varias vias metabdlicas
e atua também como
neurotransmissor  excitatério  do
Sistema Nervoso.

Glutamina

GIn

Manutencdo do sistema imunologico,
controle  do pH  sanguineo,
desintoxicacéo corporal do
nitrogénio e da amonia e importante
na sintese de nucleotideos.

Prolina

Pro

Funciona como elemento primario na
formacdo do colageno.

Serina

Ser

E importante na composicdo da
maioria dos glicolipideos presentes
nas células.

Tirosina

Tyr, Tir

E um derivado da fenialanina e
quando hidroxilado participa da
sintese de diversas substancias
biogquimicas  importantes  como
horménios da tiredide, dos pigmentos
da melanina e das catecolaminas.

a: aminoacidos obtidos por meio da alimentacao;
b: aminoacidos sintetizados pelo organismo.

Fonte: http://www.gerbras.com.br/acervo/amino_principais.asp
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Quadro 11 - Substituicdes de aminoacidos nas sequéncias de TR de cepas do HIV-1
provenientes das cidades estudadas nas posicdes chaves associadas com a resisténcia as

drogas ITRNN disponiveis.

Mutagdes no gene TR baseando-se nas posi¢es dos aminoécidos da
sequéncia consenso

Subtipo
Consenso 98A 100L 101K 103K 106V 108V 138E 179V 181Y 188Y 190G
x el N* - - D? - gt - -
Vl

* Auséncia de mutagdes na posigéo.

**As letras representam as substituicbes de aminoécidos e os ndmeros indicam o nimero de
amostras que apresentam a mutacdo. As mutagGes em negrito estdo associadas com altos niveis de
resisténcia fenotipica ou evidéncia clinica de resposta virologica reduzida a alguns antiretrovirais
(http://hivdb.stanford.edu/cgi-bin/NNRT IResiNote.cgi).

Quadro 12 - Substituicdes de aminoacidos nas sequéncias de TR de cepas do HIV-1 das
cidades estudadas nas posicGes chaves associadas com a resisténcia as drogas ITRN

disponiveis atualmente.

MutacGes no gene TR baseando-se nas posi¢cdes dos aminoacidos da sequéncia

consenso

Subtipo 41M 62A 65K 67D 69T 70K 74L 75V 77F 115Y 118V 151Q 184M 219K

Consenso LZ**  -* - N - - - Y - I® - K? R?

* Auséncia de mutagdes na posicao.

** As letras representam as substitui¢des de aminoacidos e os nimeros indicam o nimero
de amostras que apresentam a mutagdo. As mutacdes em negrito estéo associadas com altos
niveis de resisténcia fenotipica ou evidéncia clinica de resposta virologica reduzida a alguns
antiretrovirais (http://hivdb.stanford.edu/cgi-bin/NRTIResiNote.cgi).
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4 DISCUSSAO
4.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A falta de informacdo, associada a baixa escolaridade e a baixa renda
familiar sdo fatores que conferem risco de exposicdo a infeccdo pelo HIV em nosso pais
(Moura & Praca, 2006) e nao difere do encontrado no presente estudo, uma vez que a
maioria das mulheres participantes apresentava baixa escolaridade (primeiro grau
incompleto), baixa renda familiar (1 a 3 salarios minimos) e eram donas de casa, 0 que
reflete a parcela da populacdo mais atingida pelo HIV.

Desde a sua introducdo, a TARV reduziu, consideravelmente, a morbidade e
a mortalidade associada a infec¢cdo pelo HIV no Brasil, diminuindo, desta forma, o risco de
transmissdo vertical do virus (Soto-Ramirez et al., 2008). No presente trabalho, foi
verificado que a Unica gravida de Rio Branco, Acre, fazia uso de TARV no momento da
coleta da amostra, 0 que garantia assim uma diminui¢do no risco de transmissdo do virus
para a crianca, estando dessa forma de acordo com as recomendacdes para prevencao da
transmissdo vertical (Coovadia, 2009). Em contrapartida, no estado do Tocantins, 77,7%
das gravidas inseridas no trabalho ndo estavam fazendo uso da TARV como forma de
tratamento e prevencdo da transmissdo do HIV para seu bebé, em virtude da idade
gestacional ou da procura tardia da realizacdo do pré-natal.

Em relacdo as maes, todas participantes do trabalho provenientes do Acre e a
maioria do estado do Tocantins relataram a utilizacdo da TARV, entretanto uma das mées
do Acre ja possuia dois filhos portadores do HIV, o que podemos inferir ter ocorrido uma

falha na prevencéo da transmissao vertical do HIV.
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Como o HIV esta presente no leite materno, a amamentacdo acaba
conferindo um fator de risco para a transmissao do virus, sendo que esse risco aumenta de
forma diretamente proporcional de acordo com o tempo de amamentacdo (Petropoulou et
al., 2006; John-Stewart et al,. 2004). No presente estudo vimos que o ato de amamentar nao
€ uma rotina entre méaes infectadas pelo HIV, ja que em nosso trabalho a maioria das maes,
(9/10) no Acre e (9/16) no Tocantins, relatou que amamentou seus filhos somente antes do
conhecimento da infeccdo pelo virus, diminuindo, dessa forma, o risco de transmissdo do
virus.

Alguns estudos mostram evidéncias de que ha uma diminui¢cdo na contagem
de linfécitos T CD4+ em mulheres portadoras do HIV, todavia as consequéncias
imunoldgicas dessas mudancas ainda nao sao bem conhecidas (Burns et al., 1996; Newell
et al., 1997). No entanto, no presente trabalho, ndo houve correlacdo, estatisticamente
significativa, entre o tempo de gravidez e o0 uso de TARV com o namero de linfocitos T
CD4+ e a carga viral plasmatica do HIV, provavelmente devido a influéncia da TARV no
curso natural da infeccdo pelo HIV (Burns et al., 1998). Além desse fato, outros estudos
demonstram que a gravidez ndo parece acelerar a progressao para a AIDS, o aparecimento
de imunossupressao severa (contagem de linfocitos T CD4+ < 100 cels/uL) ou de infecgdes
oportunistas (Alliegro et al., 1997; Saada et al., 2000; Weisser et al., 1998). No entanto,
Stratton et al. (1999) demonstraram uma associagdo estatisticamente significativa entre a
presenca de imunossupressdo durante a gravidez (células T CD4+ < 14%) e o0 nascimento

de criangas prematuras.
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4.2 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV-1

Vérios estudos de epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil revelaram
que o subtipo B é a cepa mais prevalente no pais, sendo que também ja foi descrita a
presenca dos subtipos C, D, F e diversas formas recombinantes (Cerqueira et al., 2004;
Cabral et al., 2006; Medeiros et al., 2006). No presente trabalho, verificou-se que o subtipo
B também foi 0 mais prevalente nos dois estados estudados, sendo que o segundo subtipo
mais prevalente foi o F, a qual era proveniente do estado de Tocantins. Esses achados estdo
de acordo com o encontrado por Vicente et al. (2000) em estudo realizado em Manaus,
onde foi descrita a prevaléncia de 38,7% do subtipo B e 16% pelo subtipo F, bem como em
estudo mais recente desenvolvido por Machado et al. (2004) nas cidades de Belém e
Macapd, também regido Norte do Brasil, o qual foi identificado a circulacdo dos dois
subtipos.

Os achados descritos no presente estudo também estdo de acordo com o que
foi encontrado em outras regiGes do Brasil, como demonstrado em estudos realizados no
Rio Grande do Sul (regido Sul) (Bello et al., 2008); Sdo Paulo (Molina et al., 2009),
Espirito Santo (Cabral et al., 2006) e Rio de Janeiro (regido Sudeste) (Eyer-Silva et al.,
2007); Brasilia, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (regido Centro-Oeste) (Stefani
et al., 2007) e, finalmente, na regido Nordeste, nos estados da Bahia (Monteiro et al.,
2009), Cearéa (Gadelha et al., 2003) e Pernambuco (Medeiros et al., 2006).

O presente estudo também esta de acordo com o que é descrito na América
do Sul, onde vemos a predominancia dos subtipos B, F e das formas recombinantes
formadas por esses dois subtipos (www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/geo). A

n&o identificacdo de outros subtipos ou de formas recombinantes no presente trabalho pode
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ser atribuida ao nimero amostral reduzido, ja que os presentes resultados foram obtidos de
um grupo amostral bem especifico. Diante desse fato faz-se necessario a realizacdo de
estudos mais extensos que envolvam outros grupos amostrais, garantindo assim uma

cobertura maior na area estudada.

4.3 RESISTENCIA AOS INIBIDORES DE PROTEASE

A elevada taxa de mutacdo génica do HIV-1 tem como consequéncia o
desenvolvimento de cepas virais mutantes, as quais sao mais eficazmente selecionadas sob
condicdes de pressdo seletiva exercida ou pelo sistema imunol6gico ou pela administracdo
de ARV (Martinez-Picado & Martinez, 2008).

As mutacdes no gene da protease do HIV podem ser classificadas como
primarias ou secundarias, somente para a regido da protease. As mutacfes primarias
acabam alterando a ligacdo do ARV utilizado ao seu sitio de ligacdo, dessa forma levam a
um aumento constante na quantidade de droga a ser utilizada para inibir a enzima alvo.
Diferentemente das primarias, as mutacGes secundarias ndo sdo capazes, na auséncia das
mutacgdes primarias, de atribuir resisténcia ao ARV utilizado, entretanto, quando presentes,
contribuem para o restabelecimento da capacidade replicativa do HIV quando associadas as
mutacgdes primarias (Johnson et al., 2005).

No presente estudo verificou-se que somente uma gravida, residente no
estado de Tocantins, possui mutacGes na regido da protease (V32l, L90M e K43T) que
estdo associadas a resisténcia aos IP. A ndo presenca de mutagdes primarias, bem como de
outras mutacBes secundérias, pode ser atribuida devido ao pequeno nimero amostral do

presente estudo ou mesmo devido a pouca variabilidade de mutagdes de resisténcia,
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presentes na populacdo estudada. A baixa prevaléncia de cepas do HIV que apresentam
resisténcia a esta classe de medicamentos reflete a baixa circulacao de virus com resisténcia
aos IP na regido Norte do pais.

Alguns estudos revelaram que dentro de um espectro de varias mutagdes de
resisténcia associadas aos IP, para que uma cepa seja considerada resistente, faz-se
necessaria a presenca de oito ou mais mutacées, sendo que uma resisténcia parcial pode ser
observada a pelo menos cinco a sete dessas mutacdes (Kempf et al., 2001; Sabino, 2006).
Esse fato sugere que o desenvolvimento de resisténcia a um ARV é algo mais complexo,
exigindo a acumulacao de varias mutacgdes, algo ndo observado no presente estudo, em que
houve a identificacdo de apenas duas mutacdes de resisténcia ao TPV na amostra analisada,
as mutacgdes V32| e K43T.

Recente estudo realizado no Ceara, Nordeste do Brasil, que avaliou perfis de
resisténcia a ARV em portadores do HIV que ja haviam utilizado outros medicamentos,
obteve a L90M como principal mutacdo de resisténcia aos IP, sendo que o lopinavir
mostrou ser o melhor medicamento a ser utilizado como tratamento, ja que para O
desenvolvimento de resisténcia a esse IP € preciso que haja uma grande acumulacdo de
mutacdes (Medeiros et al., 2007). Esse fato acaba contribuindo como sendo o lopinavir o
medicamento de sugestdo a ser utilizado na populacdo do presente trabalho, ja que o Unico
paciente com resisténcia a IP apresentou apenas trés mutacgdes de resisténcia, V321, K43T e

L90M.
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4.4 RESISTENCIA AOS INIBIDORES DE TRANSCRIPTASE REVERSA

Os ITRN utilizados inicialmente como TARV sao esquemas compostos por
tenofovir/emtricitabina, zidovudina/lamivudina e abacavir/lamivudina por combinacgdes de
doses (Shafer, 2009). As mutacdes M41L e D67N conferem resisténcia a zidovudina e a
estavudina (Hammer, 2006; Johnson et al., 2008). Ja a mutacdo M184V confere resisténcia
a lamivudina por meio da diminuicdo da incorporacéo de trifosfato a molécula desse ARV,
bem como ao abacavir e a emtricitabina (Hammer, 2006; Johnson et al., 2008). No presente
estudo, identificou-se a presenca das mutacbes M41L, D67N, F77L e M184V que sdo
relacionadas a resisténcia aos ITRN e as mutacdes K101E, K103N e L100l que estdo
relacionadas a resisténcia aos ITRNN.

Apbs a avaliacdo da susceptibilidade antiretroviral das amostras utilizadas no
presente estudo, observou-se que a mutacdo mais prevalente associada a resisténcia a classe
dos ITRN foi a V118l. Entretanto, tal mutacdo ocorre em, aproximadamente, 2% de
pessoas ndo tratadas com TARV, sendo que sua freqiiéncia aumenta em pessoas que ja
utilizam vérios ITRN como tratamento e causa baixa resisttncia a 3TC
(http://hivdb.stanford.edu/pages/documentpage/drm.html). No  presente  trabalho,
encontrou-se uma prevaléncia maior que o encontrado em Recife, Nordeste do Brasil
(5,9%) (Medeiros et al., 2006). Outro trabalho realizado por Medeiros et al. (2007), no
estado do Ceara, também Nordeste do Brasil, verificou a prevaléncia de 8,8% dessa
mutacdo. Tal diferenca nas referidas prevaléncias pode ser atribuida a grande discrepancia
em relacdo ao nimero de amostras analisadas nos trabalhos.

Estudo realizado em gravidas, que utilizavam monoterapia com o AZT,

apresentou a mutacdo M184V, a qual isoladamente foi suficiente para gerar diminuicdo de
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susceptibilidade a DAT (Clarke et al., 1999). No presente estudo observou-se a presenca da
mutacdo M184V em uma amostra analisada, sendo observada uma resisténcia intermediaria
a DAT. Estudo feito por Medeiros et al. (2007), no estado do Cear4, revelou a presenca da
mutacdo M184V, semelhante ao encontrado nos estados do Acre e Tocantins.

Outras mutacGes de grande relevancia sao aquelas selecionadas por analogos
de timidina (TAM), como a M41L e a D67N, estas mutacGes conferem resisténcia para
todos os ITRN, sendo que o grau de resisténcia cruzada a estes medicamentos é dependente
da presenca de mutacdes especificas ou do nimero de mutac6es envolvidas (Johnson et al.,
2008). No presente estudo, houve a combinacéo das mutacbes M41L e D67N, apresentando
baixa resisténcia a ABC, DAT, DDI e TDF e resisténcia intermediaria ao AZT, semelhante
ao encontrado em recente estudo feito no Nordeste do Brasil (Medeiros et al., 2007). Neste,
a presenca da mutacdo M184V conferiu resisténcia apenas a 3TC e FTC, enquanto que na
presenca de outra mutacdo, a M41L, houve uma diminuicdo na susceptibilidade a todos os
outros ITRN, fato semelhante ocorreu no presente estudo em que a presenca das duas
mutac¢des conferiu resisténcia a todos os ITRN utilizados, em diferentes graus.

Outras mutacdes relacionadas a resisténcia aos ITRN foram identificadas no
presente trabalho, entretanto suas contribuicdes para tal processo ainda ndo € bem
conhecida, como é o caso das muta¢bes V75M, F77L e K219R ou mesmo é uma mutacgédo
atipica de um codon especifico, como é o0 caso da mutacgdo M184K
(http://hivdb.stanford.edu/pages/documentpage/ drm.html).

Recente estudo feito na Costa do Marfim, Africa Ocidental, tendo como
objetivo analisar a resposta a TARV entre mulheres expostas a dose simples de NVP e/ou

AZT, com ou sem a presenca de 3TC, como forma de prevengéo da transmissao vertical do
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HIV-1, revelou que 17,1% das mulheres desenvolveram mutacfes de resisténcia apos
exposicdo ao inibidor de transcriptase reversa ndo nucleosidico NVP, sendo que destas
mutacdes 16,2% foi a K103N (Arrivé et al., 2007), semelhante ao encontrado no presente
estudo, onde a mutacdo K103N foi a mais prevalente. Assim como foi encontrado também
em recente estudo feito no Brasil, o qual verificou-se que a mutacdo K103N foi a mais
presente em uma populacdo de criancas que ja utilizavam TARV (Shafer, 2009). No
presente trabalho, verificou-se uma baixa freqliéncia quanto a resisténcia as trés classes de
ARV, 0 que esta de acordo com o observado por Machado et al. (2005), nas cidades de

Belém e Macapa.
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5. CONCLUSOES

i) Nos dois estados estudados, a maioria das mulheres possuia baixo nivel de
escolaridade, eram casadas, domésticas de pouco poder aquisitivo;

i) Muitas mulheres relataram néo terem feito o uso do preservativo em suas ultimas
relacGes sexuais, 0 que pode contribuir para a transmissdo do HIV e a ocorréncia de nova
gravidez;

iii) A maioria das cepas de HIV encontrada nos estados do Acre e Tocantins pertence
ao subtipo B, embora tenha sido identificada uma amostra sendo como do subtipo F, no
Tocantins, que parece estar se disseminando para a regido Norte do Brasil;

iv) A maioria das cepas de HIV isoladas mostrou ser susceptivel aos antiretrovirais
utilizados, indicando que ainda é baixa a circulacdo de cepas do HIV resistentes a estes
medicamentos, havendo também uma baixa freqiiéncia de mutacbes primarias as drogas
antiretrovirais utilizadas atualmente nos dois estados estudados;

v) N&o houve correlacdo entre o tempo de gravidez e o uso de TARV com o numero
de linfocitos T CD4+ e a carga viral plasmatica do HIV da populacdo estudada no estado
de Tocantins, ndo sendo possivel inferir tal correlacdo estatistica para o estado do Acre, ja

que ndo houve disponibilizacdo desses dados para que fosse feita tal analise.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa sobre Perfil de susceptibilidade/resisténcia

das cepas de HIV-1 identificadas em mulheres que fizeram ou fazem a terapia anti-retroviral como

medida profilatica para a transmisséo vertical do HIV-1 nos Estados do Para, do Amapé e do Acre,

gue estd sendo desenvolvida no Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da

Universidade Federal do Para.

1. Para que eu decida em participar ou ndo da pesquisa me foram prestadas as seguintes
informagoes:

¢ O titulo do projeto é: Perfil de susceptibilidade/resisténcia das cepas de HIV-1 identificadas em

mulheres que fizeram ou fazem a terapia anti-retroviral como medida profilatica para a transmissao

vertical do HIV-1 nos Estados do Par4, do Amapa e do Acre.

e O pesquisador responsavel é o Prof. Dr. Luiz Fernando Almeida Machado, Biomédico,

Professor Adjunto da Universidade Federal do Para.

e O objetivo da pesquisa é descrever a ocorréncia de subtipos do HIV-1 e o conhecimento do

perfil de resisténcia/susceptibilidade das cepas virais circulantes na Regido Norte do Brasil.

e Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque as praticas sdo de uso rotineiro. Uma pequena

guantidade de sangue (5mL) sera coletada e, posteriormente, estocada a -20°C no Laboratério de

Virologia da UFPA para pesquisas futuras.

e Toda nova pesquisa a ser feita com o material estocado serd submetida para aprovacdo do

Comité de Etica em Pesquisa da Instituicao.

o Serdo utilizados materiais esterilizados descartaveis, como agulhas e seringas, ndo oferecendo

risco para a pessoa.

e Ninguém ¢ obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa poderd deixar a

pesquisa N0 momento que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

e N&o haverd nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como nao havera

nenhuma forma de pagamento para participacéo.

e O grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, é possibilitar um melhor

entendimento sobre a epidemiologia molecular do HIV-1 e a prevaléncia de cepas do HIV-1

resistentes aos anti-retrovirais usados atualmente.

e A participacdo na pesquisa é sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficardo

sabendo de sua participacdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho,

sem a identificacdo individual do participante.

Assinatura do Pesquisador Responsavel
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacgbes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido(a) acerca do contetdo da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda
que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material
para exame, permitindo que o mesmo seja armazenado para pesquisas futuras.

Belém, / /

Assinatura da participante
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QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO
1. Prontuario n®: Protocolo n°: Data da coleta de dados:

2. Iniciais do Paciente:

3. Data da coleta de amostra - 12 coleta: 22 coleta: 3
coleta:

Dados epidemioldgicos

4. Datadenascimento: /[ Idade anos

5. Estado Civil: 1. Casada 2. Solteira 3. Separada 4. Vilva

6. Filhos? a) Sim b) Néo Quantos?

7. Amamentou? a) Sim b) Nao

8. Fez pré-natal de quantos?

9. Abortos? a) Sim b) Néo Quantos?

10. Tempo de gestacdo? semanas Profissdo:

11. Enderego com bairro e telefone:
12. Municipio: 11. Naturalidade:
13. Municipio de residéncia anterior (se reside h4 menos de 05 anos no endereco atual):

14. Data da ultima sorologia negativa: / / Data da primeira sorologia
positiva:__ / I

15. Idade da 12 relacdo sexual:

16. Escolaridade

1. Néo 3. 1°grau incompleto 7. 3°grau incompleto
alfabetizado 4. 1°grau completo 8. 3°grau completo
2. Alfabetizado 5. 2°grau incompleto
6. 2°grau completo
17. Renda familiar (salarios):a) <1 b) 1-3 c) 4-6 d) 7-10 e) > 10
18. Categoria de exposicao:
1. Homossexu 4. Usuarios de drogas EV 7. Transfusdo de sangue (ap6s 1980)
al Local:
2. Bissexual 5. Usuario de droga ndo-EV 8. Outros, quais
3. Heterossex 6. Hemofilico
ual
19. Uso de drogas n&o endovenosas? 1. Alcool 2. Cigarro 3. Maconha 4. Outra:

20. Uso de droga endovenosa alguma vez
1. Sim, mas ndo quer comentar 2. Sim 3. Néo 4. N&o quer comentar



21.
22.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.
28.
29.
30.
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Hé& quanto tempo faz uso de drogas endovenosas Anos
Parou? [1 Sim [ Nao Ano do Gltimo uso:
Como vocé costumava fazer uso de seringa e agulha (antes do diagnostico de HIV)

1. sempre sozinho 2. dividia com uma pessoa fixa 3. dividia com mais de uma
pessoa

Vocé ja fez uso de drogas injetaveis com seringas ou agulhas compartilhadas com:

A) pessoas que sdo de, ou, normalmente viajam para outros estados?

1. Sim 2. Nao 3. Néo sabe Se sim, quais
estados:

pessoas que sao de, ou, normalmente viajam para outros paises?
1. Sim 2. Nao 3. Nao sabe Se sim, de onde:

Comportamento sexual

1. com parceiro(a) heterossexual 7. com parceiro(a) transfundido
2. com parceiro bissexual 8. com parceiro hemofilico
3. com parceiro(a) homossexual 9. com parceiro(a) com multiplos
4. com parceiro(a) usuério de parceiros (promiscuo)
drogas ndo-injetaveis 10. com parceiro(a) portador de HIV
5. com parceiro(a) usuério de 11. com parceiro(a) portador de
drogas EV SIDA/AIDS

6. com multiplos(a) parceiros(a)

NUmeros de parceiros: por semana |:|

por més
0. Nenhump 1. Parceiro(a) Unico(a) 4. 20 ou mais parceiros(as)
arceiro(a) 2. Um parceiro(a) 5. Nao quer comentar

3. Dois a 19 paceiros(as)

Parceiro(s) de (ou em) outro(s) estado(s)?

1. Sim 2. Nao 3. Nao sabe Se sim, quais
Estados:
Parceiro(s) de (ou em) outro(s) pais(es)?
1. Sim 2. Nao 3. Nao sabe Se sim, quais
paises:
Sexo anal:
1.  Sempre 2. Asvezes 4. Né&o quer comentar
3. Nunca 5. Nao se aplica
Sexo com trabalhador(a) comercial do sexo 1.Sim 2. Ndo
Uso de preservativo 1. Sempre 2. Nunca 3. As vezes
Preservativo na ultima relagdo sexual? 1.Sim 2. Néo
Preservativo em relagéo sexual eventual? 1.Sim 2. Néo



31. Histéria de DST: Sim Nao

Freqiiéncia: 01 01a05 Mais de 05

Quiais lembra:

Diagnostico clinico: Sim Né&o

Diagndstico laboratorial: Sim  Néo
32. Foi vacinado contra hepatite B? 1.Sim 2. Néo 3. Né&o sabe
33. Ja teve hepatite? 1.Sim 2. Néo Qual? 1.HAV 2HBV 3.HCV 4. N&o sabe
34. Diagnéstico clinico? 1.Sim 2. Néo Diagnéstico Laboratorial? 1.Sim 2. Nao
Uso de antiretroviral: 1. Nao 2.Sim
Quais:

Data de inicio da terapia:
Alguma vez abandonou o tratamento? a) Sim b) Ndo  Quantas vezes?
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