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RESUMO

A terapia antirretroviral tem por objetivo diminuir a morbidade e mortalidade das pessoas
com HIV/AIDS, melhorando a qualidade e a expectativa de vida. Paradoxalmente, o
tratamento irregular pode favorecer a selecdo de variantes resistentes, representando uma das
principais causas de falha terapéutica. Tais cepas resistentes podem ser transmitidas a outros
individuos (resisténcia transmitida), predispondo a falha precoce do tratamento inaugural. Os
testes de resisténcia, principalmente a genotipagem, permitem a deteccdo de mutacGes do
genoma viral. O objetivo deste estudo foi caracterizar as mutagdes de resisténcia transmitida
do HIV-1 aos antirretrovirais em pacientes recém-diagnosticados no Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA) de Fortaleza. Durante o periodo de outubro de 2013 a setembro de
2014, foram recrutados pacientes com teste reagente para o HIV realizado no CTA. Foram
colhidas amostras para realizacdo de quantificacdo da carga viral (Abbott RealTime),
contagem de linfécitos CD4+ (FACSCalibur BD) e genotipagem HIV-1 (TruGene Siemens).
As sequéncias genéticas foram alinhadas pelo programa MEGA e BioEdit. Os subtipos do
virus HIV-1 foram determinados e identificados empregando analises no banco de dados do
REGA HIV Subtyping Tool. A analise das mutacbes de resisténcia aos antirretrovirais foi
realizada utilizando o algoritmo da Universidade de Stanford (HIVVdb Program) e as mutac6es
de resisténcia transmitida foram identificadas empregando a Calibracdo de Resisténcia
Populacional. Foram obtidas amostras bioldgicas de 108 pacientes, sendo que em 105 delas
foi possivel realizar a reacdo de sequenciamento e a avaliacdo quanto a presenca de mutacdes
de resisténcia associadas aos antirretrovirais. A prevaléncia global de resisténcia transmitida
encontrada neste estudo foi de 9,5% (N=10), sendo 2,9% aos analogos, 5,7% aos ndo
analogos e 1,9% aos inibidores de protease. A mutacdo mais prevalente foi a K103N (25%).
A identificagdo de subtipos foi realizada em 105 amostras, tendo sido mais prevalente o
subtipo B (86,7%), seguido do F1 (3,8%) e C (2,8%), além de formas recombinantes (5,7%).
Foi detectado pela primeira vez no Ceara 0 CRF02_AG (1,9%). Foram encontrados 3,8% de
recombinantes BF, sendo subtipo F na protease e subtipo B na transcriptase reversa e um
desses foi classificado como CRF12_BF. A vigilancia da prevaléncia das mutacGes de
resisténcia transmitida e a caracterizacdo da diversidade genética da epidemia na populacéo
da regido séo fundamentais para a definicdo de politicas publicas de saude.

Palavras-chave: Terapia Antirretroviral de Alta Atividade, farmacorresisténcia viral,

mutacdo, variacdo genética.



ABSTRACT

Antiretroviral therapy aims to reduce morbidity and mortality of people with HIV / AIDS,
improving the quality and life expectancy. Paradoxically, the irregular treatment may favor
the selection of resistant variants, representing a major cause of treatment failure. Such
resistant strains can be transmitted to other individuals (transmitted resistance) predisposing
to early failure of the inaugural treatment. Resistance tests, particularly genotyping, allow
mutation detection in the viral genome. The aim of this study was to characterize the
transmitted resistance HIV-1 mutations to antiretroviral drugs in newly diagnosed patients in
the Counseling and Testing Center (CTC) in Fortaleza. During the period October 2013 to
September 2014, patients with reagent test for HIV were recruited at CTC. Samples for viral
load quantitation (Abbott RealTime), CD4 lymphocytes count (BD FACSCalibur) and HIV-1
genotyping (TRUGENE Siemens), were collected. Genetic sequences were aligned by MEGA
and BioEdit program. The subtypes of HIV-1 were determined and identified using analysis
in REGA HIV subtyping Tool database. The analysis of the antiretroviral resistance mutation
was performed using the algorithm of Stanford University (HIVdb Program) and transmitted
mutation resistance was identified using the Calibrated Population Resistance (CPR).
Biological samples were obtained from 108 patients, among which in 105 was possible to
perform the sequencing reaction and evaluation for the presence of mutations to confer
antiretroviral drug resistance. The overall prevalence of transmitted resistance in this study
was 9.5% (N=10), of those, 2.9% to the NRTI, 5.7% to NNRTI and 1.9% to protease
inhibitors. The most prevalent mutation was K103N (25%). The identification of subtypes
was performed on 105 samples, being most prevalent subtype B (86.7%), followed by F1
(3.8%) and C (2.8%), as well as recombinant forms (5.7%). It was detected for the first time
in Ceara the CRF02_AG (1.9%). BF recombinants were found in 3.8%, F subtype in protease
and subtype B in reverse transcriptase, one of those was classified as CRF12_BF. The
surveillance of the prevalence of transmitted resistance mutations and the genetic diversity
description of the epidemic in the region's population are fundamental to the definition of
public health policies

Keywords: Highly Active Antiretroviral Therapy, drug viral resistance, mutation, genetic

variation
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired Immuno Deficiency
Syndrome, AIDS) causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (Human
Immunodeficiency Virus, HIV) € uma doenca de comportamento pandémico e permanece
como um dos maiores problemas de satde publica do mundo, com aproximadamente 35 (33,2
a 37,2) milhdes de pessoas vivendo com HIV em 2013. A pandemia é dinamica, houve um
aumento de pessoas recebendo antirretrovirais e um declinio de novos casos de HIV de 3,4
(3,3 a 3,6) milhdes em 2001 para 2,1 (1,9 a 2,4) milhdes em 2013 de novos infectados no
mundo (queda de 38%). Ao mesmo tempo o nimero de mortes por AIDS estd em declinio
com 1,5 (1,4 a 1,7) milhdes de mortes em 2013, comparado aos 2,3 (2,1 a 2,6) milhdes em
2005 (queda de 35%) (UNAIDS, 2014).

No Brasil, desde o inicio da epidemia de AIDS até junho de 2014, foram
registrados 757.042 casos, 0 que representa uma taxa estimada de prevaléncia de 0,4% na
populacdo em geral, sendo 491.747 (65,0%) casos de AIDS em homens e 265.251 (35,0%)
em mulheres. A maior concentracdo dos casos de AIDS no Brasil esta entre os individuos
com idade entre 25 a 39 anos em ambos 0S sexos; entre 0s homens, essa faixa etaria
corresponde a 54,0% e entre as mulheres 50,3% do total de casos (BRASIL, 2014a).

Na populacdo jovem, a prevaléncia da infec¢do pelo HIV apresenta tendéncia de
aumento, o aumento mais significativo ocorreu na populacdo de HSH (homem que faz sexo
com homem) jovens, cuja prevaléncia subiu de 0,56% em 2002 para 1,2% em 2007 (BRASIL,
2013a, 2014a).

Nos grupos populacionais com mais de 18 anos em situagdo de maior
vulnerabilidade, estudos realizados entre 2008 e 2009 estimaram prevaléncia de HIV de 5,9%
entre usuarios de drogas, de 10,5% entre HSH e de 4,9% entre mulheres profissionais do
sexo; e entre usuarios de crack, um estudo realizado em 2013, encontrou uma prevaléncia de
5,0%. Esses resultados mostram que a epidemia do HIV no Brasil esta concentrada nas
populacbes em situacdo de maior risco e vulnerabilidade, pois apresentam maior prevaléncia
de infeccéo pelo HIV quando comparadas a populagéo geral (BRASIL, 2013a, 2014a).

Nos ultimos 10 anos, a taxa de deteccdo de AIDS no Brasil sofreu uma elevacao
de cerca de 2%. No entanto, observam-se diferengas significativas entre as cinco regides. No
periodo de 2003 a 2012, houve uma diminuicao de 18,6% e 0,3%, respectivamente, na taxa de
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deteccdo na Regido Sudeste e Sul, enquanto nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
houve um aumento de 92,7%, 62,6% e 6,0% (BRASIL, 2013a).

No Ceard até 2014 foram registrados 14.732 casos de AIDS no Sistema de
Informagéo de Agravos de Notificagdo (SINAN), desde o primeiro caso da doenga em 1983.
A regido Nordeste registrou 14,3% dos casos de AIDS no pais no periodo de 1980 a 2014. A
taxa de deteccdo de casos de AIDS é de 14,0 por 100.000 habitantes no CEARA em 2013. No
contexto da regido Nordeste, o Ceara com 4,4% da populacdo brasileira, registrou 2,1% dos
casos do pais. O aumento observado na incidéncia e mortalidade na regido Nordeste sinaliza a
necessidade de compreensdo das caracteristicas locais da epidemia (BRASIL, 2014; CEARA,
2013; 2015).

Em 30 anos muitas mudancas aconteceram no perfil epidemioldgico da AIDS no
Brasil com alteracdo na historia natural da doenca. Este fato deve-se, principalmente, a
introducdo da terapia antirretroviral (TARV) em 1996 com a Lei 9113/96 que garantiu o
acesso gratuito a todos os individuos, proporcionando um aumento importante na sobrevida e
melhoria na qualidade de vida (BRASIL, 1996; CEARA, 2013).

Em dezembro de 2013, o Brasil deu outro passo inovador para a resposta a
epidemia de HIV sendo o primeiro pais em desenvolvimento e o terceiro do mundo a
recomendar o inicio imediato da TARV para todas as PVHA (pessoas vivendo com
HIV/AIDS), independentemente da contagem de CD4 (BRASIL, 2013c). O tratamento como
prevencdo (TasP) tem sido reconhecido como uma das mais importantes medidas de salde
publica para o controle da transmissdo do HIV (WILSON, 2009; COHEN et al. 2011,
MONTANER et al., 2010).

A TARV tem por objetivo controlar a replicacao viral, preservar o sistema imune
e evitar a selecdo de cepas resistentes as drogas disponiveis. O desenvolvimento de resisténcia
aos antirretrovirais continua sendo um dos maiores obstaculos para supressdo sustentada do
HIV durante a terapia antirretroviral altamente ativa (highly active antiretroviral therapy,
HAART) (BRINDEIRO et al., 2003).

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil pela Rede de Isolamento e
Caracterizacdo do HIV (RENIC) em 2002 (BRINDEIRO et al., 2003) e 2008 (INOCENCIO
et al., 2009) avaliaram a resisténcia transmitida de pacientes HIV positivo recém-
diagnosticados, virgens de tratamento e encontraram prevaléncia de 6,6% e 8,1%
respectivamente. A prevaléncia da resisténcia transmitida, em estudos recentes no Brasil, tem

variado de 4,6 a 14%, como mostrado nos estudos de Cavalcanti et al., em 2012 (4,6%),
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Ferreira et al., em 2008 (8,8%), Arruda et al., em 2011 (9,5%) Graf et al., em 2011 (11%),
Alencar et al., em 2013 (12,2%) e Sanabani et al., em 2011 (13,9%). Tais resultados tém
caracterizado o Brasil como um dos paises com ocorréncia de resisténcia em niveis
intermediarios (5% a 15%), segundo a OMS (STANFORD, 2014; UNAIDS, 2013).

No Brasil, em 2013, aproximadamente 355 mil pessoas estavam em TARV, 293
mil apresentavam supressdo da carga viral (CV) com valor inferior a 1.000 copias/mL e 255
mil possuiam carga viral indetectavel (inferior a 50 cépias/mL) (BRASIL, 2014). O aumento
da proporcdo de pessoas em TARV e com CV indetectavel (baixo risco de transmissdo do
HIV) auxiliam a estratégia do tratamento como prevencado (TasP). O sucesso do TasP depende
do inicio da TARV antes que a carga viral aumente, principalmente para manter os pacientes
em tratamento eficaz por longo prazo. Internacionalmente, 0 monitoramento da ampliacdo do
diagndstico é realizado pelo acompanhamento da propor¢do de PVHA virgens de tratamento
que chegam ao servico de saide com comprometimento imunoldgico significativo, estimado
pelo valor da contagem de linfécitos CD4+ (PAHO; WHO, 2014).

1.1 Estrutura do virus HIV

O HIV é uma particula esférica, que mede de 100 a 120 nm de diametro e
pertence ao género Lentivirinae da familia Retroviridae. Apresentam em seu nucleo duas
copias de RNA de cadeia simples, encapsuladas por uma camada proteica ou nlcleo-capsideo,
capsideo e um envelope externo composto por uma bicamada fosfolipidica (Figura 1)
(BARRE-SINOUSSI, 1996; BRASIL, 2014b).

O genoma do HIV, de aproximadamente 10 Kb, possui nove genes e duas regides
LTR (Long Terminal Repeats), que contém sequéncias necessarias para transcricdo reversa,
integracdo, inicio e término da transcricdo do genoma viral integrado ao DNA celular e
ligagdo da proteina reguladora tat. Os genes podem ser divididos em dois grupos: 0s que
codificam as proteinas estruturais (gag, env e pol) e os que codificam proteinas ndo estruturais
(tat, rev, nef, vif, vpu, vpr). Os genes ndo estruturais podem ser subdivididos em regulatérios
(rev e tat) e em genes acessorios (vif, vpu, vpr e nef) (Figura 2) (BARRE-SINOUSSI, 1996).



Figura 1 - Diagrama esquematico da estrutura do virus HIV-1

Fonte: Barré- Sinousse (1996)

Figura 2 - O genoma do HIV-1 e HIV-2
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O gene gag (antigeno de grupo) codifica a proteina p55, a partir da qual quatro

proteinas estruturais do capsideo sdo formadas: proteinas nucleares (NC ou p6, p9), a matriz

proteica (MA ou pl7) e o capsideo viral (CA ou p24). O capsideo que circunda o &cido

nucleico viral contem p24, p6 e p9, enquanto a pl7 se encontra em uma camada entre 0

nacleo proteico e o involucro, denominada matriz proteica, a qual reveste a superficie interna

da membrana viral. A nomenclatura das proteinas virais utiliza a abreviagdo “gp” para
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glicoproteina ou “p” para proteina, seguida de um namero que indica o peso molecular em
kilodaltons (kd) (BARRE-SINOUSSI, 1996).

O gene env (envelope) codifica uma proteina inicial de 160 kd, proteina
precursora, que é clivada para formar a proteina de superficie (SU ou gp120) e a proteina
transmembrana (TM ou gp41). A gp120 se projeta na superficie viral na forma trimérica, com
cinco regides variaveis intercaladas por regides conservadas. Um dos epitopos variaveis,
designado alca V3, é composto por 35 aminoacidos unidos por ponte dissulfeto. Ambas,
gp120 e gp4l estdo envolvidas na ligacdo aos receptores de superficie e fusdo com a
membrana citoplasmaética da célula hospedeira. Essa regido é imunodominante, ou seja, contra
ela sdo produzidos anticorpos neutralizantes (BARRE-SINOUSSI, 1996).

O gene estrutural pol (polimerase) codifica as enzimas virais: transcriptase reversa
(TR ou p51/p66), que também possui atividade de Rnase H; protease (PR ou p10) e integrase
(IN ou p32). A enzima transcriptase reversa (TR) é necessaria a replicacdo do HIV, a
integrase medeia a integracdo do DNA viral no genoma das células do hospedeiro e a protease
cliva precursores proteicos em unidades ativas menores. Essas proteinas estdo localizadas no
nticleo, sendo associadas a0 RNA do HIV (BARRE-SINOUSSI, 1996; BRASIL, 2013b).

Outros genes do HIV codificam produtos com funcdo reguladora ou acessoria.
Embora ndo seja parte integrante da estrutura viral, atuam no controle da replicacdo viral e
infectividade. O gene tat (transativador de transcri¢do) codifica a pl4, uma proteina
reguladora que ativa a transcri¢cdo de genes provirais do HIV. O gene rev (transativador p6s
transcricional) codifica a pl19, proteina que regula a expressdo das proteinas do virion e
transporta 0 RNA viral para a traducdo no citoplasma. O gene nef codifica a p27, a qual
apresenta maltiplas funcées, incluindo a modificacdo da célula hospedeira para aumentar a
replicacéo viral e torna-la menos suscetivel a ser destruida pelo sistema imune do hospedeiro.
O gene vpu (proteina viral “U”) codifica a p16, uma proteina com mdltiplos papéis, incluindo
a montagem de forma eficiente e brotamento dos virions das células hospedeiras infectadas e
a promog&o da morte da célula hospedeira. O gene vpr (proteina viral “R”) codifica a p15, que
auxilia na integracdo do DNA do HIV no nucleo da célula hospedeira. O gene vif (fator de
infectividade) codifica a p23, que atua como um fator de infecciosidade viral, estabilizando o
DNA HIV recém-sintetizado e facilitando o seu transporte para o ndcleo (BARRE-
SINOUSSI, 1996; BRASIL, 2013b).

O HIV-2 também apresenta os genes gag, env, pol e genes regulatérios e

acessorios com fungdes semelhantes as observadas no HIV-1. A homologia entre 0s genomas
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dos dois virus é de aproximadamente 50%. As regifes gag e pol do genoma viral apresentam
maior homologia entre os diferentes tipos virais, ao contrario da regido env, que apresenta
diferencas significativas no HIV-1 e HIV-2. As proteinas do HIV-2 tém funcgdes equivalentes
as do HIV-1; entretanto, apresentam diferencas na composi¢do de aminoacidos e no peso
molecular. Também existem diferencas muito importantes entre o HIV-1 e HIV-2 com
relacdo a sensibilidade as drogas. Os inibidores da transcriptase reversa ndo nucleosideos
(ITRNN) so6 sdo ativos contra a enzima transcriptase reversa (RT) do HIV-1 e demonstram
pouca atividade contra a RT do HIV-2 (BRASIL, 2013b; KANTOR; KATZENSTEIN, 2004;
NYAMWEYA et al., 2013).

1.2 Classificacéo filogenética do HIV

A classificacdo do HIV é feita por meio da analise filogenética de sequéncias
nucleotidicas dos virus. A classificacdo consiste em tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos e
formas recombinantes (Figura 3). O HIV-1 e o HIV-2 sdo tipos distintos do virus, mais
distantes filogeneticamente, diferem no peso molecular de suas proteinas, como também
apresentam diferencas nos seus genes acessorios (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; CLAVEL
et al.,, 1986, KANTOR; KATZENSTEIN, 2004; PINTO; STRUCHINER, 2006). Os dois
tipos do virus pertencem a familia Retroviridae, ambos causam AIDS, porém individuos
infectados pelo HIV-2 apresentam maior periodo de laténcia clinica e baixa morbidade,
enquanto que individuos infectados pelo HIV-1 podem progredir rapidamente para AIDS,
mas também podem permanecer assintomaticos por muitos anos (BARRE-SINOUSSI, 1996;
NYAMWEYA et al., 2013).

A localizacéo geografica da origem da pandemia do HIV-1 é o Centro Oeste da
Africa, onde a transmissdo entre espécies de SIVcpz (virus da imunodeficiéncia simia em
chimpanzés) ocorreu a partir de chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes) ao ser humano. A
partir desse evento de transmissao do virus, o HIV-1 foi gradualmente disseminado por todo o
mundo. As formas genéticas do HIV-1 atualmente presentes na Africa Central e Ocidental,
“ponto zero” da pandemia, podem esclarecer os eventos iniciais desse processo historico. A
caracterizagdo da diversidade genética do HIV-1 em diferentes regides do mundo tem
revelado agrupamentos monofiléticos distintos de linhagens denominadas de subtipos (CARR
etal., 2010; KEELE et al., 2006; LEMEY et al., 2004).
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A reconstrucdo das relacdes evolutivas entre os dois tipos de HIV e os virus SIV
permitiu a identificacdo das espécies de simios que albergavam os ancestrais diretos dos virus
humanos. Outra inferéncia importante € que a epidemia da AIDS, na realidade, resulta de pelo
menos sete eventos de transmissdo zoondtica de virus de primatas, das quais, quatro deram
origem aos subtipos de HIV-2 enquanto as outras trés fundaram, cada uma, os grupos M, N e
O do HIV-1 (HAHN; COCK; SHARP, 2000; PINTO; STRUCHINER, 2006).

Figura 3 - Classificagdo do HIV
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A anélise de sequéncias do HIV-1 possibilitou a classificacdo em quatro grupos
diferentes denominados M, N, O e P. O grupo M (do inglés, major ou majoritario) &€ composto
pela maioria das linhagens do HIV-1 responsavel pela maior parte das infeccdes em todo o
mundo e é composto por nove subtipos filogeneticamente distintos, denominados A, B, C, D,
F, G, H, J e K, cujas sequéncias de genes diferenciam entre si em cerca de 20%. O subtipo A é
composto por cinco sub-subtipos denominados Al, A2, A3, A4 e A5. O subtipo F é composto
por dois sub-subtipos: F1 e F2 (BRASIL, 2013b, 2014b; PINTO; STRUCHINER, 2006;
KANTOR; KATZENSTEIN, 2004; ROBERTSON et al., 1999). Um virus isolado em Chipre
foi classificado como um novo subtipo I, posteriormente foi reclassificado como uma forma
recombinante A/G/I. Este virus representa uma CRF ainda mais complexa que inclui subtipos

A, G, H, K e regides ndo classificadas. A designacdo "I" ndo é mais usada (GAO et al., 1998).
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O grupo N (do inglés, new ou not-M, not-O ou novo, ndo-M, ndo-0), é uma cepa
descoberta em 1998 em Camardes, extremamente rara. Poucos isolados foram identificados e
sequenciados. O grupo O (do inglés, outlier ou out-group) é o mais divergente dentre os
grupos, esta restrito ao centro oeste africano. Foi originado através de transmissdo do SIV de
chimpanzé para humanos, aproximadamente em 1920 (1890-1940), 0 mesmo tempo estimado
para o grupo M. E ainda o grupo P, uma nova cepa descoberta em 2009, encontrada em uma
mulher em Camar@es, muito proxima ao virus da imunodeficiéncia simia do gorila (LEMEY
et al., 2004; LOS ALAMOS, 2015).

Eventos de recombinacdo sao responsaveis pela formacdo de genomas mosaicos
de HIV-1, compostos por diferentes subtipos. Quando um individuo é portador de uma
infeccdo mista, composta por dois ou mais virus de linhagens (subtipos) diferentes, pode
ocorrer transferéncia de material genético entre eles, dando origem as formas recombinantes
(FR) ou RF (do inglés, recombinant forms). A superinfeccdo do HIV ocorre quando um
individuo previamente infectado adquire uma nova cepa do HIV distinta da anterior (REDD et
al, 2011). Caso a transmissdo de uma forma recombinante tenha sido documentada em mais
de trés individuos epidemiologicamente ndo relacionados, passa a ser denominada como
forma recombinante circulante (CRF) (do inglés, circulating recombinant form) (AVERT,
2014; BURKE, 1997; ROBERTSON et al, 1999). Foram descritas 72 formas recombinantes
circulantes (CRF) que sdo responsaveis por 18% do total das infeccdes no mundo (LOS
ALAMOS, 2015).

Formas recombinantes que foram identificadas, mas cuja transmissdo &
desconhecida ou ndo relatada, sdo definidas como forma recombinante Unica (URF) (do
inglés, unique recombinant form). A variacdo genética do HIV tem implicacGes tanto na
biologia do virus e sua transmissdo, quanto na reatividade e reagcdo cruzada em testes
diagnosticos que detectam a presenca de anticorpos especificos para 0s antigenos virais
(BRASIL, 2013b; HEMELAAR et al , 2011; MILLER, 2010).

1.3 Ciclo Replicativo

A primeira etapa do ciclo replicativo (Figura 4) é o reconhecimento do sitio de
ligagdo do receptor CD4 da célula alvo (linfocitos, macréfagos, células da microglia e células
de Langerhans) pela gp120 do envelope viral. Esta interacdo envolve a ligacdo da proteina de
superficie do envelope do HIV (gp120) ao receptor de CD4 existente na célula hospedeira.
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Para que a infeccdo prossiga, 0s correceptores celulares também devem ligar-se a gp120,
causando alteracdo conformacional e exposi¢do de outra proteina do envelope do HIV, a
gp4l. A proteina gp4l media a fusdo das membranas viral e celular, ao se inserir na
membrana celular e sofre uma alteracdo que aproxima as membranas viral e celular,

favorecendo a fusio e entrada do virus (BARRE-SINOUSSI, 1996; ENGELMAN;
CHEREPANOQV, 2013; HOFFMANN; GALLANT, 2007).

Figura 4 - Ciclo Replicativo do HIV
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Fonte: Adaptado de Engelman e Cherepanov (2013)

A célula T CD4+ expressa receptor CCR5 ou CXCR4, enquanto 0s monocitos
expressam predominantemente apenas CCR5. De forma tipica, a infeccdo por HIV
sexualmente transmissivel envolve cepas que se ligam no inicio de modo preferencial ao
CCR5 (cepas com tropismo por R5), até que a ocorréncia de mutaces na gpl20 permita a
ligacdo ao CXCR4 (cepas com tropismo por X4). A mudanca para o fendtipo com tropismo
por X4 esta associada a doenga mais avancgada e a progressao mais rapida da doenca, embora
a relacdo causal ainda seja indeterminada (AVERT, 2014; ENGELMAN; CHEREPANOV,
2013; GROTO; PARDINI, 2006; HOFFMANN; GALLANT, 2007).
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A expressao celular do correceptor CCR5 esta associada a significativa variacao
genética, e certos individuos homozigotos para uma mutacdo de delecdo em CCR5 (delecao
de 32 pares de base) podem se expor repetidas vezes ao HIV sem adquirir a infecgéo.
Individuos heterozigotos para mutacdo delta-32 ndo possuem protecdo contra a infec¢do pelo
HIV, mas inicialmente manifestam uma progressdo mais lenta da doenca. A manifestacdo em
homozigose ocorre em cerca de 1% da populacdo branca (ENGELMAN; CHEREPANOQV,
2013; GROTO; PARDINI, 2006; HOFFMANN; GALLANT, 2007; HUTTER et al., 2009).

Apos a fusdo das membranas viral e celular, o capsideo viral entra na célulae a
enzima transcriptase reversa do HIV converte o RNA viral de fita (nica em DNA de fita
dupla, que é denominado DNA proviral (GROTO; PARDINI, 2006; HOFFMANN;
GALLANT, 2007).

O DNA pré-viral forma um complexo de pré-integracdo com a integrase e
transcriptase reversa do HIV, além de outras proteinas do hospedeiro e do virus. Este
complexo esté localizado no ndcleo e catalisa a integracdo do pré-virus HIV aos genes ativos
localizados nos cromossomos da célula hospedeira. Subsequentemente, as enzimas celulares
transcrevem o pro-virus em RNA mensageiro (MRNA) submetido ou ndo ao splicing, que
codifica os genes regulatérios (tat e rev) e genes estruturais, além de servir de transcrito
gendmico integral (AVERT, 2014; ENGELMAN ; CHEREPANOQV, 2013; HOFFMANN;
GALLANT, 2007).

Este processo ocorre de modo organizado, com 0s genes regulatdrios tat e rev
(nos transcritos submetidos ao splicing) expressos primeiro, seguidos do transporte dos
transcritos integrais para o citoplasma. Estes transcritos sdo, entdo, traduzidos nas proteinas
estruturais ou servem de RNA gendmico para a progénie de virions. Os estagios tardios da
replicacéo viral envolvem a montagem das particulas virais, com incorporacdo ao core viral
de duas copias do genoma do RNA viral, e o brotamento do virus na superficie celular. A
protease do HIV exerce papel importante neste processo tardio, clivando a poliproteina gag
em componentes funcionais menores e permitindo, assim, a formacdo de virions maduros e
infecciosos (ENGELMAN; CHEREPANOV, 2013; HOFFMANN; GALLANT, 2007).

1.4 Variabilidade genética do HIV

Como outros virus RNA, o HIV possui alta variabilidade genética. Principalmente

devido a enzima transcriptase reversa (TR) que € bastante suscetivel a erros e introduz
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mutacdes em proporcdo aproximada de uma em 10 pares de bases, ou cerca de uma mutagdo
em cada virion produzido. Esses erros sdo substituicGes de base, delecdes e recombinacdes;
explicando, portanto a grande variabilidade viral e a facilidade no surgimento de cepas
mutantes resistentes. A enzima TR ndo possui a propriedade de correcdo das fitas recém-
originadas durante o processo de replicagdo viral, resultando na elevada taxa de erro na
incorporacéo de nucleotideos (BARRE-SINOUSSI, 1996; HOFFMANN; GALLANT, 2007).

Além disso, durante a replicagdo normal, a enzima TR salta de uma fita de &cido
nucleico para outra, a fim de completar a sintese das fitas-filhas. Esta migracao entre as fitas
pode possibilitar a recombinacdo entre diferentes cepas virais que estejam infectando uma
mesma célula (BURK, 1997; HOFFMANN; GALLANT, 2007).

Mutacdes e recombinacdo geram um amplo espectro de cepas virais
geneticamente relacionadas, porém distintas, chamadas de quasiespécies. Cada uma destas
variantes tem potencial de se transformar na cepa dominante. A maioria apresenta mutacoes
deletérias ou mutacdes que desaceleram a velocidade de seu crescimento (DIAZ, 2011).

Entretanto, até mesmo uma pequena propor¢do de mutacbes funcionais gera uma
populacdo significativa de genomas modificados, devido a alta taxa de replicacéo,
aproximadamente de 10°a 10" virions sdo produzidos diariamente. As cepas com uma
mutacdo que Ihes confere uma vantagem de crescimento em um determinado ambiente em
particular (p. ex., na presenca de antirretrovirais) vencerdo a competicdo com as demais
quasiespécies e se tornardo a cepa viral dominante na populacdo. Até mesmo as cepas com
mutacdes causadoras de comprometimento da replicacdo (em comparacdo as cepas ndo
mutantes) ainda podem acumular mutag6es adicionais durante a replicacdo, e algumas destas
mutagBes conseguem sobrepujar o defeito replicativo da cepa (BARRE-SINOUSSI, 1996;
HOFFMANN; GALLANT, 2007; DIAZ, 2011).

Esta enorme variabilidade genética é observada tanto nas populagdes virais que
infectam um Unico individuo quanto entre isolados de diferentes regides geogréaficas (DIAZ,
2011).

1.5 Subtipos do HIV-1 no Brasil
A epidemia do HIV no Brasil é complexa quanto a distribuicdo e prevaléncia dos

diferentes subtipos de HIV-1, se comparada aos outros paises da América do Sul. O subtipo B

do HIV-1 tem sido descrito como o mais prevalente no Brasil, seguido pelo F1 e formas
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recombinantes unicas B/F1 nas regiGes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, enquanto
que na regido Sul observa-se uma alta prevaléncia do subtipo C e do CRF31_BC. Além
desses, ja foram relatados alguns casos de infeccBes pelos subtipos A, D, CRF02_AG e
genomas mosaicos em potencial, envolvendo recombinacdo ou infec¢do dupla entre B/F1,
B/C e F1/D e pelo menos 5 CRF_BF1 (MORGADO et al., 1998; COUTO-FERNANDEZ;
WILSON et al., 2005; ARRUDA et al., 2011; COHEN et al., 2011; CAVALCANTI et al.,
2012) e 0 CRF31_BC (VELASCO-DE-CASTRO et al., 2014). O CRF BF surgiu na América
do Sul, tendo como origem o subtipo F da Africa (DIAZ, 2006; LOS ALAMOS, 2015).

Diferengas genéticas e antigénicas também foram descritas entre linhagens do
subtipo B circulantes no Brasil, com a identificacdo de uma variante denominada B’’. Esta
difere do subtipo B classico pela presenca do motivo GWGR no topo da al¢a V3 de gp120 do
envelope, no lugar de GPGR. Em algumas areas do Brasil, a variante B>’ mostrou-se
altamente prevalente, correspondendo a 57% dos subtipos B detectados em Ribeirdo Preto
(SP) e 37% dos subtipos B do Rio de Janeiro (RJ). O tempo de sobrevida sem AIDS, é
superior para 0s pacientes infectados pelo subtipo BBr em relacdo aqueles infectados pelo
subtipo B (BRASIL, 2013b; MORGADO et al., 1998; PINTO; STRUCHINER, 2006).

A reconstrucdo da historia da epidemia no Brasil mostra que a linhagem dos
subtipos circulantes no Brasil se agrupou com sequencias do subtipo B de varias regides no
mundo, ndo havendo origem direta e Unica com algum pais ou continente. O Rio de Janeiro e
0 Rio Grande do Sul foram os dois pontos de entrada do subtipo B no Brasil, migractes
observadas posteriormente, apresentavam o sentido Sul — Norte e para o Centro-Oeste e
Nordeste do pais. E plausivel a hipdtese de que a epidemia do subtipo C na América foi
iniciada pela introduc&o de linhagens originadas do Leste da Africa; e possivelmente o Parana
seja 0 ponto central a partir do qual as linhagens se espalharam para S&o Paulo, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (VERAS, 2010). A introdugio na populacdo brasileira do
subtipo B ocorreu no final dos anos 1960 e do subtipo C no fim dos anos 1970,
posteriormente ambas se espalharam lentamente nos anos 1980 (BELLO et al., 2007).

A circulagdo geogréfica dos grupos, subtipos e CRF do HIV-1 permitem que estas
variantes sejam empregadas como marcadores da epidemia e que a caracterizagdo dos virus
circulantes em cada pais seja util aos programas de vigilancia epidemiologica local (HAHN;
COCK; SHARP, 2000; PINTO; STRUCHINER, 2006).
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A epidemia do HIV resulta de pelo menos sete eventos de transmissdo zoonotica
de virus de primatas, entretanto a pandemia esta associada predominantemente aos subtipos e
formas recombinantes do grupo M (PINTO; STRUCHINER, 2006).

A anélise filogenética das sequéncias das variantes do virus permite a abordagem
de outras questdes referentes a epidemia como, por exemplo, 0 momento em que
determinadas variantes foram introduzidas em uma populagdo (PINTO; STRUCHINER,
2006). A recombinacdo é uma estratégia importante para a evolucéo do HIV e um mecanismo

de escape as drogas e do sistema imune (BURKE, 1997).

1.6 Antirretrovirais

Para os alvos criticos onde se pode bloquear a replicacdo viral, varias classes de
drogas foram desenvolvidas e aprovadas para comercializacdo. No Brasil, em 13 de novembro
de 1996, foi sancionada a lei N° 9.313 que disponibiliza o0 acesso gratuito aos antirretrovirais
de alta atividade (highly active antiretroviral therapy — HAART) para pacientes infectados
pelo HIV (BRASIL, 1996).

As drogas atualmente utilizadas para tratar a infeccdo pelo HIV-1 pertencem a
seis classes distintas (TANG; SHAFER, 2012):

Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideos e Nucleotideos —
ITRN

e Zidovudina (AZT)

¢ Didanosina (ddl)

e Lamivudina (3TC) /Emtricitabina (FTC)
e Estavudina (d4T)

e Abacavir (ABC)

e Tenofovir (TDF)

Inibidores da Transcriptase Reversa Ndo Analogos de Nucleosideos — ITRNN
¢ Nevirapina (NVP)
e Efavirenz (EFV)
e Etravirina (ETV)
¢ Rilpivirina (RPV)



30

Inibidores de Protease — IP
e Atazanavir (ATV)
e Indinavir (IDV)
e Fosamprenavir (FPV)
¢ Nelfinavir (NFV)
e Saquinavir (SQV)
e Lopinavir (LPV)
e Tipranavir (TPV)
e Darunavir (DRV)
e Ritonavir (RTV ou /r)

Inibidor de Fusdo
e Enfurvirtida (T20)

Inibidor de Integrase
e Raltegravir (RAL)
e Dolutegravir (DTG)

Antagonistas de CCR5
e Maraviroque (MVQ)

Os inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos ou nucleotideos
(ITRN) atuam como terminadores de cadeia de DNA, inibindo de forma competitiva a
transcricdo reversa do genoma do RNA viral em DNA, um evento importante que ocorre
numa fase precoce do ciclo de vida viral. Os inibidores da transcriptase reversa ndo analogos
de nucleosideos (ITRNN) se ligam e inibem diretamente a transcriptase reversa, resultando
em mudanca conformacional (inibicdo alostérica) da enzima. Os inibidores da protease (IP)
tém como alvo a protease viral, enzima necessaria para a clivagem das proteinas precursoras
(gag e gag-pol), permitindo a montagem final do nucleo interno das particulas virais. Os
inibidores de entrada (ligacdo e fusdo) bloqueiam a penetragdo de virions de HIV nas suas
células alvo (Figura 5) (CLAVEL; HANCE, 2004).
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Figura 5 - Sitios de acdo das principais classes de antirretroviral
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Fonte: Adaptado de Hoffmann e Gallant (2007)

A terapia combinada, tipicamente associando trés drogas, dificulta o processo de
selecdo da resisténcia, devido aos mecanismos multiplos necessarios para ocorrer resisténcia a
todas as drogas no esquema terapéutico. Mesmo que pequeno numero de variantes com
potencial para resisténcia a cada droga ja exista antes do tratamento, se torna improvavel que
cada uma dessas variantes seja capaz de exibir resisténcia a todas as drogas do esquema.
Desta forma, multiplas drogas suprimem a replicacdo viral com maior eficacia que agentes
isolados, reduzindo a carga viral a niveis indetectaveis e proporcionando beneficios clinicos
duradouros (GULICK et al., 1997; HAMMER et al., 1997; VELLA et al., 1996; ZHANG et
al, 1999). E importante enfatizar que no contexto de HAART, a resisténcia é muito mais uma
consequéncia do que uma causa de faléncia na terapia inicial (COFFIN, 1995).

Depois da introducéo da terapia antirretroviral, a AIDS passou a ser considerada
uma doenga crénica, diminuindo consideravelmente a probabilidade de adoecimento e morte
das pessoas vivendo com HIV, se houver manejo clinico adequado (ENGELMAN;
CHEREPANOV; 2013; BRASIL, 2013c). Além disso, estudos recentes evidenciaram que a
terapia antirretroviral ndo é apenas eficaz no controle da doenca e melhoria da qualidade de
vida, mas também é capaz de reduzir de forma acentuada a transmisséo do virus (COHEN et
al., 2011; WILSON et al., 2009).
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1.6.1 Terapia Antirretroviral (TARV)

A TARV tem por objetivo diminuir a morbidade e mortalidade das pessoas com
HIV/AIDS, melhorando a qualidade e a expectativa de vida (BRASIL, 2013c). A TARV ¢
composta por uma combinagdo de drogas que visa interferir no ciclo do virus, com o objetivo
de impedir a replicagdo do HIV e preservar ou restaurar a fungdo imune (GUNTHARD et al.,
2014).

Desde o surgimento dos primeiros esquemas antirretrovirais, buscou-se definir
critérios para inicio do tratamento com base nas estimativas de risco de infecgdes
oportunistas, evolucdo para AIDS e 6bito (BRASIL, 2013c).

Hoje se observa reducdo da morbimortalidade com o inicio mais precoce de
TARV. Além do impacto clinico favoravel, o inicio mais precoce da TARV vem sendo
demonstrado como ferramenta importante na reducdo da transmissdo do HIV. Deve-se
considerar a importancia da ades&o e o risco de efeitos adversos no longo prazo. Entretanto, as
evidéncias de beneficios clinicos e de prevencdo da transmissdo do HIV, aliada a
disponibilidade de opcdes terapéuticas mais cémodas e bem toleradas, justificam o
estabelecimento de novos critérios para o inicio do tratamento antirretroviral, que inclui a
recomendacdo de inicio imediato de TARV para todas PVHA, independentemente da
contagem de linfécitos T CD4+, também com o objetivo de reducdo da transmissibilidade do
HIV (BRASIL, 2013c; GUNTHARD et al., 2014).

Em 2013, 355 mil pessoas no Brasil estavam em TARV (BRASIL, 2014), usando
combinacles de trés drogas antirretrovirais, de acordo com o protocolo clinico e diretrizes
terapéuticas para manejo da infeccdo pelo HIV em adultos de 2013 (Quadro 1).

1) Primeira linha de tratamento (Composi¢cdo do esquema antirretroviral com
ITRNN) - A terapia inicial deve sempre incluir combinagdes de trés antirretrovirais, com dois
ITRN/ITRNt associados a um ITRNN (Zidovudina ou Tenofovir + Lamivudina + Efavirenz
ou Nevirapina).

i) Segunda linha de tratamento - Em situacdes em que o uso de Efavirenz e
Nevirapina esteja impossibilitado, deve-se proceder a sua substituicdo por um Inibidor de
Protease, potencializado por baixa dose de Ritonavir, de modo que o esquema ARV

(antirretroviral) fique da seguinte forma: dois ITRN + IP/r. O Lopinavir/Ritonavir deve ser o



33

IP/r preferencial seguido do Atazanavir/Ritonavir e Fosamprenavir/Ritonavir (BRASIL,
2013c).

Para a selecdo da TARV inicial devem-se considerar alguns fatores importantes,
tais como: CD4 basal e Carga Viral do HIV-1, idade, sexo, comorbidades, potencial de
adesdo, medicacOes simultaneas, tolerabilidade e toxicidade da droga em longo prazo,
farmacocinética, tropismo e genética do paciente. A individualizagdo da terapia, ou seja, a
avaliacdo das particularidades de cada caso merece destaque na escolha do esquema, para o
manuseio das condi¢Oes relacionadas a idade mais avancada, principalmente no tratamento
em longo prazo (MENDONCA, 2013).

Quadro 1 — Recomendacdes para inicio de terapia antirretroviral em pessoas vivendo
com HIV/AIDS (PVHA)
Todas as PVHA, independentemente da contagem de CD4

Estimular infcio imediato da TARY, na perspectiva de redugdo da trarsmissibilidade do HIV, considerando a
motivacdo da FVHA.

Sintomaticos (indluindo tuberculose ativa), independentements da contagem de CD4

Iniciar TARY
Assintemdticos
CD4 = 500 célulasfmm? Iniciar TARW
CDd = 500 célulassmm® Iniciar TARW na coinfecgdo HV-HBY com indicacao de tratamento para hepatite B

Considerar TARV nas seguintes situapdes:

+ neoplasias ndo definidoras de aids com indicacdo de guimioterapia ou
radioterapia

* doenga cardiovascular estabelecida ou rsco cardiovascular elevado (acima de
20%, sequndo escore de Framingham)

*  moinfecgio HIV-HCW

*  carga wiral do HIV acima de 100,000 cdpiasimL

Sem contzgem de T-CDd+ Ma imposibilidade de se obter contagem de C04, ndo se deve adiar o incio do
dispomnivel fratamento:

Gestantes
Iniciar TARY

Fonte: Brasil (2013c)

1.6.2 Falha virologica

A duracgdo de cada esquema antirretroviral esta diretamente relacionada a fatores
que incluem: poténcia da combinacgéo antirretroviral, comorbidades, tolerabilidade, incluindo
niveis de toxicidade e a barreira genética a emergéncia de cepas virais resistentes (DIAZ,
2011). A falha viroldgica é caracterizada por carga viral plasmatica detectavel apos seis meses

do inicio ou modificacdo do tratamento antirretroviral ou por deteccdo persistente da carga
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viral nos individuos que a mantinham indetectavel na vigéncia do tratamento. Em todos 0s
casos, a viremia deve ser confirmada em coleta consecutiva apds intervalo de pelo menos
quatro semanas da anterior. A falha virolégica pode reduzir os beneficios em relacdo a
recuperacdo imunoldgica e aumentar o risco de progressdao de doenca, além de levar a
emergéncia de resisténcia aos antirretrovirais. Portanto, deve ser o principal parametro para a
definicdo de falha a terapia antirretroviral, particularmente apds a terapia inicial (BRASIL,
2013c).

A ocorréncia de doencas oportunistas na auséncia de falha viroldgica ndo indica
necessariamente falha da TARV, mas pode refletir a recuperacdo imunoldgica insuficiente,
falha da quimioprofilaxia para infec¢bes oportunistas ou sindrome inflamatoria de
reconstituicdo imune. A falha viroldgica é o principal pardmetro para a caracterizacdo da falha
terapéutica (BRASIL, 2013c).

No Brasil, em 2012, das quase 720 mil PVHA, 236 mil (33%) apresentavam carga
viral indetectavel (inferior a 50 cépias/ml). Dentre os 313 mil individuos em TARV, 76%
apresentavam carga viral indetectavel, valor 13,2% maior do que o observado em 2008
(67,4%). Destacando que 86% dos individuos em TARV tinham carga viral inferior a 1.000
copias/ml em 2012 (BRASIL, 2013).

1.6.3 Falha Terapéutica

Os principais fatores associados a falha terapéutica sdo: baixa adesdo ao
tratamento, poténcia virologica insuficiente, fatores farmacoldgicos e resisténcia viral
(BRASIL, 2013c; GUNTHARD, 2014).

Considerada uma das causas mais frequentes de falha viroldgica, a baixa adesao a
TARYV relaciona-se, sobretudo, a complexidade posoldgica e a ocorréncia de efeitos adversos.
A supressdo viral pode ser obtida, mesmo sem alteracdo da TARV, nos casos de falha
associada a ma adesdo, quando precocemente identificados (BRASIL, 2013c).

A utilizacdo de esquemas subotimos, poténcia virologica insuficiente, tais como
terapia tripla contendo apenas ITRN ou numero insuficiente de medicamentos ativos, pode
levar a supressao viral incompleta (BRASIL, 2013c).

Deve-se considerar a possibilidade de administracdo incorreta dos ARV, tais

como fracionamento de comprimidos, interacbes medicamentosas ou erros de prescrigéo,
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além de outros fatores que resultem em ma absorcdo ou eliminacdo acelerada dos
medicamentos (BRASIL, 2013c).

A resisténcia genotipica do HIV aos antirretrovirais pode ser identificada no
momento da falha em até 90% dos casos, podendo ser tanto causa como consequéncia
(BRASIL, 2013c).

1.6.4 Testes de genotipagem

Os ensaios de genotipagem identificam a resisténcia as drogas ARVs pelas
mudancas genéticas no genoma viral, que blogqueiam ou diminuem a interagdo das drogas com
as enzimas virais (SHAFER; KANTOR; GONZALES, 2000). Dois métodos de avaliagdo
estdo disponiveis: a genotipagem, que detecta mutacGes de resisténcia e a fenotipagem, que
avalia diretamente a susceptibilidade viral as drogas in vitro. Também esta disponivel a
fenotipagem virtual, que prediz a susceptibilidade aos ARVs baseado em resultados
combinados de genotipagem e fenotipagem, associados em grandes bancos de dados
(MEDEIROS, 2011). Os testes de genotipagem baseiam-se na analise de mutacfes associadas
a resisténcia que sao determinadas pelo sequenciamento direto do genoma do virus
amplificado e determinam a sequéncia genémica da regido que codifica as enzimas RT e PR
do HIV-1 (DIAZ, 2011; MEDEIROS, 2011).

A genotipagem baseia-se no sequenciamento automatizado, utilizando
terminadores dideoxinucleotideos fluorescentes, descrito por Sanger e colaboradores em
1977. Dois kits comerciais sdo utilizados no Brasil, o kit TruGene® Genotyping Assay e
OpenGene® DNA Sequencing System (Siemens Diagnostics, USA) e o kit ViroSeq HIV-1
Genotyping System (Applied Biosystems, USA), alem de métodos genotipicos desenvolvidos
in house. Existem outras metodologias como o sequenciamento por hibridizagdo por sonda
(LIPA) ou por microchip (Affimetrix) (DIAZ, 2011).

A desvantagem dos métodos de sequenciamento por genotipagem € a
incapacidade do teste de detectar variantes resistentes do HIV- 1 com prevaléncia inferior a
30% do total da populagéo viral, fornecendo uma medida indireta da resisténcia as drogas. A
dificuldade técnica de deteccdo em amostras com viremia inferior a 1000 copias/ml também é

um limitador na deteccdo de mutacao nesses pacientes (SIEMENS, 2008).
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1.7 Resisténcia do HIV aos antirretrovirais

A utilizacdo de combinacbes de farmacos antirretrovirais provou ser
extremamente eficaz no controle da progressdo da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), prolongando a sobrevida, mas esses beneficios podem ser comprometidos
com o desenvolvimento de resisténcia. Resisténcia a droga é a consequéncia de mutacdes que
surgem nas proteinas virais alvo de agentes antirretrovirais (CLAVEL, 2004). Uma mutacao
pode gerar alteracfes de aminodacidos, levando a alteracdo da estrutura e funcéo da proteina
(KANTOR; KATZENSTEIN, 2004).

A eficacia dos esquemas ARVs depende da atividade da droga individualmente e
0 numero de mutacBes necessarias para o desenvolvimento de resisténcia a cada ARV (a
barreira genética para a resisténcia). A resisténcia prejudica a resposta a terapia em pacientes
com resisténcia transmitida, podendo resultar em falha inicial ao tratamento e maltiplas falhas
viroldgicas (TANG; SHAFER, 2012).

A resisténcia aos antirretrovirais pode ser primaria ou secundaria. Atualmente os
termos mais utilizados sdo respectivamente resisténcia transmitida e resisténcia adquirida.
Resisténcia adquirida é aquela que emerge em decorréncia da pressao seletiva exercida pelas
drogas antirretrovirais. A resisténcia transmitida é aquela ja presente mesmo antes do uso da
medicacdo antirretroviral pelo individuo infectado. A presenca de HIV com mutacdes de
resisténcia em pessoas virgens de tratamento antirretroviral é exclusivamente relacionada a
transmissdo de cepas resistentes e ndao da emergéncia natural desses virus, como foi
especulado had algum tempo (DIAZ, 2011; SHAFER, 2007; SOARES; BRINDEIRO;
TANURI, 2004; VELLA; PALMISANO, 2005).

De forma efetiva, a terapia ARV ¢ capaz de reduzir a replicagdo viral a niveis
inferiores aos dos limites de deteccdo dos testes mais sensiveis e consequentemente
possibilitar uma grande reducdo na progressao da doenga e na mortalidade. Entretanto, a falha
na supressdo efetiva da replicacdo viral pode levar a selecdo de cepas do HIV mutantes e
resistentes a um ou mais medicamentos em uso naquele momento. Apesar de serem muitos 0s
fatores que possam contribuir para a falha terapéutica ao tratamento do HIV-1, a emergéncia
de cepas resistentes aos medicamentos antirretrovirais tem papel fundamental em limitar o
sucesso virologico em longo prazo desse tratamento. Devido a um numero maior de ARVS e
de novas classes ARVS, a supressdo virologica tornou-se possivel na maioria dos pacientes

com esquemas anteriores falhados. Identificar e compreender a resisténcia pode, portanto,



37

ajudar a evitar o uso de ARVs poucos ativos em favor de novos ARVs totalmente ou quase
totalmente ativos. Portanto, estratégias para diminuir a emergéncia de cepas resistentes aos
ARVs e testes de monitoramento de resisténcia tem um papel relevante no manuseio dos
pacientes em tratamento (BRASIL, 2013c; TANG; SHAFER, 2012).

Vaérios estudos retrospectivos e prospectivos tém demonstrado uma enorme
correlacdo entre 0 numero de medicamentos ativos em um esquema terapéutico (virus do
paciente é sensivel) e a resposta viroldgica a esse esquema; confirmando que o uso dos testes
de resisténcia auxiliam as decisdes terapéuticas e ajudam na obtencdo de um melhor
desempenho na resposta viroldgica (BRASIL, 2013c).

A terapia antirretroviral pode selecionar as muta¢es no gene pol associadas com
resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa e inibidores da protease que constituem o0s
alvos da terapia ARV; os dados sobre os tratamentos eficazes apos falha viroldgica e a selecéo
de resisténcia as drogas é amplamente associado ao HIV-1 subtipo B, o mais prevalente na
Ameérica do Norte e Europa (KANTOR; KATZENSTEIN, 2004).

Casos de transmissdo de virus resistentes tém sido relatados desde o inicio da
década de 90. Como o primeiro ARV a ser utilizado foi a zidovudina (AZT ou ZDV), os
primeiros relatos de transmissdo de virus com mutacdo de resisténcia relacionavam-se a
mutacdes a esse farmaco. Com a disponibilizacdo de novos ARVSs, iniciaram-se, também, 0s
relatos de transmissao de virus com mutagoes relacionados as outras drogas (DIAZ, 2011).

Para paises em desenvolvimento, a OMS caracterizou a resisténcia primaria em
trés niveis: baixa quando se detecta taxa inferior a 5%, intermediaria quando esta entre 5% e
15% e elevada quando € superior a 15%. A determinacdo da prevaléncia de resisténcia
primaria em diferentes localidades do mundo é de extrema importancia para 0 monitoramento
da epidemiologia molecular do HIV-1, podendo orientar terapéutica empirica inicial dos
pacientes de determinada area geografica (DIAZ, 2011). Segundo a OMS, a vigilancia da
resisténcia transmitida do HIV é uma acdo indispensavel para a orientacdo das politicas de
atencdo, tratamento e cuidado; reduzindo a emergéncia de virus resistente e potencializando a
efetividade do tratamento em longo prazo (BERTAGNOLIO et al., 2008).

No mundo, a prevaléncia de resisténcia transmitida a pelo menos uma droga
antirretroviral varia de 2,2% a 24% mesmo em diferentes regides de um mesmo continente.
Essa variacdo parece estar relacionada com o acesso a terapia (universal vs. limitada). No

EUA a prevaléncia de resisténcia transmitida é de 8% a 15%, na Europa é de 5% a 18%, na
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Asia 13,8% e na Africa de 2,2% a 24% (CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2010; YANIK
etal., 2012).

Um estudo realizado no Sudeste dos EUA em 720 pacientes com infeccdo aguda
e cronica encontrou alta prevaléncia (16%) de resisténcia transmitida, sendo os ITRNN a
classe mais elevada e a mais baixa a classe dos IP (YANIK et al., 2012). Outro dado
importante relaciona-se ao aumento progressivo da prevaléncia de resisténcia primaria nos
EUA entre individuos com infeccdo primaria/recente, de 13% entre 1995-1998 a 20% nos
anos de 1999-2000 (PILLAY, 2004; SOARES, 2004). Ficou evidente, a partir dos anos 90
que a tendéncia mundial é de aumento especifico da resisténcia aos ITRNN. Em parte, devido
ao aumento da utilizacdo ITRNN nos esquemas terapéuticos e também a persisténcia de
mutacdes comuns, tais como a KI103N, que permanecem mesmo na auséncia de
antirretrovirais, principalmente no trato genital. Em contraste, na Europa os estudos tém
mostrado estabilizacdo e, possivelmente, tendéncia de queda na prevaléncia de resisténcia
transmitida nos ultimos anos (YANIK et al., 2012).

No Brasil, estudo realizado pela Rede de Isolamento e Caracterizagdo do HIV
(RENIC) em 2003 em oito estados (Rio Grande do Sul, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Mato Grosso do Sul, Para, Bahia e Ceara) utilizando 535 amostras (incluindo 30 amostras do
Ceard) obtidas de individuos com teste positivo para o HIV, recrutados em 13 Centros de
Testagem e Aconselhamento, com o objetivo de monitoramento da resisténcia transmitida aos
ARVSs, mostrou prevaléncia global de 6,6%, sendo 4,42% para 0s ITRN e ITRNN; 2,2% para
os IP. Curiosamente com o predominio de resisténcia aos analogos de nucleosideos e sem
prevaléncia de resisténcia a multiplas classes de ARVs (BRINDEIRO, et al., 2003).

Estudo subsequente, utilizando a mesma estratégia, em 210 amostras coletadas em
2007-2008 em seis cidades (S&o Paulo, Rio de Janeiro, Salvador, Porto Alegre, Brasilia e
Belém), mostrou que a incidéncia global brasileira de resisténcia transmitida aumentou para
8,1%, sendo entre 5% e 15% em Sédo Paulo, Rio de Janeiro, Brasilia e Belém, e abaixo de 5%
em Salvador e Porto Alegre. Dessa vez, a prevaléncia de resisténcia foi superior nos ITRNN
(4,3%), de forma semelhante ao que se observa em paises desenvolvidos (INOCENCIO et al.,
2009). Prevaléncia muito elevada de resisténcia transmitida entre as pessoas com infeccdo
recente foi detectada na cidade de Santos, S&o Paulo (36%) (SUCUPIRA et al., 2007), sendo
também considerada alta na cidade de Salvador, Bahia (18,9%) (PEDROSO et al., 2007).

Um estudo com 341 doadores de sangue HIV soropositivos das cidades de Sao
Paulo, Recife, Belo Horizonte e Rio de Janeiro, encontrou prevaléncia primaria global de
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12,2%, sendo a prevaléncia de doadores de sangue de Sao Paulo de 19,4% (ALENCAR et al.,
2013).

De fato, a prevaléncia de resisténcia transmitida tem sido considerada como
intermediaria no Brasil, € importante ressaltar as diferencas metodolégicas entre os estudos,
como uso dos critérios IAS-USA (Internacional AIDS Society) ou a lista de mutacdes da
OMS para a vigilancia de resisténcia transmitida; que dificultam a comparacao dos niveis de

resisténcia nas diferentes regides do pais.

1.7.1 Mecanismos de resisténcia e mutacées

A emergéncia de resisténcia aos ARVs consiste em mecanismo de selegéo natural.
Significa que, com a pressdo seletiva do meio ambiente do virus, as cepas virais mais
adaptadas a esse meio ambiente serdo selecionadas e prevalecerdo na presenca de ARVs. A
selecdo acontece muito rapidamente em funcdo do ciclo de vida dindmico do virus. As
mudancas nos virus acontecem em funcdo das mutacGes genéticas que emergem no HIV.
Quando se leva em consideragdo: o indice de erros naturais da enzima transcriptase reversa
(TR), o altissimo indice de replicacdo do virus, em que uma pessoa cronicamente infectada e
sem tratamento produz e elimina 10 bilhdes de virus diariamente e o tamanho do genoma do
virus; todas as mutacGes possiveis sdo geradas diariamente ao longo do genoma do HIV -1
(DIAZ, 2011).

A diversidade genética do HIV o torna capaz de escapar da vigilancia do sistema
imune e da atividade dos ARVs, através da resisténcia (DIAZ, 2011). O desenvolvimento de
resisténcia ocorre quando a supressdo da replicagdo viral € parcial, principalmente por doses
subdtimas do medicamento. O medicamento inibe os virus selvagens, sensiveis a acdo das
drogas e apds um tempo, 0s virus mutantes resistentes se tornam predominantes.

O Quadro 2 mostra um resumo dos principais mecanismos de acdo das drogas
ARVs e 0s seus mecanismos de resisténcia. As muta¢fes denominadas transitions sdo as mais
frequentes, a troca de bases nitrogenadas do mesmo grupo (purina em purina e pirimidina em
pirimidina) e ocorrem em aproximadamente 80% dos casos. Os 20% restantes séo
transversions, onde ha troca de pirimidina em purina ou vice-versa. Muta¢des do tipo
frameshifts, com duplicacao e supressao de insercao, sao mais raras (VELOSO; FINK; LIMA,
2010).



Quadro 2 — Mecanismo de acdo e de resisténcia aos antirretrovirais

Drogas

Mecanismos de agdo

Mecanismos de
Resistencia

Analogos de nucleosideo

Agem como  dervados |Mutagdes andlogas de
Fdovudina trifasfatadas ativas | timidina promavem a
Lamivudina incorporados na nascents |excisdo ATP e pircfosfalo
Estavudina do DA wviral terminando |mediada da terminal
Didanaosing pramaturameants a sintese |incorporado. Complexos
Falcitabina do DMA do HIV. M184Y ou Q151M impadam
Abacavir a incorporagdo de analogos

de nucleosideos.

Analogos de Mucleotideo
Tenofavir

Mesmo que analogos de

KESF impeda incorporacio
do  tenofowir no  DMNA.

transcriptase reversa

ravarsa do HIV1, & a

nuclaosideos. Mutagdes anadlogas de
timidina geralmeantie
associam-se com
resisténcia  cruzada ao
tanafowir.
Inibidores nao | Blogueiam a bolso (Mutacdes  diminuem a
nucleosideos da | hidrofabico da transcriplase |afinidade do inibidor pela

Anzima.

Mevirapina polimanzacda da DMA viral,

Efavirenz inativas contra HIV-2.

Delavirdina

Inibidores de Protease Estrutura derivada da [Mutacdes  diminuem a
Saguinavir subsiralos paplidicos |afinidade do nibidor pela
Ritonavir naturais da protease HIV |enzima. Alo  nival de
Indinanir fipe 1, ligam-sa ao s&ilio |resisténcia requar acomulo
Malfinavir ativo da proteasa. de mulaches.

Amprenavir

Lopinavir

Inibidores de fusao
Enfuvirtida

Aminoacido  peptidico 38
derivado do dominio HR2
da glicoprotaina 41,
interfere com a fus3o da
mambrana depandente da
glicoproteina 41.

Mutagges afetam HR1, um
dominio da glicoproteina 41
que interagea com HRZ
promovenda a fusdo da
membrana.

Fonte: Adaptado de Clavel e Hance (2004).
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Mais de 200 mutacdes estdo associadas a resisténcia aos antirretrovirais das seis
classes de antirretrovirais. S&0 mais de 50 mutagdes na transcriptase reversa associadas com
resisténcia aos ITRN, incluindo M184V, TAMs (mutacdes associadas aos andlogos de
timidina, do inglés thymidine analogue mutations) e mutagdes associadas aos ndo analogos de
timidina. Mais de 40 mutacOes na transcriptase reversa estdo associadas aos ITRNN incluindo
mutacdes principais e secundarias, mutagdes secundarias ndo polimorficas. S&o mais de 60

mutacGes associadas a resisténcia aos IP, incluindo mutagGes principais, acessorias e
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mutacdes nos sitios de clivagem da protease. Mais de 30 mutacbes na integrase estdo
associadas ao raltegravir. Mais de 15 mutacgdes na gp41 estdo associadas ao inibidor de fuséo
enfuvirtida. Resisténcia aos inibidores de CCR5 resulta de mutag¢6es que promovem a ligacédo
da gp120 a um inibidor do receptor CCR5 ou tropismo CXCR4 (SHAFER; SCHAPIRO,
2008). Com o crescente uso de drogas ARVs no tratamento da infeccdo pelo HIV-1, as
mutacdes associadas a resisténcia aos antirretrovirais e a transmissao de cepas resistentes tem

sido um empecilho ao controle da epidemia (Figura 6).

Figura 6 - Lista de mutaces do HIV associadas a Resisténcia Transmitida aos ITRN, ITRNN,
IP.

NRTI NNRTI PI
M4t | L L100 | 23 |1
Ke5 | R K101 E P 24 |1
D67 |N G, E K103 N, S D30 | N
T69 | D, Ins V106 M. A V32 ||
K70 |RE V179 F M6 |1, L
L74 | V.1 Y181 C.ILV 147 |V, A
V75 |[M,T.A S Y188 L HC Gas [v.m
F77  |L G190 A S E 150 [Vv,L
Y115 |F P225 H F53 | LY
F116 | Y M230 L 154 |[V,LLM,A TS
Q151 | M G73 [S,T.C A
M184 |V, I L76 |V
210 | w V82 |A T,FS,C ML
T215 |Y,F1,S,C D, V,E N83 |D
K219 |Q,E N,R 184 |V,AC
85 |V
Ne8 |D, s
L0 | ™

New mutations are in bold

from Drug Resistance Mutations for Surveillance of Transmitted HIV-1 Drug-Resistance: 2009 Update,
Authors: Diane E. Bennett!, Ricardo J. Camacho?, Dan Otelea®, Daniel R. Kuritzkes*, Hervé Fleury®, Mark
Kiuchi®, Walid Heneine’”, Rami Kantor®, Michael R. Jordan®, Jonathan M. Schapiro®, Anne-Mieke Vandamme'?,
Paul Sandstrom'", Charles A.B. Boucher'2:'® David van de Vijver'!, Soo-Yon Rhee®, Tommy F Liu®, Deenan
Pillay!4, Robert W. Shafer®

Fonte: Stanford (2014).
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1.7.2 Resisténcia associada aos Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de

Nucleotideos e Nucleosideos — ITRN

Os ITRN sdo medicamentos estruturalmente semelhantes aos nucleosideos
(adenosina, guanosina, citosina e timina). Durante o processo da transcrigdo reversa, os ITRN
substituirdo os nucleosideos verdadeiros de forma competitiva. ZDV e o d4T sdo analogos de
timina; 0 3TC e o FTC sdo analogos de citocina; o ddl e o TDF sdo analogos de adenosina e o
ABC é analogo da guanosina. Desse modo, durante a polimerizacdo do virus, a TR pode, em
vez de usar o nucleotideo verdadeiro, inserir seu andlogo no final da cadeia e assim,
interromper essa etapa do ciclo replicativo do HIV. Os ITRN precisam ser trifosforilados. A
diferenca entre os analogos de nucleotideos (TDF) e os analogos de nucleosideos, consiste no
fato de que os primeiros ja vém pré-fosforilados, necessitando de uma etapa a menos de
fosforilacdo que os ultimos (CLAVEL, 2004; DIAZ, 2011; MEDEIRQS, 2011; SHAFER,
2000).

Dois mecanismos principais sdo responsaveis pela resisténcia aos ITRN:
impedimento da incorporacdo do analogo no DNA e remocéo do analogo da cadeia terminal
do DNA (CLAVEL, 2004; CLAVEL; HANCE, 2004; MEDEIROS, 2011; SHAFER, 2000).

a) Impedimento na incorporacdo dos analogos

Vérias mutacfes ou grupos de mutacGes na TR podem promover resisténcia ao
alterar seletivamente a afinidade da TR na incorporacdo do analogo a nova cadeia de DNA.
As mutacGes ocorrem proximo ao sitio catalitico da TR, resultando num aumento da
discriminacdo por esta enzima (TANG; SHAFER, 2012).

As principais mutagdes sdo M184V/I, K65R, K70E/G, L74V, Y115F e o
complexo de mutagdes Q151M (Figura 7). Essas mutacdes permitem a TR discriminar entre
terminadores de cadeia didesoxi e 0os dNTPs produzidos naturalmente, impedindo assim ITRN
de serem incorporados a uma cadeia de DNA viral crescente (TANG; SHAFER, 2012).

A mutacdo M184V substitui a metionina por valina na posicdo 184 da
transcriptase reversa, e é a principal mutacdo que confere resisténcia a Lamivudina. A
metionina 184 esta localizada no centro do sitio catalitico da transcriptase reversa e a sua
substituicdo por uma valina, que tem uma cadeia lateral diferente, interfere com o
posicionamento adequado da lamivudina trifosfatada no sitio catalitico. A mutacdo M184V

induz a niveis muito elevados de resisténcia a lamivudina. Quando a lamivudina é usada como
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agente unico, cepas resistentes superam a replicacéo do virus selvagem em poucas semanas, e
qguando a lamivudina faz parte de um esquema antirretroviral em falha, a mutacdo M184V ¢é
quase sempre a primeira a emergir (CLAVEL; HANCE, 2004).

O grupo de mutacdes referido como o complexo Q151M é mais frequentemente
selecionada durante falha dos esquemas com d4T e ddl. Esta via sempre comega com a
substituicdo Q151M, um residuo localizado na proximidade imediata do local de ligacdo de
nucleotideos da transcriptase reversa e é seguido pelo acumulo gradual de mutagdes
secundarias que aumentam a resisténcia e a atividade da enzima. O complexo Q151M é
relativamente raro em amostras clinicas (menos de cinco por cento de todas as cepas HIV com
resisténcia a analogos nucleosideos), mas pode conferir resisténcia para a maioria dos
analogos, exceto lamivudina e tenofovir. O complexo Q151M € mais frequente em individuos
infectados com o virus HIV-2 do que com o HIV-1 (CLAVEL, 2004, CLAVEL; HANCE,
2004).

A mutacdo K65R é vista com maior frequéncia em pacientes nos quais a terapia
com analogos nucleosideos ou nucleotideos falham, especialmente quando o esquema inclui
tenofovir ou abacavir. Esta mutacdo parece conferir resisténcia a maioria dos analogos, com a
excecdo de zidovudina (CLAVEL, 2004, CLAVEL; HANCE, 2004).

b) Remocdo do analogo da cadeia terminal do DNA

A remocdo do analogo de nucleosideos a partir da cadeia de DNA terminal esta
associada o grupo de mutacbes designado como TAMs (M41L, D67N, K70R, L210W,
T215Y/F, K219Q/E) (Figura 7). Mutacbes deste grupo sdo as mais frequentes ap6s falha dos
inibidores analogos de timidina (AZT e d4T), promovendo a resisténcia a quase todos os
analogos de nucleosideos e nucleotideos, incluindo o Tenofovir (CLAVEL, 2004, CLAVEL,;
HANCE, 2004; TU et al., 2010).

Estas mutacGes ocorrem gradualmente e sua ordem de emergéncia pode variar.
MutacBGes de andlogos de timidina promovem a resisténcia através da remocdo de ATP
fosforilado ou a remocdo mediada por pirofosfato de analogos de nucleosideos da
extremidade 3 ' da cadeia de DNA terminal. ATP e pirofosfato, embora sejam abundantes em
linfocitos normais, ndo participam da reacdo de polimerizacdo de DNA, mas a estrutura de
uma transcriptase reversa expressa mutacdes aos analogos da timidina e facilita a sua entrada
em um local adjacente ao analogo incorporado (CLAVEL, 2004, CLAVEL; HANCE, 2004,
TU et al., 2010, MEDEIROS, 2011, TANG; SHAFER, 2012). Nesta posi¢do, o ATP ou
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pirofosfato pode atacar a ligacdo fosfodiéster que liga o andlogo de DNA, resultando na
remocao do analogo. A eficacia deste processo, conhecido como "resgate de primer", pode ser
significativamente diminuida pela presenca de outras muta¢fes na transcriptase reversa, Como
a M184V, que retarda a selecdo de mutagcOes e podem aumentar a atividade antirretroviral
residual de alguns andlogos como o tenofovir, apesar da presenca de mutaces aos andlogos
de timidina (CLAVEL, 2004, CLAVEL; HANCE, 2004, SHAFER; KANTOR; GONZALES,
2000). A M184V na presenca de TAMs confere resisténcia ndo somente a zidovudina, mas
também a outros ITRN, inclusive ao d4T, ddl e ABC. As TAMs apresentam dois padrdes de
resisténcia. As TAMs do tipo I incluem as mutacdes M41L, L210W e T215Y, que causam
altos niveis de resisténcia aos analogos da timina e em menor grau ao ABC, ddl e TDF. As
TAMs do tipo Il incluem as mutacdes D67N, K70R, T215F e K219Q/E. A mutacdo D67N
também ocorre frequentemente com a TAM do tipo | (SHAFER; SCHAPIRO, 2008).

1.7.3 Resisténcia associada aos Inibidores da Transcriptase Reversa Ndo Nucleosideos —
ITRNN

Inibidores da transcriptase reversa ndo nucleosideos sao inibidores ndo
competitivos que se ligam a um sitio alostérico da enzima e tém uma forte afinidade pelo
bolso hidrofébico localizado perto do dominio catalitico da transcriptase reversa. A ligacao
dos inibidores afeta a mobilidade e flexibilidade da enzima, bloqueando assim a sua
capacidade de sintese de DNA (CLAVEL, 2004, CLAVEL; HANCE, 2004, TANG;
SHAFER, 2012).

As mutacdes selecionadas por essa classe de droga estdo localizadas no bolso alvo
destes compostos e reduzem a afinidade aos farmacos. Apresentam fraca barreira genética,
uma ou duas mutagdes causam elevada resisténcia aos ITRNN. O HIV-1 subtipo O e HIV-2
sdo intrinsecamente resistentes aos ITRNN (CLAVEL, 2004, CLAVEL; HANCE, 2004,
TANG; SHAFER, 2012).
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Figura 7- Estrutura da TR e os sitios de mutacGes de resisténcia aos ITRN e ITRNN.

Nonnucleoside drug resistance mutation sites

- DNA template
p51 Fingers

HIV-1 RT/DNA (19:18) structure

Fonte: PRLOG (2014)

As mutacBes mais frequentes dos ITRNN sdo L100I, K101EP, K103NS,
V106AM, Y181CIV, Y188L, G190ASE e M230L (Figura 7). A mutacdo K103N é a mutacdo
mais comum e confere resisténcia a todas as drogas pertencentes a essa classe e ainda mantem
o fitness viral adequado. Com excecdo da L100I, todas causam alta resisténcia a Nevirapina.
Com excecdo da V106A e Y181CIV, essas mutagOes causam resisténcia intermediaria a alta
ao Efavirenz. A K103N ou Y188L isolados podem reduzir substancialmente a atividade de
todos os ITRNN (CLAVEL, 2004, CLAVEL; HANCE, 2004, TANG; SHAFER, 2012).

1.7.4 Resisténcia associada aos Inibidores de Protease — IP

A protease (PR) cliva as poliproteinas precursoras dos genes gag e gag-pol,
liberando as proteinas estruturais e enzimas necessarias para a montagem de particulas virais
infectantes. Na auséncia de uma protease funcional, sdo produzidas particulas virais, mas
estas sdo imaturas e ndo infectantes. A protease do HIV é uma enzima homodimérica com
uma cavidade central de ligacdo do substrato. Os inibidores imitam a estrutura quimica dos
peptideos virais que sdo reconhecidos e clivados pela protease. Estes compostos apresentam
uma forte afinidade pela a substancia ativa da protease e inibem a atividade catalitica da
enzima de modo altamente seletivo. A resisténcia aos inibidores de protease costuma ser

consequéncia das substituicbes de aminoacidos que surgem no interior do dominio de ligacao
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do substrato da enzima ou proximo. Direta ou indiretamente, as mudancas de aminoacidos
modificam os pontos de contato entre os inibidores e a protease, reduzindo a sua afinidade
pela enzima (Figura 8) (CLAVEL, 2004).

As mutacdes principais sdo D30N, V321, M46IL, G48VM, I50VL, I54VTALM,
L76V, V82ATFS, 184V, N88S e L90M. A mutacdo D30N é selecionada pelo Nelfinavir e a
I50L pelo Atazanavir, causam alto nivel de resisténcia a um unico IP (TANG; SHAFER,
2012).

Figura 8 - Sitios de mutac@es de resisténcia aos IP.

Fonte: Pokorna et al (2009)

A mutacdo de resisténcia V82A reduz o tamanho de um residuo de aminoacido,
em que a protease é mais importante para a ligacdo da maior parte dos inibidores do que para
a ligacdo do substrato natural da proteina viral. Os inibidores de protease se ligam a protease
com afinidade maxima e tendem a ocupar mais espaco dentro do sitio ativo do que os
substratos naturais. Existe uma sobreposicao consideravel entre as combinagcfes de mutacbes

de cepas HIV que desenvolvem resisténcia aos inibidores da protease. Esta sobreposi¢édo
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explica a resisténcia cruzada que é geralmente observado dentro desta classe de drogas. A
resisténcia aos inibidores de protease também pode ser promovida por mutacGes em alguns
dos substratos naturais virais da protease. Substituicbes caracteristica de aminoacidos
proximos aos locais de clivagem da poliproteina gag podem aumentar o nivel de resisténcia e
da capacidade de replicacdo do virus ao facilitar a clivagem quando a quantidade de enzima
ativa é subdtima (CLAVEL, 2004).

1.7.5 Resisténcia associada aos Inibidores de Fusao

Os Inibidores de Fusdo impedem a penetracdo do virus nos linfocitos. O virus
entra na célula alvo através de uma sequéncia de interacdes entre o complexo de glicoproteina
do envelope do HIV (gp120-gp41) e receptores especificos da superficie celular. Os processos
iniciais permitem ao gp41 interagir com a membrana celular. A membrana do virus e a célula
alvo se aproximam iniciando a fusdo por rearranjo da gp4l. Neste momento, uma regido
hidrofobica distal, HR2, liga-se a uma regido hidrofébica mais proximal, HR1, efetivamente,
encurtando a molécula. O farmaco enfuvirtida, € um aminoéacido peptidico de 36 Kb, derivado
do HR2, que desestabiliza esse processo, ligando-se ao HR1 e bloqueando a infectividade do
HIV-1 (CLAVEL, 2004, TANG; SHAFER, 2012).

A enfuvirtida tem baixa barreira genética. A resisténcia viral a essa droga resulta
de mutacbes localizadas num perimetro de 10 aminoacidos do HR1. Mudancas na gp4l ou
gp120 séo associadas com diferencas na susceptibilidade viral a esta droga. Mutagdes na gp41
do codon 36-45, a regido que a enfuvirtida se liga, sdo as principais responsaveis pela
resisténcia a essa droga. As mutacdes G36DEV, V38EA, Q40H, N42T e N43D causam alto
nivel de resisténcia a enfuvirtida (CLAVEL, 2004, TANG; SHAFER, 2012).

1.7.6 Resisténcia associada aos Inibidores de Integrase

A integrase é uma enzima fundamental para a replicagéo viral do HIV. Depois que
a TR produz a fita dupla de RNA do HIV, a integrase tem a fungdo de incorporar 0 genoma
transcrito do HIV no genoma celular do hospedeiro. A enzima integrase se liga as
extremidades do DNA do HIV, a porgdo proximal, a regido 5 e a porgao final, a regido 3’
(DIAZ, 2011).
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Destarte, 0 DNA do HIV fica numa forma circular com as duas extremidades
ligadas a integrase. A enzima entdo leva o DNA do HIV ao interior do nucleo celular,
promovendo a catalise do DNA humano em uma determinada posi¢éo e inserindo 0 genoma
do HIV no genoma do hospedeiro (integracdo). Os inibidores da integrase, raltegravir e
etravirina se ligam a uma al¢a da enzima integrase entre 0s residuos proteicos que
correspondem aos aminoacidos 140 e 149. Essa é justamente a regido da enzima conhecida
como dominio catalitico, que faz com que exista uma “quebra” no genoma do hospedeiro para
“introducdo” do genoma do HIV. Além disso, a interacdo mais potente desses inibidores se da
com os residuos Y143, Q148, N155 ou E92, alguns dentro e outros fora da alca. A ligacdo dos
inibidores nessa alca diminui a flexibilidade da enzima integrase e impede a ligacdo da regido
terminal (regido 3’) do genoma do HIV a regido do genoma humano. Essa al¢a, onde se ligam
os inibidores, também perde a flexibilidade quando mutacGes de resisténcia sdo selecionadas.
Essa flexibilidade é a condicdo necessaria para catalisar a integracdo. Essas mutagdes de
resisténcia selecionadas na integrase ainda permitem a integracdo do HIV, mas com uma
dindmica menor, repercutindo na perda do fitness do virus mutante (DIAZ, 2011).

A resisténcia ao raltegravir ocorre por trés vias: N155H seguido de E92Q;
Q148HRK+G140SA e Y143CR+T97A (TANG; SHAFER, 2012).

1.7.7 Antagonistas de CCR5

O maraviroc atua sobre a membrana da célula humana hospedeira, impedindo o
processo de entrada do virus no linfécito T CD4. No mecanismo de entrada do HIV-1, a
regido conservada da gp120 (C4) se une a molécula de CD4 celular, a regido hipervariavel da
gp120 (V3) se liga ao correceptor CCR5 ou CXCR4 celular e a gp4l se liga ao receptor
conhecido como dominio de fusdo, que é um glicosaminoglicano presente na superficie
celular (DIAZ, 2011). O maraviroc é uma molécula pequena que se liga ao correceptor CCR5,
porém nao no sitio de ligacdo do HIV, essa ligacdo promove uma mudanca de conformacao
no correceptor, impedindo a interacdo do virus com seu sitio de ligacdo, uma inibicéo
alostérica e ndo competitiva.

O maraviroc inibe a ligacdo da glicoproteina gp120 do envelope viral do HIV ao
correceptor do hospedeiro CCR5 (R5). O maraviroc € um antagonista seletivo dos receptores
de quimiocinas; previne a interacdo da glicoproteina gp120 ao receptor CCR5. As mutacdes

relacionadas a resisténcia a esse medicamento serdo encontradas na regido do gene que
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codifica o envelope viral. O motivo de falha ao maraviroc é a presenca de variantes
minoritarias do virus com tropismo para o0 receptor CXCR4 ou X4. O HIV-1 pode
desenvolver resisténcia ao maraviroc através de mutacfes que permitam a gpl120 se ligarem a
um inibidor ligado ao receptor R5.

Logo apo6s a infeccdo, predominam cepas que utilizam o correceptor CCR5, ou
seja, cepas com tropismo R5. Na infeccdo avancgada, tende a surgir a variante X4, que utiliza o

correceptor CXCR4 para entrar na célula, cepas com tropismo X4 (DIAZ, 2011).

1.7.8 Genotipagem pré-tratamento e Resisténcia Transmitida

No Brasil, a genotipagem pré-tratamento esta indicada para pessoas que tenham se
infectado com parceiro em uso de TARV (atual ou pregresso), uma vez que a possibilidade de
transmissdao de mutacBes de resisténcia parece ser mais provavel nessa situacdo. A
genotipagem pré-tratamento também esta indicada para gestantes e criancas infectadas pelo
HIV (BRASIL, 2013c).

O impacto da genotipagem pré-tratamento foi avaliado a partir de uma revisao
sistematica de estudos publicados sobre resisténcia primaria ou transmitida, com informacdes
sobre desfecho terapéutico. A maioria desses estudos é retrospectiva e apresenta resultados
conflitantes. Alguns demonstraram maior probabilidade de falha virol6gica em pacientes com
mutacdes de resisténcia antes do inicio da terapia, enquanto outros ndo encontraram
diferencas em relacdo a esse desfecho (BRASIL, 2013c).

Mais recentemente, novas técnicas de deteccdo de populacbes virais minoritarias,
mais sensiveis do que a genotipagem convencional, permitiram detectar uma maior proporcao
de mutacdes de resisténcia, correlacionando-as com maior chance de falha virologica. Outro
aspecto importante para a andlise de efetividade e custo-efetividade da genotipagem pré-
tratamento seria a prevaléncia da resisténcia priméaria ou transmitida do HIVV-1 na populacéo,
uma vez que esta determina o numero de testes de genotipagem necessarios para encontrar um
caso em que o exame efetivamente influenciaria na decisdo terapéutica. Desse modo,
considerando que a prevaléncia da resisténcia primaria ou transmitida apresenta significativas
diferengas regionais, a avaliagdo de custo-efetividade dessa estratégia deve ser avaliada em
cada contexto epidemioldgico (BRASIL, 2013c).

Estudos realizados nos EUA e Europa sugerem que a prevaléncia de resisténcia
primaria, a pelo menos um antirretroviral, varia entre 6% e 16% (BRASIL, 2013c). A
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prevaléncia de resisténcia transmitida na América Latina é 7,7%; Caribe 4,3%; México 3,9%
e Brasil 9,4% (PINEDA- PENA et al., 2012); na Venezuela e Argentina, utilizando a
metodologia recomendada pela OMS, a prevaléncia foi de 5% e 8,4%, respectivamente
(BRASIL, 2013c).

Os dados disponiveis no Brasil, relativos a prevaléncia de resisténcia viroldgica
sdo discrepantes, seja pela heterogeneidade metodoldgica dos estudos ou por possiveis
diferencas na prevaléncia regional (BRASIL, 2013c). Dois estudos adotaram o critério da
padronizacdo das mutacdes de resisténcia transmitida (MRT), propostas pela OMS, incluindo
amostras das cinco regides do Brasil, embora ndo representativas do pais, ou mesmo das
regides brasileiras. A prevaléncia nacional de mutacBes de resisténcia priméaria global
encontrada foi de 8,1% (2009) e 12,2% (2013) (ALENCAR et al., 2013; INOCENCIO, et al.,
2009).

Em sintese, inexistem evidéncias publicadas com metodologia adequada que
sustentem de modo inequivoco o beneficio da implantacdo rotineira de genotipagem pré-
tratamento no Brasil. E preciso ponderar vantagens e desvantagens de sua utilizacéo,
incluindo o potencial retardo no inicio da TARV e o impacto desfavoravel na Rede Nacional
de Genotipagem (RENAGENO), sendo necessarios estudos representativos para avaliar a
magnitude da resisténcia transmitida do HIV no Brasil (BRASIL, 2013c).

1.8 Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA)

Uma das respostas nacionais a epidemia de AIDS foi a ampliacdo do acesso a
salde e a prevencdo como um direito de todos. As estratégias de acesso a testagem para o
HIV, hepatites virais e outras DST foram estruturadas, no Brasil, resguardando o sigilo, a
confidencialidade e a liberdade de escolha, como valores intrinsecos ao processo (BRASIL,
2010).

A partir da década de 80, a estruturacdo dos Centros de Testagem e
Aconselhamento (CTA), oferecendo a testagem gratuita, confidencial e andnima, partindo da
educacdo em saude e do aconselhamento como abordagens de reducdo de risco e
vulnerabilidade. Desde entdo, mais de 400 CTA foram implantados em todo territorio
nacional, de forma a ampliar o acesso da populacéo brasileira a testagem, prioritariamente 0s

segmentos populacionais mais vulneraveis (BRASIL, 2010).
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A partir de 2003, o processo de descentralizacdo da testagem e aconselhamento
para o HIV na atencdo basica intensificou-se, possibilitando maior cobertura e acessibilidade.
No caso das hepatites virais, a inclusdo da testagem soroldgica nos CTA se deu a partir de
2004, o que implicou a readequacdo destes e a reestruturacdo da rede de referéncia, a
capacitacdo dos profissionais sobre os modos de transmissdo e medidas de controle e a
interpretacdo de marcadores sorologicos. A necessidade de descentralizar e ampliar o acesso,
aliada a introducdo de novas tecnologias de testagem, a exemplo do teste rapido,
estabeleceram mudancas estratégicas na rotina do CTA como indutor e retaguarda desse
processo no sistema de saude, assim como executor e formador no uso de novas tecnologias e
como espaco de acolhimento e prevencao, principalmente para segmentos populacionais mais
vulneraveis. Nesse sentido, o CTA exerce papel central na efetivacdo do principio da
equidade no SUS, incluindo a particularidade de grupos prioritarios — homens que fazem sexo
com homens, profissionais do sexo, usuarios de alcool e outras drogas e travestis, entre outros
— na construcdo de um sistema de satde universal. Ap6s vinte e cinco anos da implantacdo do
primeiro CTA no pais e dezoito anos de acesso universal a terapia antirretroviral, os CTA
continuam a servico do enfrentamento das DST, AIDS e das hepatites B e C. Sua construcao
estd baseada nos dados do estudo “Diagnéstico Situacional dos Centros de Testagem e
Aconselhamento (CTA) do Brasil”. A atualizagdo continua das diretrizes e sua incorporagao
em todos os CTA do pais pode fortalecer a rede de servigos, renovando a importancia e a
competéncia dos CTA como pontos estratégicos para a politica de enfrentamento da epidemia
da AIDS (BRASIL, 2010).

O Centro de Testagem e Aconselhamento Carlos Ribeiro (CTA) de Fortaleza
localizado no bairro Jacarecanga é um servico de satde, que tem como principal caracteristica
a disponibilizacdo de aconselhamento e testagem soroldgica de forma répida e simples,
seguindo o modelo de atendimento proposto pelo Ministério da Saude, realizando

gratuitamente os testes rapidos para o HIV, hepatites e sifilis (BRASIL, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Conhecer as caracteristicas individuais e dos isolados virais de pacientes com
infeccdo pelo HIV, virgens de terapia antirretroviral, recém-diagnosticado no Centro de

Testagem e Aconselhamento (CTA) de Fortaleza.

2.2 Objetivos Especificos

a) Estimar a prevaléncia de infeccdo pelo HIV na populacdo de usuérios do CTA;

b) Descrever o perfil sdcio comportamental dos pacientes com diagndstico recente de
infeccdo pelo HIV;,

c) Avaliar os parametros imunoldgicos e virologicos de pacientes com diagnéstico recente de
infecgdo pelo HIV, buscando inferir a precocidade do diagndstico;

d) Avaliar a prevaléncia de mutacBes associadas a resisténcia transmitida do HIV-1 aos
antirretrovirais em pacientes com diagndstico recente;

e) Identificar a distribuicdo dos subtipos do HIV-1 nas sequéncias genéticas virais
identificadas em pacientes com diagndstico recente;

f) Descrever as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas de pacientes com isolados virais

com identificacdo de mutagdes associadas a resisténcia transmitida ou subtipo ndo-B.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Estudo observacional, transversal e descritivo envolvendo usuérios do Centro de
Testagem e Aconselhamento (CTA) do municipio de Fortaleza que durante o periodo de
outubro de 2013 a setembro de 2014 procuraram o servigco com o objetivo de realizacdo de

testes para HIV, hepatites e sifilis.

3.2 Area do Estudo

O Centro de Testagem e Aconselhamento Carlos Ribeiro (CTA) no municipio de
Fortaleza esté localizado no bairro Jacarecanga, na Rua Jacinto Matos nimero 944. O CTA é
um servico de saude, que tem como principal caracteristica a disponibilizacdo de
aconselhamento e testagem soroldgica de forma rapida e descomplicada, seguindo o modelo
de atendimento proposto pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2010), realizando gratuita e,
guando necessario, anonimamente os testes rapidos para o HIV, hepatites e sifilis,
comunicando imediatamente aos usuarios o resultado dos mesmos. O servigco também oferece
suporte emocional com varios profissionais treinados para realizar o aconselhamento pré e
pos-teste, como enfermeiros, assistentes sociais e médicos. A populacdo de usuérios do CTA
costuma representar casuistica diferenciada, devido a maior procura por parte de individuos
de maior vulnerabilidade e probabilidade de identificacdo de infeccdo recente pelo HIV-1,
pois se supfe que a maior parte dos usuérios tenha procurado o servigo motivado por

exposicao de risco prévio, muitas vezes recente (BRASIL, 2010).

3.3 Populagéo Alvo

Os individuos que espontaneamente procuraram o0 Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA) do municipio de Fortaleza no periodo do estudo foram convidados a
participar do mesmo. Os individuos com resultado reagente para o HIV tinham agendadas
consultas de enfermagem dentro do prazo aproximado de uma semana. Neste momento 0s
mesmos eram convidados a participar do estudo, ap6s explica¢do objetiva das suas principais

caracteristicas. Os voluntarios que se dispuseram a participar foram entrevistados utilizando o
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Questionario Sécio comportamental (ANEXO C) e o Questionario Clinico-Laboratorial
(ANEXO D) além do preenchimento do Formulario SI-CTA (ANEXO B). Estes também

recebiam as solicitaces dos exames de rotina e do estudo.

3.4 Critérios de inclusao e exclusado

Os pacientes foram recrutados entre os usuarios do Centro de Testagem e
Aconselhamento Carlos Ribeiro (CTA) do municipio de Fortaleza durante o periodo do
estudo de acordo com o0s seguintes critérios de inclusdo: Homens ou mulheres com idade
igual ou acima de 18 anos, com dois testes rapidos reagentes para 0 HIV. Os testes rapidos
utilizados eram baseados em imunocromatografia (Rapid Check HIV 1/2 e Bio Manguinhos
HIV 1/2).

Os critérios de exclusdo eram o conhecimento prévio do estado soroldgico, além
daqueles individuos com qualquer contraindicacdo para coleta de amostras de sangue ou gque

apresentavam dificuldade em compreender os termos do Consentimento Livre e Esclarecido.

3.5 Coleta e processamento das amostras bioldgicas

Dois testes rapidos foram realizados na rotina do servico do CTA, a partir de
puncdo digital, sendo o sangue colocado em dispositivos de testagem. O resultado foi
interpretado e, em cerca de meia hora, entregue ao paciente.

Posteriormente, 0s pacientes recrutados coletaram amostras de sangue mediante
puncdo venosa, na sala de coleta do laboratorio do Centro de Especialidades Médicas José de
Alencar (CEMJA) para os exames de rotina para abordagem inicial, recomendados pelo
protocolo do Ministério da Saude. Além destes, foram coletados trés tubos contendo o
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA). O primeiro deles com o objetivo de
determinacdo da contagem dos linfécitos T CD4+ no CEMJA. Os restantes foram
encaminhados para o LACEN, com o objetivo de determinagdo da quantificacdo da carga
viral e para o exame de genotipagem do HIV-1. O plasma foi separado do sangue total usando
uma centrifuga com rotacdo de 2.500 rpm por 15 minutos. Em seguida foram separadas duas
aliquotas de plasma em eppendorfs estéreis, livres de RNase e DNase e armazenados em

freezer a uma temperatura de -70°C até a realizacdo do teste de genotipagem do HIV-1.
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A Contagem de Células T CD4+/CD8+ e Carga Viral do HIV fazem parte da
rotina laboratorial recomendada pelo Ministério da Saude para a abordagem inicial de

paciente infectado pelo HIV.

3.6 Métodos laboratoriais

A contagem de linfécitos T CD4+ e CD8+ foi realizada pela metodologia de
citometria de fluxo do sistema BD FACSCalibur (Becton-Dickinson Immunocytometry
Systems, California, USA), seguindo as especificacbes e procedimentos do fabricante.

A quantificacdo de carga viral do HIV-1 foi realizada com o kit comercial
Abbott Real Time HIV-1 Assay (Abbott Molecular, Des Plaines, IL,USA), de acordo com o0s
procedimentos e instrucdes do fabricante. Este método permite determinar a quantidade de
RNA viral presente no plasma do paciente pelo método qRT- PCR.

A Genotipagem (sequenciamento) do HIV-1 foi realizada utilizando o Kit
comercial TruGene® Genotyping Assay e OpenGene® DNA Sequencing System (Siemens
Diagnostics, USA) (GRANT,R.M.; KURITZKES, D.R. et al ,2003), conforme protocolo do
fabricante. As amostras que ndao amplificaram com o kit TruGene® foram sequenciadas no
Instituto Adolfo Lutz em Sdo Paulo, utilizando a técnica de Nested PCR in-house, com
equipamento automatico ABI 3130 (SNOECK, 2006).

O limite de deteccdo do teste Genotipagem HIV-1 TruGene® é considerado com
a carga viral maior do que 1.000 cépias/ml. A Genotipagem do HIV-1 TruGene® Genotyping
Assay foi realizada em cinco etapas: extracdo do RNA viral, reacdo RT-PCR (transcricdo
reversa e reacdo em cadeia da polimerase), sequenciamento por reagcdo CLIP®, eletroforese

em gel de poliacrilamida e analise das mutagdes com emissao de laudo (SIEMENS, 2008).

3.6.1 Genotipagem - Extracdo do DNA

O DNA genbmico foi extraido a partir de 140ul de plasma usando o kit QlAamp®
Viral RNA Mini kit (Qiagen®,Germany), conforme instru¢fes do fabricante. O kit combina
propriedades de ligacdo seletiva de membrana baseado em gel de silica com a velocidade de
micro centrifugacdo. A amostra € inicialmente submetida a lise sob condicdes altamente
desnaturante para desativar as RNases e para garantir o isolamento de RNA viral. Condicoes
de tampé&o sdo ajustadas para promover uma boa ligagdo do RNA a membrana QlAamp e a
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amostra é carregada na coluna QlAamp. O RNA liga-se a membrana e 0s contaminantes sao
retirados em dois passos usando dois tampdes de lavagens diferentes. RNA de alta qualidade
é eluido num tampao especial livre de RNase, preparado para uso direto. O RNA purificado é
livre de proteinas, nucleases e outros contaminantes de inibidores. A membrana QlAamp

garante recuperacgédo extremamente elevada de RNA puro (QIAGEN, 2007).

3.6.2 Transcricao Reversa e Amplificacdo PCR (RT-PCR)

Apbs o processo de extracdo, 0 RNA viral foi transcrito em cDNA e amplificado
por RT-PCR, resultando um fragmento nucleotidico de aproximadamente 1,3 kilobases (Kb).
O DNA amplificado foi sequenciado pelo método de Sanger modificado pela reacdo CLIP,
usando terminadores de cadeia (dideoxinucleotideos) com corantes fluorescentes e primers
marcados. O Kit possibilita 0 sequenciamento do gene da enzima transcriptase reversa e 0
gene da enzima protease, respectivamente localizados nas posi¢fes 1835 - 4678 (incluindo a
regido RNase H) na regido pol do genoma HIV-1 LAV-1 (GenBank n° K02013). Devido a
natureza altamente polimérfica do HIV-1, uma mistura de varios primers especificados como
as variantes virais mais comuns sdo utilizadas neste kit (SIEMENS, 2008).

As amostras de RNA extraidas foram adicionadas nos tubos de reacdo em que
ocorreu a transcricdo reversa e amplificacdo por PCR. A reacdo de transcri¢do reversa foi
realizada utilizando uma versdo de engenharia genética da transcriptase reversa do Virus
Leucemia Murino Moloney para transcrever o HIV-1 RNA no cDNA. A amplificagdo foi
realizada com DNA polimerases termoestaveis. A mistura reacional foi entdo aquecida e a
sequir esfriada a temperatura especifica para permitir que os primers oligonucleotideos se
anelassem especificamente ao RNA HIV-1 alvo. Na presenca de um excesso de
desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs), a enzima RT amplificou os primers anelados
formando o DNA/RNA complementar hibrido (cDNA/RNA). Seguindo a transcri¢do reversa
do RNA HIV-1 alvo, a mistura foi aquecida para desnaturar o cDNA/RNA hibrido e expor as
sequencias do cDNA HIV-1 alvo. A mistura foi esfriada e os primers se anelaram na cadeia
cDNA e as polimerases catalisaram a reacdo de extensdo para sintetizar uma segunda cadeia
de DNA. Ao fim do primeiro ciclo de PCR resultou em uma cdpia de DNA de cadeia dupla
da regido alvo do RNA HIV-1. Este processo de aquecimento e resfriamento foi repetido por

36 ciclos, cada ciclo duplica o total de amplicons. A amplificacdo ocorreu somente na regido
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do genoma HIV-1 entre os primers RT-PCR (o genoma total do HIV-1 ndo é amplificado)
(SIEMENS, 2008).

3.6.3 Reacéo de sequenciamento (CLIP®)

A reacdo CLIP do DNA sequencia simultaneamente as duas cadeias da hélice
dupla de DNA. Um tubo de ensaio foi preparado contendo oito primers. Os primers posterior
(sense) e reverso (antisense) foram marcados com corantes fluorescentes diferentes. Quando
hibridizados ao DNA, os primers foram orientados a permitir uma extensdo da cadeia entre
eles (um primer na cadeia sense e outro na cadeia antisense). O tubo com o0s reagentes
necessarios para a extensdo da cadeia junto com um dos quatros trifosfatos
dideoxinucleotideo terminais de cadeia (ddNTPs); dideoxiadenosina trifosfato (ddATP),
dideoxiguanosina (ddGTP) ou dideocitimidina (ddCTP) ou dideoxitimidina (ddTTP)
marcados com corantes fluorescentes de comprimento de onda diferentes. A reacédo iniciou
com a adi¢do da amostra e uma enzima DNA polimerase termoestavel com alta afinidade por
ddNTPs. A medida que a mistura reacional foi submetida a ciclos térmicos, os primers se
hibridizavam ao molde de DNA e foram estendidas (alongadas), terminadas em algum local
ao longo da sequéncia DNA alvo. Quatro reac6es CLIP resultaram na sequéncia posterior e
reversa do alvo entre os dois primers CLIP. A reacdo foi repetida por 30 ciclos. Depois de
completar o programa de ciclagem foi adicionado o reagente Solucdo STOP em todos os tudo
de ensaio (SIEMENS, 2008).

3.6.4 Eletroforese dos produtos de reacdo CLIP

Antes da eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada a denaturagdo. A
placa foi aquecida para separar os fragmentos de DNA de cadeia dupla. Uma fracdo de cada
reacao foi entdo carregada na parte superior de um cartucho Microcel 500 que contém o gel
de poliacrilamida polimerizado. O gel de poliacrilamida contém alta concentracdo de uréia
com o objetivo de manter os fragmentos de DNA no estado desnaturado de cadeia simples.
Nesse momento, um campo elétrico de alta voltagem foi aplicado, for¢cando os fragmentos de
DNA negativamente carregados a migrarem através do gel em direcdo ao anodo. A
velocidade de migracdo dos fragmentos de DNA esta relacionada com a dimensdo dos poros

formados pela matriz de gel de poliacrilamida e dimenséo dos fragmentos DNA, esperando-se
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a migracdo mais rapida dos fragmentos menores. Proximo a base do gel de poliacrilamida, um
raio laser excita o corante fluorescente ligado aos fragmentos DNA que se movem pelo laser e
os detectores medem o total de luz e comprimentos de onda produzidos pelo corante
fluorescente. Estas medigdes de luz s&o coletadas pelo sequenciador e transmitidas para a
estacdo de trabalho que grava os dados. Cada reagdo de sequenciamento necessita de quatro
partes para cada um dos quatro dideoxinucleotideos terminais (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) (SIEMENS, 2008).

Para cada ‘“template”, duas regides do amplicon (protease e RT) foram
sequenciadas bidirecionalmente utilizando quatro mddulos primer CLIP:
Protease: Uma sequéncia bidirecional da regido da protease (cdons 10 a 99) e uma sequéncia
em pelo menos uma dire¢do a partir dos codons 1 a 9.
P2: Uma sequéncia bidirecional da regido protease (c6dons 21 a 99) e uma sequéncia em pelo
menos uma direcdo a partir dos cdédons 7 a 20.
RT Inicial: Uma sequéncia bidirecional do inicio da regido transcriptase reversa (codons 41 a
139) e uma sequéncia em pelo menos uma direcédo a partir dos cédons 140 a 142 e cddon 40.
RT Mediano: Uma sequéncia bidirecional da metade da regido da transcriptase reversa
(cddons 148 a 237) e uma sequéncia em pelo menos uma direcdo a partir dos coédons 138 a
147 e a partir dos codons 238 a 247 (SIEMENS, 2008).

3.6.5 Analise dos dados TRUGENE

Os dados posteriores e reversos da sequéncia CLIP foram combinados e
comparados a sequéncia do HIV-1 LAV-1 com o software do sistema para determinar a
presenca de todas as mutagdes, incluindo as mutagdes de resisténcia as drogas. Foi analisada
toda sequéncia do genoma para revisar insercdes e delegcdes. Todas as bases em cada um dos
cddons associados com resisténcia foram selecionadas pelo software e revisados pela
pesquisadora (Figura 9). O software prepara um relatério que é baseado em um conjunto de
critérios definidos, desenvolvido por um painel clinico internacional de pesquisadores
especializados, sendo implementado no GuideLines Rules 17.0 usado no software do sistema
(SIEMENS, 2008).
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Figura 9 - Analise do eletroferograma no software TRUGENE.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.7 Analise genotipica e de resisténcia aos antirretrovirais

A Genotipagem do HIV foi realizada no Laboratorio Central de Saude Publica
(LACEN/CE) com sequenciamento da regido pol do HIV-1 usando o kit TruGene®
Genotyping Assay (Siemens Diagnostics, USA) e no Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo com
a técnica de Nested PCR in-house com equipamento automatico ABI 3130. As sequéncias
genéticas geradas da protease e da transcriptase reversa foram analisadas pelo OpenGene®
DNA Sequencing System (Siemens Diagnostics, USA). As sequéncias foram alinhadas pelo
programa MEGA e BioEdit; as sequéncias de SIVcpz foram utilizadas como outgroup. As
andlises de mutacBes de resisténcia aos antirretrovirais foram determinadas utilizando
algoritmo disponivel na pagina da Universidade de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/) —
HIVdb Program- Genotypic Resistance Interpretation Algorithm
(sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra). As mutacGes de resisténcia transmitida foram
identificadas empregando a ferramenta de bioinforméatica Calibracdo de Resisténcia
Populacional versdo 6.0 (do inglés Calibrated Population Resistance, CPR) disponibilizada
na pagina da Universidade de Stanford - Stanford HIV Drug Resistance Database,


http://hivdb.stanford.edu/
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(http://cpr.stanford.edu/cpr.cgi). Os subtipos do virus HIV-1 foram determinados e
identificados empregando analises no banco de dados do REGA HIV Subtyping Tool
(www.bioafrica.net/rega-genotype/html).

A CPR é um programa usado para analisar sequéncias de HIV-1 e constitui uma
abordagem padréo para determinar as sequéncias que contém uma mutacdo sugestiva de
transmissdo HIV-1 resistente aos antirretrovirais, gerando uma lista de mutac@es de vigilancia
de resisténcia transmitida as drogas. Esta abordagem foi aprovada pela OMS para a vigilancia

epidemioldgica de resisténcia transmitida do HIV-1.

3.8 Analise dos dados

Os dados epidemioldgicos foram retirados do formulario de atendimento do
SI-CTA (ANEXO B), ferramenta padronizada em todo territorio nacional (BRASIL, 2010),
utilizada na rotina do CTA e os dados comportamentais retirados do questionario sécio
comportamental (ANEXO C). Todos os dados obtidos foram armazenados no programa
estatistico EPI-INFO, versdo 7,0. Os resultados da Contagem de Células T CD4+/CD8+ e
Carga Viral do HIV foram retirados do SISCEL (Sistema de Controle de Exames
Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfocitos CD4+/CD8+ e Carga Viral).
Todos dados foram transferidos para Excel versdo 2013, o qual foi utilizado para fazer a
estatistica descritiva dos dados, tabelas e graficos. Os resultados das analises de
sequenciamento, resisténcia as drogas e subtipos do HIV também foram inseridos em
planilhas Excel versdo 2013.

3.9 Aspectos Eticos

Por se tratar de um estudo envolvendo seres humanos, de acordo com a Resolucao
466/12 do Conselho Nacional de Saude, o estudo foi submetido para avaliacdo ao Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e aprovado sob o nimero
CEP 302.336/2013. Os pacientes foram informados em detalhes sobre o estudo e foi oferecida
a participacdo voluntaria em nosso estudo, atraves do consentimento por escrito do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A), tendo a opcéo de néo participarem

da amostragem caso discordassem.


http://cpr.stanford.edu/cpr.cgi
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populacéo estudada

Foram atendidos no CTA 5.469 individuos no periodo do estudo que fizeram o
teste anti-HIV. Destes, 5.211 (95,3%) pessoas obtiveram resultado nao reagente (negativo) no
teste anti-HIV e 258 individuos com resultado reagente (positivo), subtraindo 60 pessoas que
ja haviam realizado o teste anteriormente, temos um total de 198 (3,6%) pessoas com
resultado reagente (positivo) em dois testes rapidos para o HIV. Dentre os 258 individuos
diagnosticados com infeccdo pelo HIV, 221 (85,7%) eram do género masculino e 37 (14,3%)
do género feminino. Foram incluidos no estudo 119 individuos e 108 destes coletaram
material para os exames laboratoriais.

A partir das amostras coletadas de 108 pacientes inicialmente selecionados para o
estudo, foi possivel realizar o sequenciamento dos genes da transcriptase reversa e protease,
na regido pol do genoma do HIV em 105 amostras (Figura 10).

As principais caracteristicas séciodemograficas e epidemiol6gicas desses
pacientes estdo na Tabela 1. Houve predominio do sexo masculino com 86,7% (91/105) e
13,3% (14/105) do sexo feminino. A mediana da idade foi de 27 anos, com 56 pacientes na
faixa etaria de 18 a 28 anos (53,4%) e 88 pacientes (83,8%) na faixa etaria de 18 a 39 anos. O
contato sexual representou a via principal de exposi¢do (100%), sendo HSH (76,2%) a
categoria predominante de exposi¢do dos quais 5,7% pacientes relatam ser bissexuais. Do
total de pacientes, 33,3% tiveram DST nos ultimos 12 meses. Quatro individuos (3,8%)
relataram ser profissionais do sexo e 1,9% Travesti/Transexual.

Com relacdo ao nivel de escolaridade dos pacientes com diagnostico recente,
55,2% cursaram de 4 a 11 anos de estudo e 28,6% estudaram 12 ou mais anos. Os 105
pacientes residem em Fortaleza ou area metropolitana, 74,3% sdo solteiros ou nao vivem com
companheiro.

A mediana da contagem de Linfocitos T (LT) CD4+ foi de 457 células/pl
(7 — 1.609) e a mediana da Carga Viral foi de 4,34 log (2,44 - 7,01) e 22.106 copias/ml
(277 - 10.000.000) (Tabela 2). O total de 17 pacientes (16,3%) apresentava contagem de LT
CD4 inferior a 200 células/ul, 39,4% entre 201 e 500 células/ul e 44,3% com CD4 superior a

501 células/ul. Quanto a carga viral (CV), 63,9% dos pacientes apresentavam niveis acima de
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10.000 cépias/ml, 26,8% tinham viremia entre 1.000 e 10.000, enquanto 9,3% (10 pacientes)
estavam abaixo de 1.000 cépias/ml.

Os 17 pacientes com contagem de LT CD4 inferior a 200 células/pl tém média de
idade de 38 anos e mediana de 37 anos. A média de LT CD4 ¢é 90 células/ul e mediana de 80
células/pl com variagdo de 7-184 células/pl. Sendo 16 pacientes do sexo masculino (94,1%) e
11 pacientes (64,7%) HSH. Um paciente é caminhoneiro, um profissional da saude e dois séo

usuarios de drogas (Tabela 6).
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Figura 10 - Fluxograma do estudo

5469 Pacientes atendidos ]

no CTA

[ 5211 Pacientes HIV ] [ 258 pacientes HIV ]

negativo positivo

_______ 60 pacientes conheciam o status
sorologico

198 pacientes HIV
positivo
—— 03 pacientes ndo atendiam critério MS
(somente um teste rapido)
— 03 pacientes menores de 18 anos

— 02 pacientes impossibilitados de
assinar TCLE

190 pacientes HIV
positivo

—— 35 pacientes ndo foram convidados

—— 36 pacientes recusaram participar

119 Pacientes assinaram
TCLE

l — 11 pacientes ndo coletaram sangue

108 Pacientes coletaram
sangue

l — 03 amostras ndo sequenciadas

105 amostras
sequenciadas

Fonte: Elaborado pela autora



Tabela 1 - Caracteristicas socio demograficas e epidemioldgicas dos participantes

Variavel IN| %
Faixa etaria
18 - 28 anos 56 53,4
29 - 39 anos 32 305
40 ou mais 17 16,1
Escolaridade
1a3anos 03 2,9
4 a1l anos 58 55,2
12 ou mais 30 28,6
Nao Informado 14 13,3
Género
Feminino 14 13,3
Masculino 91 86,7
Estado civil
Casado/Amigado 26 24,8
Solteiro/Separado 78 74,3
Nao Informado 01 0,9
Tipo de exposicao
HSH 74 705
Sexual Heterossexual 25 23,8
Bissexual 06 57
DST ultimos 12 meses 35 333
Profissional do sexo 04 3,8
Travesti/Transexual 02 1,9

HSH — Homem que faz sexo com homem;
DST — Doenga Sexualmente Transmissivel.

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 2 - Dados laboratoriais e clinicos dos participantes

Variavel N (%)
Carga Viral (Copias/ml)
Mediana 22.106 (277 - 10.000.000)
Carga Viral (Log 10)
Mediana 4,34 (2,44 - 7,01)
CD4 (Células/ul)
Mediana 457 (7 - 1.609)
<200 17 (16,3)
201 a 350 11 (10,6)
351 a 500 30 (28,8)
501 a 750 27 (26,0)
> 751 19 (18,3)
CDB8(Células/pl)
Mediana 1.239 (211 - 3.348)

Fonte: Elaborada pela autora

4.2 Resisténcia Transmitida do HIV-1 nos genes da PR e fragmento TR

Foi realizada a genotipagem do HIV-1 no LACEN em 108 amostras de pacientes
inicialmente recrutados, 88 foram sequenciadas com sucesso e em 20 o procedimento foi
inviavel quando utilizado o kit TRUGENE. Estas 20 amostras foram enviadas e sequenciadas
no Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo com a técnica de Nested PCR in-house com
equipamento automatico ABI 3130 (SNOECK, 2006); destas, trés amostras ndo foram
sequenciadas. Total de 105 amostras sequenciadas na regido do gene pol (PR e TR) do HIV-1.

As mutacdes que conferem resisténcia viral aos ITRN, ITRNN, IP foram
encontradas em 10 (9,5%) pacientes (Tabela 3). Dos casos com mutacao de resisténcia a uma
das trés classes de drogas, sete eram do sexo masculino e trés do sexo feminino. Entre esses
pacientes, nove foram infectados com HIV-1 do subtipo B e um com subtipo C (Tabela 4).
Entre os homens, todos os sete pacientes relataram categoria de exposi¢cdo HSH, sendo um
profissional do sexo, dois bissexuais e um com parceiro HIV soro positivo. Entre as mulheres,

duas eram casadas e uma solteira.



4.3 Resisténcia Transmitida do HIV-1 aos ITRN

Entre os 10 pacientes com resisténcia transmitida, trés (2,9%) apresentaram
mutagdes que conferem resisténcia aos ITRN. As mutacdes encontradas foram D67N (n=1),
T69D (n=1), V75A (n=1) e V75M (n=1). As mutacGes D67N e T69D foram encontradas no
mesmo paciente. A analise de resisténcia pelo algoritmo da Universidade de Stanford (HIV db

Program), sugeriu que essas mutaces resultariam em baixa resisténcia ao AZT e d4T e

resisténcia intermediaria ao ddl.

Tabela 3 - MutacGes do HIV-1 relacionadas a resisténcia transmitida.

N° da Classe de Drogas Perfil de Resisténcia
amostra | ITRN |[ITRNN| [P | Alto | Intermediario Baixo
NVP,
16CE1409 K103N EEV
ATV, FPV, IDV, LPV,
16CE1415 V82L TPV NFV, SQV
16CE1430 K101E NVP, RPV EFV, ETR
ATV, FPV, IDV, LPV,
16CE1431 M46l NEV
16CE1432 | V75M daT AZT, ddl
16CE1442 G190A NVP EFV ETV, RPV
16CE1488 K101E NVP, RPV EFV, ETR
D67N, EFV,
16CE1497 T69D K103N NVP ddl AZT, d4T
NVP,
16CE14101 K103N EEV
16CE14110| V75A d4T, ddl

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 4 - Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes com mutagdes relacionadas a

resisténcia transmitida.

o . . CD4 Carga
N° da amostra Subtipo Sexo Idade Exposicéo DST (Células/ul)  Viral (Log)
16CE1409 C M 23  HSH - Bissexual Sim 800 4,07
16CE1415 B F 26 HT N&o 509 4,21
16CE1430 B M 31 HSH Sim 313 574
16CE1431 B M 42 HSH Sim 881 2,59
16CE1432 B M 26  HSH - Bissexual Nao 496 4,41
16CE1442 B M 27 HSH Sim 782 3,52
16CE1488 B M 24 HSH Sim 821 4,75
16CE1497 B F 19 HT Né&o 338 3,60
16CE14101 B F 30 HT Né&o 323 4,28
16CE14110 B M 44 HSH Néo 45 3,71

HSH — Homem que faz sexo com Homem;
HT — Heterossexual.

Fonte: Elaborada pela autora

4.4 Resisténcia Transmitida do HIV-1 aos ITRNN

Dos dez pacientes com mutacao de resisténcia transmitida, seis (5,7%) pacientes

apresentaram mutacGes que conferem resisténcia aos ITRNN. As mutacdes foram K101E
(n=2), K103N (n=3) e G190A (n=1). A mutagdo mais prevalente foi a K103N, uma mutagéo
que causa nivel elevado de resisténcia a NVP e EFV. A mutacdo K101E causa resisténcia
intermediaria @ NVP e baixo nivel de resisténcia a EFV, ETR e RPV. A mutacdo G190A
confere alto nivel de resisténcia & NVP e nivel intermediario de resisténcia ao EFV. Pode

reduzir também a susceptibilidade em nivel baixo a ETR e RPV.

4.5 Resisténcia Transmitida do HIV-1 aos IP

Dentre os dez pacientes com mutacdo de resisténcia viral, dois (1,9%) pacientes
apresentaram mutacdes de resisténcia viral aos IP. As mutacdes de resisténcia aos IP foram a
M461 (n=1) e V82L (n=1). A mutagdo M46l é selecionada pelos IPs e reduz a
susceptibilidade do IDV, NFV, FPV, LPV e ATV. A mutacdo V82L costuma ser selecionada

pelo TPV e reduz a susceptibilidade a esta droga.
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4.6 Diversidade genética do HIV-1 nos genes da PR e TR

A andlise da diversidade genética do HIV-1 na regido pol nos genes da protease
(PR) e transcriptase reversa (TR) foi realizada em 105 amostras sequenciadas (Gréfico 1),
indicando o predominio do subtipo B, que foi identificado em 86,7% das amostras. O subtipo
F1 foi identificado em 3,8% e o subtipo C em 2,8% (Figura 11).

Foram identificados como recombinantes intersubtipos 5,7% das amostras. Sendo
recombinante BF nos genes da PR e TR em 3,8% das amostras e caracterizados como subtipo
F na protease e subtipo B na transcriptase reversa (F""B'). A anélise dos recombinantes BF
identificou um paciente como CRF12 BF. Foi encontrado também 1,9% (2/105)
recombinantes AG e identificado como CRF02_AG (Figura 12).

Dentre os 13 pacientes (12,4%, 13/105) identificados como subtipo ndo B, 23,1%
(3/13) do género feminino e 76,9% (10/13) do género masculino. A média da idade foi 30,5
anos (18-67) e mediana 28 anos. Dentre os homens, 50% (5/13) sdo HSH e 50% (5/13) sdo
heterossexuais. Do total de 105 pacientes, 13,3% eram mulheres e trés foram classificadas
com subtipo ndo B. Portanto, 21,4% de toda populacdo feminina foi classificada como
portadoras de subtipo ndo B. A média de CD4 na populacdo com subtipo ndo B foi de 445
células/ul (7 — 1.609) e a média de carga viral (Log) foi de 4,68 (3,48 - 7,01) (Tabela 5).
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Gréafico 1 — Diversidade genética nos genes PR e TR dos participantes

N = 105 pacientes

Ndo Definido
1%

Fonte: Elaborado pela autora

mB
mC
= F1l
mAG
m BF

= Nao Definido

Figura 11 - Desenho esquematico mostrando os resultados dos pacientes do subtipo C no

banco de dados do REGA HIV Subtyping Tool

HIV Genotyping Tool Results

| Name | Length | Report | Assignment | Support Genome

S B
37_CE 945bp  [Report  |HIV:1 Subtype C 100.0 — gl=—

I:Iil F: = - /] I:'_.I
16CE1409_ R 918bp  [Report  |HIV-1 Subtype C 100.0 —— gie=—

I:Iil F : e f I:'_.I
16CE14100_RR 918bp  |Report  [HIV-1 Subtype C 100.0 ——— gi=—

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 12 - Desenho esquematico mostrando o resultado do paciente recombinante AG
(CRF02_AG) no banco de dados do REGA HIV Subtyping Tool

Phylogenetic statistics

NJ Tree Statistics
HIV-1 CRF 02_AG
8000 .Average bootstrap Number of sequences 1
o [ Average bootstrap insid‘e Average bootstrap 98.00 | (98.00 - 98.00)
lA\ferage bootstrap outside Average bootstrap inside | 0.00 | (0.00-0.00)
0 1000 Average bootstrap outside | 99.00 | (99.00 - 99.00)
Bootscan Statistics
HIV-1 CRF 02_AG
80.00 lAverage bootcan Number of sequences 1
£0.00 lA\rerage bootscan support Average bootscan 0.88 | (0.88-0.88)
om Ml Average bootscan no suppor Average bootscan support | 0.56 | (0.56 - 0.56)
1000 Average bootscan no support | 0.44 | (0.44 -0.44)

You may bookmark this page to revisit these results later.

Name Length Report Assignment Support Genome
s ;
38_CE 996 Report HIV-1 CRF 02_AG 96.0 I | L

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 13 - Desenho esquematico mostrando o resultado do paciente recombinante AG
(CRF02_AG) no banco de dados do REGA HIV Subtyping Tool

Phylogenetic statistics

NJ Tree Statistics
HIV-1 CRF 02_AG
8000 .(&Wage bootstrap Number of sequences 1
000 B 2verage bootstrap ‘msidle Average bootstrap 94.00 | (94.00-94.00)
.A\terage bootstrap outside Average bootstrap inside | 0.00 (0.00-0.00)
0 1000 Average bootstrap outside | 100.00 | (100.00 - 100.00)
Bootscan Statistics
HIV-1 CRF 02_AG
—_— .Average bookecan Number of sequences 1
.Average bootscan support Average bootscan 0.71 | (0.71-0.71)
000 .Average bookwER. ¥ M Average bootscan support 0.51 [ (0.51-0.51)
’W‘ Average bootscan no support | 0.29 | (0.29 - 0.29)

You may bookmark this page to revisit these results later.

Name Length Report Assignment Support Genome

60_CE 1163 Report HIV-1 CRF 02_AG 99.0 [

Fonte: Elaborado pela autora



Tabela 5 — Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes com subtipo ndo B.

72

CcVv Subtipo /
Amostra CD4 LOG Recombinante Sexo ldade  Exposicéo DST
16CE1401 327 5,92 F1 M 24 HT Sim
16CE1403 546 4,82 BF (CRF12_BF) M 30 HSH N&o
16CE1405 174 2,44 BF M 67 HT Sim
16CE1409 800 4,07 C M 23 HSH Sim
16CE1437 75 7,01 C M 32 HT Né&o
16CE1438 07 5,58 AG (CRF02_AG) F 29 HT Sim
16CE1439 289 4,44 F1 F 33 HT Sim
16CE1457 467 2,48 F1 M 28 HSH Nao
16CE1460 1609 4,21 AG (CRF02_AQG) M 26 HT Né&o
16CE1477 365 5,48 BF F 27 HT Nao
16CE1478 22 5,99 BF M 37 HT Nao
16CE1480 515 3,48 F1 M 22 HSH Né&o
16CE14100 586 5,01 C M 18 HSH Né&o

HSH — Homem que faz sexo com homem;

HT — Heterossexual.

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 6 — Caracteristicas epidemiologicas e virologicas dos pacientes com CD4 < 200 cel/pL

Amostra CD4 Sexo ldade Exposicdo DST SUbt'pO/
Recombinante
16CE1405 174 M 67 HT Sim BF
16CE1406 14 M 45 HSH Sim B
16CE1408 24 M 52 HT Né&o B
16CE1411 109 M 33 HT Nao B
16CE1425 94 M 24 HSH Nao B
16CE1434 63 M 35 HSH Sim B
16CE1437 75 M 32 HT Nao C
16CE1438 7 F 29 HT Sim  AG (CRF02_AG)
16CE1440 53 M 41 HSH Nao B
16CE1446 136 M 22 HSH Sim B
16CE1472 178 M 23 HSH Sim B
16CE1478 22 M 37 HT Né&o BF
16CE1481 122 M 45 HSH Sim B
16CE1485 80 M 34 HSH Né&o B
16CE1498 184 M 45 HSH Nao B
16CE14104 154 M 37 HSH Né&o B
16CE14110 45 M 44 HSH Né&o B

HSH — Homem que faz sexo com homem;
HT — Heterossexual.

Fonte: Elaborada pela autora
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5 DISCUSSAO

Este estudo investigou as caracteristicas dos individuos com diagndéstico recente
de infeccdo pelo HIV, realizado no CTA de Fortaleza, com especial atencdo na avaliacdo da
variabilidade genética dos seus isolados virais.

Os achados gerais do estudo sugerem que a epidemia do HIV-1 em Fortaleza
reflete algumas das principais tendéncias nacionais, com predominancia de novos casos entre
homens (86,7%), jovens (18 a 28 anos) (53,4%), de categoria HSH (76,2%), caracterizando
como o grupo populacional de maior vulnerabilidade, com taxa de prevaléncia bem mais alta
que a encontrada na populacédo geral (BRASIL, 2014a).

Segundo relatério do Programa das NacGes Unidas (UNAIDS, 2014),
aproximadamente 50% das novas infeccdes pelo HIV ocorreu em populagBes especificas
(HSH, pessoas privadas de liberdade, profissionais do sexo, transexuais ou travestis). A
prevaléncia de novos casos de infeccdo pelo HIV na populacdo de usuarios atendidos no CTA
foi de 3,6%, sendo nove vezes mais elevada que na populacéo geral (0,4%) (BRASIL, 2013a),
provavelmente devido ao perfil do grupo populacional de risco mais elevado atendido no
CTA.

O diagndstico oportuno da infec¢cdo pelo HIV é um dos pontos importantes para o
sucesso do tratamento como prevencdo, ndo sé para alcancar niveis indetectaveis de carga
viral com objetivo de melhoria da qualidade de vida individual como também para a reducéo
da transmissao da infeccéo pelo HIV. De acordo com o Boletim Epidemioldgico de 2014, ha
uma tendéncia de declinio da propor¢do de individuos com CD4+ < 200 células/ul no
momento do diagndstico, nos diferentes servicos de saude do pais, que foi reduzida de 31%
em 2009 para 26% até outubro de 2014 (BRASIL, 2014a). Os pacientes diagnosticados ja
com CD4 inicial baixo, tem menor capacidade de recuperacdo das celulas T (BRASIL,
2013c). A recuperagdo imunoldgica em pacientes com CD4 inicial baixo, costuma ser mais
lenta e limitada, sendo esta proporcional ao CD4 inicial (EGGER, 2002). Niveis baixos de
linfocitos T CD4+ sdo considerados fator preditor de risco aumentado de ocorréncia da
Sindrome Inflamatdria associada a Reconstituicdo Imune (SIRI) quando do inicio da terapia
especifica (BRASIL, 2013c).

Neste estudo, uma propor¢do significativa dos individuos apresentou niveis de
linfocitos T CD4+ mais elevados, com mediana de 457 células/pl. Em 26,9% dos casos a
contagem de linfécitos T CD4+ estava abaixo de 350 células/pl e somente 16,3% dos casos
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apresentavam linfocitos T CD4+ abaixo de 200 células/pl, caracterizando doenca avancada
(AIDS). Por outro lado, 73,1% apresentavam CD4+ superior a 351 células/ul, 44,3% acima
de 501 células/ul e 18,3% acima de 751 células/ul, sugerindo que o diagnostico tardio pode
estar diminuindo (BRASIL, 2014a), principalmente devido as a¢des que facilitam o acesso ao
teste de HIV para as popula¢fes mais afetadas, como é o caso dos usuérios do CTA em
Fortaleza. Por outro lado, existe o contraste entre os dados disponiveis do Estado do Ceara,
gue mostram que 32% dos casos aqui diagnosticados costumam apresentar niveis de CD4
inferiores a 200 células/pl, a quinta maior propor¢do no pais, sugerindo que a populacdo do
CTA pode ter caracteristicas distintas da populacdo geral do estado (BRASIL, 2014).

A ampliacdo do acesso ao diagnéstico da infeccdo pelo HIV permite aos
individuos infectados procurar precocemente o0 acompanhamento e tratamento nos servicos de
salde, podendo resultar em melhora da sobrevida, da qualidade de vida e menor
probabilidade de transmissdo viral, portanto sendo fundamental para a protecdo do individuo
e controle da epidemia. A qualidade da assisténcia prestada nos servicos de saude e 0
diagndstico precoce sdo as principais estratégicas na atencdo basica de salde para a reducao
da mortalidade e morbidade a AIDS e principalmente na prevengdo da transmissdo do HIV
(BRASIL, 2013b).

A prevaléncia global de resisténcia transmitida aos ARVs encontrada neste estudo
foi de 9,5%, sendo 2,9% aos ITRN, 5,7% aos ITRNN e 1,9% aos IP, que segundo 0s critérios
da OMS, é considerada como prevaléncia intermedidria (5 a 15%). Estes resultados
corroboram com alguns estudos realizados em diversas regiées do Brasil com prevaléncia de
resisténcia transmitida de 13,9% em Sao Paulo em 2011 (SANABANI et al., 2011); 11% em
Florianopolis em 2011 (GRAF et al., 2011); 8,8% em Curitiba em 2008 (FERREIRA et al.,
2008); 7,6% em S&o Paulo em 2013 (FERREIRA et al., 2013) e 4,6% em Recife em 2012
(CAVALCANTI et al., 2012).

No Ceara, estudo realizado em 2008/2009 em Fortaleza (ARRUDA et al., 2011)
avaliou 74 pacientes (64 adultos e 11 criancas) virgens de terapia antirretroviral, atendidos em
duas unidades de referéncia secundéria e terciaria, apresentando mediana de CD4+ de 418
células/ul e CV de 4,41 log nos adultos, sendo evidenciada prevaléncia global de resisténcia
priméaria de 9,5%, sendo 4,1% aos ITRN, 2,7% aos ITRNN e 4,1% aos IP. Neste sentido,
parece ter havido alguma mudanga ap6s cinco anos, no perfil de resisténcia aos ARVS em
Fortaleza, com aumento da ocorréncia de transmissdo de mutagdes de resisténcia para a classe
dos ITRNN. Em estudo de 2012 em Recife (CAVALCANTI et al., 2012) o grupo de
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mutacbes mais prevalente também foi aquele relacionado aos ITRNN, sendo o mesmo
encontrado em S&o Paulo (FERREIRA et al., 2013) e (BRIGIDO et al., 2007). A alta
prevaléncia de resisténcia aos ITRNN se configura em um problema importante no Brasil,
visto que o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (BRASIL, 2013c) recomenda a classe
dos ITRNN, especialmente o Efavirenz como antirretroviral preferencial na composigéo do
esquema de primeira linha. Considerando a baixa barreira genética dos ITRNN, de apenas
uma unica mutacdo para conferir resisténcia a toda classe (TANG, SHAFER, 2012;
FERREIRA et al., 2013), a presenca de resisténcia transmitida aos ITRNN em individuos que
iniciam o tratamento inaugural deve consistir em terapia dupla funcional, podendo resultar em
supressdo viral parcial e favorecer a emergéncia de mutagdes adicionais, com consequente
extensdo da resisténcia terapéutica a classe dos ITRN (resisténcia cruzada).

As mutacBes de Resisténcia Transmitida relacionadas aos ITRNN encontradas
nesse estudo foram a K103N, K101E, G190A, sendo a primeira mais prevalente. Tais
mutacdes causam nivel elevado de resisténcia a nevirapina e efavirez; os antirretrovirais
preferenciais em esquemas de primeira linha na terapia inicial, podendo causar falha primaria
a TARV, resisténcia ampliada aos ITRNN, podendo restringir significativamente as opcdes
terapéuticas futuras. O individuo infectado com virus resistente; poderd desenvolver falha
terapéutica em duas ou quatro semanas do inicio do tratamento, comprometendo o regime
atual e os subsequentes, acarretando aumento de custos com novas drogas (MEDEIRQOS,
2011). Estudo realizado no Ceard entre 2002-2004 envolvendo pacientes com falha
terapéutica detectou principalmente a mutacdo K103N, com 27,3% de resisténcia aos ITRNN
(MEDEIROS, 2011). O perfil de resisténcia transmitida tem variado nos ultimos dez anos,
com aumento significativo da prevaléncia de resisténcia aos ITRNN, possivelmente
relacionado ao aumento crescente do uso desta classe de medicamento no Brasil. Também
parece ter havido leve aumento da resisténcia aos IP e reducdo da resisténcia aos ITRN
(BENNETT, 2008). A prevaléncia de resisténcia transmitida depende de muitos fatores, sendo
0 mais importante o perfil de utilizacdo de ARV na regido e principalmente quantos estdo em
falha terapéutica (BENNETT, 2008). A prevaléncia de resisténcia aos ITRNN (27,3%) em
pacientes em falha terapéutica no Ceard em 2011, explica de certo modo, o perfil de
resisténcia transmitida aos ITRNN mais elevado encontrado nesse estudo em 2014. O
aumento na prevaléncia de virus resistentes em pacientes com infecgdo cronica pode estar
associado com a maior frequéncia de transmissdo de virus resistentes em pacientes recém-
infectados (BENNETT, 2008).
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As mutacdes de Resisténcia Transmitida aos ITRN encontradas nesse estudo
foram D67N, T69D, V75A e V75M, que estdo relacionadas a nivel intermediario de
resisténcia a didanosina e a estavudina, além de baixo nivel de resisténcia a Zidovudina. As
MutacgOes de Resisténcia Transmitida aos IP encontradas nesse estudo foram M461 e V82L,
que estdo relacionadas a nivel intermediario de resisténcia ao tipranavir e baixo nivel de
resisténcia ao atazanavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir e fosamprenavir. As mutacées 82L e
461 dos IP podem reduzir a barreira genética e selecionar rapidamente cepas resistentes
(STANFORD, 2014).

A diversidade genética do HIV-1 também esta relacionada ao surgimento de
diversos grupos, subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs). O
subtipo B € o mais prevalente no Brasil, com mais recente tendéncia de aumento da
prevaléncia do subtipo C, especialmente nas Regides Sul e Sudeste do pais (BRIGIDO et al.,
2011). No Brasil a epidemia apresenta trés padrdes: nas Regides Sudeste, Nordeste e Centro-
Oeste a epidemia é caracterizada por uma maior presenca do subtipo B e formas
recombinantes BF1; na Regido Sul é caracterizado pela presenca do subtipo B e C e as formas
recombinantes contendo ambos os subtipos; na Regido Norte é caracterizado pela presenca
dos subtipos B e F e as formas recombinantes contendo ambos o0s subtipos, com auséncia do
subtipo C (FERREIRA et al., 2011). No Brasil, o subtipo B costuma representar até 90% das
linhagens de HIV-1 circulantes no Nordeste (COUTO-FERNANDEZ et al., 1999;
GADELHA et al., 2003; ARRUDA et al., 2011) e Centro-Oeste (CERQUEIRA et al., 2004;
STEFANI et al., 2007).

Vaérios estudos caracterizaram o0s subtipos circulantes no Brasil. O estudo de
Brindeiro et al., 2003, realizado em 2002, avaliou 409 amostras de seis capitais, sendo
somente 48 do Nordeste (30 amostras do Ceard e 18 amostras da Bahia), foi encontrado
predominancia do subtipo B (86,4%) e subtipo F (4,6%). O estudo de Inocéncio et al., 20009,
realizado em 2007/8, com 210 amostras de seis capitais, incluindo somente a Bahia da Regiéo
Nordeste, encontraram que 0 subtipo B (72%) € o mais prevalente, exceto em Porto Alegre
que predomina o subtipo C (69%), seguido do subtipo F e recombinantes BF (13%). O estudo
de Cavalcanti et al., 2007, em 502 amostras provenientes da Regido Nordeste, incluindo 241
amostras do Ceara, encontrou prevaléncia de 82,4% do subtipo B, 11,8% do subtipo F no
Nordeste (sendo 5,9% do subtipo F no Ceara), 1% do subtipo C e 4,6% de recombinantes.

Nesse estudo foram identificados os subtipos em 105 amostras, sendo mais
prevalente o subtipo B (86,7%), seguido pelo F (3,8%), C (2,8%) e formas



78

recombinantes (5,7%). Foi detectada pela primeira vez no Ceara a forma recombinante
circulante CRF02_AG (1,9%). Foram encontrados 3,8% de recombinantes BF nos genes da
PR e TR, consistindo na combinacdo de subtipo F na protease e subtipo B na transcriptase
reversa, sendo um desse classificado como CRF12 BF. Os dados encontrados ratificam
aqueles previamente encontrados no Ceard em 2003 (GADELHA et al., 2003); em 2007
(CAVALCANTI et al., 2007) e 2011 (ARRUDA et al., 2011). Em 2003 foram encontrados
pela primeira vez no Ceara, o subtipo F (2,7%) e recombinantes BF (2,7%) (GADELHA et
al., 2003). Em 2011 foi encontrado pela primeira vez no Ceara o subtipo C (5,4%) (ARRUDA
et al., 2011), com achados semelhantes sendo encontrados nesse estudo (2,8% de subtipo C).

Como os subtipos B, F1 e C circulam no Brasil em grupos populacionais
diferentes, podem ocorrer emergéncia de recombinantes intersubtipos, CRFs e URFs. Neste
estudo foram encontrados 5,7% de recombinantes. O recombinante BF foi encontrado em
quatro individuos, sendo uma amostra classificada como a forma recombinante circulante
CRF_12 BF. Recombinantes BF foram descritos desde 1986/87 em paises da América do Sul,
Argentina e Uruguai. Os varios recombinantes BF incluindo a CRF12_BF, derivam de um
ancestral comum, sendo a primeira CRF com origem no continente americano e
provavelmente a mais antiga de todas as CRFs de origem ndo africana (CARR, 2001; DIAZ,
2006). Como no MERCOSUL ha livre circulagdo de pessoas entre os paises da América do
Sul e o Brasil, facilitando as relages socio econdmicas e o turismo, possivelmente indicando
uma relacdo com as epidemias do HIV-1 das grandes metrépoles (BRIGIDO et al., 2005). A
forma recombinante circulante CRF_12 BF foi encontrada em varias cidades como Rio de
Janeiro (COUTO FERNANDEZ et al., 2005), S&o Paulo (BRIGIDO et al., 2005; DE SOUZA
et al., 2008) e Amazonas (CUNHA et al., 2012).

O recombinante AG (1,9%), constituido pelos subtipos A e G, foi encontrado pela
primeira vez no Ceara neste estudo, um achado compativel com o aumento da diversidade
genébmica do virus HIV-1, principalmente devido a intensa circulagdo de individuos
infectados em viagens internacionais, sendo o Ceara rota turistica com grande fluxo de
pessoas de varios paises do mundo, além de também aumento dos intercdmbios com
universidades africanas no Ceard. Algumas formas recombinantes circulantes sdo mais
frequentes do que o subtipo puro em determinadas regides, a CRF02_AG é o quarto mais
prevalente recombinante no mundo, sendo predominante na Africa Central e Ocidental, aonde
chega a representar 50-70% dos virus em circulacdo (DIAZ, 2006; HEMELAAR et al., 2011).
A CRF02_AG foi encontrado pela primeira vez no Rio de Janeiro (COUTO-FERNANDEZ et
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al., 2005) e 0 mosaico G em S3o Paulo (BRIGIDO et al., 2005) e posteriormente no Para
(MACHADO et al., 2009), Sdo Paulo (SANABANI et al., 2011; FERREIRA et al., 2013),
mostrando assim a possivel introducdo de novo subtipo do grupo M na epidemia do HIV-1 no
Brasil. Houve um aumento significante da propor¢do das CRFs, decréscimo das URFs e um
aumento global dos recombinantes (20%), sendo os mais prevalentes no mundo CRF02_AG
(8%) e CRF01_AE (5%) (HEMELAAR et al., 2011).

Apesar dos diversos estudos de caracterizacdo de resisténcia transmitida e
diversidade genética do HIV-1 terem sido realizados em amostras da populacdo brasileira,
ainda ha poucos dados relativos a Regido Nordeste e ao Estado do Ceard. A maioria dos
estudos foi realizada em pacientes das Regifes Sul e Sudeste, onde se concentram mais da
metade dos pacientes com HIV/AIDS do Brasil. Estudos periodicos da epidemia regional
devem ser realizados para o0 conhecimento da evolucdo da diversidade gendmica, da
disseminacéo de cepas resistente e da emergéncia de formas recombinantes.

Com a politica do tratamento como prevencdo (TasP), desde dezembro de 2013
no Brasil, 62 mil novos individuos infectados iniciaram tratamento até outubro de 2014;
somando quase 400 mil estdo em TARV (BRASIL, 2014). A transmissdo de cepas do HIV-1
resistentes pode implicar no aumento da possibilidade de falha primaria e na amplificacdo de
resisténcia, restringindo as opgdes terapéuticas posteriores. Por isso, estudos de vigilancia de
mutacdes de resisténcia aos ARVs sdo fundamentais para 0 monitoramento da epidemia
regional e para o planejamento da gestdo em saude, principalmente no contexto do uso
ampliado de TARV no Brasil.
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6 CONCLUSOES

O estudo possibilitou obter as seguintes conclusdes:

e A prevaléncia de novos casos de infecgcdo pelo HIV na populacdo de usuarios
do CTA em Fortaleza no periodo do estudo foi nove vezes mais elevada (3,6%) que na
populagéo geral (0,4%) do Brasil.

e A grande proporcédo de individuos jovens do sexo masculino, HSH, dentre os
novos casos de infeccdo pelo HIV-1, reforgca a necessidade de atengdo especial para a
prevencdo da transmissdo do HIV nesse segmento da populacéo, principalmente, porque todos
pacientes com mutacdo de resisténcia transmitida relatavam categoria HSH.

e A contagem de linfécitos T CD4+ superior a 351 células/pl em 73,1% dos
pacientes e linfécitos T CD4+ inferior a 200 células/ul em apenas 16,3% dos pacientes que
procuraram o CTA, cerca de metade da média estadual (32%), indica a importancia deste
servico na promogdo do diagnostico precoce e oportuno de seus USUArios.

e Os individuos com diagndstico recente apresentaram prevaléncia intermediaria
(9,5%) de resisténcia transmitida aos ARVs, sendo as mutagdes relacionadas a classe dos
ITRNN as mais frequentes. Este dado é preocupante, pelo o fato dessa classe pertencer ao
esquema terapéutico preferencial para o inicio da terapia recomendado pelo Ministério da
Saude. O achado reforca a importancia da vigilancia continua de resisténcia e a necessidade
do acompanhamento estreito dos individuos com diagndstico recente de infeccéo pelo HIV,
para orientacdo da escolha do regime terapéutico inicial.

e A mutacdo K103N foi a mais prevalente nesta populacdo, sendo esta associada
a resisténcia aos ITRNN, causando impacto na susceptibilidade ao Efavirenz e a Nevirapina,
drogas de primeira linha dos esquemas ARVs no Brasil.

e O estudo também mostrou alta variabilidade genética no gene pol do HIV-1,
com predominio dos subtipos B, F1 e C, demonstrando a importancia da vigilancia da
circulacdo de subtipos na regiéo.

e Ha aumento na diversidade genética do HIV-1 na populacdo estudada, em
relacdo aos estudos prévios, caracterizado especialmente pelo encontro de 5,7% de formas
recombinantes BF e AG.

e Foi encontrada pela primeira vez no Ceara a forma recombinante circulante
CRF02_AG.
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ANEXO A-TCLE

FUNDACI\O EDSON QUEIROZ
UNIVERSIDADE DE FORTALEZA
Consentimento Livre Esclarecido

Nome da Pesquisa: “Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e virologicas de
pacientes com infecgcao recente ou cronica pelo HIV-1 diagnosticada no CTA de
Fortaleza”

Pesquisadores responsaveis:  Prof. Dr. Jeova Keny Baima Colares
Profa. Dr. Danielle Malta Lima

A Universidade de Fortaleza, com a colaboragdo de outras instituicbes, esta
executando pesquisa em individuos que receberam diagnédstico recente de infecgao pelo
HIV, apds procura espontanea ao Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) de
Fortaleza. Neste estudo procuraremos inicialmente determinar o subgrupo de pacientes
cuja infecgao foi adquirida recentemente (Ultimos 6 meses), utilizando alguns testes
laboratoriais. Esta pesquisa permitira a obtengao de informacdes importantes relacionadas
a situagdo dos individuos recém-diagnosticados, quanto a presenga de sintomas e os
resultados de seus principais exames laboratoriais de rotina. Também ir4 estudar as
caracteristicas do virus em cada paciente, com atengdo especial para a detecgdo de
resisténcia do HIV aos medicamentos antirretrovirais. Estas informagbes poderéo ter
grande utilidade na organizagéo do atendimento de pacientes no Sistema Unico de Satde
(SUS), além de poder contribuir nas decisdes relacionadas a escolha de medicamentos no
seu tratamento. Espera-se que pelo menos 200 individuos de ambos os sexos e maiores
de 18 anos sejam incluidos nesta pesquisa.

Para a realizagdo deste estudo serd oferecido acompanhamento médico em alguma
das unidades de referéncia de nossa cidade, onde vocé tera consultas rotineiras e realizara
exames regulares, de forma semelhante a todos outros pacientes do SUS. Sera necessaria
a retirada de pequena quantidade adicional de seu sangue, com o objetivo de realizar os
estudos sobre a resisténcia do HIV. Uma ou mais coletas posteriores podem ser solicitadas
a vocé, mas a autorizagdo para uma Unica coleta agora ndo o obriga a aceitar coletas
posteriores. O sangue por vocé doado, além de permitir o isolamento e a caracterizac@o do
HIV, também deverd ter uma parte preservada para andlises posteriores em instituicoes
ligadas a Universidade de Fortaleza, sempre dentro dos objetivos descrito acima. Caso as
informagdes obtidas por esta pesquisa possam beneficid-lo, elas serdo prontamente
utilizadas para lhe oferecer o tratamento mais adequado. Vocé ndo tem obrigagé@o alguma
de contribuir para este ou outro estudo e, se decidir ndo participar, seu direito a assisténcia
médica e tratamento ndo serd afetado. Este estudo ndo prevé a utilizagdo de nenhuma
medicacao diferenciada da rotina recomendada pelo Ministério da Saude brasileiro.

Se vocé concordar em participar desta pesquisa, acontecera o seguinte:
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1. Algum profissional de saude podera fazer uma breve entrevista e, apds consulta
ao seu questionario, devera preencher um formulario no qual devera constar seu
nome, dados de identificagdo, entre outras informacdes. Todas essas
informacdes serdo anotadas de forma confidencial. Mesmo participando do
estudo vocé podera se recusar a fornecer qualquer informagao solicitada. O
resultado desta pesquisa, se divulgado, ird garantir o total anonimato dos
participantes e o carater confidencial das informagoes.

2. Seraretirado 10ml de sangue de seu brago. Como em qualquer coleta de sangue,
costuma haver desconforto local (picada da agulha) e risco de infecgao (raro) e
de formagao de hematomas leves. Todas as medidas habituais serdo tomadas
para que isso nao aconteca.

Mesmo assinando este documento vocé podera a qualquer momento recusar
qualquer um dos procedimentos oferecidos.

Qualquer duvida, favor entrar em contato com o Ambulatério de Infectologia (85
3477-3626) do Nucleo de Atengdo Médica Integrada da Universidade de Fortaleza ou no
fone mével do Projeto Primeiro Passo (85 9193-3236).

Eu, Jeova Keny Baima Colares, médico infectologista registrado no Conselho
Regional de Medicina do Ceara sob o nimero 5716, responsabilizo-me pelo cumprimento
das condig¢des aqui expostas.

Assinatura do pesquisador:

Apébs leitura e avaliagdo de todas as informagdes contidas neste formulario de
consentimento, afirmo ter compreendido o propdsito da pesquisa e concordo
voluntariamente em participar.

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Testemunha:

Paciente

Telefones para contato: Impresséo digital

Fortaleza, il
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ANEXO B - FORMULARIO SI-CTA

Republica F ivi Brasil
Fhinistériodb Saide - CTA-CENTROS DE TESTAGEM EACONSELHAMENTO [ Reduisico )
PN-DSTIAIDS FORMULARIO DE ATENDIMENTO DO SI-CTA
Local (instituigéo) de Origem / Encaminhamento Data Atendimento Tipo de Orientagdo (Pré-Teste)
8 J J [ 1] Individual (3] Nenhuma
8 L1t [2] Coletiva [ 4] Individual e Coletiva J
_§ Orientador(es)/Profissional 12 Atendimento no CTA Vai Fazer Coleta 12 Amostra
S [1]Sim [2]N&o [1]1Sim [ 2]Nao [1]Sim [2]N&o
.g N2 Requisicdo Anterior (obrigatdrio p/ 22 Amostra) Teste Nominal |[10]Mostra Nome Etiqueta
=] [1]Sim [2]Ndo || [1]Sim [ 2]Nao
[ ]
F\ Ne do Prontuario/Protocolo Fl Nome do Usudrio ou Senha
A J
:§ F Sexo J Gestante J F Idade Gestacional Data Nascimento J[ 1]E?)tad:d g/i/‘\l" (:e:iua%(]’ goniug:U J
i 4 eses ] as migado eparado
B Chlihee e lbem;) | [1]8im: [2] Mo o) L 110 [ 2] Solteiro(a) [4] Vidvo _ [99] Nao infor,
8 | [18] Raca/Cor [19]Escolaridade (anos estudos concluidos) [20] Ocupagio
8 | |[1]Branca [ 3] Amarela [5] Indigena J [1)Nenhuma [3]De4a7 [5]Del2a maisJ J
g \[2] Preta [4]Parda  [99] Ignorado J|[21De1a3 [4]De8a11 [99)-Ignorado
[21] Nimero do Cartéo SUS ’ E Nome da mée ’
[ ]
'8 & [23] Permite Contato * |[24] Tipode Contato
g [11Sim [2]Nao ] Telefone  [3]emal (51 Outros: ’
8 [21Comob [4]Mska Domicilr Assinatura do Usudrio
E: * Caso nao venha buscar o Itadk izo este servi¢o de salide a entrar em contat igo , respeitando o meu direito a privacidade e sigilo das informacdes.
co—
'48‘ FI Logradouro (rua, avenida...) J Complemento (apto, casa ...) J Numero J
-}
g [28] Municipio [29] Bairro [30| UF
. J J
& CEP (DDD) Telefone Zona Pais (se residente fora do Brasil)
S
810 - O T G e 21 )
( Dados Complementares )
E Motivo da Procura _ X X L. [36] Origem da Clientela (como ficou sabendo do servigo)
[ 1] Exposicao a situagao de risco [10] Janela imunolégica ; - 5
[ 2] Encaminhado por servigo de satde [11] Suspeita de DST [ 1] Material de divulgacao [7) ONG
[ 3] Encaminhado por banco de sangue [12] Prevengao [ 2) Amigos/Usuérios do servigo [ 8] Intemet
e [ 4] Encaminhado por clinicas de recuperagao [13] Exame pré-nupcial [ 3] Jomais/Rédio/Televisao [ 9] Campanha
'S [ 5] Sintomas relacionados a AIDS [14] Testagem para hepatite [ 4] Banco de sangue ) [10] Escola
2 [ 6] Admisso em emprego/Forgas Armadas  [15] Contato domicil. p/ hepatites | | [ 3] Servico/Profissional de Saude [97) Outros:
= [ 7] Conhecimento de status soroldgico [16] Oficina em escola [ 6] Servigos de informagéo telef. [99] Né&o informado
o [ 8] Exame pré-natal [97] Outros:
3 [ 9] Conferir resultado anterior [99] Nao Informado
.g 37] Encaminhamento Pré-Teste (até 3 opgoes) 38] Local Encaminhamento
a 1] Nenhum ) [ 6] Tratamento de DST  [11] Realizar hepatite C
[ 2] Repeti Exame/Inconclusivo [ 7] OrientagGes Gerais ~ [12] Realizar hepatite D
[3] Repet!r Ex./Janela imunolégica [ 8] Realizar ex. HIV [13] Realizar todos os Exames
[4] Rep_etl[ Exame /2% amostra [ 9] Realizar Ex. Sifilis  [97] Outros
[ 5] Assisténcia Psicossocial [10] Realizar hepatite B

Notas da Orientacao

(39] Notas da Orientagéo Pré-Teste / Observagoes:

Notas da Orientacdo Pds-Teste / Observacoes:

Pégina 1



Antecedentes Epidemiologicos

O

Informacgoes de Uso de Preservativos

Procurou Banco de Sangue para

[41] Apresentou DST nos
se testar nos Ultimos 12 meses ultimos 12 meses
[1]Sim [2] Nao

[1]Sim [2] Na

92

Continuacéo da Requisicéo -Pagina 2 J

[ 2] Farméacia

Se apresentou DST nos lltimos 12 meses, como fratou
1] Servigo de satde [ 3] Auto-medicagao [ 5] Nao tratou [99] Nao informado
[ 4] Nao lembra [98] Nao se aplica

Usou Drogas nos m Se Fez uso de drogas nos Ultimos 12 meses, Especifique Quais e Suas Freqiiéncias >

(ltimos 12 meses | [ 1] Alcool [3] Cocaina Aspirada [ 5) Crack [7] Anfetaminas____ | de.uso de drogas:

[ 1]Sim [2]N&o || [2] Maconha [4] Cocaina Injetavel [ 6] Heroina [8] Outras 1-Nuncausou )
2- J4 usou, mas nao usa mais|

Legendas p/ freqiiéncia

Compartilhou Seringas/Agulhas nos Gltimos 12 meses 3- Usa vez em quando
[1] Sim [ 2] Nao [ 3] Nao lembra [98] N&o se aplica [99] Néo informado 4- Usa freqiientemente
1
Tipo de Parceirias Sexuais e Quantidade (em numeros) [1]Homens____ [ 4]Travestis/Transexuais [99] Nao informado
nos (ltimos 12 meses [2]Mulheres______ [98] Nao se aplica

[ 3] Compart. seingas/agulhas [ 5] Ocupacional (exp. mat. biologico)

Tipo de Exposicdo (marque com X até 2 op¢oes de resposta)
[ 1] Relagéo Sexual
[ 2] Transf. de sangue/hemod. [ 4] Hemofilia

| 6] Transmissao vertical

[ 7) Nao relata risco Biolog. [99] Nao informado
[97] Outros

Uso do Preservativo ¢/ Parceiro Fixo
[ 1] Usou todas as vezes 4] Usou mais da metade das

[ 2] Nao usou [98] Nao se aplica
[ 3] Usou menos da metade das vezes [99] Nao informado

Eatual) nos ultimos 12 meses

[49] Uso do Preservativo na Ultima Relagdo com Parceiro Fixo

@ Motivo de Nao Usar Preservativos com Parceiro Fixo
[ 1]N&o gosta [ 6]Confia no parceiro
[ 2]N&o acredita na eficécia [ 7)Sob efeito de drogas/élcool
[ 3]Nao sabe usar [ 8]Nao consegue negociar

vezes [1] Sim [ 4] Sim, mas rompeu
[2] Nao [98] Nao se aplica
[ 3] Nao lembra [99] Nao informado
[11]Negociou nao usar [17]Disfun¢éo sexual
[12]N&o tinha informagao [18]Violéncia sexual
[13]Nao tem condicdes de comprar [19] Alergia ao Produto
[14]Nao deu tempo/tesao [97]Outros

[98]Nao se aplica

[ 4]Parceiro(a) nao aceita

[ 9)Achou que o outro ndo tinha HIV

[15]Desejo de ter filho

[ 5]N&o dispunha no momento

[10]Acha que ndo vai pegar

[16]Tamanho do preservativo pg/gd [99]N&o informado

Risco do Parceiro Fixo
[ 1] Relacoes bissexuais

[ 3] Usudrio de drogas injetaveis

[ 2] Transfusao de sangue/hemofilico [ 4] Uso de outras drogas

[5] Soropositivo p/ HIV [ 7] Outros [99] N&o informado

e
@ Uso do Preservativo c/ Parceiro(s) Eventual(is) nos ult. 12 meses
[ 1] Usou todas as vezes
[ 2] Nao usou [98] Nao se aplica

[ 3] Usou menos da metade das vezes [99] Nao informado

[ 4] Usou mais da metade das veze:

54| Motivo de Nao Usar Preservativos com Parceiro Eventual
[ 1]Nao gosta [ 6]Confia no parceiro

[ 2]Nao acredita na eficacia
[ 3]Nao sabe usar
[ 4]Parceiro(a) ndo aceita

[ 7]Sob efeito de drogas/élcool
[ 8]Nao consegue negociar

[ 6] Tem ou teve DST [98] Nao se aplica
1
Uso do Preservativo na Ultima Relagéo ¢/ Parceiro Eventual

[1] S|~m [ 4] Sim, mas rompeu

[2] Na_o [98] Nao se aplica

[ 3] Néo lembra [99] Nao informado
[11]Negociou nao usar [17)Disfung@o sexual
[12]N&o tinha informagéo [18]Violéncia sexual
[13]Nao tem condi¢des de comprar [19] Alergia ao Produto
[14]Néo deu tempo/tesao [97]Outros

[ 9]Achou que o outro ndo tinha HIV

[15]Desejo de ter filho [98]Nao se aplica

[ 5]Nao dispunha no momento

[10]Acha que nao vai pegar

[16]Tamanho do preservativo pg/gd [99]Nao informado

55] Recorte Populacional ( marque com X até 3 opgdes de resposta) [g] gsuano de °“d°[fa s aroaz?\s// e [12] Travesti/Transexual
g [ 1] Populagdo em geral [ 4] Profissional do sexo %9} ngt.?a%:;/(ljv:BSTcom 4 [} 2] Ee;i‘(’ja eltln exciltusgfos/gmal
2 [ 2] Populagéo confinada [ 5] Homem que faz sexo com homem 4 ) ) [14] Portador Hepetite
oo [ 3] Caminhoneiro [ 6] Usuario de drogas injetaveis H?} ;*er?ofl.hco Ie dZOMrSdnsfunmdo Ea g} gstudante
rofissional de satde utros:

]
= | [56] Encaminhamento(s) Pos-Teste (até 3 opcdes) 57|Local (is) de Encaminhamento (s) Pés-Teste | [59] Materias / Preser.
“E’ '% [ 1] Nenhum [ 7] Tratamento para hepatites fornecidos:

S | | [2] Repetir exame HIV/Inconclusivo [ 8] Tratamento para HIV
£ .Q [ 3] Repetir/Janela imunoldgica [ 9] Repetir ex. Hepatite/incon. ;
€ & | [4] Repelir ecame/2* amostra  [10] Tratamento de Sl 58] Orfentador da Entrega
2 ol | [5] Assisténcia psicossocial [11] Vacina Hepatite B
— [ 6] Tratamento de DST [97] Outros:
C Dados de Resultado D
[60] HIV TipodaAmostraj {62 Data Entrega: Hepatite B [64] Sifilis
_ —— A I N 16 O iy ey VDRL
o | |Detalhamento do tipo de teste realizado: | C antitiov ] HBsAg I Titagio:
£ || [1Eisa [ 2 Elisae Confimatorio CTT T | e L [ ]Dosnca Ativa
B || [ 3] Teste Rapico; esultado do Tipo doTeste: l:lg ANTHBs [ ) | [ | Cicatriz Sorolég
C | i :
% I%;o":,;%esn::uzfo.e i (65 0utras Doengas e Seus Resultados | Legendas de Resultados: |
; ] ‘| Legenda do Algoritmo do Teste Répido: -Na i
E ™[ 1] M ot 1-Nao Reagentg/[\legatlvo
2 || [ 1L_1 |2-TesteRépido HIV /2 Bio- ——|2-Reagente/Positivo
e [T | WManguinhos | 3-Indeterminado
Resultado Final Algoritmo HIV: [ ] d-ignorado

5-NAo realizado  Pég. 2
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: INSTRUGOES DE PREENCHIMENTO DO FORMULARIO DE ATENDIMENTO - SICTA v.2005

Instrucdes Gerais:

- Dados de orientagao: as questdes de 1 a 10 deverdo ser preenchidas para todos os usudrios que buscarem o CTA.

- Dados do Usudrio: todas as questdes deverao ser preenchidas, as questdes 21 e 22 deverdo ser preenchidas apenas para usudrios que optaren
por teste nominal. Dados de residéncia (questdes 25 a 34): no caso de usudrios que nao autorizarem contato do servico (questao 23), deverao sef
preenchidas apenas os campos "28 - municipio e 29-Bairro". Os demais dados residenciais nao deverao ser preenchidos.
- Todos os demais campos (35 a 63) deverao ser preenchidos para todos 0s usuarios.

Instrucdes dos Campos da 12 pagina :

1 - Local de Origem. Refere-se a unidade de satde (instituicao) que encaminhou o usudrio. Caso seja demanda espontanea é o préprio CTA.

2 - Data de atendimento - Introduzir a data de realizagéo do atendimento pré-teste no CTA. Devera ser anotada no formato dd/mm/aaaa.

3 - Tipo de orientagdo (Pré-Teste) - Registrar se o usudrio passou pelo aconselhamento pré-teste individual, coletivo ou individual e coletivo. N&o
€ esperado que qualquer usuario realize coleta de sangue sem qualquer abordagem (individual e coletiva), mas caso isto tenha acontecido,
registrar "nenhuma" orientagéo/aconselhamento pré-teste.

4 - Orientador(es)/Profissional - Introduzir o nome do(s) profissional(is) responsével(is) pelo(s) atendimento(s) pré-teste.

5 - 12 atendimento no CTA - Introduzir a resposta fornecida pelo usudrio quanto ao fato de ser ou ndo a primeira vez que é atendida neste CTA.
6- Vai fazer coleta - Refere-se a coleta de sangue. Registrar se o usudrio decidiu submeter-se a quaisquer das testagens oferecidas: HIV, Sifilis,
Hepatites B, C e D.

7 - 12 amostra - Registrar "sim" se corresponder a primeira coleta realizada para testagem (triagem soroldgica). Registrar "ndo" apenas quando for
coleta para exame confirmatério do resultado da primeira amostra (ou seja, quando o primeiro resultado tiver sido positivo/reagente ou
indeterminado/inconclusivo). Todas as outras situagdes entram como 12 amostra. Ex.: pessoa que retoma para realizar novo exame porque
estava em janela imunolégica entra como 12 amostra .

8- N°da requisicao anterior - Introduzir o nimero que identifica a requisicao anterior do mesmo usudrio atendido outras vezes no CTA. O
preenchimento desta informagao € particularmente importante (obrigatorio) nos casos de segunda amostra, permitindo vincular a exame anterior.
9 - Teste nominal - Registrar se o usudrio optou por identificar-se ou manter o anonimato.

10 - Mostra nome na etiqueta - Opcao de imprimir ou nao o nome do usudrio na etiqueta.

11 - N® do Prontudrio/Protocolo - Introduzir 0 niimero do prontudrio/protocolo do usudrio no servigo (se houver). Esta informagao facilita a
identificagéo e consulta do mesmo no sistema, principalmente daqueles que se identificaram e realizaram mais de uma testagem no CTA.

12 - Nome (Senha) - Introduzir 0 nome do usudrio ou a senha escolhida por ele. No caso de testes nominais, o nome completo deve ser checado
com documentos.

13 - Sexo - Masculino ou feminino

14 - Gestante - Registrar se a mulher esté gestante ou ndo.

15 - Idade gestacional - Registrar o tempo de gestagao (em meses) referido pela mulher.

16 - Data de nascimento - Registrar a data de nascimento do usudrio - preencher no formato dd/mm/aa

17 - Estado civil/ Situacao conjugal - Registrar a situagao conjugal atual do usudrio. Casado/amigado serd definido pelo fato de morar com o(a)
parceiro(a). Por exemplo, se uma mulher é vitiva e atualmente estd amigada com alguém, prevalece a situacdo atual - casada/amigada.

18 - Raga/cor - Pedir ao usudrio que refira, dentre as opgdes disponiveis, sua raga/cor. E importante observar que esta classificagao deverd ser
auto-referida, isto &, o profissional deverd pedir ao usudrio que ele relate sua propria cor dentre as categorias oferecidas.

19 -Escolaridade - Registrar o nimero de anos de estudo concluidos pelo usudrio, dentro das faixas disponiveis. Lembretes: até 32 série do
ensino fundamental marcar "1 a 3 anos de estudo concluidos"; 42 a 72 série do ensino fundamental marcar "4 a 7 anos de estudo concluidos";
ensino fundamental completo ou ensino médio marcar "8 a 11 anos de estudo concluidos"; ensino superior completo ou incompleto marcar “de 12
a mais anos de estudo concluidos".

20 -Ocupagao - Devera ser preenchida de acordo com a Classificagéo Brasileira de Ocupagdes. Nao se trata de registrar a profisséo/categoria
profissional, mas sim de registrar a ocupagao (trabalho) atual do usuério.

21 - N° do cartdo SUS - Registrar 0 niimero do cartdo do SUS, caso o usudrio possua. Este campo devera ser preenchido apenas por usudrios
que optarem por teste nominal. Para aqueles que optaram por teste nominal e ndo possuirem o cartao, registrar "ndo possui".

22 -Nome da mae - Este campo devera ser preenchido somente nos casos em que 0 usuario tenha optado por fazer o teste nominal.

23 - Pemite contato - O preenchimento deste campo é obrigatdrio e requer atencéo especial dos profissionais. O profissional deveré perguntar a
usudrio se ele permite que o servico entre em contato com ele em caso de necessidade; por exemplo, se ele ndo retomar para buscar resultados
de exames, ou se 0 servico necessitar mudar data de agendamento. Além de uma autorizag&o de contato, implica também na assungéo de
compromisso ético dos profissionais. Através desta permissao, os aconselhadores comprometem-se a fazer uso cauteloso das informagdes
prestadas, sempre visando resguardar ao méximo o sigilo e confidencialidade das informagdes. Na prética isto significa, por exemplo, nao
identificar o remetente (no caso, 0 CTA) nas correspondéncias enviadas e respeitar estritamente a forma de contato que o usudrio autorizou. Con
iss0, 0 que se busca é evitar qualquer impacto social negativo que possa advir da realizagéo deste procedimento.

24 -Tipo de contato - Caso o usudrio autorize o contato do servigo, deverdo ser registradas as formas de contato por ele autorizadas Informagdes
adicionais e outras formas de contato autorizadas devem ser registradas no campo reservado as anotagées do aconselhamento pré-teste.
IMPORTANTE: Caso o usudrio autorize que o servico entre em contato, ele deverd assinar o formuldrio, no campo ao lado da questao 24.

25 - Logradouro - Refere-se ao enderego de residéncia do usudrio - nome da rua, avenida, entre outros. Observar que as informagdes de
enderecos (exceto municipio) s6 deverdo ser preenchidas caso o usudrio autorize contato.

26 - Complemento - Refere-se ao complemento de residéncia, podendo ser casa, apartamento, fundos etc. Se o usudrio morar em prédio,
registrar aqui o nimero do apartamento.

27 - Ndmero - Nimero da casa ou do prédio em que reside o usudrio.
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28 - Municipio - Refere-se ao municipio, cidade de residéncia do usuario.

29 - Bairro - Refere-se ao bairro de residéncia do usuario.

30 - UF - Introduzir a siga da Unidade Federada (Estado) de residéncia do usudrio.

31 - CEP - Introduzir o Cddigo de Enderego Postal correspondente ao endereco de residéncia do usuario.

32 - Telefone - Registrar o telefone fomecido pelo usudrio.

33 - Zona - Registrar se o usudrio reside em zona rural ou urbana.

34 - Pais - Registrar o nome do pais de residéncia, caso o usudrio nao resida no Brasil.

35 - Motivo da procura - Registrar o motivo que levou o usudrio a procurar o CTA. Observe-se, por exemplo, que nem todas as gestantes vao
ao CTA para realizar exame pré-natal; podem chegar ao CTA, por exemplo, por terem vivido uma situagao de risco, ou em fungéo do
aparecimento de sinais de DST.

36 - Origem da clientela (como ficou sabendo o servigo) - Registrar a forma através da qual o usuério ficou sabendo do CTA.

37 - Encaminhamentos pré-teste - Registrar o(s) encaminhamento(s) realizados apés atendimento pré-teste. Poderdo ser registrados até trés
encaminhamentos.

38 - Local de encaminhamento - Registrar o nome dos locais para onde foi encaminhado o usudrio apés o atendimento pré-teste.

39 - Notas da orientagao pré-teste/orientacoes - Registro de informagdes complementares do atendimento pré-teste, quando houver.

. Notas da Orientagéo pds-Teste /orientacdes. Registro de informagdes complementares do atendimento pré-teste, quando houver.

Instrucdes dos Campos da 22 pagina :

40 - Procurou banco de sangue para se testar nos (ltimos 12 meses - Registrar se nos Gltimos 12 meses o usudrio fez doagao de sangue
com o intuito de testar-se. )

41 - Apresentou DST nos Ultimos 12 meses - E papel do aconselhador ajudar o usudrio a identificar se teve ou ndo uma DST nos Uftimos 12
meses, verificar com ele se teve sinais/sintomas de DST (por exemplo, tlcera genital, corrimento uretral, corrimento vaginal/cervical,
verrugas genitais, bolhas).

42 - Se apresentou DST nos Ultimos 12 meses, como tratou - Caso o usudrio relate ter tido DST nos Ultimos 12 meses, registrar o tipo de
tratamento que ele buscou.

43 - Usou Drogas nos Ultimos 12 meses - refere-se ao uso, relatado pelo usuario, de qualquer droga (inclusive o dlcool) nos dltimos 12
meses.

44 - Se fez uso de drogas nos Ultimos 12 meses - Especificar a freqliéncia com que o usuario relata ter usado cada uma das drogas
descritas, no periodo de 12 meses, observando a legenda no quadro ao lado da questao. Exemplo: no caso de um usudrio que faga uso
freqliente de dlcool e cocaina aspirada, ja fez uso de merla, mas nunca usou outras drogas: élcool: 4; maconha: 0; cocaina aspirada: 4;
cocaina injetavel: 0, crack: 0; heroina: 0; anfetaminas: 0; merla: 2.

45 - Compartilhou seringas nos Ultimos 12 meses - Caso o usudrio relate uso de drogas injetaveis, de anabolizantes ou de silicone injetavel
(prética bastante fregliente entre as travestis), 0 aconselhador deverd investigar se ele faz uso de seringas e agulhas descartaveis ou se
compartilha com outros usudrios. Se o usudrio nao relatar uso de substancias injetéveis, deverd ser preenchido o campo "nao se aplica”.

46 - Tipo de parceria(s) sexual(is) e quantidade - Registrar o nimero de parceiros homens, de parceiras mulheres e de parceiras travestis
com 0s quais 0 usuério refere ter se relacionado sexualmente nos Ultimos 12 meses. Se o usuério nao tiver tido relagdes sexuais com umas
destas parcerias, devera ser registrado 0 (zero). Se o usudrio nao tiver tido relagdes sexuais nos Ultimos 12 meses, devera ser registrado o
campo "nao se aplica".

47 - Tipo de exposicao - Registrar de que formas o usudrio relata ter se exposto ao risco de infecgao pelo HIV. Poderdo ser assinaladas até
duas formas de exposicéo.

48 - Uso de preservativo com parceiro(a) fixo(a) nos tltimos 12 meses - Registrar com que freqliéncia o usuario relata ter usado preservativo
masculino ou feminino nas relagées sexuais com seu(s) parceiro(s) fixo(s). Por "menos da metade das vezes" entenda-se "na maioria das
vezes nao usou preservativo" e para "usa mais da metade das vezes" entenda-se "usou preservativo na maioria das relagées sexuais que
teve" nos (ltimos 12 meses.

49 - Uso do preservativo na Ultima relagao com parceiro fixo - Refere-se ao uso do preservativo na tltima relagéo sexual que o usudrio teve
com parceiro fixo, nos tltimos 12 meses.

50 - Motivo de ndo usar preservativos com parceiro(a) fixo(a) - Caso o usurio relate nao usar sempre o preservativo com seu(s) parceiro(s)
fixo(s), investigar qual a principal razdo que a leva a nao usar. Esta questao nao deve ser lida para o usudrio, mas preenchida apés
exploragao do tema com usudrio. A partir desta conversa o aconselhador deve registrar a principal razao identificada para o nao uso do
preservativo nos Ultimos 12 meses com parceiro fixo.

51 - Risco do parceiro fixo - O aconselhador deve procurar identificar junto ao usudrio que riscos ele identifica em seu/sua parceiro(a) fixo(a)
e caso ele nao identifique nenhum risco, registrar "nao se aplica".

52 - Uso do Preservativo com parceiro(s) eventual(is) nos tltimos 12 meses - Registrar com que freqiiéncia o usudrio relata ter usado
preservativo masculino ou feminino nas relagdes sexuais com seu(s) parceiro(s) eventuais(s) nos Ultimos 12 meses. Por "‘menos da metade
das vezes" entenda-se "na maioria das vezes n@o usou preservativo" e para "usa mais da metade das vezes" entenda-se "usou preservativo
na maioria das relagdes sexuais que teve" nos Ultimos 12 meses.

53 - Uso do preservativo na Ultima relagao com parceiro(a) eventual - Refere-se ao uso do preservativo na Ultima relagao sexual que o
usudrio teve com um parceiro eventual.

54 - Motivo de ndo usar preservativos com parceiro eventual - Caso 0 usudrio relate ndo usar sempre o preservativo com seu(s) parceiro(s)
eventual(is), investigar qual a principal razo que o leva a ndo usar e registra-la.
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55 - Recorte populacional - Identificar a qual dos grupos populacionais relacionados o(a) usudrio(a) pertence. Caso 0 usudrio pertenga a mais
de um grupo, é permitido registrar até trés opgdes. Por exemplo: Um usudrio pode ser HSH, portador de DST e profissional do sexo. Obs:
Mulheres que fazem sexo com mulheres devem ser categorizadas em "outros". Importante: A categoria "Pessoa vivendo com HIV/AIDS"
refere-se ao portador do HIV/AIDS.

56 - Registrar os encaminhamentos feitos apds a entrega do resultado ao usudrio. Poderdo ser assinalados até trés encaminhamentos.
57 - Local(is) de encaminhamento(s) pés-teste - Descrever para que servigos de satide, ONG, ou outro local, o(a) usudrio(a) foi
encaminhado(a) apds ter recebido o resultado de seus exames.

58 - Orientador da Entrega - Identificar o profissional que realizou 0 aconselhamento pés-teste e a entrega do resultado dos exames.

59 - Materiais/ Preservativos fomecidos --Se houve entrega de materiais informativos e de preservativos, identificar qual e quantos foram
disponibilizados para o usudrio.

DADOS DE RESULTADO:

RESULTADO HIV:

60 - Tipo de teste realizado para diagnostico da infecgao do HIV. Selecione (1) para Elisa, (2) para Elisa e Confirmatdrio e (3) para Teste
Répido. Caso tenha sido solicitado o teste confirmatério, registrar somente o campo Elisa e confirmatdrio (com o resultado do
confirmatdrio), ndo havendo necessidade de registrar o campo Elisa.

- No caso de realizagao dos Testes Répidos , sempre devem ser preenchidos no minimo dois campos de resultados. Registrar os testes
realizados (T1, T2, T3), de acordo com o algoritmo da Portaria N° 34/SVS/MS, de 28/07/2005 e resultados. Observar as
legendas dos resultados no canto inferior direito do formulario.

Resultado final algoritmo HIV: O registro do resultado final do algoritmo do HIV sera feito automaticamente pelo sistema.
61 - Tipo da Amostra - Descreva a amostra utilizada para o teste HIV (soro, plasma ou sangue total)

62 - Data de entrega - Registrar a data de entrega do resuftado HIV.

RESULTADO HEPATITE:
63 - Anti-HCV - registrar o resultado da triagem sorolégica para hepatite C; Anti-HDV - registrar o resultado da triagem sorolégica para
hepatite D; Para Hepatite B registrar, segundo legenda, se hé presenga dos marcadores HbsAg, Anti-HBc total, Anti-HBs.

RESULTADO SIFILIS:

64 - VDRL - Registrar qual o titulo de VDRL foi encontrado. Ex: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 etc.

Informagdes técnicas que apdiam o preenchimento dos resultados dos exames de sifilis:Doenca ativa: considerar VDRL reagente em
qualquer titulag@o, desde que nao haja resutado de exames confimatdrios (FTA-abs, TPHA, ELISA) com resultado "negativo" ou "nédo
reagente".

Cicatriz sorolégica: VDRL com titulos até 1:4 podem ser consideradoscicatriz" soroldgica se houver documentagéo de tratamento anterior
para sffilis, com queda de 2 titulosou quatro vezes (por exemplo, de 1:8 para 1:2 sem elevagao que sugirare-infeccéo ou nova infecgao).
Caso nao haja comprovagao do tratamento e queda dos titulos considerar como doenga ativa.

VDRL com titulagao até 1:4, pode significar também um falso positivo (em razéo de outras doengas), , doenga inicial (menos de 30 dias de
infecg@o) ou com muitos anos de evolugao e por isso requer a realizagéo de testes confimatdrios e seguimento.VDRL reagente em qualquer
titulagdo, caso ndo seja possivel afastar cicatriz soroldgica ou falso positivo, indica a necessidade de encaminhamento a unidade de satde
de referéncia;VDRL ndo reagente: considerar como ndo infectado; avaliar histéria clinica e epidemioldgica para, se necessario, promover
nova investigagéo laboratorial em 30 a 60 dias;

65 - Especificar outras doengas e seus resultados - Caso o usudrio tenha feito mais exames registrar seus resultados.
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ANEXO C - QUESTIONARIO SOCIO COMPORTAMENTAL

L N

tojeto frimeiro fasso

Caracteristicas epidemiologicas, clinicas e virolégicas de pacientes com
infeccao recente ou crénica pelo HIV-1 diagnosticada no CTA de Fortaleza

Questionario Sociocomportamental

N2 Projeto: Data inclusao: ___/ /

Dados orientacéo

2. Data atendimento: ___ /__/

5. Primeiro atendimento CTA? () Sim ( ) Néo

E1. Caso item 5 for “Nao”:

Ultimo atendimento CTA (tempo ou data): ou__ [ 1/
Orientada segunda coleta (+30 dias)? ( ) Nao () Sim (Data primeira: __ /[ )
E2. Ultimo resultado sorologia anti-HIV: (Data exame: __ /| )

() Nuncarealizou ( )Positivo ( )Negativo ( )Indeterminada (duvidoso)
E3. Apresentou exposicao (sexual ou parenteral) de risco nos ultimos 6 meses?
( )Né&olembra ( )N&o ( )Sim (tempo ou data):
E4. Apresentou quadro febril com duragao maior que 3 dias nos ultimos 6 meses?
( )N&olembra ( )N&o ( )Sim (tempo ou data):
() Quanto tempo durou a febre?

() Sintomas associados:

Sintomas de infeccdo aguda: febre, dor de garganta, carocos (ganglios) no pescogo, manchas vermelhas na pele
(exantema), dor de cabeca (cefaleia) e no corpo (mialgias/artralgias). Pode ser confundida com dengue (febre até 7 dias).

ES5. Apresenta (ou apresentou recentemente) sintomas de HIV/Aids?
( ) Nao ( ) Sim; quais?

Sintomas importantes: Candidiase oral, herpes zoster, diarreia (>1 més), febre (>1 més), perda de peso (> 10%),
tuberculose, doencas oportunistas.

Dados do usuario

11. Prontuario / no. CTA: 12. Nome / senha:
13. Sexo: () Masculino ( ) Feminino 14. Gestante?( ) Sim () Néo
16. Data de nascimento: ___ /___/
17. Estado civil: 1. Casado(a)/amigado(a) ( ) 3. Separado(a) ( )
2. Solteiro(a) ( ) 4. Viavo(a) ( ) 99. Néo informado ( )
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19. Escolaridade: 1. Nenhuma ( ) 3.4a7anos( ) 5. 12 oumaisanos ( )
2.1a3anos( ) 4.8-11anos( ) 99. Ignorado ()

E.6 Renda pessoal mensal:

E.7 Renda familiar mensal:

Autorizacédo para contato

23. Permite contato? S( )N( )
24. Tipo contato:

Dados de residéncia

25. Logradouro: 27. No.
28. Municipio: () Fortaleza ( ) Outro:

29. Bairro:

30. Estado (se diferente de Ceara):
31. CEP: -

Dados da requisicao

35. Motivo da procura: Cédigo () OBS:
36. Origem da clientela: Cédigo () OBS:
37. Encaminhamento pré-teste: Codigo (até 3) ( )( ) ( )

Antecedentes epidemiologicos

40. Procurou banco de sangue para realizar teste (Ultimos 12 meses)? ( ) Sim () Nao
41. Apresentou DST (ultimos 12 meses)? ( ) Sim () Nao

43. Usou drogas (ultimos 12 meses)? ( ) Sim () Néo

44M. Em caso afirmativo (altimos 12 meses), especifique (marque com x):
() Néo se aplica
( )Alcool () Maconha () Cocaina aspirada () Cocaina injetavel

() Crack () Heroina () Anfetaminas () Outras:

45. Compartilhou seringas/ agulhas (ultimos 12 meses)?
1.8Sim( )2.Nado 3.Naolembra( ) 98. N&o se aplica 99. Né&o informado ( )

46M. Tipo de parcerias sexuais e quantidade (no. parceiros) nos ultimos 12 meses:
( )Homens ( )Mulheres( ) Travestisfiransexuais 98. N&o se aplica ( )
OBS: Marcar 00 (zero) se nenhum. 99. Néo informado ( )
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47. Tipo de exposicéo (marque até duas opcdes):

( ) Relacédo sexual ( ) Transfuséo () Compartilhamento de seringas/agulhas
() Hemofilia () Ocupacional () Transmissé&o vertical
() N&o relata () N&oinformado ( ) Outros:

E8. Tipo de exposicdo sexual nos ultimos 12 meses:

Vaginal: Anal: Oral:
() Receptivo () Receptivo () Receptivo
() Insertivo () Insertivo () Insertivo

() Nao informado ( ) Né&oinformado ( ) N&o informado

Informacodes de uso de preservativos

48. Uso de preservativo com parceiro fixo (atual) nos ultimos 12 meses?
1. Todas ( ) 4. Usou (>50%) ( )
2. Néo usou ( ) 98. N&o se aplica ( )
3. Usou (<50%) 99. Néo informado ( )

49. Uso de preservativo Ultima relacéo com parceiro fixo?

1.Sim () 4. Sim, mas rompeu ( )
2.Néo ( ) 98. Néo se aplica ( )
3. Néo lembra ( ) 99. Ndo informado ( )

51M. Risco do parceiro fixo:

1. Relacéo bissexual ( ) 4. Outras drogas () 7.Outros ()

2. Transfuséo/hemofilico () 5. Soropositivo HIV () 8. Profissional do sexo ( )
3. Drogas injetaveis () 6. Tem ou teve DST ( )

98. N&o se aplica ( ) 99. Né&o informado ( )

52. Uso de preservativo com parceiro(s) eventual(is) nos ultimos 12 meses?
1. Todas( ) 4. Usou (>50%) ()
2. Néousou ( ) 98. N&o se aplica ( )
3. Usou (<50%) 99. N&o informado ( )

53. Uso de preservativo ultima relacdo com parceiro(s) eventual(is)?

1.Sim ( ) 4. Sim, mas rompeu ()
2.Néo( ) 98. Néo se aplica ( )
3. Nao lembra ( ) 99. N&o informado ( )
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E9. Risco do parceiro eventual:

1. Relacéo bissexual ( ) 4. Outras drogas ( ) 7.0utros ()

2. Transfusé@o/hemofilico ( ) 5. Soropositivo HIV () 8. Profissional do sexo ( )
3. Drogas injetaveis () 6. Tem ou teve DST ( )

98. Néo se aplica ( ) 99. N&o informado ( )

55. Recorte populacional (marcar até 3 opgdes):
1. Geral () 6. Uso drogas injetaveis () 11. Profis. saude
2. Confinamento () 7. Uso outras drogas ( ) 12. Travestiffransexual ( )
3. Caminhoneiro ( ) 8. Pessoavivendo HIV ( ) 13. Excluséo social ( )
4. Profis. sexo( ) 9. Portador DST( ) 14. Portador hepatites B/C/D ( )
5.HSH( ) 10. Politransfundido ( ) 15. Estudante ( )
97. Outros ( ):

Encaminhamento pés-teste

56. Encaminhamento pos-teste (até 3 opcdes)

1. Nenhum ( ) 5. Assisténcia psicossocial () 9. Repetir hepatite ( )

2. Repetir HIV/inconcl. () 6. Tratamento DST ( ) 10. Tratamento sifilis ( )
3. Repetir HIV (janela) ( ) 7. Tratamento hepatites ( ) 11. Vacina hepatite B ( )
4. Repetir HIV (22 amostra) 8. Tratamento HIV ( ) 97. Outros

57. Servico(s) de encaminhamento(s) pos-teste:

Resultado laboratorial (testes rapidos):
¢ HIV(Data:__ [ [ )
Resultado: ( ) Positivo ( ) Negativo ( )Indeterminado ( ) N&o realizado

e Hepatite B
Resultado: ( ) Positivo ( ) Negativo ( )Indeterminado ( ) N&o realizado

e Hepatite C
Resultado: ( ) Positivo ( ) Negativo ( )Indeterminado ( ) N&o realizado

o Sifilis

Resultado: ( ) Positivo ( ) Negativo ( )Indeterminado ( ) N&o realizado
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ANEXO D - QUESTIONARIO CLINICO-LABORATORIAL

frojeto frimeiro fasso

Caracteristicas epidemiolégicas, clinicas e virologicas de pacientes com
infecgcao recente ou crénica pelo HIV-1 diagnosticada no CTA de Fortaleza

Questionario Clinico-laboratorial

N2 Projeto: Data inclusao: ___/ /

E11. Avaliacao infecgao recente
e Clinico-epidemiolégica ( ) Recente ( ) Nao ( ) Nao disponivel

¢ Imunolégica

o BED-1 ( ) Recente ( ) Nao ( ) Nao disponivel
o BED-2 ( ) Recente ( ) Nao ( ) Nao disponivel
e Virolégica ( ) Recente ( ) Nao ( ) Nao disponivel
E12. Exames laboratoriais (Data: ___ /| / )

Opcoes de preenchimento (ver tabela):
e Valores do exame
e Positivo (+)
¢ Negativo (-)
¢ Indeterminado (IND)
¢ N&o realizado (NR)
¢ Normal
e Alterado
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Exame
Hematocrito

Resultado

Observacgoes

Hemoglobina

Leucocitos

Linfocitos (%)

Linfocitos (Absoluto)

rPlaquetas

Ureia

Creatinina

Albumina

Globulinas

[TAPANR

B. direta

|:Bilirrubinas totais

B. indireta

Colesterol total

HDL

LDL

Triglicerideos

Glicemia

TGO/AST

TGP/ALT

F. alcalina

g-GT

LDH

CPK

[Amilase

SOROLOGIAS

HBsAg

IAnti-HBc IgG ou Total

IAnti-HBc IgM

Anti-HBs

Anti-HCV

VDRL

FTA-ABS

CMV IgG

CVIV 1gM

Toxo IgG

Toxo IgM

Chagas

Leishmania

[PPD

I§. urina
P. fezes

Rx torax

ESTADIAMENTO

LT CD4+ (Absoluto)

LT CD4+ (%)

LT CD8+ (Absoluto)

LT CD8+ (%)

|Relagao CD4/CD8

C. viral (absoluto)

IC. viral (Log1o)
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ANEXO E — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DE
FORTALEZA (UNIFORY)/ W“P
FUNDACAO EDSON QUEIROZ

Continuagéo do Parecer. 355.528

Conhecer o perfil s6cio-demografico e comportamental dos usuarios do servico do COAS/CTA Carlos
Ribeiro ¢ Fortaleza; Estimar a incidéncia geral da infecgéo pelo HIV em nosso meio, avaliando também sua
distribuigdo em diferentes segmentos da populagéo, utilizando analises sorolégicas e de ambiguidade
gendmica; Avaliar o perfil epidemiol6gico dos pacientes com infecgéo recente e crénica analisando os dados
pessoais e

comportamentais utilizando dados provenientes do formuléario de atendimento no CTA; Analisar parametros
imunolégicos, utilizando a quantificagéo de linfécitos T CD4 e CD8, como marcadores de evolugéo da
doenca, procurando estimar a propor¢ao entre diagnoéstico precoce e tardio; Avaliar a prevaléncia de co-
infecgdes, analisando os dados de exames complementares utilizados na avaliagdo inicial dos novos
pacientes; Estudar as

sequéncias genéticas dos isolados virais (segmentos dos genes env, pol e gag) com o objetivo de contribuir
no monitoramento da evolugéo da diversidade viral e na determinagéo da presenc¢a de mutagdes associadas
a resisténcia aos anti-retrovirais; Contribuir no monitoramento da emergéncia de variantes resistentes as
drogas pertencentes as classes disponiveis de antirretrovirais; Monitorar o impacto do tempo de diagnéstico
na evolugao clinica dos pacientes; Monitorar o impacto da presenca de variantes resistentes na evolugdo
clinica e resposta terapéutica dos pacientes; Dar suporte ao acompanhamento clinico de individuos
soroconvertores, subsidiando o manejo clinico de tais pacientes em suas respectivas unidades de saude.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

No mesmo momento da coleta dos exames de rotina de caso novo, preconizados pelo Ministério da Saude,
serdo retirados 10ml adicionais de sangue do paciente. Como em qualquer coleta de sangue por pungédo
venosa, costuma haver desconforto local e raramente risco de infec¢éo ou formagéo de hematomas leves.
Como sera realizada a coleta em um Unico momento, consideramos minimo o incremento no risco
relacionado a adigdo de 10ml no volume de sangue retirado.

Beneficios:

O nosso projeto devera permitir uma melhor compreensao da epidemia de HIV/Aids de nossa cidade, na
medida que podera estimar, a partir da casuistica do CTA, a incidéncia da infecgéo, tanto na populagdo
geral, quanto em subgrupos de interesse. Também seré possivel conhecer melhor as caracteristicas
demograficas do novo usuario de nossa rede de salde, a partir do estudo das informagdes disponiveis no
formulario de atendimento do SI-CTA (idade, género, estado civil,
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etnia, escolaridade, ocupacgdo, procedéncia), além de dados relacionados ao comportamento
(comparecimento a bancos de sangue, antecedentes de DST, uso de substancias, comportamento sexual),
utilizagé@o de preservativos e recorte

populacional.O estudo dos dados clinicos, como a presenga de sintomas e niveis de linfocitos T CD4/CD8,
podera auxiliar na definicdo da proporgdo entre pacientes com e sem sintomas, refletindo a capacidade
Tamanho da Amostra no Brasil: 200

do sistema de salde na detec¢do mais precoce de pacientes. Além disto, o estudo dos dados laboratoriais
provenientes da rotina de exames laboratoriais preconizada pelo Ministério da Saude podera fornecer
informagdes valiosas sobre a prevaléncia de co-infecgdes por tuberculose, sifilis, hepatite B e C,
toxoplasmose, citomegalovirose, leishmaniose e doenga de Chagas.O estudo dos dados virolégicos poderdo
prestar informagdes

importantes em relagéo as iniciativas de monitoramento da distribuicdo geogréafica de subtipos virais, além
da prevaléncia de resisténcia transmitida

em nosso meio. Tais dados poderdo servir para avaliar o impacto da variabilidade genética viral na evolugdo
clinica e resposta terapéutica aos

medicamentos antirretrovirais, além de poder beneficiar a condugéo do caso clinico dos pacientes, quando
isto for necesséario.As medidas organizacionais, necesséarias para garantir o cumprimento dos objetivos do
nosso estudo, certamente resultardo em um aperfeicoamento das rotinas de prevencéo, diagnéstico e
tratamento de pessoas vivendo com HIV/Aids em nossa cidade. A colaboragdo com o Laboratério de
Retrovirus do

Instituto Adolfo Lutz certamente favorecera para a evolugédo estrutural e cientifica de nosso grupo na
obtengéo e estudo de sequéncias virais, favorecendo o desenvolvimento cientifico local. Em resumo:
Aperfeicoar o processo de avaliagdo e monitoramento da rede municipal de satde, quanto & sua capacidade
de detecgéo precoce da infecgéo pelo HIV. Conhecimento mais detalhado dos novos pacientes detectados
pela rede, favorecendo a elaboragdo de politicas de prevencgéo, diagnéstico e tratamento. Reconhecimento
da circulagdo de variantes virais em nosso meio, fortalecendo as iniciativas de vigilancia virol6gica de
diversidade e resisténcia viral, além de guiar as politicas de diagnostico e tratamento, especialmente quanto
a indicagdo de esquemas antirretrovirais preferenciais e realizagdo de exames para a detecgédo de
resisténcia viral (genotipagem do HIV).

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante pela tematica e pelo carater interinstitucional. O estudo pode permitir a avaliagdo da
capacidade da rede de salde em detectar precocemente os pacientes
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infectados pelo HIV, além de permitir a estimativa da prevaléncia de co-infecgbes, possibilitando o
planejamento mais efetivo das ag¢des na rede de saude.

Considera¢des sobre os Termos de apresenta¢ido obrigatéria:

Foram apresentados todos os documentos necessarios para a adequada apreciagéo ética.

Recomendagdes:

N&o h& recomendagdes a serem feitas ao projeto de pesquisa.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sugere-se a Aprovagao.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O colegiado esta de acordo com o parecer da relatoria quanto a Aprovagéo do projeto de pesquisa visto
atender as determinagdes da Res. CNS/MS 196/96.

FORTALEZA, 09 de Agosto de 2013

Assinador por:

Marilia Joffily Pereira da Costa Parahyba
(Coordenador)
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ANEXO F - CARTA DE ANUENCIA

et AR

Laboratdrio Central de Salde Plblica Seerpinvia da Soude

ﬁ T
SIACEN B emon.
CARTA DE ANUENCIA

A Diretoria de Ensino e Pesquisa do Laboratorio Central de Saide Piblica do Ceard (LACEN/CE)
declara estar ciente e de acordo com a realizacio da pesquisa intiulada “Caractericagiio ch
Hesksténcia Trapsoifida do HIY-1em pacientes recen-diagnesticads atendidos no Centre <
Testagein e Aconselhamenio (CTA) em Fortaleza™ desenvolvida pela orentanda Leda Maria
Simdes Mello, aluna do Curso de Mestrado em Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara - UFC, sob orientagdo do Prof. Dr. Jeovd Keny Bayma Colares.
Declaro conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a Resolugio CNS 466/12.
Esta instituigdo esta ciente de suas co-responsabilidades como instituigio co-participante do
presente projeto de pescuisa e de seu compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos
sujeitos de pesquisa nela recrutado, dispondo de infraestrutura necessiria para garantia de tal
seguranca e bem-estar.

Fortaleza, 09 de Setembro de 2013

/€

Ricardo Carvalho de Azevedo ¢ Sd - Diretor do LAC E[@ﬁ.




