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RESUMO

Os dados sobre a prevaléncia de resisténcia primaria de HIV-1 a antirretrovirais no Brasil
mostram grande variagdo. Em 2001 e 2009, na regido Nordeste, a prevaléncia foi inferior a
5%. Nao existem dados publicados sobre a prevaléncia de resisténcia priméaria do HIV-1,
especificamente, no Estado do Ceard. Com esse objetivo, realizou-se um estudo transversal
em pacientes infectados por HIV-1, ndo expostos a terapia antirretroviral combinada (TARC),
no periodo de maio de 2008 a maio de 2009. Foram colhidos 10 ml de sangue para o teste
genotipico de resisténcia (TRUEGENE HIV-1 GENOTYPING KIT®), realizado no
Laboratério Central (LACEN-CE) e para identificacdo de infecgdo recente (Aware BED EIA
HIV-1 Incidence Test®), realizado no Laboratorio de Retrovirologia da Universidade Federal
de S&@o Paulo. As sequéncias foram agrupadas usando-se software da Universidade de
Stanford. Analises estatisticas foram feitas pelo Epi-Info 6 e SPSS (16.1). Cem pacientes
foram recrutados, 98 incluidos, 24 excluidos e 74 estudados. A idade variou de 8 meses a 67
anos, com mediana de 30,6 anos. Cinquenta e seis eram masculinos; 77% moravam na Capital
do Estado ou na regido metropolitana; 86,5% relataram a forma de transmisséo sexual e a
maioria pela relagdo homossexual; 70,3% eram assintomaticos. O T-CD4+ mediano basal foi
de 418,5 e 960 cel/mm?, para individuos com idade > 18 anos e < 18 anos, respectivamente. A
carga viral mediana basal foi de 4,41 e 4,46 logio, para os individuos com idade > 18 anos e
< 18 anos, respectivamente. O subtipo B foi o mais prevalente (85,1%), seguido do subtipo F
(8,1%), que esteve mais relacionado com resisténcia primaria (p=0,009), e do subtipo C
(5,4%). Foram detectados sete casos (6,9%) de infeccOes recentes pelo HIV-1 e trés deles
apresentavam resisténcia primaria. A prevaléncia de resisténcia priméaria no Estado do Ceard
no periodo foi de 9,5%. As mutagdes identificadas foram 41L, 67N, 215D, 219Q, 101E e
103N, na transcriptase reversa e 321, 461, 54V, 82T e 90M, na protease.

Palavras-chave: HIV. HIV-1. Aids. Resisténcia antiretroviral. Genotipagem. Teste de resisténcia.



ABSTRACT

Prevalence of HIV-1 primary resistance to antiretroviral drugs in Brazil has been variable. In
2001 and 2009 such prevalence was lower than 5% in the Northeast region of the country.
The lack of studies on the prevalence of HIV-1 antiretroviral primary resistance in the state of
Ceara prompted us to conduct a cross-sectional study of HIV-1 infected patients not yet
treated with combined antiretroviral therapy. Blood samples were collected for the genotyping
resistance test (TRUEGENE HIV-1 GENOTYPING KIT®) and for the test to identify recent
infections (Aware BED EIA HIV-1 Incidence Test®). Sequences were grouped using
Stanford University software and statistical analyses were done using the packages Epi-Info 6
and SPSS 16.1. Of 100 patients recruited, 98 included, 24 excluded and 74 sudied from May
2008 through May 2009. The age ranged from 8 months to 67 years old, with 30.6 years of
median age. Fifty six patients were males, 77% of them lived in the capital city of Fortaleza or
metropolitan region, 86.5% reported sex as the most likely form of acquiring HIV, and the
majority of them were men who have sex with men. Of the studied patients, 70.3% were
asymptomatic and the median CD4+ count at baseline was 418.5 and 960/mm?® for subjects >
18 and < 18 years old, respectively. Median viral load at baseline was 4.41 and 4.46 log, for
subjects > 18 and < 18 years old, respectively. HIV subtype B was the most prevalent
(85.1%), followed by subtype F (8.1%), which was significantly more related with primary
resistance (p=0,009), and then subtype C (5.4%). Only 7 cases (6.9%) of recent HIV-1
infections were detected, but in 3 of them the virus was primarily resistant. The prevalence of
HIV-1 antiretroviral primary resistance in the state of Ceara in the study period was 9.5%.
The identified HIV mutations were 41L, 67N, 215D, 219Q, 101E and 103N in the reverse
transcriptase region; and 321, 461, 54V, 82T and 90M in the protease region.

Key words: HIV. HIV-1. AIDS. Antirretroviral resistance. Genotype. Resistance Test.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Infecc¢éo pelo HIV

A infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um dos maiores
problemas de saude publica ja enfrentado pela humanidade. Desde o inicio da década de
1980, quando foram descritos os primeiros casos de aids (denominagdo derivada da sigla na
lingua inglesa = Acquired Immunodeficiency Syndrome), mais de 25 milhGes de &bitos

ocorreram causados por essa doencga, que rapidamente se tornou pandémica.

Eram aproximadamente 33,3 milhGes de pessoas infectadas em todo o mundo, até
o final de 2009, com 1,8 milh&do de mortos somente naquele ano. Em 2010, as estimativas
foram de 2,6 milhdes de novos casos (UNAIDS, 2010). Apesar desses nUmeros gigantescos,
houve uma estabilizacdo na disseminacdo da doenga em quase todas as regides. Os ultimos
dados epidemioldgicos indicam reducdo de mais de 25% na incidéncia, em 33 paises,
incluindo 22 da regifo da Africa subsaariana, entre 2001 e 2009. Da mesma forma, houve
redugdo global do nimero de mortes em 24%, em 2009, considerando o ano de 2004, que
representou o pico, com 2,1 milhdes de dbitos. Na América Latina, cuja prevaléncia é de
0,5%, entre a idade de 15 e 49 anos, existia 1,4 milh&o de pessoas vivendo com HIV, com 92
mil novos casos e 58 mil mortes, no ano de 2009 (UNAIDS, 2010).

No Brasil, de 1980 a junho de 2010, foram identificados 592.914 casos de aids,
com mais de 229.000 6bitos acumulados até 2009 (BRASIL, 2010). A taxa de incidéncia
apresenta tendéncia de queda desde 2002, influenciada pela dindmica da epidemia nas regides
Sul, Sudeste e Centroeste. O Norte e 0 Nordeste ndo apresentam reducdo de incidéncia
(BRASIL, 2008). No ano de 2009, a incidéncia no Pais foi de 20,1 por 100.000 habitantes. O
coeficiente de mortalidade, que em 2009 foi de 6,2 por 100.000 habitantes, apresenta
tendéncia de reducéo, entre homens, desde o ano de 1996. Em mulheres, essa queda ocorreu
apenas em 1997, mas, ao contrario do observado nos homens, a tendéncia de reducdo néo
persiste apds o ano 2000. A queda da mortalidade do Pais ¢ marcadamente influenciada
apenas pela regido Sudeste (BRASIL, 2010). A média de sobrevida, ap6s o diagndstico de
aids, no Estado de Séo Paulo, aumentou de quatro meses, em 1992, para 50 meses, entre 1998
e 2001 (KILSZTAJN et al., 2007). Observa-se ainda que a razdo de sexo (M: F) no Brasil
vem diminuindo ao longo da série histérica, passando de 15,1:1, em 1986 para 1,5:1, em
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2008. Ao longo desse mesmo periodo, percebe-se ainda um incremento das taxas de
incidéncia de aids na faixa etaria de maiores de 50 anos, em ambos 0s sexos; crescimento
proporcional da subcategoria de exposicdo heterossexual; estabilizacdo entre homo/bissexuais
e reducdo entre os usuérios de drogas injetaveis (BRASIL, 2008, 2010).

No Ceard, de 1983, ano de registro do primeiro caso, até junho de 2010, foram
notificados 12.062 casos de aids. Nos anos de 2002 a 2008, foram notificados, em média, 627
casos novos por ano. A taxa de incidéncia para o Estado, no ano de 2009, foi de 14,2 casos
por 100.000 habitantes e para a Capital, Fortaleza, foi de 33,9 por 100.000 habitantes. Séo
3.426 casos de Obitos motivados pela aids no Estado, até o ano de 2009. Esse ano, que
acumula a maior cifra desde o comeco da epidemia, registrou 283 casos, com coeficiente de
mortalidade de 3,6 por 100.000 habitantes. Esses nimeros apontam para uma situacao diversa
da estabilidade e reducgdo das cifras nacionais. Noventa e quatro por cento dos municipios do
Estado ja notificaram casos, mas em 16 deles (Aracati, Canindé, Cascavel, Caucaia, Crateus,
Crato, Fortaleza, Iguatu, Itapipoca, Juazeiro do Norte, Limoeiro do Norte, Maracanad,
Pacajus, Quixada, Russas e Sobral), estdo concentrados 51% da populagdo cearense e 80%
dos casos de aids do Estado (CEARA, 2009; BRASIL, 2010). A epidemia no Estado tem
seguido a tendéncia nacional de feminizagdo (crescimento do numero de casos entre
mulheres) e interiorizacdo (numero crescente de pequenos municipios com casos notificados).
A atual razdo de homens/mulheres infectadas é de 1,9. No comeco da epidemia, essa raz&o era
de 11. Em 2009, as maiores taxas de incidéncia foram notificadas nas faixas etarias de 30-39 e
40-49 anos. Até abril de 2010, j& eram 248 casos notificados em criangas menores de 13 anos,
correspondendo a 2,7% do total de casos notificados (CEARA, 2010).

O HIV ¢é transmitido de trés maneiras principais: a) pela relacdo sexual ndo
protegida por preservativo (heterossexual ou homossexual); b) por exposicdo a sangue e seus
derivados (uso de drogas injetaveis ou transfusdo de sangue e derivados); c¢) perinatal
(gestacdo, parto ou amamentacdo). Adicionalmente, mas raramente, foram descritos casos em
que a transmissdo se deu por transplante de 6rgdos e inseminacdo artificial em bancos de
sémen. Além disso, a exposicdo ocupacional acidental em profissionais da aérea da salde é
outra maneira de transmissao do HIV, menos usual (REITZ; GALLO, 2010).

Dados recentes sugerem que, ap6s sua introducdo em humanos na Africa, por
volta de 1931 (KORBER et al., 2000), o HIV-1 foi introduzido no Haiti e depois nos Estados
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Unidos, nos anos de 1960, e de |4 se disseminou para varios outros paises ocidentais
(GILBERT et al., 2007).

1.2 Estrutura, Organizacao do Genoma e Ciclo Replicativo do HIV

O HIV, primeiramente isolado em 1983 (BARRE-SINOUSSI et al., 1983), é um
retrovirus envelopado de aproximadamente 100 nm de didmetro, pertencente
a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, do género Lentivirus, com dois tipos
antigénicos identificados e envolvidos com a epidemia: HIV-1 e HIV-2. Trata-se de uma
zoonose que evoluiu com um salto entre espécies, de primatas para humanos. A natureza
zoonotica do HIV foi estabelecida pela proximidade filogenética entre HIV-2, inicialmente
identificado em individuos do oeste africano, em 1986, e o virus da imunodeficiéncia simea
(S1V) em macacos sooty mangabeys (FAUCI, 2003). Em 1999, foi demonstrado que o HIV-1
foi provavelmente originado da espécie de chimpanzé, no qual o virus evoluiu através dos
séculos (GAO et al., 1999). Portanto, o SIV¢, (virus da imunodeficiéncia de chipanzes — Pan
troglodytes troglodytes) é o precursor imediato do HIV-1 (SANTIAGO et al., 2003). Como 0s
chimpanzés eram mortos para alimentagdo em partes da africa subsaariana, o salto das
espécies provavelmente ocorreu por acidente. Enquanto o HIV-2 tem se mantido restrito
quase que exclusivamente ao oeste do Continente Africano, o HIV-1 estd associado a
pandemia que envolve todos os continentes (GREENE, 1991; SCHWARTZ; NAIR, 1999).

Além disso, o HIV-2 parece ser menos patogénico do que o HIV-1.

O HIV é uma particula esférica, constituida por duas cépias de RNA de fita
simples, ndo complementares, de senso positivo, medindo cada uma 9,8 Kb. Estdo localizadas
em um core revestido por envelope de dupla camada fosfolipidica, onde estdo inseridas 72
estruturas protuberantes, oriundas de uma glicoproteina precursora (gpl60), que sdo as
glicoproteinas gp120 (trimero com localizagdo externa & membrana) e gp4l (mondmero
transmembrana). A gp 120 contém os sitios de ligacdo aos receptores celulares e os principais
dominios para neutralizacdo. Apresenta cinco regides varidveis intercaladas pelas regides
conservadas. Um dos epitopos varidveis, designado V3, é formado por uma alga composta de
35 aminoéacidos unidos por pontes de dissulfetos. Essa regido é imunodominante e contra ela
sdo produzidos anticorpos neutralizantes. Internamente a dupla camada fosfolipidica,
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encontra-se a matriz viral, constituida pela proteina p17 ligada ao acido miristico. O capsideo,
com padrdo icosaédrico, € composto pelas proteinas p24 e p6. No seu interior, estdo o
nucleocapsideo, composto pela proteina p7; o RNA com um tRNAIlys na terminacdo 5°, que
serve como primer para a iniciacdo da sintese da fita de DNA de polaridade negativa; as
enzimas transcriptase reversa, integrase e protease e a proteina Vpr, que contém um sinal de
localizacéo nuclear (GREENE, 1991; SCHWARTZ; NAIR, 1999), conforme demonstrado na
Figura 1.
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Figura 1- Esquema correspondente a estrutura do HIV, que de fora para dentro destaca as
gliproteinas (gp120 e gp41), a membrana ou envelope, a matriz protéica (p17), o capsidio
(p24), o nucleocapsidio (p7), o genoma viral (RNA), a integrase (p31) e a transcriptase
reversa (p66/p51).

Fonte: Adaptado de HOFFMANN; ROCKSTROH; KAMPS, 2005.

A transcriptase reversa (TR) é um heterodimero constituido de suas subunidades
de 66 e 51kDa, sendo derivada da clivagem proteolitica do precursor Gag-Pol (p160) pela
protease (PR) viral. A subunidade p66 pode ser visualizada como estrutura semelhante & méo
direita, com o sitio ativo na palma da m&o e os outros subdominios formados pelos dedos. O
dominio que tem fungdo de polimerase liga-se ao dominio com fungdo RNAse-H, por meio
do subdominio de conexdo. A integrase (IN) é uma proteina de 32kDa formada por trés
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dominios estruturalmente diferentes: dominio N-terminal, que contém zinco; outro com
funcdo catalitica e um dominio conservado C-terminal. A enzima protease é uma

aspartico-protease de 11kDa, constituida de dois monémeros (WIGG, 2008).

O HIV possui um genoma com sequéncias de leitura aberta (open reading frames
— ORFs), que codifica para varias proteinas virais. E uma estrutura gendmica basica, comum a
maioria dos retrovirus, contendo trés genes estruturais principais, denominados gag, pol e env,
flanqueados por duas longas sequéncias repetidas terminais (long terminal repeat - LTRS).
Essas LTR, situadas nas duas extremidades do genoma viral (3’ e 5’), contém sequéncias
reguladoras da transcri¢do, sinais processadores do RNA, sitios de empacotamento e de
integracdo, mas ndo codificam para nenhuma proteina viral. A terminagdo 5’ comega com o
gene gag, que codifica as proteinas do core e da matriz. O gene pol codifica as enzimas
integrase, protease e transcriptase reversa. O gene env codifica as glicoproteinas de superficie,
gp4l e gpl20. Além desses genes estruturais, ha dois genes regulatorios (tat e rev) e quatro
acessorios (nef, vif, vpu e vpr), que codificam suas respectivas proteinas (Tat, Rev, Nef, Vif,
Vpr e Vpu) essenciais para a replicagédo (REITZ; GALLO, 2010), como visto na Figura 2.
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Figura 2- Esquema da organizagdo do genoma do HIV-1, com as LTR, 0s genes estruturais
(gag, pol e env) e as respectivas estruturas que codificam 0s genes regulatorios e 0s genes
assessorios.

Fonte: Adaptado de HOFFMANN; ROCKSTROH; KAMPS, 2005.
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A diferenca gendmica entre o HIV-1 e o HIV-2 reside na substituicdo do gene vpu
por vpx (WIGG, 2008).

O ciclo viral do HIV pode ser dividido em duas fases distintas. Uma fase precoce
ocorre em um curto intervalo, incluindo a ligacdo a célula, a entrada, a transcri¢do reversa, a
entrada no ndcleo e a integracdo do genoma pro-viral no DNA hospedeiro. A segunda fase
repete-se por toda a vida da célula hospedeira, com proteinas virais e celulares regulando a
producdo de novos virions (REITZ; GALLO, 2010). A infeccdo é iniciada pela ligagdo da
glicoproteina viral gp120 & molécula T-CD4+ encontrada na superficie de alguns linfécitos T,
macrofagos e células da microglia. Esta molécula foi identificada como o receptor viral em
estudos que demonstraram a suscetibilidade & infeccdo em células que possuem esta proteina
de superficie e o efetivo bloqueio da infecgdo in vitro com o uso de anticorpos monoclonais
anti-T-CD4+ (KLATZMANN et al., 1984; DALGLEISH et al., 1984). A transfec¢cdo de
celulas HeLa humanas T-CD4- com o gene humano, responsavel pela codificacdo desta
molécula, as tornaram permissivas a infeccdo (MADDON et al., 1988). Quando, porém, este
procedimento foi realizado em célula de linhagem murina, ndo foi obtido o mesmo resultado,
sugerindo que outros fatores poderiam ser necessarios para possibilitar a entrada viral
(BRODER; BERGER, 1995). A ligacdo ao T-CD4+ parecia ndo ser suficiente para a entrada
do HIV, sendo necessaria presenca de correceptores. Logo em seguida, foi demonstrado que
as quimiocinas RANTES, MIP-1 alfa, MIP-1 beta e SDF-1 eram capazes de inibir a
replicacdo viral in vitro (COCCHI et al., 1995). Estudos paralelos demonstraram que a
transfeccdo de células T-CD4+ ndo humanas, com alguns receptores de quimiocinas,
denominados fusina (CXCR-4 e CCR5), tornavam estas celulas permissivas a infec¢do pelo
HIV e que o uso de anticorpos monoclonais especificos para tais receptores era capaz de
bloguear a infeccdo (FENG et al., 1996; SAMSON et al., 1996; TRKOLA et al., 1996).
Posteriormente, foi demonstrado ser o CXCR-4 o receptor especifico para a quimiocina
SDF-1 e o receptor CCR5 para as quimiocinas RANTES, MIP-1 alfa e MIP-1 beta (DRAGIC
et al., 1995; ALKHATIB et al., 1996). Outros estudos passaram também a demonstrar que
individuos portadores de uma delecdo de 32 nucleotideos no gene do receptor de quimiocina
CCRS5 apresentavam protegdo contra a infeccdo pelo HIV (PAXTON et al., 1996; LIU et al.,
1996). O conjunto desses achados foi capaz de caracterizar o receptor CXCR4, como um
correceptor em células de linhagem T e o receptor CCR5 em macrdéfagos (DENG et al.,
1996). Apds a entrada na célula, inicia-se a transcricdo reversa, que ocorre no citoplasma,
iniciada pelo primer de RNA transportador, ligado & extremidade 5’ do RNA gendmico. A
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enzima transcriptase reversa realiza a transcricdo de uma forma ordenada em todos os
retrovirus. O complexo de transcri¢do inicia-se na extremidade 5’ do RNA, entdo salta para a
terminag@o 3’ do RNA e volta copiando o restante do RNA viral, completando a fita de DNA
de polaridade negativa. Em seguida, o RNA viral é degradado pela ribonuclease H, uma
subunidade da transcriptase reversa, com a exce¢do de duas regifes resistentes, ricas em
purinas, que servirdo como primers para a formacédo da fita positiva (PELISKA; BENKOVIC,
1992). Durante a formagdo da dupla fita de DNA, o complexo nucleoprotéico, também
chamado complexo pré-integracdo, € importado para o nlcleo (FARNET; HASELTINE,
1991). Nesta etapa, ocorre a integracdo da copia de DNA no genoma da célula hospedeira,
dependendo para isto da acdo da enzima integrase. Nao parece haver um sitio definido para
esta integracdo, embora possa ocorrer preferencialmente dentro ou proximo de certas
sequéncias repetitivas (L1 e Alu), que se movem por todo 0 genoma como retrotransposons
(STEVENS; GRIFFITH, 1994). O DNA pré-viral passa a fazer parte do genoma da célula
hospedeira, replicando-se junto com ela. Sua replicagéo ou transcrigdo ocorre sob a regulacéo
de fatores virais e celulares, atuantes na ativagdo de promotores virais. Fatores externos,
incluindo infec¢bes e produgdo de citocinas inflamatorias, pela ativagdo celular, podem
aumentar a replicacdo viral (HONDA et al., 1998). As proteinas virais Tat, Rev, Nef, Vpu,
Vpr e Vif agem como reguladoras da expressdo dos genes do DNA pro-viral, determinando
que tipo de mensagem ou proteina seja produzida. O empacotamento do RNA gendmico no
interior da particula viral depende de um sinal especifico, sem o qual se formam particulas
desprovidas de RNA. A montagem da particula viral madura ocorre na membrana celular,
onde existe a associa¢do da proteina p17 com o dominio citoplasmatico da gp41, que por sua
vez, liga-se a gp120 na superficie externa. O virus em brotamento é formado pelas proteinas
virais do envelope, a membrana celular, a matriz composta principalmente pela proteina p17 e
um core interno contendo o RNA, a transcriptase reversa, integrase e proteinas do core (p6,
p7, p24 e Vpr). A fase de maturagdo ocorre durante e logo apds a liberacéo do virus da célula.
Certas proteinas virais, incluindo os componentes protéicos do core viral, sdo sintetizadas
como polipeptidios precursores, codificados pelos genes gag e gag-pol, requerendo a
clivagem pela protease viral para a produgdo de proteinas maduras. Durante 0 processo de
brotamento, a protease viral cliva as poliproteinas do core, convertendo esta particula em um
virion infeccioso (GREENE, 1991).
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1.3 Variabilidade Gendmica do HIV

O HIV apresenta grande heterogeneidade no que se refere as suas caracteristicas
bioldgicas, soroldgicas e moleculares. Essa heterogeneidade esta diretamente relacionada a
alguns fatores: a) erro na transcricdo reversa; b) elevada frequéncia de recombinacdo
envolvendo a TR; c¢) grande quantidade de virus produzidos na infecgdo e d) grande nimero
de individuos infectados (GREENE, 1991; SCHWARTZ; NAIR, 1999; McCUTCHAN, 2000;
WIGG, 2008). A transcricdo reversa do genoma do HIV-1 é um evento naturalmente sujeito a
erros. Durante este processo, a medida que o HIV-1 se replica, ocorre aproximadamente um
erro a cada 10.000 nucleotideos incorporados. Como o genoma do HIV-1 contém
aproximadamente 10.000 nucleotideos, estima-se que pelo menos uma nova mutagdo ocorra a
cada novo virus produzido no organismo (ROBERTS; BEBENEK; KUNKEL, 1988;
TAKEUCHI; NAGUMO; HOSHINO, 1991; PRESTON, 1997). O HIV ¢é considerado,
portanto, uma quasispecie; ou seja, existem subpopula¢bes de virus no mesmo individuo
infectado e ndo populacdo Unica. Esse é o principal fator, entre os apresentados, para a
variabilidade do HIV-1, que fica em torno de 6% em um mesmo paciente, podendo chegar a
50% entre individuos de regides geogréaficas diferentes (WIGG, 2008).

O estudo da variabilidade genémica do HIV-1 é foco de atengdo de pesquisadores
no mundo todo, ante as potenciais implicagdes para o desenvolvimento de vacinas, bem como
para o0 conhecimento de aspectos relacionados a transmissdo e patogénese da infeccéo
(LOUWAGIE et al., 1993; DIAZ et al., 1997; McCUTCHAN, 2000; FRANCA et al., 2010).

Andlises filogenéticas de amostras de HIV-1 isoladas de diferentes regides
geograficas do mundo, nas quais se estudam as sequéncias das partes do genoma codificadas
pelos genes env e gag, revelam que pode ser dividido em trés grupos: M (Major), O (Outlier)
e N (de New, non-M, non-O). Enquanto as amostras dos grupos O e N estdo praticamente
restritas ao Continente Africano, com alguns casos isolados de grupo O na Europa e América
do Norte, as variantes do grupo M sdo responsaveis pela pandemia da aids, correspondendo a
95% dos isolados e foram subdivididas em subgrupos geneticamente relacionados, mas
diferentes, incluindo nove subtipos ou clades (A, B, C, D, E, F, G, H, K) e alguns
sub-subtipos (Al, A2, A3, F1, F2), que divergem entre si em torno de 30%, na regido do
envelope (SIMON et al., 1998; WIGG, 2008). Ocasionalmente, dois virus de diferentes

subtipos podem infectar uma mesma ceélula, podendo ocorrer recombinacdo genética,
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surgindo um virus hibrido. Muitos desse virus ndo conseguem se manter, mas em alguns
casos se tornam formas recombinantes circulantes (CRF - circulating recombinant forms).
Portanto, varias CRF, outros virus recombinantes atipicos e varios outros genomas de HIV-1
ndo classificaveis tém sido identificados, bem como ocorrem infec¢fes mistas (JANINI et al.,
1996; RAMOS et al., 1999; FLORES et al., 1999).

Os subtipos de HIV-1 estdo amplamente distribuidos, com multiplos subtipos e
virus recombinantes cocirculando em varias regides. A prevaléncia desses subtipos varia em
diferentes regiées do mundo e, em geral, ha o predominio de um ou dois subtipos. Na Africa,
por exemplo, onde se concentram mais de 90% dos casos de aids, o subtipo do HIV-1 mais
prevalente é o C. Nas Américas e na Europa, a maioria dos isolados de HIV-1 pertence ao
subtipo B (COUTURIER et al., 2000). Além disso, a prevaléncia de subtipos do HIV-1 pode
variar significativamente de pais para pais e dentro de grupos populacionais, podendo ser
objeto de mudangas com o tempo. Apesar de incerto, existem alguns indicios relacionando os
subtipos com diferentes potenciais patogénicos (BAETEN et al., 2007; KALEEBU et al.,
2007) e de transmissibilidade (YANG et al., 2003; JOHN-STEWART et al., 2005).

No Brasil, o conhecimento da epidemiologia molecular do HIV cresceu
significativamente com o0 surgimento da perspectiva de pesquisas envolvendo vacinas
preventivas contra HIV/Aids no inicio dos anos 1990. Varios estudos demonstraram a
predominancia do subtipo B do HIV-1 no Brasil, com a presenca também dos subtipos F
(MORGADO et al., 1994, 1996, 1998; GALVAO-CASTRO et al., 1996; TANURI et al.,
1999), C (WHO, 1994; BONGERTZ et al., 2000), D (MORGADO et al., 1998; TANURI
et al., 1999) e, mais recentemente, do subtipo A (CARIDE et al., 2001). Virus recombinantes
B/F e B/C também sdo descritos no Brasil (SABINO et al., 1994; GAO et al., 1996;
CORNELISSEN et al., 1996; TANURI et al., 1999; VICENTE et al., 2000; GUIMARAES,
MOREIRA; MORGADO, 2001; CABRAL et al., 2006; SANTOS et al., 2007). Em um
estudo realizado na cidade de Santos-SP, os recombinantes B/F representaram 41,7% dos
subtipos identificados em uma amostragem de pacientes com infeccdo cronica, entre 0s anos
de 1999 e 2000 (SUCUPIRA et al., 2007) e 28,9% no ano de 2006 (SA-FILHO et al., 2008).
Em criancas da cidade de Sdo Paulo, nas amostras analisadas entre os anos de 2000 e 2006,
13,7% eram de virus recombinantes B/F (OLIVEIRA et al., 2008).



27

Diferencas genéticas e antigénicas também foram descritas entre cepas do subtipo
B circulantes no Brasil. Uma variante do subtipo B foi descrita, denominada B’, que difere
dos virus subtipo B classicos pela presenca do motif GWGR no topo da regido hipervariavel 3
(V3) da gp120 do envelope, em vez do motif GPGR (POTTS et al., 1993; MORGADO et al.,
1994; BONGERTZ et al., 2000), em decorréncia de uma substituicdo da prolina por
triptofano (COVAS et al., 1998). Essa “variante brasileira” corresponde a cerca de 40% das
cepas de subtipo B e pode ser identificada tanto por abordagem genética (MORGADO et al.,
1998a, COVAS et al., 1998) como antigénica (HENDRY et al., 1996; CASSEB et al., 1998;
BONGERTZ et al., 2000).

Alguns estudos apontam para uma perspectiva de menor patogenicidade e
consequente melhor perfil clinico, das cepas B’-GWGR (SANTORO-LOPES et al., 2000;
CASSEB et al., 2002; CASSEB et al., 2004; BRITO et al., 2006).

Variagbes no perfil de subtipos do HIV-1 também sdo identificadas entre
diferentes regides do Brasil. Enquanto propor¢des similares de subtipos B e F foram
observadas em estudo conduzido em Manaus—AM, na regido Norte (VICENTE et al., 2000),
varios estudos demonstram grande predominancia do subtipo B (85%) seguido pelo subtipo F
(10 a 15%), no Sudeste (MORGADO et al., 1994, 1998a; TANURI et al., 1999; BONGERTZ
et al., 2000; BRINDEIRO et al., 2003; FRANCA et al., 2010). Em relacdo a amostras das
regides Nordeste e Centroeste, uma ampla predominancia do subtipo B (>90%) foi notada,
com casos isolados de subtipos F e C (COUTO-FERNANDEZ et al., 1999; STEFANI et al.,
2000). A presenca do subtipo C no sul do Brasil foi primeiramente detectada em amostras
coletadas em Porto Alegre-RS, em estudo internacional realizado pela OMS (WHO, 1994).
Mais recentemente, varios estudos demonstraram alta prevaléncia desse subtipo na regido Sul,
alcangcando percentuais de até 30% em algumas cidades (BRIGIDO et al.; 2007; FERREIRA
et al., 2008) e até mais de 50% no Estado do Rio Grande do Sul (SOARES et al., 2003;
SOARES et al., 2005; RODRIGUES et al., 2005).

No Ceara, de 149 amostras coletadas durante o ano 2000, a prevaléncia do subtipo
B foi de 81,2% e, destas, 34% pertenciam a “variante brasileira” (GADELHA et al., 2003).
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E de se esperar, com o avancar do tempo em relacio a epidemia, com a entrada de
outros subtipos e pelas recombinac¢des no individuo infectado, que possa haver modificacéo
do perfil genético do HIV numa determinada regiao.

Além de favorecer a diversidade genética do HIV, a heterogeneidade, garantida
principalmente pelo erro da transcricdo reversa, favorece mutagdes que podem modificar
estruturas que sdo alvo de acdo de medicamentos antirretrovirais, produzindo cepas

resistentes. Esse aspecto sera discutido mais pormenorizadamente no tépico 1.6.

1.4 Histéria Natural da Infeccédo pelo HIV e Fisiopatogenia

A infeccdo causada pelo HIV é uma doenca infectocontagiosa de curso crénico e
progressivo, caracterizada por apresentar, em seu estadio final, infeccGes oportunistas,
neoplasias e outras manifestacfes clinicas decorrentes de um grave comprometimento do
sistema imunoldgico. O curso da infeccdo pode variar amplamente de individuo para
individuo. Apoés a infeccdo primaria alguns pacientes podem permanecer assintomaticos e
outros podem desenvolver, apds trés a seis semanas, sindrome aguda semelhante a
mononucleose infecciosa. Este estadio inicial da infecgdo, também denominado de sindrome
retroviral aguda, é caracterizado por elevada taxa de replicacdo viral e reducdo consideravel
da contagem de linfécitos T-CD4+ no sangue periférico (GAINES et al., 1990; TINDALL,;
COOPER, 1991). Este quadro costuma acontecer em metade a dois ter¢os dos individuos
recentemente infectados. Os sintomas e sinais mais frequentemente relatados sdo: febre,
sudorese, mal-estar, mialgia, anorexia, nauseas, diarreia, faringite ndo exsudativa, cefaleia,
fotofobia, meningismo, exantema maculopapular e linfadenopatia (RUSTIN et al., 1986;
STERLING; CHAISSON, 2010).

Logo apds a infeccdo primaria, observa-se o aparecimento dos primeiros
anticorpos especificos, caracterizando a fase de soroconversdo do paciente (GAINES et al.,
1990; ALBERT et al., 1990), que podem ser detectados, com os métodos de terceira geracao,
a partir do 22°. dia, em média (DEWAR; GOLDSTEIN; MALDARELLI, 2010). Em seguida,
em fungdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, a taxa de replicacdo viral diminui, a

contagem de linfocitos T-CD4+ no sangue periférico retorna ao normal ou préximo a isso e 0s
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pacientes iniciam um longo periodo de infeccdo assintomatica ou oligossintomatica, que dura,
em média, oito a 12 anos (LEMP et al., 1990; GAINES et al., 1990; TINDALL; COOPER,
1991; CAO et al., 1995). Alguns individuos, entretanto, podem progredir mais rapidamente,
em periodo inferior a cinco anos; engquanto outros, chamados de progressores lentos
(long-term non-progressors), podem permanecer assintomaticos por periodo superior a uma
década (PHAIR et al., 1992; SHEPPARD et al., 1993; PANTALEO et al., 1995). Durante
este periodo, o HIV continua a se replicar, causando danos ao sistema imunoldgico,
principalmente com reducdo lenta e progressiva da contagem de linfécitos T-CD4+ (LANE;
FAUCI, 1985). Nesta fase, o paciente pode apresentar sintomas pouco especificos, como
linfadenopatia persistente generalizada, fadiga, febre baixa, sudorese noturna, exantema,
diarreia intermitente e perda de peso (METROKA et al., 1983; STERLING; CHAISSON,
2010). Outras manifestagdes, como trombocitopenia, polineuropatia, polirradiculopatia,
deméncia e miopatia, que parecem processos imunologicamente mediados, resultantes da
resposta do hospedeiro a infec¢do viral cronica, também podem ocorrer (KURTZBERG et al.,
1987; LAURIAN et al., 1986; FULLER; JACOBS; GUILOFF, 1993).

Com o avangar da imunodeficiéncia, especialmente a do tipo celular, em um
individuo ndo tratado, o periodo de laténcia clinica d& lugar a uma fase de manifestacdes
oriundas de reativacdes de infecgOes latentes ou de novas infecgfes, que se caracterizam
como doencgas oportunistas, que podem levar ao 6bito (LEMP et al., 1990). A Figura 3

sumaria a evolucdo da doenga, num paciente ndo tratado.
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Figura 3- Histdria natural da infeccdo pelo HIV-1. llustragdo mostrando o comportamento
da contagem de linfocitos T-CD4+ no sangue periférico e da quantificagcdo da CV do HIV no
plasma em relagdo ao tempo, em um individuo ndo tratado.

Fonte: Adaptado de FAUCI et al., 1996.

Mesmo antes do HIV ser identificado, era reconhecido o fato de que um aparente
paradoxo existia entre a ativacdo aberrante do sistema imunoldgico e a imunodeficiéncia
experimentada pelo individuo. Posteriormente, demonstrou-se que o fendmeno ocorria em
virtude da combinacdo de secrecdo de varias quimiocinas e a intensa sinalizacdo celular. A
infeccdo pelo HIV estd associada a uma ampla gama de alteragdes na funcdo do sistema
imunolégico. S8o descritas alteracbes funcionais em todos os ramos do sistema imune,
incluindo linfocitos B e T, células NK, células apresentadoras de antigenos e neutrofilos.
Durante a evolugdo da doenca, é observado um desarranjo progressivo na arquitetura do
tecido linfoide, que resulta na perda do controle da replicagdo viral. Os mecanismos
associados a este processo sdao complexos e pouco compreendidos, envolvendo infecgdo direta
da célula dendritica folicular, toxicidade celular por produtos virais e inflamat6rios
(ex: proteina Tat, gp120), além de inducdo de apoptose (MOIR; CONNORS; FAUCI, 2010).

O descobrimento da relagdo entre as células T-CD4+ e a carga viral do individuo
constituiu um grande passo para o entendimento da imunopatogénese viral (HO et al., 1995;
WEI et al., 1995).
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A disfuncdo quantitativa e qualitativa de linfocitos T-CD4+ é o evento central da
doenca pelo HIV, sendo estas células o seu alvo principal (DALGLEISH et al., 1984;
KLATZMANN et al., 1984).

Estudos in vitro comprovaram a existéncia do efeito citopatico do HIV, levando a
concluséo inicial de que a deplecdo destas células ocorreria por destruicdo direta (POPOVIC
et al., 1984; LEVY et al., 1984). Estudos quantitativos, entretanto, demonstraram que uma
minoria dos linfocitos T-CD4+ costuma estar acometida. Em um paciente assintomatico, na
fase inicial da infeccdo pelo HIV, a proporcéo de linfocitos T-CD4+ infectados no sangue
periférico varia tipicamente entre 0,1 a 0,001% (SCHNITTMAN et al., 1990; PANTALEO et
al., 1991). Embora este acometimento aumente durante a progressdo da doenca, raramente
excede a proporgcdo de 1%, mesmo em pacientes na fase mais avancada da doenca
(BAGNARELLI et al., 1992; CONNOR et al.,, 1993). Mecanismos alternativos foram
propostos para tentar explicar a destrui¢do de linfocitos durante o curso da doenca pelo HIV.
Existem evidéncias de que sinais intracelulares e extracelulares, produzidos pelo HIV, podem
induzir a apoptose de linfécitos T-CD4+, contribuindo para a deplecdo destas células
(LAURENT-CRAWFORD et al., 1991; MEYAARD et al., 1992; WESTENDOREP et al.,
1995). Algumas evidéncias também sugerem a participacdo de um mecanismo autoimune,
provavelmente estimulado por mimetismo molecular de componentes virais ou por liberacéo
anormal de antigenos nucleares de células em apoptose (GOLDING et al., 1989; GRANT et
al., 1990; GRASSI et al., 1991; CASSANI et al., 1991; MULLER et al., 1992). O fenbmeno
descrito como “espectador inocente” (innocent bystander) tenta explicar a destruicdo de
celulas sadias, muitas vezes ligadas a antigenos virais em sua superficie (ex: gp120), pelo
sistema imune. A fusdo de células infectadas e ndo infectadas, resultando em células
multinucleadas gigantes ou sincicio, foi observada in vitro. A formagdo de sincicio,
entretanto, é raramente observada em tecidos de pacientes infectados e parece ndo explicar a
destruicdo de linfocitos in vivo (MOIR; CONNORS; FAUCI, 2010). A deplecao linfocitéaria
também parece estar associada a uma diminui¢do na produgdo de novas células. Esta pode
ocorrer por um desarranjo no microambiente do timo ou por deplecdo dos timdcitos induzidos
pelo HIV (STANLEY et al., 1993). Algumas populacGes de timocitos sdo susceptiveis a
infeccdo in vitro pelo HIV (VALENTIN et al., 1994). Também é demonstrado que populacdes
de células timicas progenitoras CD34+ expressam o receptor T-CD4+ e o correceptor
CXCR-4, podendo ser infectadas in vitro pelo HIV (FOLKS et al., 1988; STANLEY et al.,
1992; DEICHMANN; KRONENWETT; HAAS, 1997). Timdcitos ndo infectados podem ser
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induzidos ao fenbmeno de apoptose, em pacientes infectados pelo HIV, num mecanismo
indireto associado ao defeito da timopoiese (RE et al., 1993). Além disso, apesar de
controversa, a redistribuicdo entre os compartimentos sanguineos e tecido linfoide, motivados
por um tréafico exacerbado, mediado pela maior expressdo de receptores e ligantes, poderia
contribuir para a deplegdo periférica de T-CD4+ (McCUNE, 2001).

A disfungdo qualitativa dos linfocitos T-CD4+ resulta da diminuicdo de sua
capacidade de proliferacdo e diferenciagdo; desregulagdo da produgdo de IL-2 e outras
citocinas; diminuigdo da expresséo de receptores de IL-2 e formag&o deficiente de colbnias de
células T (PANTALEO; FAUCI, 1996). As células T de pacientes infectados manifestam uma
variedade de anormalidades fenotipicas, como a redugdo na porcentagem de linfocitos
T-CD4+ expressando a molécula CD28, um receptor necessario para a ativacdo das células T
(CHOREMI-PAPADOPOULQU et al., 1994).

1.5 Terapia Antirretroviral

O continuo aumento na populagdo de pessoas vivendo com HIV reflete o efeito
combinado de altos niveis de novas infec¢des e o impacto benéfico da terapia antirretroviral,
gue vem reduzindo a mortalidade. Em dezembro de 2009, aproximadamente 5,2 milhdes de
pessoas vivendo em paises com baixos ou médios recursos estavam recebendo o tratamento
especifico. Isso representava um aumento de 30% em comparagdo ao ano anterior e mais de
10x ao observado no ano de 2003. Na Africa, nesse mesmo periodo, a cobertura aumentou de
7% para 37% (UNAIDS, 2010). Esses numeros fazem estimar a soma de 2,9 milhdes de vidas
salvas, com a disponibilidade do tratamento efetivo, desde o ano de 1996, globalmente
(UNAIDS, 2009).

A cobertura antirretroviral na América Latina em 2009 alcancava 42%; superior a
média da cobertura mundial, especialmente nos paises de baixos e médios recursos, que era de
apenas 33% (UNAIDS, 2010). A cobertura de tratamento na América do Sul é superior ao da
América Central (UNAIDS, 2008).
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O Brasil € reconhecido como referéncia mundial na definicdo e execugdo de uma
politica publica para prevencdo e tratamento da infeccdo pelo HIV/aids bem-sucedida
(TEIXEIRA et al., 2004). Desde 1996, uma das caracteristicas desta politica é a garantia do
acesso universal a terapia antirretroviral para individuos portadores do HIV, segundo critérios
definidos por comités técnicos assessores (BRASIL, 2008b), em todo o Territorio Nacional. O
percentual de cobertura no Pais é de aproximadamente 90%, determinante para o perfil
favoravel da América do Sul e da América Latina no quadro mundial.

Em adicdo ao impacto na mortalidade, acredita-se que a terapia possa ajudar na
reducdo da incidéncia, por diminuir a transmissibilidade, as custas de uma menor viremia
individual e coletiva. Uma recente metanalise sugere que a taxa de transmissao de uma pessoa
em terapia antirretroviral seja aproximadamente 0,5 por 100 pessoas-ano, enquanto em
pessoas sem tratamento essa taxa de transmissao seja 5,6 por 100 pessoas-ano (ATTIA et al.,
2009). Baseado em um modelo matematico, os calculos sugerem que, com um incremento no
acesso ao teste diagndstico e ao tratamento antirretroviral, poder-se-ia reduzir de forma
significativa a taxa de infeccdo (LIMA et al., 2008; GRANICH et al., 2009). A aplicabilidade

desse modelo matematico para o mundo real ainda ¢ incerta.

A terapia antirretroviral teve como marco inicial o ano de 1986, quando a
zidovudina (AZT), um analogo de nucleosideo inibidor da enzima transcriptase reversa do
HIV, demonstrou atividade contra o HIV. No ano seguinte, ja existiam dados clinicos da sua
eficacia no tratamento da aids (FISCHL et al., 1987). O AZT foi o primeiro antirretroviral de
uma série que compBe a classe dos inibidores da transcriptase reversa andlogos de
nucleosideos (ITRN). As drogas dessa classe, apos fosforilacdo intracelular, atuam inibindo a
transcrigdo reversa do RNA viral, mediante a agdo competitiva com os nucleosideos naturais,
promovendo o término precoce da sintese da cadeia de DNA proé-viral. Outros exemplos de
drogas da mesma classe dos ITRN sdo: estavudina (d4T), lamivudina (3TC), didanosina (ddl),
abacavir (ABC) e emtricitabina (FTC). Além dessas, a zalcitabina (ddC), segundo ITRN a ser
utilizado na prética clinica, hoje ja inexistente. O tenofovir (TDF) é outra droga inibidora da
trascriptase reversa, porém, diferentemente dos outros analogos de nucleosideos, ja se
encontra originalmente fosforilada, sendo, portanto, um analogo de nucleotideo (DE CLERQ,
2001). Estudos subsequentes logo revelaram a superioridade da terapia com duas drogas
ITRN em relagdo a monoterapia com AZT (KATLAMA et al., 1996; Delta Coordinating
Committee, 1996).
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As perspectivas da terapia antirretroviral aumentaram com o advento de mais duas
classes de drogas: os inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos
(ITRNN) e os inibidores da protease (IP). Os medicamentos da classe dos ITRNN sdo
representados por delavirdina (DLV), j& ndo existente, nevirapina (NVP), efavirenz (EFV) e,
mais recentemente, etravirina (ETR). Esses medicamentos também inibem a sintese do DNA
pré-viral, porém, diferentemente dos ITRN, atuam pela interacdo direta na regido hidrofobica
da transcriptase reversa, localizada préxima ao sitio de ligacdo do substrato na enzima,

causando uma inibicao alostérica da sua fungdo (DE CLERQ, 2001).

A atuacdo do IP ocorre pela interacdo direta com o sitio catalitico da protease do
HIV-1, impedindo a clivagem da poliproteina viral em proteinas individuais e funcionais,
interferindo na maturagdo e infectividade do virus (TOMASSELLI; HEINRIKSON, 2000;
DE CLERQ, 2001). Os medicamentos dessa classe séo: saquinavir (SQV), ritonavir (RTV),
indinavir (IDV), amprenavir (APV), nelfinavir (NFV), lopinavir (LPV), atazanavir (ATV),
tipranavir (TPV) e darunavir (DRV).

Os IP apresentam uma biodisponibilidade baixa e varidvel, uma meia-vida
plasmética curta, exceto o ATV, exigindo a administracdo em duas ou trés ingestas diarias,
muitas vezes com restri¢cGes alimentares, que dificultam a adesdo dos pacientes ao tratamento,
reduzindo assim a sua eficacia (COOPER et al., 2003). O reconhecimento da propriedade do
ritonavir de inibir o metabolismo via citocromo P450, associado a observacdo de que a
maioria dos IP é objeto de metabolizacdo neste sistema enzimatico, levou a utilizacdo desta
droga como um reforgo farmacoldgico de varias outras drogas desta classe (KEMPF et al.,
1997). Uma baixa dose de ritonavir (100-200 mg/dia) passou a ser utilizada com o objetivo de
elevar os niveis séricos dos outros IP, numa estratégia denominada de “IP reforcado”
(Booster-P1 ou simplesmente IP-r). Tais combina¢des permitem o uso de doses menores ou
menos frequentes desses medicamentos (MOYLE, 1998; COOPER et al., 2003).

Outras classes de antirretrovirais foram disponibilizadas para uso clinico. Inibidor
de fusdo, inibidor de correceptor CCRS5 e inibidor de integrase. O inibidor de fusdo é a
enfuvirtida (EFN), que impede a aproximacdo definitiva do envelope viral & membrana da
célula hospedeira, comprometendo o estadio final de entrada do virus. A molécula do
medicamento mimetiza a fracdo HR1 da gp41, ligando-se e ocupando espaco na fracdo HR2,

que se fixa ao envelope viral. Essa ligacdo bloqueia 0 mecanismo de “zipagem” ou unido da
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HR1, ancorada na membrana celular, com a HR2. Essa “zipagem” medeia a fusdo da
membrana da célula ao envelope viral (WILD; GREENWELL; MATTHEWS, 1993).

O inibidor de correceptor CCR5 é o maraviroque (MVQ), que se liga ao
correceptores de membrana, modificando sua conformagéo estrutural e impedindo a ligacéo
da gpl20, bloqueando a aproximacdo do envelope viral, de um virus com esse perfil
fenotipico (utilizacio do correceptor CCR5 e ndo o CXCR4), a membrana celular. E uma
droga antirretroviral que ndo tem como alvo o préprio virus e sim um receptor celular
relacionado a sua entrada (DORR et al., 2005).

O inibidor de integrase é o raltegravir (RAL), que age inibindo a integracdo do
DNA pré-viral no DNA cromossomal, na fase de transferéncia de cadeia; quando o DNA
pré-viral recém-sintetizado pela TR e acoplado a enzima integrase, é carreado por esta para o
nacleo da célula (KILBY et al., 1998; HAZUDA et al., 2000; MARKOWITZ et al., 2006).

O desenvolvimento sucessivo de novos agentes farmacoldgicos direcionados a
diferentes alvos do ciclo de replicacdo do HIV culminou com o emprego, a partir de 1996, da
estratégia de terapéutica combinada envolvendo drogas de classes diferentes. O grau de
supressdo da replicacdo viral obtido com a terapia antirretroviral combinada (TARC) passou a
ser mais intenso e duradouro do que o observado previamente com a monoterapia ou terapia
com duas ou mais drogas de uma mesma classe. A repercussdo deste avango sucedeu sob a
forma de redugdo no nimero de Obitos, diminuicdo do quantitativo de complicacdes e
internamentos hospitalares, aumento da sobrevida e melhora da qualidade de vida dos
pacientes (PALLELA, et al., 1998). Além disso, 0 uso de drogas antirretrovirais durante a
gravidez, associado a outras interveng0es preventivas, permite reduzir a menos de 1% a

transmissdo vertical do HIV-1 (European Collaborative Study, 2005).

1.6 Testes de Resisténcia Antirretroviral

A resisténcia antirretroviral € uma consequéncia natural da capacidade mutante do
HIV e da pressdo seletiva de medicamentos; representando uma das mais preocupantes

ameagas ao sucesso no controle da infecgdo pelo virus, obtido com a TARC. Esta ameaca
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forcou o desenvolvimento e utilizagdo de méetodos laboratoriais capazes de detectar a presenca
de resisténcia do HIV-1 (RICHMAN, 2000; HEILEK-SNYDER; BEAN, 2002; HIRSCH
et al., 2008).

Passou-se, entdo, a utilizar testes que podem avaliar a resisténcia pelo perfil
genotipico e fenotipico. A nomenclatura desses testes reflete a propria denominacdo de um
padrdo de resisténcia antimicrobiana. A resisténcia fenotipica representa o “comportamento”
do virus em meio de cultura, na presenca de antirretrovirais. A resisténcia genotipica
representa as mutagdes no gene do HIV-1, mediante as quais se poderia predizer as mudancas
no “comportamento” (fenétipo) do virus frente aos medicamentos. O principio dbvio que
subjaz é de que toda alteracdo fenotipica é decorrente de uma alteracdo genotipica
(RICHMAN, 2000; HIRSCH et al., 2008).

Os testes fenotipicos determinam a quantidade de medicamento necessaria para
inibir a replicacdo do HIV-1 in vitro, visto que as concentraces podem resultar em inibigcéo
de 50, 90 ou 95% (EC ou IC50, IC90 ou 1C95). Os testes classicos, usados em laboratorios de
pesquisa, realizam a cocultura do virus e a exposi¢do aos medicamentos de forma bastante
artesanal. Os testes padronizados com virus recombinantes tém maior potencial de
aplicabilidade na pratica médica, diminuindo o tempo para o resultado (6-8 semanas nos
testes convencionais, para 2-3 semanas nos padronizados) e reduzindo a variabilidade entre os
ensaios. Geralmente cultivam o virus na presenca de cada um dos antirretrovirais, em
concentragdes diferentes de medicamentos, em duplicata. Os resultados dos virus testados sdo
comparados com resultados obtidos com base no virus do tipo selvagem. Um dos detalhes
importantes para o resultado de fenotipagem € a defini¢do para “variagdo na concentragdo” ou
“ndmero de mudangas” (fold change) de antirretrovirais, que significa o quanto o
medicamento foi necesséario in vitro para inibicdo da replicacdo do virus do paciente,
comparado ao que foi necessério para inibigdo do virus do tipo selvagem. A “variagdo na
concentracdo” € feita dividindo o IC50 do virus do paciente pelo IC50 do virus do tipo
selvagem. Se o 1C50 do virus do paciente fosse 5uM de um determinado antirretroviral, por
exemplo, e 0 IC50 do virus do tipo selvagem fosse 0,5uM, a “varia¢do na concentracdo” seria
igual a 10. Portanto, seria necessaria concentracdo dez vezes superior do medicamento para
inibir o virus do paciente do que a necessaria para inibir o virus selvagem. Apds as analises de
ensaios clinicos, permite-se conhecer os pontos de corte (cut-offs) entre um virus plenamente

sensivel, intermediariamente sensivel ou resistente. Quando ndo se conhece o cut-off clinico,
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utiliza-se o cut-off biolégico, que é a analise de varias amostras de virus selvagens de
pacientes, em culturas de células, verificando a variagdo de atividade de um determinado
medicamento. Voltando ao exemplo, se o cut-off bioldgico fosse igual a 2, o virus do paciente
(com FC de 10) seria resistente aquele determinado antirretroviral. A principal fragilidade do
teste estd na auséncia de cut-offs clinicos para todos os medicamentos, além de ser
consideravelmente mais trabalhoso, lento e caro do que os testes genotipicos (RICHMAN,
2000; HEILEK-SNYDER; BEAN, 2002; HIRSCH et al., 2008). Todos os testes
comercialmente disponiveis (PhenoSense® da Monogram Biosciences, Phenoscript® da
Viralliance e Antivirogram® da Virco BVBA) usam esencialmente o mesmo procedimento,
com pequenas variacdes metodoldgicas, que consiste em gerar um virus recombinante, pela
amplificacdo por PCR da regido genémica de interesse do virus do paciente, inserindo-a num
clone de HIV do laboratério, que teve essa mesma regido genémica suprimida. Grandes
quantidades de virus recombinante sdo produzidas por transfecg¢do de células suscetiveis. De
maneira sintética, os passos sdo 0s seguintes: 1) purificagdo do RNA do HIV-1 presente na
corrente sanguinea do paciente; 2) transcri¢do reversa (transformacdo de RNA viral em DNA
complementar); 3) amplificacdo da regido da TR e PR pela metodologia da PCR (reacdo em
cadeia da polimerase); 4) transfeccdo de células de cultura pela utilizagdo de clones
infecciosos selvagens (fragmento de DNA do HIV-1, com excecdo do fragmento da TR e PR,
que serdo inseridos a partir dos genes amplificados no passo anterior), introduzindo-se o clone
infeccioso do virus selvagem e o fragmento da TR e PR do virus do paciente no interior da
celula, por metodologia conhecida como eletroporacdo, criando-se um recombinante
(fragmento do genoma do virus selvagem do laboratério sem os genes da TR e PR e
fragmento do genoma contendo genes da TR e PR, do virus do paciente); 5) cultura do virus
na presenca de cada um dos antirretrovirais, em concentracgdes diferentes; 6) quantificacéo da
perda de susceptibilidade do virus testado, comparado o virus do tipo selvagem, pelo 1C50,
através de curvas de inibicdo e 7) interpretacdo, gerando um laudo (HEILEK-SNYDER,;
BEAN, 2002; ZHANG et al., 2005).

Os testes genotipicos analisam as mutagdes na sequéncia de acido nucléico que
causam substituicdes de aminoécidos, quando o RNAm ¢é traduzido em proteina. Um s0
nucleotideo substituido na trinca pode mudar o aminoacido. Essas mutagdes sdo codificadas
por uma letra que representa o aminodcido substituido, seguida da localizagdo (nimero do
aminodacido na cadeia) e, posteriormente, pela letra que representa 0 aminoacido substituto.

Assim, a mutacdo L90M significa que o aminoécido leucina foi substituido pela metionina na
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posicdo 90 da protease (MacARTHUR, 2000). A genotipagem utiliza métodos de
sequenciamento de DNA (PR e TR) e tem como vantagens 0 menor custo e, portanto, maior
acessibilidade nos paises em desenvolvimento. Além disso, tem maior rapidez de execucdo
(os resultados sdo processados em cerca de 2-4 semanas) e pode detectar clones de cepas
resistentes mesmo antes da evidéncia de uma resisténcia fenotipica. O plasma sanguineo € a
principal fonte viral utilizada nos testes de genotipagem. Assim, em razdo da meia-vida viral
plasmatica ser de aproximadamente seis horas, apenas cepas ativamente replicantes podem ser
isoladas desta fonte. Portanto, a sequéncia do virus plasmatico representa as quasispecies
mais recentemente selecionadas pela terapia antirretroviral. Estes testes requerem grande
seguimento do genoma do HIV-1 (>1Kb) para realizagdo de extracdo, transcricdo reversa e
amplificacdo por PCR, em relacdo a métodos designados quantitativos (cerca de 100 bp
necessarios), que sdo, por isso, mais sensiveis. O processamento da amostra pode ser
realizado por dois métodos de sequenciamento: dideoxinucleotideo ou hibridizagdo. Estudos
comparativos evidenciam que o primeiro método é mais fidedigno na identificacdo de
mutacdes para TR e PR do HIV-1. A hibridizagdo ndo € capaz de detectar inser¢fes ou
delecdes nas sequéncias virais, além da sua dificuldade na utilizacdo em subtipos ndo B
(SHAFER, 2002). Uma desvantagem da genotipagem é que o conhecimento acerca das
mutacdes, que podem levar a uma diminuicdo da susceptibilidade as drogas, ainda € limitado
e, no teste convencional, ha pouca sensibilidade para as cepas minoritarias, que representem
menos de 20% da populagdo (RICHMAN, 2000; WILSON; BEAN, 2000; HANNA,;
D'AQUILA, 2001; HEILEK-SNYDER; BEAN, 2002; HIRSCH et al., 2008).

A fenotipagem virtual, desenvolvida por uma empresa belga (Virco), é um
instrumento quantitativo para predizer a susceptibilidade fenotipica do HIV aos
antirretrovirais, baseado em resultados de genotipagem. Ndo € por si um teste de
susceptibilidade aos medicamentos in vitro. Na verdade, foi constituido um banco de dados
com milhares de amostras analisadas por fenotipagem e genotipagem, pareadamente. Obtendo
uma genotipagem, submete-se a sequéncia gendmica a este banco de dados, que, mediante um
sistema de informatica, conhecido como neural network, identifica o perfil fenotipico
mediano. Desta forma, como cada sequéncia de nucleotideos do banco de dados (resultado de
genotipagem) possui um resultado de fenotipagem correspondente, um laudo no formato de

uma fenotipagem é obtido com suporte no perfil genotipico do virus em estudo (DIAZ, 2004).



39

Existem técnicas mais sensiveis que permitem detectar variantes virais
minoritarias (menos de 10%): single-genome sequencing, allele-specific PCR (ASPCR),
parallel allele-specific sequencing (PASS) e ultra-deep sequencing (pyrosequencing). As
sensibilidades desses métodos sdo variadas na capacidade de deteccdo de populagbes que
representam apenas 2%, como no single-genome sequencing a menos de 0,5%, como no
ultra-deep sequencing (CHARPENTIER et al., 2004; PALMER et al., 2005; WANG et al.,
2007; CAl et al., 2007; SIMEN et al., 2009). Além de mais caros, contudo, carecem de mais
estudos clinicos que estabelecam sua aplicabilidade.

A importéncia das populagdes virais minoritarias foi primeiramente demonstrada
pela falha de tratamentos baseados em nevirapina, em mulheres tailandesas que receberam
esse medicamento em dose Unica, previamente, para impedir a transmissdo mée-filho
(JOURDAIN et al., 2004). Nesse estudo, mesmo com genotipagem-padrdo ndo detectando
resisténcia a nevirapina, mais mulheres que a receberam em dose Unica falharam ao
tratamento em comparagdo com as que receberam placebo, durante a gravidez. Em pacientes
virgens de tratamento, dois estudos recentes (JOHNSON et al., 2008; METZNER et al.,
2009) revelaram associacao entre a presenca de variantes minoritarias resistentes a drogas e
subsequente falha viroldgica, especialmente quando a terapia era baseada em ITRNN. E
observado, entretanto, o fato de que apenas uma porcentagem muito pequena de pacientes
(<5%) falha a terapia antirretroviral de primeira linha, se nenhuma resisténcia for detectada na
genotipagem-padréo (FESSEL et al., 2008). A presenca da mutagdo M184V, na transcriptase
reversa, que confere resisténcia a lamivudina, foi detectada em 12,7% e 19,4% de 165
amostras de pacientes ndo tratados, no Reino Unido, atraves de genotipagem convencional e
por técnica capaz de identificar variantes minoritarias, respectivamente (BUCKTON et al,.
2011). E provavel que haja algum limite para que a variante minoritaria resistente conduza a
falha do esquema. Definir esse limiar € um desafio, como é provavel que dependam da
barreira de resisténcia da droga, da atividade antiviral das outras drogas do esquema, da carga
viral basal e outras caracteristicas dos pacientes, como padrdes de adesdo (GRANT;
ZOLOPA, 2009). Analise recente de um ensaio clinico sugeriu que um limiar de cerca de 2%
(2.000 copias/ml) para K103N resultou em aumento de falha de um esquema baseado em
efavirenz (GOODMAN et al., 2010).

Vaérios estudos retrospectivos e prospectivos avaliaram o papel dos testes
genotipicos e fenotipicos na terapia de resgate. Os estudos retrospectivos demonstraram a
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associacdo entre falha virologica e mutagdes de resisténcia e a utilidade dos testes na previséo
de falha virologica de um esquema antirretroviral de resgate (KATZENSTEIN et al., 1996;
LORENZI et al., 1999; HARRIGAN et al., 1999; ZOLOPA et al., 1999; LANIER et al.,
1999; HAMMER et al., 1999). Nestes estudos, porém, os testes de resisténcia ndo foram

utilizados para orientar a escolha do novo tratamento antirretroviral.

Em anélise prospectiva, varios ensaios clinicos randomizados foram conduzidos
nos Gltimos anos. Alguns estudaram o uso de testes genotipicos (DURANT et al., 1999;
BAXTER et al., 2000; TURAL et al., 2002; CINGOLANI et al., 2002), outros avaliaram o
uso de testes fenotipicos (CALL et al., 2001; COHEN et al., 2002) e outros avaliaram ambos
os testes (MEYNARD et al., 2000; SARACINO et al., 2004; DUNN et al., 2005). Existe
ainda estudo comparando a genotipagem com a fenotipagem virtual (HALES et al., 2006) e
fenotipagem virtual com fenotipagem (MAZZOTTA et al., 2003; PEREZ-ELIAS et al.,
2003). De maneira geral, estes estudos demonstraram que a selecdo de um esquema
antirretroviral de resgate, com o auxilio de um teste de resisténcia, resultou em uma reducéo
significativa da CV plasmatica para HIV-1 e/ou supressdo virémica (CV ndo detectada) em
uma grande proporcdo de pacientes. Além disso, na maioria, concluem que a fenotipagem e a
fenotipagem virtual ndo melhoram a abordagem da terapia de resgate em relacdo a

genotipagem.

No Brasil, em uma analise prospectiva, aberta e ndo randomizada, houve
beneficio entre escolher o0 novo tratamento guiado por genotipagem versus escolher o
tratamento apenas pelo conhecimento clinico, mas numa amostra pequena de pacientes
(TUPINAMBAS et al., 2006). Outro estudo, com niimero de pacientes parecido, ndo mostrou
o mesmo beneficio (PIRES NETO; COLARES; FONSECA, 2008). O primeiro estudo, com
resultado favoravel ao uso da genotipagem, tinha os dois grupos de pacientes recrutados em
um mesmo servico e aferiu adesdo nos dois grupos. Porém, fez um seguimento de apenas 6
meses, apds a intervencdo. Por outro lado, o segundo estudo, que ndo mostrou vantagem em
usar a genotipagem para garantir sucesso na terapia de resgate, seguiu 0S pacientes por um
periodo mais longo (24 meses), mas tinha os dois grupos com alguma diferenca quanto a
intensidade de exposicdo a antirretrovirais, expecialmente em relagdo a IP, que tinha sido
menos usado no grupo de pacientes que ndo fez o exame. Além disso, esse grupo controle era
constituido de pacientes de um Unico servico, Hospital Universitario, enquanto o outro grupo,

que realizou genotipagem, era constituido de pacientes de 4 servigos de assisténcia municipal,
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potencialmente menos experientes na conducdo de casos multiexperimentados. Esses trés
fatores (maior exposicdo a IP, menor experiéncia na abordagem de pacientes com virus
resistente e falta de avaliacdo de adesdo) podem ter contribuido para anular o provavel
beneficio da estruturacdo de um esquema de resgate com a informacao do perfil de resisténcia

do virus.

Alguns autores analisaram os dados dos trabalhos individuais de uma maneira
conjunta, na perspectiva de condensar e melhorar a interpretagdo dos resultados
(DeGRUTTOLLA et al., 2000; HAUBRICH; DEMETER, 2001). A medida que os dados iam
se avolumando, novas andlises mais robustas foram feitas. Uma metanalise dos estudos
prospectivos e randomizados publicados e apresentados até 2001 demonstrou beneficio de
curto prazo (até seis meses ap0s a troca da terapia), quando a genotipagem foi utilizada para
guiar a troca do tratamento em comparagdo com a abordagem apenas pelo conhecimento
clinico. Além disso, a orientacdo de um profissional experiente, ap6s analisar o resultado da
genotipagem, melhorou a resposta ao tratamento. Nesse estudo, a fenotipagem ndo
demonstrou beneficio (TORRE; TAMBINI, 2002). Em outra metanalise, baseada em estudos
prospectivos e randomizados, entre 1998 e 2004, foi demonstrado discreto beneficio na
reducdo da viremia, para um periodo de até seis meses ap0s a troca do tratamento, em favor
da geotipagem e da fenotipagem virtual (PANIDOU; TRIKALINOS; IOANNIDIS, 2004).
ApoOs essas publicagdes, um estudo de coorte demonstrou que a sobrevida de pacientes em
falha terapéutica foi superior, se realizavam exames de resisténcia do HIV, mesmo com
andlise ajustada para alguns fatores potencialmente confundidores e favoraveis a menor
mortalidade (T-CD4+ mais elevado no basal, cor branca, pacientes de rede privada e ndo usar
drogas injetdveis). Apesar disso, 0s autores adimitiram a possibilidade de outro fator
confundidor envolvido: realizar um teste de resisténcia do HIV poderia significar melhor
acesso aos cuidados de satde (PALELLA et al., 2009).

Estes e outros estudos deram suporte cientifico para o uso clinico de testes de
resisténcia do HIV-1. Nos ultimos anos, é cada vez mais indicado, tanto para fins de resgate

terapéutico como para guiar o inicio do tratamento.

Em outubro de 2001, considerando o numero cada vez maior de pacientes em
TARC de resgate e visando a enfrentar o problema da resisténcia do HIV-1 as drogas

antirretrovirais, como fator relacionado a falha terapéutica, o Ministério da Saude do Brasil
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criou a Rede Nacional de Genotipagem do HIV-1, também denominada RENAGENO. O
principio de acesso universal foi mantido, sendo que a indicacdo de realizacdo do exame ficou
condicionada a critérios técnicos bem definidos. Tal iniciativa foi e ainda é pioneira no
mundo. A RENAGENO ¢é constituida por uma rede de laboratérios de referéncia em
genotipagem (LRG) e por medicos de referéncia em genotipagem (MRG). O MRG tem a
fungcdo de avaliar as solicitagdes vindas das unidades assistenciais, deferindo ou ndo a
solicitagdo, de acordo com critérios técnicos estabelecidos, e interpreta o resultado do teste,
emitindo laudo com sugestdes de tratamento de resgate. Os LRG, por sua vez, sdo
laboratorios publicos equipados para realizacéo de testes de resisténcia genotipica.

1.7 Resisténcia Primaria ou Transmitida

A replicacdo viral em um individuo sem tratamento pode gerar 10'°*! cépias
virais por dia (PERELSON et al., 1996). A TR do HIV n&o possui a fun¢do de correcdo de
erros (proofreading) e estima-se que cause uma mutacdo a cada 10° ciclos de replicacdo
(PRESTON; POIESZ; LOEB, 1988). Com arrimo nesses nimeros, estima-se que possam
ocorrer 10* mutacdes no genoma viral diariamente. Se algumas destas mutag6es conferirem
vantagem seletiva a este virus, como suscetibilidade reduzida a determinado agente antiviral,
a quasispecie correspondente ird predominar. Em paciente virgem de terapia antirretroviral,
estas variantes resistentes costumam representar uma populacdo minoritaria. Como estas de
ordinario apresentam uma capacidade replicativa inferior a cepa selvagem, costumam
sucumbir diante da competicdo pela infeccdo de uma nova célula. Na presenca de
antirretrovirais, entretanto, especialmente quando as concentragdes séricas sao reduzidas, mas
suficientes para inibir a replicagdo das cepas sensiveis, estas variantes tém a possibilidade de
infectar novas células, se integrar ao genoma do hospedeiro e se transformar na populagdo
viral predominante (CLAVEL; HANCE, 2004).

Adesdo plena ao tratamento antirretroviral potente por longos periodos € meta
dificil de cumprir. Este é considerado o principal fator para o desencadeamento de resisténcia
aos medicamentos, pela pressdo que as drogas exercem em niveis subterapéuticos,

selecionando cepas mutantes e resistentes do virus.
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Dados nacionais, em servi¢os publicos do Estado de S&o Paulo, revelaram que
31% dos pacientes tém ma adesdo; com maior prevaléncia entre os individuos de menor
escolaridade, menor renda pessoal, situacdo de desemprego, uso abusivo de drogas ou alcool,
esquemas antirretrovirais com maior quantidade de comprimidos, pior qualidade do servigo
de saude e falta as consultas médicas (NEMES et al., 2009). No Nordeste, no Estado do Rio
Grande do Norte, em uma casuistica de aproximadamente 500 sujeitos, no periodo de 1999 a
2001, revendo dados de prontuarios medicos, a taxa de ndo-interrupcdo da terapia foi de
64,1% (BRITO et al., 2006). Em uma metanalise de todos os estudos nacionais, publicados de
2004 a 2009, a taxa-sintese de ndo-adesdo foi de 34,4% (ROCHA et al., 2010).

O tratamento de um paciente infectado por um virus resistente tem menor chance
de sucesso (GRANT et al., 2002; VIOLIN et al., 2004). Houve o relato, na cidade de New
York (USA), de um paciente que apresentou rapida progressdo para aids, sem resposta
terapéutica adequada, por ter se infectado com um virus resistente a ITRN, ITRNN e IP
(MARKOWITZ et al., 2005). Alguns estudos retrospectivos, analisando amostras estocadas e
comparando o tempo para falha terapéutica entre os grupos de pacientes com e sem mutacoes
de resisténcia priméria, demonstraram que aqueles com mutacGes de resisténcia antes do
inicio da terapia tinham maior probabilidade de falha terapéutica (LITTLE et al., 2002;
KURITZKES et al., 2008). Outro estudo, também utilizando estoque de amostras, analisou a
chance de falha terapéutica em pacientes submetidos a terapia com ITRNN, que apresentavam
mutacOes de resisténcia para essa classe de medicamento, por meio da genotipagem
convencional e da genotipagem por pirosequenciamento. Os dados apontam que a maior
sensibilidade do pirosequenciamento, permitindo detectar mais pacientes com mutagdes de
resisténcia, correlacionou-se com maior chance de falha terapéutica (SIMEN et al., 2009). Por
outro lado, dois outros estudos retrospectivos ndo demonstraram maior risco de falha do
tratamento com a presenca de mutacfes de resisténcia antes do inicio dos medicamentos
(CASCADE, 2006; BANNISTER et al., 2008). Ha ainda um estudo prospectivo, que avaliou
a resposta terapéutica até a semana 48 e cujo esquema terapéutico inicial foi orientado pela
genotipagem (OETTE et al., 2006). Os indices de supressdao da viremia foram semelhantes
entre os dois grupos (pacientes com virus com mutagdes e pacientes com virus sem mutacoes
de resisténcia primaria), valorizando a importancia da realizacdo do exame para guiar 0
tratamento. Mais recentemente, dados de uma grande coorte européia foram publicados,
mostrando que a presenca de mutacGes de resisténcia primaria, que correspondessem a

resisténcia a pelo menos um antirretroviral utilizado no tratamento inicial, correlacionou-se
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com risco aumentado de falha terapéutica, no primeiro ano de acompanhamento (WITTKOP
etal., 2011).

Ademais, foi demonstrado que a resisténcia primaria € mais duradoura do que a
secundaria, mesmo na auséncia de presséo seletiva antirretroviral (BARBOUR et al., 2004).
A explicacdo para esse fenbmeno é que um individuo infectado por uma quasispecie
resistente, oriunda de outro individuo que tenha feito uso inadequado de terapia
antirretroviral, terd desde o comeco da infeccdo um genoma de HIV com mutagdes de
resisténcia. Mesmo com o decorrer do tempo, na auséncia de pressdo seletiva de
antirretrovirais, por ndo haver outra popula¢do de virus selvagem que pudesse competir e
talvez se sobrepujar por melhor capacidade replicativa, permanecera preponderando a
populacdo de virus resistente; diferentemente do que ocorre em um paciente que selecionou
uma populagdo de virus resistente, com uso de medicamentos, mas apds ter se infectado com
uma populacdo de virus selvagem (sensivel aos medicamentos). Com o passar do tempo, na
auséncia da pressdo seletiva dos medicamentos, a populacdo de virus selvagem, integrada e
“arquivada” em células do sistema imune, por possuir melhor capacidade replicativa, volta a
prevalecer por simples mecanismos de sele¢do natural, revertendo mais rapidamente o perfil
mutacional de resisténcia detectado nos testes (PERELSON et al., 1996; PRESTON;
POIESZ; LOEB, 1988; CLAVEL; HANCE, 2004). Apesar disso, existem dados consistentes
demonstrando que quanto mais recente ao momento da infeccdo é realizado o teste de
resisténcia, maior a prevaléncia de mutacgdes relacionadas. Portanto, as amostras colhidas de
pacientes com infec¢do aguda tém maior prevaléncia de resisténcia, quando comparados aos
pacientes com infeccdo cronica latente (NOVAK et al., 2005; DESCAMPS et al., 2005;
BOOTH et al., 2007; SUCUPIRA et al., 2007; LITTLE et al., 2008). Ou seja, mesmo que a
variante resistente transmitida prevaleca e quase exclusivamente esteja presente, mutacdes
espontaneas, garantidas pela tipica diversidade genética evolutiva do HIV, revertem
progressivamente a um virus selvagem (LITTLE et al., 2008). Outra informacdo relevante
adveio de um estudo na Espanha, em que os pesquisadores descrevem ndo haver maior
prevaléncia de resisténcia primaria em pacientes recentemente infectados e que apresentavam
cepas de tropismo CXCR4 (DE MENDOZA et al., 2007).

A transmissdo de cepas HIV-1 resistentes é relatada na literatura hd muitos anos
(ERICE et al., 1993; CONLON et al., 1994), mas ganhou especial destaque quando testes de

resisténcia genotipico e fenotipico foram realizados em uma coorte de pacientes
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estadunidenses, com infeccdo recente, entre 1995 e 2000, demonstrando um aumento de
resisténcia primaria, quando comparados dois momentos desse periodo (1995-1998 e
1999-2000), de 3,4% para 12,4%, pela fenotipagem e de 8,0% para 22,7%, pela genotipagem
(LITTLE et al., 2002). Analisando a populacdo de adolescentes com infec¢do recente nos
EUA, foi detectada prevaléncia de 22% de resisténcia primaria pela fenotipagem e 18% pela
genotipagem, com um indice expressivo de resisténcia aos ITRNN na ordem de 18% e 15%,
pela genotipagem e fenotipagem, respectivamente (VIANI et al., 2006). Analisando apenas a
populacdo de homens que fazem sexo com homens com infecgdo recente, no mesmo pais, foi
detectada 15,9% de resisténcia primaria (ESHLEMAN et al., 2007). Dados semelhantes, mas
com uma magnitude um pouco inferior, também refletem a situagdo da Europa (DESCAMPS
et al., 2005; WENSING et al., 2005). Entre os anos de 2002-2005, analisando amostras de 20
paises do Continente, a prevaléncia foi de 8,4% (VERCAUTEREN et al., 2009). Outro grande
estudo, analisando dados de 25 coortes daquele continente, com amostras colhidas entre os
anos de 1998 e 2008, detectou 9,5% de mutacdes de resisténcia primaria (WITTKOP et al.,
2011). No Reino Unido, estudo mais recente detectou 7,1% de resisténcia primaria, com
indice de 8,2% em pacientes com infeccdo recente (BOOTH et al., 2007). Na Franca, huma
casuistica de pacientes com infeccdo recente, entre os anos de 1996 a 2006, a prevaléncia foi
de 10,9% (CHAIX et al., 2009). Na Alemanha, entre 1996 e 2007, apesar de manter-se em
niveis estaveis, a prevaléncia de resisténcia primaria foi de 12,4% (BARTMEYER et al.,
2010). Além disso, varios estudos demonstraram a transmissao perinatal de virus resistentes, a
partir de mulheres que ja estavam em tratamento ou que faziam profilaxia com antirretrovirais
(SIEGRIST et al., 1994; PALUMBO et al., 2001; PARKER et al., 2003; KARCHAVA et al.,
2006; DELAUGERRE et al., 2009). No Brasil, em Belo Horizonte-MG, 9,8% de um grupo de
41 criangas infectadas por transmissdo vertical apresentavam resisténcia primaria
(FERREIRA et al., 2010). Por outro lado, é comentado que a melhora da supresséo viral, com
0s esquemas mais potentes e mais bem tolerados, é capaz de reduzir a incidéncia de deteccéao
de resisténcia nos pacientes em tratamento, com potencial diminui¢do da transmissao de cepas
resistentes (VERCAUTEREN et al., 2008; GILL et al., 2010). Apesar disso, os relevantes
nameros de prevaléncia levaram os principais Guias Internacionais de Terapia Antirretrovial
(BHIVA/08; DHHS/09; GESIDA/09, EACS/09; 1AS-USA/10) a recomendarem a realizacéo
de testes de resisténcia para todos os pacientes recentemente diagnosticados (GAZZARD,
2008; DHHS, 2009; GESIDA, 2009; EACS, 2009; THOMPSON et al., 2010). No Brasil,
ainda ndo ha essa recomendagdo (BRASIL, 2008b), exceto para casos de criancas e
adolescentes infectados por transmissdo vertical (BRASIL, 2009). Analisando dados de
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amostras colhidas em 1998, no Estado do Rio de Janeiro, os autores concluem ndo haver
indicacdo do teste rotineiro, uma vez que nenhum virus albergava resisténcia antirretroviral
(DUMANS et al., 2002).

Na Argentina, a prevaléncia foi de 7,7%, entre 52 amostras de pacientes
recentemente infectados, em Buenos Aires e trés outras regides (PETRONI et al., 2006). No
Peru, analisando amostras de homens que fazem sexo com homens néo tratados, foi revelada
prevaléncia de 3,3% (LAMA et al., 2006). Na Venezuela, em um namero pequeno de
pacientes virgens de terapia, foram detectados 10% de resisténcia priméria, pela presenca de
mutagOes na TR (BOUCHARD et al., 2007). Em Cuba, o achado foi de 5,2% de mutacdes de
resisténcia primaria na TR e 3,2% de mutacdes de resisténcia primaria na PR (PEREZ et al.,
2007). Na Asia, houve 4,3% de resisténcia primaria na Coreia do Sul (CHOI et al., 2008) e
3,8% na China (LIAO et al., 2010).

Como visto, a prevaléncia de resisténcia primaria varia muito entre diferentes
paises, entre regifes de um mesmo pais e entre subpopulagdes. Ademais, as diferentes formas
de interpretar o impacto potencial de uma lista de mutagdes encontradas na sensibilidade
antirretroviral, amplia diferentes indices reportados. 1sso levou um grupo de pesquisadores,
com apoio da OMS, a estabelecer uma lista consensuada de mutagdes a serem consideradas
como relacionadas a resisténcia transmitida (SHAFER et al., 2007; BENNETT et al., 2009).

Voltando a Venezuela, o segundo estudo, ja utilizando a metodologia
recomendada pela OMS, com uma casuistica maior, encontrou uma taxa de mutagdes de
resisténcia primaria proxima a 5% (CASTILO et al., 2009). Na Argentina, foi de 8,4%, como
demonstrado em estudo muito recente (PANDO et al., 2011). Em estudo multicéntrico do
Continente Africano, a prevaléncia foi de 5% (PRICE et al., 2011).

No Brasil, sdo poucos os estudos sobre a questdo e com dados algo discrepantes.
Em Santos-SP, entre janeiro de 1999 e 2000, foi detectada resisténcia priméaria em pacientes
recentemente infectados na ordem de 32%, sendo 22,7% para ITRN e 13,6% para IP
(SUCUPIRA et al., 2004). Em Porto Alegre, analisando 108 amostras consecutivas de um
Centro de Aconselhamento e Testagem, a prevaléncia de mutacdes de resisténcia primaria foi
de apenas 3% (RODRIGUES et al., 2005). Numa analise com amostras das cinco regides do
Pais, em 2001, o Nordeste, representado pelos Estados do Ceara e Bahia, apresentou 4,8% de
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resisténcia primaria (BRINDEIRO et al., 2003). Nessa publicacdo, ndo é possivel interpretar
0s dados dos estados separadamente, porque foram analisados em conjunto. Em estudo
utilizando um modelo transversal, proposto pela OMS para vigilancia de resisténcia primaria,
em paises de baixos recursos (MYATT; BENNETT, 2008), 8,1% das 210 amostras coletadas
em seis capitais das cinco regides do Brasil apresentavam resisténcia primaria (INOCENCIO
et al.; 2009). O Nordeste, representado pela cidade de Salvador, no Estado da Bahia, exibiu
taxa inferior a 5%, que, pela metodologia, € considerada baixa. Entre 5 e 15% ¢é intermediéria
e acima de 15% é alta (BENNETT et al., 2008b). Em outro estudo, com outra metodologia e
utilizando regras de resisténcia do painel da International Aids Society dos EUA (IAS-USA),
com uma casuistica majoritaria do sul e sudeste do Pais, a taxa de resisténcia priméria foi de
7% (SPRINZ et al.; 2009). No centro do Brasil, na cidade de Goiania, utilizando lista de
mutagOes posteriormente recomendada pela OMS, a prevaléncia foi de 10% (CARDOSO et
al., 2009) e no Norte, no estado de Tocantins, foi de 11,5% (CARVALHO et al., 2011). Em
recente levantamento Nacional, seguindo a mesma metodologia da OMS, 251 amostras das
cinco regibes foram analisadas, com média de prevaléncia de 12,3%. A regido Norte, com
8,5%; a regido Nordeste, com amostras apenas do Estado da Bahia, com 19,1%; a regido
Centrooeste com 10,6%; a regido Sudeste com 12,8% e a Sul com 9,0% (DE MORAES
SOARES et al., 2011).

Ante dados tdo variados, questiona-se qual o percentual de prevaléncia primaria
que deva desencadear a realizacdo de teste de resisténcia, considerando custo-beneficio, numa
determinada regido. Algumas analises indicam que esse percentual seria de 5% (HECHT;
GRANT, 2005) ou mesmo 1% (SAX et al., 2005).

Né&o existem dados publicados de resisténcia primaria do HIV, analisando indices
do Estado do Ceara.

A maioria dos estudos demonstra que os indices de resisténcia primaria sao
superiores na populacdo recentemente infectada (LITTLE et al., 2002; NOVAK et al., 2005;
DESCAMPS et al., 2005; BOOTH et al., 2007; SUCUPIRA et al., 2007). Com vistas a
discriminar o tempo de infec¢do, foram desenvolvidos testes soroldgicos com o objetivo de
estabelecer se a infeccdo € recente ou tardia. Um desses métodos é uma técnica soroldgica de
ensaio imunoenzimatico com estratégia de testagem dupla (detuned), que discrimina infeccbes

com tempo menor do que 180 dias (RAWAL et al., 2003). Existe outro método, que é o teste
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de avidez de anticorpos, baseado em avidez de guanidina (CHAWLA et al., 2007). Mais
recentemente, foi desenvolvida outra metodologia, que detecta niveis variaveis de IgG
(quantitativo) por captura, para um antigeno sintético (peptidio ramificado) da gp4l,
compativel com alguns subtipos do HIV-1, que lhe permite melhor performance, chamado de
BED-CEIA, e que relaciona esses niveis de IgG anti-HIV com os niveis totais de IgG.
Dependendo do cut-off utilizado, identifica infecgbes ocorridas até 153 dias da exposi¢do ou
até 160-191 dias, para valores de cut-off respectivos de 0,8 e 1,0 (DOBBS et al., 2004;
CALYPTE® BIOMEDICAL CORPORATION, 2005). Esse método passou a ser utilizado
pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention) dos Estados Unidos, associado as
informacdes epidemioldgicas, para estudos de incidéncia de infec¢do pelo HIV-1 (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2007). Ou seja, grosseiramente, quanto
mais 1gG especifica anti-HIV, proporcionalmente aos niveis totais de IgG, mais antiga a
infeccdo, ainda que possam ocorrer resultados falsopositivos. Além dos problemas técnicos de
qualidade da amostra e da execucdo da reacdo, inespecificos a este metodo, uma queda na
producdo de anticorpos (anticocorpogénese) em estadios finais da infeccdo e uso de
antirretrovirais sdo fatores que podem falsear o resultado. Ou seja, individuos com testes
positivos, ndo necessariamente tém infeccdo recente. Existem estudos mostrando que o0s
falsopositivos no teste BED-CEIA podem superestimar o nimero de casos de infecgdo
recente, existindo inclusive proposta de fator de ajuste, nas estimativas de incidéncia
(MCDOUGAL et al. 2006; HARGROVE, 2009; KIM et al., 2010).

Além disso, mesmo para este teste, que tem menor variabilidade, ha alguma
diferenca de sensibilidade intersubtipos (PAREKH et al., 2011).

Considerando que ndo existem dados especificos sobre resisténcia primaria do
HIV-1 no Estado do Ceard, e que a prevaléncia dos subtipos pode se modificar com o passar
do tempo, surgiu o interesse para realizacdo deste estudo, buscando comparar, inclusive,
possiveis variacOes entre 0s grupos de pacientes com infeccdo mais recente e mais tardia. A
monitorizacdo desses perfis, em determinada populacdo, é ferramenta importante para
detectar alteraces no comportamento da epidemia, que pode favorecer ndo s6 a compreensao

de sua evolugdo, como também mudangas de abordagem, mesmo no aspecto terapéutico.
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2 HIPOTESES

Baseado nos dados apresentados, especialmente nos que se referiram ao Brasil e a
regido Nordeste, considerou-se que a prevaléncia de resisténcia primaria do HIV-1, no Ceara,

estivesse entre 5 e 10%.

Devido ao “envelhecimento” da epidemia, houve mudancas em relacdo a

prevaléncia dos subtipos do HIV-1, na populagdo de pacientes infectados no Estado do Ceara.

S&o esperadas variagdes nos perfis de resisténcia priméria e subtipos do HIV-1

entre os pacientes com infeccdo mais recente e mais antiga, no Estado do Ceara.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Conhecer a prevaléncia de resisténcia priméaria aos antirretrovirais do HIV-1 no
Estado do Ceard e seus subtipos, analisando possiveis diferencas entre subgrupos de pacientes

com infeccdo recente ou tardia.

3.2 Objetivos Especificos

Analisar a resisténcia priméria do HIV-1 aos antirretrovirais e seus subtipos, no
Estado do Ceard, durante o periodo de um ano, de amostras de pacientes virgens de
tratamento.

Comparar os perfis de variabilidade genética e resisténcia priméaria entre 0s

subgrupos de pacientes com infecgdo recente e infec¢cdo mais antiga, virgens de tratamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo

Estudo transversal, com pacientes infectados pelo HIV e ndo expostos a terapia
antirretroviral, no Estado do Ceara, no periodo de maio de 2008 a maio de 2009.

4.2 Preceitos Eticos

O projeto e seus adendos foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas da Secretaria da Saude do Ceara
(ANEXOS A e C), respeitando as Diretrizes e Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres
Humanos estabelecidas na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e suas
complementares. Os pacientes que concordaram em participar do estudo assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (APENDICE B).

4.3 Populacéo do Estudo

A populacdo-alvo para o estudo eram os pacientes com diagnostico de infeccdo
pelo HIV, segundo critério do Ministério da Saiude (BRASIL, 2003), de ambos 0s sexos e de
qualquer idade, que ndo haviam recebido terapia antirretroviral, mesmo que apenas
profilaticamente, e que estivessem iniciando ou j& estivessem em acompanhamento em

unidades de assisténcia e que potencialmente necessitassem de terapia antirretroviral.

O numero de pacientes para amostra foi calculado com o emprego do programa
Epi Info 6, baseado na média de novos pacientes submetidos a tratamento antirretroviral, nos
trés anos que antecederam ao periodo do estudo (2005, 2006 e 2007), que foi de 717
pacientes/ano (fonte: Coordenacdo de Assisténcia Farmacéutica da Secretaria de Saude do
Estado do Ceard). Estimando-se uma prevaléncia atual de 10% de resisténcia primaria,

admitindo-se como menor valor aceitavel 3%, com intervalo de confianca de 95%, chegou-se
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a0 nimero de 64 pacientes necessarios para a amostra e programou-se o recrutamento de 100

pacientes para o estudo.

4.4 Critérios de Inclusédo e Exclusdo
4.4.1 Critérios de inclusédo
A) Diagnostico de infeccdo pelo HIV, em qualquer idade, de ambos 0s sexos.
B) Virgem de terapia antirretroviral.
C) Concordéncia em participar do estudo, pela assinatura de TCLE.
4.4.2 Critérios de exclusdo
A) Ter iniciado terapia antirretroviral antes da coleta da genotipagem.

B) Impossibilidade para realiza¢do do teste de genotipagem.

4.5 Local do Estudo — Recrutamento

Os pacientes foram identificados pelas equipes multiprofissionais, nos locais do
estudo, que compreendiam as duas unidades ambulatoriais de maior demanda para assisténcia
de pacientes infectados pelo HIV no Estado do Ceara. No Centro de Salde José de Alencar —
CEMJA - um servigo de assisténcia especializada (SAE) do municipio de Fortaleza - que
iniciou suas atividades de assisténcia a pessoas vivendo com HIV/Aids em 2005 e que
albergava, até dezembro de 2009, aproximadamente 1.000 pacientes em acompanhamento. O
outro local de recrutamento foi o Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas — HSJ, que é da
rede da Secretaria de Saude do Estado e referéncia tanto no &mbito do ambulatorial, quanto
hospitalar, para assisténcia dessa clientela. O HSJ foi o primeiro SAE a funcionar no Estado,
em 1991 e, até dezembro de 2009, contava com aproximadamente 4.000 pacientes em
acompanhamento ambulatorial. Os sujeitos, nesta unidade, foram recrutados tanto no

ambulatorio quanto nas unidades de internagdo (enfermarias).
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4.6 Coleta de Dados e Critérios Clinicos

Os pacientes elegiveis foram identificados mediante um cddigo numérico e por
suas iniciais, para preenchimento de formulério, contendo dados epidemiolégicos, clinicos e
laboratoriais, se existentes. Apos isso, eram colhidos aproximadamente 10 ml de sangue em
tubo contendo EDTA, etiquetado apenas com o codigo e as letras iniciais dos nomes de cada
paciente, antes do inicio da terapia antirretrovial, para realizacdo dos exames do estudo, além

da quantidade necesséria para realizacdo dos outros exames rotineiros.

Os dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais foram coletados diretamente
com 0 paciente ou seu responsavel, na entrevista da primeira consulta do estudo, apés o
recrutamento, por meio de anotacdes no formulario (APENDICE C), que foram preenchidas
por quatro médicos assistentes infectologistas, além do autor, participantes do estudo. Esses
dados foram atualizados por intermédio de consultas subsequentes aos prontuarios (pelos
menos duas para todos os pacientes e adicionais para todos oS que necessitaram de
complementacdo de informagdes). Os resultados das genotipagens foram entregues pelo
laboratério diretamente ao autor. ApoOs anotar-se nos formularios individuais, eram
prontamente encaminhados aos prontuarios dos pacientes acompanhados no HSJ e aos
médicos assistentes do CEMJA, uma vez que nessa unidade os prontuérios sdo eletrdnicos.
Naqueles pacientes que tinham virus com perfil genotipico de resisténcia, uma sugestao
terapéutica, considerando a possibilidade de tratamento antirretroviral, foi anexada ao
resultado.

Foram adotadas quaisquer das seguintes manifestacfes clinicas, como critério
para caracterizar o individuo, com > 18 anos, como sintomatico: presenga de sintomas de
diarreia; perda de peso (>10% do peso habitual); candidiase oral e/ou esoféagica; febre
persistente; dermatite seborreica; dermatite esosinofilica; herpes zoster; tuberculose em
qualquer sitio. Além desses, foram havidos como sintomaticos pacientes que apresentassem
doenca definidora de aids pela classificagédo do CDC - 1993 (CDC, 1992) ou > 10 pontos pelo
critério Rio de Janeiro/Caracas (BRASIL, 2003b).

Ainda para adultos, caracterizaram-se como diagnéstico de aids os seguintes

critérios: 1) T-CD4+ < 200 cel/mm® ou; 2) presenca de doenca definidora de aids pela
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classificacdo CDC - 1993 (CDC, 1992) ou; 3); dez ou mais pontos pelo critério Rio de
Janeiro/Caracas (BRASIL, 2003b).

Para individuos com < 18 anos, considerou-se como sintomaticos aqueles com
evidéncia de imunodeficiéncia pelo diagnostico de pelo menos duas condigdes/doencas
indicativas de aids de carater leve e/ou diagndstico de pelo menos uma condicdo/doenca
indicativa de aids de carater moderado ou grave e/ou contagem de linfocitos T-CD4+ menor
do que o esperado para a idade (BRASIL, 2003b, 2007).

Como critério de necessidade de terapia antirretroviral imediata, foram adotadas
as recomendagbes dos documentos nacionais de terapia antirretroviral para adultos e
adolescentes e de pediatria, do Departamento de DST/Aids e Hepatites Virais, vigentes a
época (BRASIL, 2007, 2008b).

4.7 Realizacdo do Teste de Resisténcia Genotipica

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio Central do Estado (LACEN),
onde foram armazenadas a -80°C, até a realizacdo do ensaio de resisténcia genotipica
(extracdo de RNA, transcricdo reversa, amplificacdo gendbmica, sequenciamento nucleotidio e
edicdo das sequéncias) pelo TRUEGENE HIV-1 GENOTYPING KIT®, conforme
recomendagdes do fabricante (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Berkeley, CA, EUA).
Depois de obtidas, as sequéncias foram agrupadas e colocadas no software (Calibrated
Population Resistance - CPR - Tool — versdo 4.3 beta — atualizada em 08 de julho de 2009) da
Universidade de Stanford (hivdb.stanford.edu, acessada no dia 17 de julho de 2009), para
identificacdo de mutacGes, de acordo com a lista de mutagdes para inquéritos de resisténcia
primaria da OMS (BENNETT et al., 2009) e analise dos subtipos (APENDICE A). Além
disso, as amostras foram também submetidas a analise do perfil mutacional pelo algoritmo de
resisténcia RENAGENO, do Departamento Nacional de DST/Aids do Ministério da Saude do
Brasil (BRASIL, 2009b).

Aliquotas dessas amostras foram enviadas ao Laboratorio de Retrovirologia da

Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina, onde foram armazenadas a


http://cpr.stanford.edu/cpr/index.html
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-80°C, para repetices do exame de genotipagem, caso ndo tivessem gerado resultados no
processamento no LACEN e para realizacdo do ensaio do BED, para identificacdo de
infeccOes recentes, como descrito no item 4.8, subsequente.

Uma aliquota de cada amostra foi armazenada para possiveis futuras analises de
resisténcia priméria do HIV-1 a novos e futuros antirretrovirais, de acordo com as normas
estabelecidas pela Resolu¢do 347, do Conselho Nacional de Saide (BRASIL, 2005), que

normatiza a guarda de material bioldgico.

4.8 Realizacéo do Teste BED

As amostras foram submetidas ao teste Aware BED EIA HIV-1 Incidence Test®
(Calypte Biomedical Corporation, Portland-OR, USA), conforme recomendagdes do
fabricante (DOBBS et al., 2004; Calypte® Biomedical Corporation. Package Insert, 2005),

cujos principios gerais sdo aparesentados na Figura 4.

Plasma/soro

IgG Anti-HIVY
oG (0 W37 C) “f " % lgG anti-ndo HIV
Anticorpo de captura ™ : Peptidio
Anti - 1g5 humana intestinal ® g BED - Biotina
® (1 h/37°0)
= ‘:._p'.' T ﬂ' 'F-

Substrato estreptavidina

tetrametilbenzidina peroxidase

(15 minS25= ) (90 min/37= )

Figura 4- Esquema mostrando os varios passos do BED-CEIA. Anticorpo 1gG anti-HIV €
mostrado em linhas solidas e anticorpo 1gG anti-ndo HIV em linhas fragmentadas.

Fonte: Adaptado de DOBBS et al, 2004.
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As amostras foram diluidas na propor¢éo 1:101, com 5ul da amostra em 500pl de
diluente (Sample Diluent). Dessa diluicdo, foram retirados 100l e colocadas numa placa de
pocos, juntamente com o0s controles negativos, calibradores, controles positivos altos e
controles positivos baixos. Os pogos ja continham anticorpo anti-lgG. Na primeira reacdo,
foram mantidos por 1h a 37°C, em estufa. Apos isso, a placa foi lavada em solucdo de
lavagem (4gua destilada e solucdo de lavagem na proporgdo de 9:1), por quatro ciclos. Apds
isso, foram adicionados aos pogos 100ul da solucdo de peptidio sintético (BED-peptidio
biotina), preparada em diluicdo na propor¢do de 1:1001 (12ul do peptidio em 12ml do
diluente “buffer”). A placa foi novamente incubada por 1h, a 37°C, em estufa. Apos isso,
novamente submetida a quatro ciclos de lavagem com a mesma solugdo descrita.
No passo seguinte, foram adicionados aos pogos 100ul da solugdo de conjugado
estreptavidina-peroxidase, preparada em diluicdo na proporgéo de 1:1001 (12pl do conjugado
em 12ml do diluente “buffer”). A placa foi outra vez incubada em estufa a 37°C, por 90
minutos. Novamente lavada por quatro vezes. Em seguida, foram colocados 100ul de
tetrametilbenzidina (substrato-TMB) em cada poco e incubada a 25°C, por 15 minutos.
Depois desse tempo, foram adicionados 100pul de solucdo de parada. A placa foi entéo
colocada no espectofotometro, calibrado para 450nm de comprimento de onda, com
referéncia entre 630 a 650nm. As amostras que apresentavam valores de cut-off abaixo de 1,2
foram submetidas a nova reacdo, dessa vez em triplicata, com as mesmas solucgdes, reagentes,
diluicdo e leitura no espectofotdmetro, com a mesma calibracdo. As que apresentaram
mediana (considerando o resultado triplo, para cada amostra) abaixo de 0,8 foram
consideradas com o resultado compativel com infec¢do recente, conforme apresentado na

Figura 5.

Por intermédio de um programa de computador, as leituras foram analisadas numa

planilha e um gréfico de distribuicdo foi elaborado, para verificar a qualidade da reac&o.
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Amostra HIVV+ confirmada

Teste em Unica aliquota

| |
SeOD-n>1.2 SeOD-n<1,2

Soroconversédo antiga Repeticdo em triplicata

[ ]
Se OD-n>0,8 Se OD-n<0,8
Soroconversédo antiga Soroconverséo recente
(> 153 dias) (< 153 dias)

Figura5- Algoritmo utilizado no teste BED, para deteccdo de infeccdo recente.
OD-n= Densidade 6ptica normalizada (OD da amostra/OD do calibrador).

Os dados epidemioldgicos e clinicos foram analisadas para cada uma dessas

amostras consideradas positivas no BED, para validar o resultado.

4.9 Analise Estatistica

Foi criado um banco de dados, alimentado por dois digitadores, em momentos
diferentes, para perceber discrepancias e consolidar as informagbes. Os dados foram,
posteriormente, submetidos a andlises estatisticas pelo SPSS (16.1). Para a comparacdo de
duas subpopulagbes, em relacdo as médias das varidveis quantitativas, utilizou-se o
Teste t-Student, para as variaveis com distribuicdo normal e, no caso da distribuicdo da
variavel ndo ser normal, aplicou-se o Teste de Mann-Whitney. A anélise de normalidade das
variaveis foi realizada pelo teste de Shapiro-Whilks. Para a analise de associagdo em tabelas
de contingéncia, empregou-se o0 Teste Exato de Fisher. Valores de p igual ou menor que 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

Conforme detalhado na Figura 6, 100 pacientes foram recrutados, mas apenas 98
foram incluidos (um adimitiu, posteriormente, ja ter feito uso de TARC e o0 outro ndo tinha
diagndstico confirmado de infeccdo pelo HIV), no periodo de 15 de maio de 2008 a 15 de
maio de 2009. Vinte e quatro pacientes foram excluidos, pelos seguintes motivos: 16 ndo
colheram o exame de genotipagem até o encerramento do protocolo, apesar das tentativas por
contato telefénico; seis inciaram TARC antes da coleta da genotipagem, apesar das
orientacbes contrarias oferecidas pelos investigadores; um foi excluido por ter tido sua
amostra descartada, por erro de processamento no laboratério local, apds insucesso na
primeira tentativa de realizagdo da genotipagem, e um foi excluido apds insucesso na

realizacdo da genotipagem no laboratério local e no laboratério de referéncia.

Setenta e seis amostras foram processadas, para realizagdo da genotipagem. Cinco
tiveram mé qualidade do sequenciamento e trés dessas foram reprocessadas no laboratério de
referéncia. No total, obtiveram-se dados de genotipagem de 74 pacientes e do teste BED de 72
pacientes, dos 98 incluidos.

RECRUTADOS (n=100)
INCLUIDOS (n=98)
> 18 ano (n=87)
< 18 anos (n=11)

EXCLUIDOS (n=24)
Iniciaram TARC* antes de colher genotipagem (n=6)
Né&o colheram genotipagem (n=16)
Outros motivos (n=2)

ESTUDADOS (n=74)
> 18 anos (n=63)
< 18 anos (n=11)

Figura 6- Populacdo de pacientes recrutados, incluidos, excluidos e estudados.
* Terapia Antirretroviral Combinada
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Como se vé em detalhe nas Tabelas 1 e 2, que apresentam as caracteristicas gerais
da populagdo de pacientes incluidos, houve predominancia de individuos do sexo masculino,
residentes na Capital, Fortaleza, onde acreditam que se infectaram, em maioria,
predominantemente mediante relagdes sexuais. A idade mediana foi de 30,6 anos. O tempo
decorrido entre o diagnostico de infecgdo pelo HIV e a entrada no estudo teve mediana de
quatro meses, tempo aproximado, também, para o intervalo mediano decorrido entre a entrada
no estudo e a coleta da genotipagem. As contagens medianas do T-CD4+ e da carga viral
basais foram de 453 cel/mm? e 4,46 Loga, copias/ml, respectivamente.
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Tabela 1- Dados demograficos, clinicos e epidemiolégicos (variaveis categoricas) dos
pacientes infectados pelo HIV-1 e sem exposicao a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008

a maio de 2009.

Variaveis N %
Unidade de atendimento CEMJA* 39 52,7
HSJ 35 47,3
Total 74 100,0
Sexo Masculino 56 75,7
Feminino 18 24,3
Total 74 100,0
Local de residéncia Capital (Fortaleza) 62 83,8
Cidade do Interior do Ceara 12 16,2
Total 74 100,0
Morou em outra cidade nos dltimos cinco anos Néo 59 79,7
Sim 15 20,3
Total 74 100,0
Outro lugar onde morou nos Gltimos cinco anos Interior do Ceara 3 20,0
Outro Estado do Nordeste 3 20,0
Estado do Sudeste 3 20,0
Outra cidade da Regido Metropolitana 2 13,2
Estado do Norte 1 6,7
Estado do Sul 1 6,7
Outro Pais 1 6,7
Ignorado/Sem Informacéo 1 6,7
Total 15 100,0
Acha que se infectou em Fortaleza Néo 14 18,9
Sim 45 60,8
Ignorado/Sem Informacéo 15 20,3
Total 74 100,0
Outro lugar onde acha que se infectou Interior do Ceard 7 50,0
Outra cidade da Regido Metropolitana 4 28,7
Outro Estado do Nordeste 1 7,1
Outro Estado do Sudeste 1 7,1
Outro Pais 1 7,1
Total 14 100,0
Forma de transmisséo Heterossexual 22 29,7
HSH® 42 56,8
Vertical 10 13,5
Total 74 100,0
Estado Clinico Assintomatico 52 70,3
Sintomatico’ 22 29,7
Total 74 100,0
Diagnéstico de aids N&o 50 67,6
Sim 24 32,4
Total 74 100,0
Necessidade imediata de TARC* Néo 37 50,0
Sim 37 50,0
Total 74 100,0
Iniciou TARCE antes do resultado da genotipagem? N&o 47 63,5
Sim 27 36,5
Total 74 100,0
Trocou TARC* ap6s resultado da genotipagem? Néo 70 94,6
Sim 4 54
Total 74 100,0

"CEMJA=Centro de Especialidades Médicas José de Alencar "HSJ=Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas;
SHSH=Homem que faz sexo com homem; 'Sintomético= presenca de diarreia perda de peso (>10% do peso habitual),
candidiase oral e/ou esofégica, febre persistente, dermatite seborreica, dermatite esosinofilica, herpes zoster, tuberculose em
qualquer sitio, doenca definidora de aids pela classificagdo do CDC - 1993 (CDC, 1992) ou > 10 pontos pelo critério Rio de
Janeiro/Caracas (BRASIL, 2003); “TARC=terapia antirretroviral combinada.
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Tabela 2- Dados demograficos e laboratoriais (variaveis numéricas) dos pacientes infectados
pelo HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceard — maio de 2008 a maio de 20009.

Variavel N Minimo ng’rtil Mediana ng:rtil Maéximo
Idade (anos) no inicio do estudo 74 0,8 23,3 30,6 38,9 67,0
Idade (anos) no inicio do estudo, para < 18 11 0,8 2,0 5,0 10,0 16,0
Idade (anos) no inicio do estudo, para > 18 63 18,0 26,0 31,0 40,0 67,0
Tempo (més) entre o diagnostico HIV e entrada - 0,3 2,0 4,0 17,0 141,5
no estudo

Tempo (més) entre o diagndstico HIV e 68 0,2 2,3 4,3 17,8 137,7
genotipagem

CD4* Basal (cel/mms) 73 12,0 218,5 453 660,5 2.964
CD4* Basal (cel/mm?), para < 18 anos 11 12 400 960 1.650 2.964
CD4* Basal (%), para < 18 anos 09 1,0 10,3 20,2 26,0 33,8
CD4* Basal (cel/mm?®), para > 18 anos 62 15 212 4185 593 932
CV* Basal (Log1o) 74 2,26 3,79 4,46 4,84 5,86
CV* Basal (Logy), para < 18 anos 11 3,43 4,06 4,46 5,67 5,90
CV* Basal (L0gso), para > 18 anos 63 2,26 3,77 4,41 4,80 5,70

*CD4= Linfécitos T-CD4+; "CV= Carga viral.

Entre as 74 amostras, 7 (9,5%) apresentavam mutacfes de resisténcia primaria,
pelo parametro da OMS e 23 (31,1%) exibiam mutacGes de resisténcia, pelo parametro da
RENAGENO, conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3- MutacGes de resisténcia aos antirretrovirais (pelos parametros da Organizacdo
Mundial de Saude — OMS, por meio do algoritmo da Universidade de Stanford e da Rede
Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo préprio), das amostras de
pacientes infectados pelo HIV-1 e sem exposicao a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008

a maio de 2009.

Variaveis N %
Resisténcia OMS Auséncia de mutagao de resisténcia 67 90,5
Presenca de mutacdo de resisténcia 7 9,5
Presenca de mutacéo de resisténcia somente para ITRN 2 2,7
Presenca de mutacdo de resisténcia somente para ITRNN 2 2,7
Presenca de mutacéo de resisténcia somente para IP 2 2,7
Presenca de mutacéo de resisténcia para ITRN e IP 1 1,4
Total 74 100,0
Resisténcia OMS Presenca de mutacdo de resisténcia para ITRN 3 4,1
Presenca de mutacdo de resisténcia para ITRNN 2 2,7
Presenca de mutacdo de resisténcia para IP 3 4,1
Resisténcia RENAGENO  Auséncia de mutacdo de resisténcia 51 68,9
Presenca de mutacdo de resisténcia 23 31,1
Presenca de mutacdo de resisténcia somente para ITRN 2 2,7
Presenca de mutacdo de resisténcia somente para ITRNN 2 2,7
Presenca de mutacéo de resisténcia somente para IP 15 20,3
Presenca de mutacdo de resisténcia para ITRN e IP 1 1,4
Presenca de mutacéo de resisténcia para ITRNN e IP 2 2,7
Presenca de mutacdo de resisténcia para ITRN, ITRNN e IP 1 1,4
Total 74 100,0
Resisténcia RENAGENO Presenca de mutacdo de resisténcia para ITRN 4 5,4
Presenca de mutacdo de resisténcia para ITRNN 5 6,8
Presenca de mutacéo de resisténcia para IP 19 25,7

ITRN=Inibidor de transcriptase reversa analogo de nucleosideo; ITRNN=Inibidor de transcriptase reversa ndo
anéalogo de ndcleosideo; IP=inibidor de protease.

Apenas uma amostra apresentava mutacoes de resisténcia, pelos critérios da OMS,

a duas classes de antirretrovirais, como pode ser visto na Tabela 4.
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Tabela 4- Lista das mutacGes detectadas, segundo critérios da Organizacdo Mundial de
Saude — OMS, das amostras de pacientes infectados pelo HIV-1 e sem exposi¢do a
antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de 2009.

Cddigo da Amostra Mutagdes para ITRN  Mutacoes para ITRNN Mutagdes para IP
16CE081007 M41L, D67N, T215D V321, M4éel, 154V, V82T, L90M
16CE081022R K101E

16CE081050 M46l

16CE081058 K103N

16CE091075R D67N, K219Q

16CE091083 M41L

16CE091070R M46l

ITRN=Inibidor de transcriptase reversa analogo de nucleosideo; ITRNN=Inibidor de transcriptase reversa ndo
analogo de ndcleosideo; IP=inibidor de protease.

A prevaléncia dos subtipos identificados, pelo seguimento sequenciado para
andlise do perfil mutacional na transcriptase reversa e protease, de acordo com as analises da
RENAGENO e da Universidade de Stanford, revelou larga maioria para o subtipo B, seguido
do subtipo F1 ou F, conforme o critério de analise (RENAGENO e Stanford) e pelo subtipo
C, como apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5~ Prevaléncia de subtipos (pelos parametros do algoritmo da Universidade de
Stanford e da Rede Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo préprio),
das amostras de pacientes infectados pelo HIV-1 e sem exposi¢do a antirretrovirais, no Ceara

— maio de 2008 a maio de 2009.

Variaveis N %
Subtipo Stanford B 63 85,1
F 6 8,1
C 4 5,4
CRF_28 1 14
Total 74 100,0
Subtipo RENAGENO B 63 85,1
F1 5 6,8
C 4 5,4
BF1 2 2,7
Total 74 100,0

Os resultados do teste BED, para definicdo de infeccdo recente ou tardia,

demonstraram positividade para sete amostras, como detalhado nas Tabelas 6. A Figura7 é o

controle de qualidade da reacéo.
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Tabela 6— Resultado Final do Teste BED, para as 72 amostras testadas, de pacientes
infectados pelo HIV-1 e sem exposi¢do a antirretrovirais, Ceara — maio de 2008 a maio de

2000.
. . . Mediana do valor OD-n confirmatério .
Cddigo da Amostra OD-n Inicial Resultado Inicial “Teste Confirmatorio” OD-n Final Resultado Final
1 6 3,229 Tardia - 3,229 Tardia
2 7 0,071 Confirmar 0,066 0,066 Recente
3 8 0,431 Confirmar 0,371 0,371 Recente
4 9 0,999 Confirmar 0,979 0,979 Tardia
5 10 1,868 Tardia - 1,868 Tardia
6 11 1,743 Tardia - 1,743 Tardia
7 12 1,595 Tardia - 1,595 Tardia
8 13 1,817 Tardia - 1,817 Tardia
9 14 2,120 Tardia - 2,120 Tardia
10 15 2,115 Tardia - 2,115 Tardia
11 16 1,167 Confirmar 1,115 1,115 Tardia
12 17 2,065 Tardia - 2,065 Tardia
13 20 0,867 Confirmar 0,887 0,887 Tardia
14 21 1,956 Tardia - 1,956 Tardia
15 22 0,281 Confirmar 0,282 0,282 Recente
16 23 1,168 Confirmar 1,093 1,093 Tardia
17 24 1,328 Tardia - 1,328 Tardia
18 25 2,576 Tardia - 2,576 Tardia
19 26 1,722 Tardia - 1,722 Tardia
20 27 2,031 Tardia - 2,031 Tardia
21 28 1,122 Confirmar 1,101 1,101 Tardia
22 29 2,117 Tardia - 2,117 Tardia
23 30 1,194 Confirmar 1,208 1,208 Tardia
24 32 2,412 Tardia - 2,412 Tardia
25 33 0,863 Confirmar 0,834 0,834 Tardia
26 37 2,515 Tardia - 2,515 Tardia
27 38 2,132 Tardia - 2,132 Tardia
28 39 1,456 Tardia - 1,456 Tardia
29 42 3,242 Tardia - 3,242 Tardia
30 43 2,576 Tardia - 2,576 Tardia
31 44 3,078 Tardia - 3,078 Tardia
32 45 2,482 Tardia - 2,482 Tardia
33 46 2,308 Tardia - 2,308 Tardia
34 47 1,654 Tardia - 1,654 Tardia
35 49 2,808 Tardia - 2,808 Tardia
36 50 1,289 Tardia - 1,289 Tardia
37 53 2,316 Tardia - 2,316 Tardia
38 54 2,189 Tardia - 2,189 Tardia
39 55 3,046 Tardia - 3,046 Tardia
40 57 2,380 Tardia - 2,380 Tardia
41 58 0,777 Confirmar 0,575 0,575 Recente
42 61 1,242 Tardia - 1,242 Tardia
42 61 1,242 Tardia - 1,242 Tardia
43 62 2,035 Tardia - 2,035 Tardia
44 63 2,476 Tardia - 2,476 Tardia
45 64 3,084 Tardia - 3,084 Tardia
46 65 1,105 Confirmar 1,013 1,013 Tardia
47 67 1,757 Tardia - 1,757 Tardia
48 69 1,378 Tardia - 1,378 Tardia
49 73 2,138 Tardia - 2,138 Tardia
50 75 1,796 Tardia - 1,796 Tardia
51 7 1,942 Tardia - 1,942 Tardia
52 79 1,598 Tardia - 1,598 Tardia
53 81 2,208 Tardia - 2,208 Tardia
54 83 2,762 Tardia - 2,762 Tardia
55 85 1,726 Tardia - 1,726 Tardia
56 90 2,429 Tardia - 2,429 Tardia
57 101 2,996 Tardia - 2,996 Tardia
58 102 1,274 Tardia - 1,274 Tardia
59 103 2,704 Tardia - 2,704 Tardia
60 104 2,110 Tardia - 2,110 Tardia
61 105 0,595 Confirmar 0,740 0,740 Recente
62 106 0,492 Confirmar 0,422 0,422 Recente
63 107 0,974 Confirmar 0,924 0,924 Tardia
64 108 0,119 Confirmar 0,115 0,115 Recente
65 109 1,169 Confirmar 1,070 1,070 Tardia
66 110 1,526 Tardia - 1,526 Tardia
67 111 1,830 Tardia - 1,830 Tardia
68 112 2,650 Tardia - 2,650 Tardia
69 113 1,190 Confirmar 1,251 1,251 Tardia
70 114 1,108 Confirmar 1,084 1,084 Tardia
71 115 2,915 Tardia - 2,915 Tardia
72 116 2,736 Tardia - 2,736 Tardia

OD=Densidade Optica da Amostra, OD-n=Densidade Optica Normalizada (Densidade Optica da Amostras/Densidade Optica do Calibrador).
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Figura 7- Gréfico com o controle da reacdo do teste do BED. Niveis relativos de 1gG
Anti-HIV (em relagéo aos controles e calibrador).

A Tabela 7 apresenta o resultado consolidado do tempo de infecgéo pelo resultado
do Teste BED, considerando os dados clinicos e epidemioldgicos, que reduz de 7(9,7%) para
5(6,9%) o numero de amostras com infeccéo recente pelo HIV-1.
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Tabela 7- Resultado consolidado do tempo de infeccdo, considerando o resultado do Teste
BED e os dados clinicos e epidemioldgicos, de pacientes infectados pelo HIV-1 e sem
exposicao a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de 20009.

Variaveis N %

Teste BED Negativo 65 90,3
Positivo 7 9,7
Total 72 100,0

Teste BED, descartando os casos que tinham tempo

de diagndstico conhecido superior a 153 dias Negativo 65 90,3
Positivo 5 6,9
Falso-Positivo 2 2,8
Total 72 100,0

Os dois pacientes descartados (falsopositivos), por terem tempo de diagnostico
superior ao tempo de infecgdo estabelecido pelo teste, para os exames considerados positivos,
tratavam-se de criangas infectadas por transmissdo vertical, que tinham idade de dez e cinco
anos e diagndstico de infecgdo pelo HIV hd 58 e 40 meses, respectivamente. Os cinco
pacientes com resultados positivos e com critérios epidemiologicos compativeis com infeccdo
recente eram adultos do sexo masculino. Quatro desses homens tiveram como forma de
transmissdo relacdo sexual com homens (HSH) e albergavam virus do subtipo B; o outro teve

forma de transmisséo heterossexual e albergava virus do subtipo F1.

Os dois pacientes que ndo tiveram suas amostras testadas pelo BED tratavam-se
dos codigos 70 e 117, que eram um adulto (masculino) e uma crianca (feminino) e que tinham
diagndstico de infecgdo pelo HIV ha trinta meses e ha dois meses, respectivamente. A crian¢a
tinha dois anos de vida e foi infectada por transmisséo vertical. Tratavam-se, portanto, de
infeccOes tardias, pelos critérios clinicoepidemiolégicos. O homem adulto albergava virus

com mutagdo de resisténcia primaria.

Na tabela 8, sdo apresentados dados comparativos entre T-CD4+ e carga viral
basais entre as subpopulagdes de pacientes com infeccdo recente e infecgéo tardia, excluindo

0s menores de 18 anos.
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Tabela 8- Analise da contagem de T-CD4+ e carga viral basais, entre aqueles com infeccéo
recente, considerando o resultado do Teste BED e os dados clinicos e epidemiolégicos, e
aqueles com infecgéo tardia, excluindo os menores de 18 anos, de pacientes infectados pelo
HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de 2009

Variaveis Infeccdo Recente  Infeccdo Tardia p

Mediana CD4* basal em cel/mm? (variagéo) 83 (15-498) 433(17-932) 0,064

Mediana de CV* basal em Loga (variacio) 4,45 (3,93-5,04) 4,39 (2,26-5,7) 0,6
*CD4= Linfécitos T-CD4+; "CV= Carga viral.

Na tabela 9, sdo apresentados dados comparativos entre algumas variaveis
categoricas entre as subpopulacfes de pacientes com infeccdo recente e infeccdo tardia,
incluindo pacientes de todas as idades.

Tabela 9—- Anélise de T-CD4+ e carga viral basais, entre aqueles com infeccdo recente,
considerando o resultado do Teste BED e os dados clinicos e epidemioldgicos, e aqueles com
infeccdo tardia, incluindo todos os participenates, em pacientes infectados pelo HIV-1 e sem
exposicao a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de 2009

Variaveis Infeccdo Recente Infeccdo Tardia

(N acometidos/N total) (N acometidos/N total) P
Sintomaticos 2/5 20/69 0,47
Diagndstico de aids 3/5 20/69 0,17
Necessidade Imediata de TARC 3/5 33/69 0,47

*TARC=Terapia antirretroviral combinada.
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Ainda sobre o tempo de infeccdo, dos cinco pacientes com infeccdo recente
(BED-positivo e confirmagdo com dados clinicoepidemioldgicos), trés albergavam virus com
mutacdo de resisténcia priméria, pelos critérios da OMS, contra quatro de 69 com infec¢do
tardia, que também apresentavam mutacbes de resisténcia pelos mesmos critérios. Essa
analise demonstrou significancia estatistica para essa correlacdo (Teste Exato de Fisher
p=0,005, com 1C95% de 1,9-334,7). Pelos parametros da RENAGENO, dos cinco pacientes
com infec¢do recente (BED-positivo e confirmacdo com dados clinicoepidemioldgicos),
quatro tinham virus com mutagdo de resisténcia primaria. Por outro lado, 19 de 69 com
infeccdo tardia também apresentavam mutacdes de resisténcia pelos mesmos critérios (Teste
Exato de Fisher p=0,03, com 1C95% de 0,93-528,4).

O subtipo F1 ou F, conforme analise da RENAGENO ou da Universidade de
Stanford, apresentou, aproximadamente, 43% de resisténcia priméaria, com significancia

estatistica, quando comparado aos outros subtipos, como apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10-Analise entre o subtipo do HIV-1 e resisténcia (pelos pardmetros da Organizacao
Mundial de Saude — OMS, por meio do algoritmo da Universidade de Stanford e da Rede
Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo préprio), das amostras de
pacientes infectados pelo HIV-1 e sem exposicao a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008
a maio de 2009.

Resisténcia OMS

Subtipos Nao resistente Resistente Total p
N % N % N %
Subtipo Stanford
B 59 88,1 4 57,1 63 85,1 0,062
C 4 6,0 0 0,0 4 5,4 1,000
CRF_28 1 15 0 0,0 1 1,4 1,000
F 3 4,5 3 42,9 6 8,1 0,009
(1C95%=1,5-152,8)
Total 67 100,0 7 100,0 74 100,0 -
Subtipo RENAGENO
B 59 88,1 4 57,1 63 85,1 0,062
BF1 2 3,0 0 0,0 2 2,7 1,000
C 4 6,0 0 0,0 4 5,4 1,000
F1 2 3,0 3 42,9 5 6,8 0,005
(1C95%=3,2-34,0)
Total 67 100,0 7 100,0 74 100,0 -

Resisténcia RENAGENO

Total

Subtipos N3o resistente Resistente p
N % N % N %
Subtipo Stanford
B 43 84,3 20 87,0 63 85,1 1,000
C 4 7,8 0 0,0 4 5,4 0,303
CRF_28 1 2,0 0 0,0 1 1,4 1,000
F 3 5,9 3 13,0 6 8,1 0,367
Total 51 100,0 23 100,0 74 100,0 -
Subtipo RENAGENO
B 43 84,3 20 87,0 63 85,1 1,000
BF1 2 3,9 0 0,0 2 2,7 1,000
C 4 7,8 0 0,0 4 5,44 0,303
F1 2 3,9 3 13,0 5 6,8 0,170
Total 51 100,0 23 100,0 74 100,0 -

As andlises buscando correlacdo entre resisténcia primaria e diversas variaveis
(local de moradia, ter morado em outra cidade, local provavel onde ocorreu a infecgdo, sexo,
forma de transmissdo, idade, valores de T-CD4+ e carga viral basais, tempo entre o
diagndstico e realizacdo da genotipagem) sdo apresentadas nas Tabelas 11 a 18. Todos 0s
dados referentes a resisténcia e subtipo do HIV-1 serdo sempre apresentados pelos resultados
da OMS/Universidade de Stanford e da RENAGENO.



71

Tabela 11-Analise entre local de moradia e resisténcia do HIV-1 (pelos parametros da
Organizacdo Mundial de Saude - OMS, por meio do algoritmo da Universidade de Stanford e
da Rede Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo proprio), de pacientes
infectados pelo HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de
20009.

Moradia
Subtipos Capital Interior Total
N % N % N % P
Total 62 100,0 12 100,0 74 100,0
Resisténcia OMS
N&o resistente 55 88,7 12 100,0 67 90,5 0,590
Resistente 7 11,3 0 0,0 7 9,5
Resisténcia RENAGENO
N&o resistente 44 71,0 7 58,3 51 68,9 0,498
Resistente 18 29,0 5 417 23 31,1

Tabela 12-Analise entre ter morado em outra cidade e resisténcia do HIV-1 (pelos
pardmetros da Organizacdo Mundial de Saide - OMS, por meio do algoritmo da Universidade
de Stanford e da Rede Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo
préprio), de pacientes infectados pelo HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceara —
maio de 2008 a maio de 20009.

Morou em outra cidade
~ . Total
Nao Sim
Total p
N % N % N %

59 100,0 15  100,0 74 100,0

Resisténcia OMS

Nao resistente 53 89,8 14 93,3 67 90,5 1,000
Resistente 6 10,2 1 6,7 7 9,5
Resisténcia RENAGENO
N&o resistente 41 69,5 10 66,7 51 68,9 1,000

Resistente 18 30,5 5 33,3 23 31,1
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Tabela 13—-Analise entre o local onde provavelmente ocorreu a transmissdo (Fortaleza X
Outra cidade/Ignorado) e resisténcia do HIV-1 (pelos pardmetros da Organizagdo Mundial de
Saude — OMS, por meio do algoritmo da Universidade de Stanford e da Rede Nacional de
Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo proprio), de pacientes infectados pelo
HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceard — maio de 2008 a maio de 2009.

Cidade onde o paciente acha que se

infectou
Total
Outra Fortaleza
Total Cidade/lgnorado P
N % N % N %
29 100,0 45 100,0 74 100,0
Resisténcia OMS
Nao resistente 28 96,6 39 86,7 67 90,5 0,235
Resistente 1 3,4 6 13,3 7 9,5
Resisténcia RENAGENO
Nao resistente 18 62,1 33 73,3 51 68,9 0,318
Resistente 11 37,9 12 26,7 23 31,1

Tabela 14-Analise entre 0 sexo e resisténcia do HIV-1 (pelos parametros da Organizacao
Mundial de Saude — OMS, por meio do algoritmo da Universidade de Stanford e da Rede
Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo préprio), de pacientes
infectados pelo HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de
20009.

Sexo

- - Total
Masculino Feminino ota
Total p

N % N % N %
56 100,0 18  100,0 74 100,0

Resisténcia OMS
N&o resistente 49 87,5 18 1000 67 90,5 0,184
Resistente 7 12,5 0 0,0 7 9,5
Resisténcia RENAGENO
N&o resistente 36 64,3 15 833 51 68,9 0,155
Resistente 20 35,7 3 16,7 23 31,1
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Tabela 15-Analise entre a provavel forma de transmissdo, pelo comportamento sexual
(Heterossexual e Transmissdo Vertical X Homem que faz sexo com homem - HSH) e
resisténcia do HIV-1 (pelos parametros da Organizacdo Mundial de Saide — OMS, por meio
do algoritmo da Universidade de Stanford e da Rede Nacional de Genotipagem -
RENAGENO, mediante algoritmo préprio), de pacientes infectados pelo HIV-1 e sem
exposicao a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de 20009.

Heterossexual e

TransmissaoVertical HSH Total
Total N % N % N % P
32 100,0 42 1000 74 100,0
Resisténcia OMS
Nao resistente 30 93,8 37 88,1 67 90,5 0,691
Resistente 2 6,3 5 11,9 7 9,5
Resisténcia RENAGENO
N&o resistente 24 75,0 27 64,3 51 68,9 0,448
Resistente 8 25,0 15 357 23 31,1

Tabela 16-Analise entre a idade (anos) e resisténcia do HIV-1 (pelos parametros da
Organizacdo Mundial de Saude — OMS, por meio do algoritmo da Universidade de Stanford e
da Rede Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo proprio), de pacientes
infectados pelo HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de
20009.

N  Minimo Qula[;til Mediana Qu::rtil Maximo
Idade (anos) no diagndstico
Resisténcia OMS
N&o resistente 67 0,15 22,35 28,92 39,04 67,59
Resistente 7 18,86 27,33 30,86 40,38 53,12
Resisténcia RENAGENO
N&o resistente 51 0,15 21,24 29,97 39,33 67,59

Resistente 23 1,96 23,16 28,79 38,74 53,12
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Tabela 17-Analise entre os Linfocitos T-CD4+ e cargas virais basais e resisténcia do HIV-1
(pelos parametros da Organizacdo Mundial de Saide — OMS, por meio do algoritmo da
Universidade de Stanford e da Rede Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante
algoritmo proprio), pelo Teste de Mann-Whitney, de pacientes infectados pelo HIV-1 e sem
exposicao a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de 20009.

Resistente para OMS N  Minimo qug;til Mediana quac;til Méaximo p
CD4 Basal
N&o resistente 66 12 247 479 678 2.964 0,069
Resistente 7 42 71 212 471 545
CD4 Basal excluindo idade < 18 anos p
N&o resistente 55 15 229 433 631 932 0,088
Resistente 7 42 71 212 471 545
CV Basal p
Nao resistente 67 2,26 3,77 4,43 4,82 5,9 0,75
Resistente 7 3,73 3,93 4,46 5,04 5,07
CV Basal excluindo idade < 18 anos p
Nao resistente 55 2,26 3,77 4,39 4,76 5,07 0,61
Resistente 7 4,12 4,12 5,04 5,07 5,7
: - 10 : 0 L
Resistente para RENAGENO N  Minimo quartil Mediana quartil Maximo p
CD4 Basal
N&o resistente 50 12 229 480 678 2964 0,32
Resistente 23 15 212 408 585 960
CD4 Basal excluindo idade < 18 anos p
N&o resistente 41 17 229 433 652 932 0,237
Resistente 21 15 212 406 496 715
CV Basal p
Nao resistente 51 2,26 3,77 4,41 4,91 59 0,696
Resistente 23 3,19 3,93 4,46 48 5,7
CV Basal excluindo idade < 18 anos p
N&o resistente 42 2,26 3,77 4,29 4,75 57 0,615
Resistente 21 3,19 3,93 4,46 4,8 5,7

*CD4= Linfécitos T-CD4+; "CV= Carga viral
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Tabela 18-Analise entre o tempo decorrido (maior ou menor que 12 meses) entre o
diagndstico de HIV e realizacdo de genotipagem e resisténcia do HIV-1 (pelos pard@metros da
Organizacdo Mundial de Saude — OMS, por meio do algoritmo da Universidade de Stanford e
da Rede Nacional de Genotipagem - RENAGENO, mediante algoritmo proprio), de pacientes
infectados pelo HIV-1 e sem exposicdo a antirretrovirais, no Ceara — maio de 2008 a maio de
20009.

Tempo entre diagnostico de
HIV e genotipagem

Total
Total <12 meses > 12 meses p
N % N % N %
44 100,0 24 100,0 68 100,0
Resisténcia OMS
N&o resistente 38 86,4 23 95,8 61 89,7 0,407
Resistente 6 13,6 1 4,2 7 10,3
Resisténcia RENAGENO
N&o resistente 28 63,6 18 75,0 46 67,6 0,421
Resistente 16 36,4 6 25,0 22 32,4

Todos os pacientes que albergavam virus com resisténcia primaria, pelo critério
da OMS, foram recrutados pela Unidade CEMJA (p=0,01 — 1C95% indefinido). Entre os
pacientes com virus com resisténcia primaria, conforme analise da RENAGENO, oito eram
do HSJ e 14 do CEMJA (p>0,05).
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6 DISCUSSAO

A maior proporcdo de pacientes da Capital (83,8%), representada na casuistica,
reflete a distribuicdo natural da epidemia no Estado. O Ceard, apesar de ter 94% dos seus
municipios com casos notificados, 74,6% de todos os casos ainda sdo de pacientes residentes
em Fortaleza e regido metropolitana. A proporcdo homem/mulher é de 2:1, proxima da

encontrada na casuistica, que foi de 3:1.

A proporcdo de individuos menores de 18 anos da casuistica (14,9%), entretanto,
ndo reflete a realidade da epidemia no Estado, que tem uma proporcdo de apenas 4,1% dos
casos, desde o seu inicio (CEARA, 2009). Essa distorgdo tem como causa principal o fato de
essa faixa etaria ser a unica com garantia de realizacdo do exame de genotipagem antes da
terapia inicial, por meio do Departamento Nacional de DST/Aids e Hepatites Virais, do
Ministério da Sdude, que favoreceu o recrutamento nos servicos participantes do estudo, uma

vez que havia uma demanda expontéanea de solicitagdes.

A mediana de tempo entre o diagnostico da infeccdo pelo HIV e a entrada no
estudo, apesar de grande variagdo (de dez dias a quase 12 anos), foi relativamente curta
(quatro meses). Da mesma forma, considerou-se o tempo entre o diagnostico da infeccéo e a
coleta da genotipagem, que foi de apenas 4,3 meses, mas com variacdo de seis dias a 11 anos
e cinco meses. Algumas criangas colheram o0 exame de genotipagem antes de serem
recrutadas para o estudo, dai por que o tempo minimo entre o diagnostico e a coleta da

genotipagem foi de seis dias e entre o diagnostico e a entrada no protocolo foi de dez dias.

A maioria era assintomatica e com mediana de T-CD4+ elevada (tanto adultos
quanto criancas) ainda que grande variacdo quanto a este marcador imunolégico tenha sido
evidenciada. Os maoires valores encontrados na populacdo menor de 18 anos séao fisioldgicos
(SHEARER et al., 2003). Apesar dessas medianas de T-CDA4+ elevadas, 35 pacientes (47,3%)
necessitavam iniciar terapia, por apresentarem sintomas definidores de aids ou por terem
T-CD4+ inferior a 350 cel/mm®; semelhante aos niimeros nacionais, apontando que, até 2006,
41,6% dos pacientes tiveram diagndstico em fase mais avancada da doenga, por apresentarem
T-CD4+ abaixo de 200 cel/mm® ou por terem aids manisfesta (BRASIL, 2008c).
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Os valores de carga viral também mostraram grande variagdo, mas com uma
mediana moderada, para pacientes ndo tratados. Os valores maiores nos individuos menores
de 18 anos, refletem altas cargas virais das criancas, o que € um fendmeno bem conhecido,

especialmente em menores de um ano (PALUMBO et al., 1998).

O percentual de 9,5% de resisténcia primaria encontrado é bem superior ao dado
de outro estudo nacional, que foi inferior a 5% para a regido, mas que utilizou outra
metodologia de amostragem (INOCENCIO et al., 2009). Por outro lado, se aproxima de
resultado recente, que evidenciou prevaléncia geral de 12,3%; com 19,1% para o Nordeste,
representado com amostras unicamente do Estado da Bahia (DE MORAES SOARES et al.,
2011). Conforme outras publicagdes (HECHT; GRANT, 2005; SAX et al., 2005), esses
percentuais pode significar a necessidade de rever as recomendagdes nacionais, no intuito de
preconizar a realizacdo de teste de genotipagem para todo paciente, antes do inicio da terapia,
considerando que seria custo-efetivo. Assim se posicionam 0s principais guias de tratamento
antirretroviral de paises e comunidades desenvolvidas (DHHS, 2009; THOMPSON et al.,
2010; GAZZARD, 2008; GESIDA, 2009; EACS, 2009). A OMS sugere, para paises em
desenvolvimento, que organizem uma rede técnica, incluindo laboratérios, que realizem

estudos-sentinela, para monitorar a resisténcia primaria do HIV (BENNETT et al., 2008).

Dois pacientes apresentavam virus com mutagdes para ITRNN (K101E e K103N),
sem outras mutagdes associadas. A M46l, na protease, esteve presente nos trés pacientes com
virus com resisténcia a IP. Dois deles apresentavam essa mutacdo isolada. O outro a
apresentava com outras quatro mutacdes para IP (V32l, 154V, V82T e L90M) e mais trés
mutacdes para ITRN (M41L, D67N e T215D). A T215D é considerada uma mutacdo
“revertente”, como fase intermediaria de uma reversdo para a forma selvagem (215T). Sua
presenca indica que o virus inicialmente apresentava a mutacdo T215Y ou T215F, que
confere resisténcia ao AZT e que pode reaparecer rapidamente se a droga for prescrita ao
paciente (VIOLIN et al., 2004). Outros dois pacientes apresentavam virus somente com
mutagOes para ITRN. Um exibia a D67N e K219Q e ou outro apenas a M41L. As mutagdes
encontradas na PR e na TR para os ITRN correspondem ao mais recente achado nacional, que
encontrou M184V/M e K103N na TR de uma amostra do Nordeste (Salvador-BA) e M41L,
T69D, T215E, T215C/S, K219R, K103N e K238T, na TR e M461, V82A e L90M, na PR, em
amostras das outras regides do Pais (INOCENCIO et al., 2009).



78

Uma das amostras exprimia resisténcia a mais de uma classe de antirretrovirais,
especificamente aos ITRN e IP. Esse achado ndo havia ainda sido descrito no Nordeste,
mesmo nos estudos que utilizaram parametros menos rigorosos para considerar resisténcia
transmitida na Regifo (BRINDEIRO et al., 2003; MEDEIROS et al., 2006; INOCENCIO et
al., 2009), exceto num estudo com amostras do Estado da Bahia, realizado antes do
estabelecimento, pela OMS, de critérios mais restritos para considerar mutacdes relacionadas
a resisténcia primaria (PEDROSO et al., 2007). Na cidade de S&o Paulo, foram identificadas
trés amostras com resisténcia a duas classes de antirretrovirais, de um total de 123 estudadas,
entre o periodo de 2002 e 2006, com metodologia ja alinhada ao padrdo restritivo sugerido
pela OMS (GONSALEZ et al., 2007).

Considerando esse perfil menos exuberante de resisténcia, apenas a uma classe de
antirretrovirais, encontrado na maioria dos estudos e na maioria da casuistica desses ensaios, é
importante avaliar que papel essas mutagdes de resisténcia primaria podem ter em relacdo ao
potencial de fragilizar a atividade antirretroviral de um esquema inicial, que se baseia na
associagéo de trés antirretrovirais, de duas classes diferentes. Alguns estudos retrospectivos e
prospectivos demonstraram maior risco de falha terapéutica, mesmo em se tratando de um
esquema potente, conforme comentado, utilizado nos pacientes que demonstravam virus com
resisténca priméaria (LITTLE et al., 2002; KURITZKES et al., 2008; PEUCHANT et al.,
2008; JACKOBSEN et al., 2010). Reforco a essas evidéncias é dado pelos estudos que
analisaram subpopulacdes virais ndo detectadas no teste genotipico convencional (JOHNSON
et al., 2008; SIMEN et al., 2009). Contrariamente, outros dados publicados negam essas
evidéncias (CASCADE, 2006; BANNISTER et al., 2008). Em um estudo, que ndo mostrou
diferencas entre os resultados da terapia entre os dois grupos de pacientes, a informagdo da
genotipagem foi utilizada para melhor escolher o esquema antirretroviral no grupo de sujeitos
que albergavam virus com resisténcia, valorizando mais a ferramenta do teste do que
contrariando a hipotese do impacto da resisténcia priméaria na resposta terapéutica (OETTE
et al., 2006). O desenho desse Ultimo estudo expfe a barreira que dificultara a realizagdo de
novos ensaios testando essa hipdtese, que € a dificuldade ética de submeter pacientes a terapia
antirretroviral inicial com um esquema que demonstre possibilidade de resisténcia, ainda que
de apenas um medicamento. Além disso, no principio da utilizagdo de combinacdo de
medicamentos antirretrovirais, no intuito de compor esquemas mais potentes, foi testada a
intervengdo com dois medicamentos versus trés farmacos, em pacientes virgens de terapia.

Sob esse prisma, varios estudos demonstraram superioridade na capacidade de suprimir a
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viremia e de garantir por tempo mais durdvel esse beneficio, além da superioridade na
qualidade de vida (CAMERON et al., 1998; MONTANER et al., 1998; REIVICKI et al.,
1999). Ou seja, ainda que a resisténcia primaria esteja presente para apenas um medicamento
do esquema antirretroviral, ha indicios de que isso o fragilize, principalmente se houver
resisténcia plena a um dos elementos, que acabaria por significar um tratamento com apenas
dois compostos ativos, ja demonstrado como inferior a terapia combinada de trés compostos.
Nesse contexto, estudo recente analisando dados de uma grande coorte colaborativa europeia
(aglomerado de dados de 25 coortes do continente, com amostras colhidas entre 1998 e 2008),
demonstrou que, além da prevaléncia de 9,5% de mutagdes de resisténcia primaria, 4,8% dos
pacientes tinham mutacOes que caracterizavam resisténcia a pelo menos um antirretroviral do
esquema inicial prescrito. Nesse subgrupo, a chance de falha terapéutica foi de 3,13 (IC 95%
de 3,33 a 4,2), em relagdo ao grupo de pacientes sem mutagdes de resisténcia primaria
(p<0,0001). Além disso, apesar de ndo ter sido possivel perceber significancia estatistica, 0s
pacientes que albergavam mutacGes de resiténcia primaria aos ITRNN, ainda que tivessem
recebido um esquema antirretroviral plenamente ativo, apresentavam uma chance de falha
maior que os pacientes sem mutacdes de resisténcia primaria (WITTKOP et al., 2011). Esses
dados mais recentes, reforcam a relagdo entre a presenca de mutagdes de resisténcia primaria
e a maior chance de falha terapéutica de um esquema inicial e a importancia da realizagdo do
teste de resisténcia antes do inicio da terapia.

A prevaléncia do subtipo B (85,1%) correspondeu a encontrada em outros dois
estudos no Ceard, que foram de 81,2% e 78,8%, respectivamente, e a descrita na regido
Nordeste (BRINDEIRO et al., 2003; GADELHA et al., 2003; CAVALCANTI et al., 2007).

Nacionalmente, o subtipo B prevalece na ordem de 70 a 84%, a depender
da regido analisada, exceto no Sul do Pais, onde pode representar apenas 28%, em Porto
Alegre-RS (INOCENCIO et al., 2009). Nessa Regi&o, a maior prevaléncia é do subtipo C
(SOARES et al., 2003), que no resto do Pais é responsavel por apenas 1 a 6% da prevaléncia
(BRINDEIRO et al., 2003; INOCENCIO et al., 2009). No Nordeste, esse subtipo é
minoritério, correspondendo de 1 a 3% (MEDEIROS et al., 2006; CAVALCANTI et al.,
2007; PEDROSO et al., 2007; INOCENCIO et al., 2009). Os resultados deste ensaio
demonstraram 5,4% de amostras do subtipo C, algo maior do que a prevaléncia da Regido,
mas no perfil dos nameros nacionais. No primeiro estudo realizado com amostras do Cear3,
colhidas no ano 2000, ndo foi encontrado subtipo C (GADELHA et al.; 2003). Da mesma
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maneira, com amostras colhidas no ano de 2001, nenhum subtipo C foi identificado
(BRINDEIRO et al., 2003). No estudo de Cavalcanti e colaboradores, apenas 1% das
amostras do Nordeste, incluindo do Estado do Ceard, colhidas entre 2002 e 2004, era do
subtipo C. Estes numeros levam a crer que esteja aumentando a circulagcdo desse subtipo, nos
Gltimos anos, no Ceara. O subtipo F, além de ter aumentado para 8% a sua prevaléncia, em
relagdo aos estudos anteriores, em que foi detectado em apenas 2,7% e 5,9%, respectivamente
(GADELHA et al., 2003; CAVALCANTI et al., 2007), foi responsavel por trés dos sete casos
de resisténcia primaria, configurando uma correlacdo estatisticamente significante. Essa
correlagdo, ndo descrita até entdo no Brasil, foi aventada em uma publicagcdo com casuistica
do Estado da Bahia, também na regido Nordeste, em que 0s autores comentam uma s6
amostra do subtipo F, com perfil de resisténcia priméria a ITRN e IP, mas utilizando critérios
menos rigorosos para definir essa resisténcia (PEDROSO et al., 2007). Outro estudo nacional
mostrou maior prevaléncia de resisténcia primaria no subtipo B (SPRINZ et al., 2009), como
também visto na Alemanha (BARTMEYER et al., 2010). Na Espanha, os subtipos ndo-B
demonstraram maior propensao a resisténcia primaria para a classe de ITRNN (YEBRA et al.,
2010).

A presenca de recombinantes (1,4 e 2,7%, conforme analise pelo algoritmo da
Universidade de Stanford ou pelo algoritmo da RENAGENO, respectivamente) foi
semelhante aos achados dos estudos anteriores, com casuistica do Estado do Ceara. Ha que se
considerar, porém, que a analise do subtipo foi realizada apenas pelo estudo de parte do
segmento pol do genoma do virus. Em outras partes do genoma, poderiam existir sequéncias
génicas compativeis com outros subtipos, compativeis com outras recombinagdes nao
perceptiveis no segmento analisado. Em Santos, de 65 amostras analisadas, tanto na TR e PR,
quanto no envelope (alga V3), trés apresentavam o segmento do envelope diferente do que
apontavam, em concordancia, a TR e a PR, ou seja, 4,6% do total das amostras eram de
recombinantes B/F, apesar dos segmentos da TR e PR sugerirem que fossem de B ou F
(SUCUPIRA et al., 2007). Da mesma forma, em Curitiba, uma amostra de 37 analisadas
mostrava diversidade na identidade do subtipo entre o perfil do pol e do env (FERREIRA et
al., 2008). Em outros estudos nacionais, corresponderam em prevaléncia de 2 a 22%, a
depender da regido estudada (BRINDEIRO et al., 2003; INOCENCIO et al., 2009).

N&o havia dados previamente publicados descrevendo analises, com amostras do
Nordeste, comparando infecgdo recente e tardia. No Brasil, alguns estudos foram realizados,
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principalmente na regido Sudeste. No Rio de Janeiro, de 20 amostras de pacientes com
soroconversao h4 menos de um ano, apenas uma apresentava mutacao de resisténcia primaria
(VARELLA et al., 2009).

Os dados aqui apresentados, em que 6,9% das amostras eram de pacientes com
infeccdo recente, pelo resultado do teste BED e apds confirmar-se a plausibilidade do
resultados, pelos critérios epidemioldgicos, excluindo, portanto, falsopositivos, sdo 0s
primeiros descritos para o Ceara e para o Nordeste. Importante é destacar a significancia
estatistica entre esse perfil e a prevaléncia de resisténcia primaria. Esse dado é conhecido
mundialmente e tratado de forma clara - que a prevaléncia de resisténcia primaria € maior nos
pacientes com infec¢do recente do que nos com infeccdo crbnica mais tardia (GRANT,;
ZOLOPA, 2009). Apesar de ndo se dispor e de ndo haver indicacdo do uso de BED-CEIA,
para avaliages individuais, o teste foi utilizado neste experimento para tentar identificar os
pacientes com infeccdo recente e comparar a prevaléncia de resisténcia primaria com o0s
pacientes com infec¢do crbnica. Na pratica clinica, em algumas situacfes, é possivel
documentar a infecgdo recente, quando pacientes exibem sintomas de sindrome retroviral
aguda e surpreende-se a soroconversdo ou quando o paciente, mesmo sem sintomas de
infeccdo aguda, apresenta o primeiro exame positivo entre seis meses e um ano de um exame
anterior negativo. Essas situagdes, com suporte nos resultados dos estudos, devem indicar a
realizacdo precoce e anterior ao inicio do tratamento de teste de genotipagem. O cenério pode
tornar a indicagdo do teste de resisténcia ainda mais necesséria, quando a infecgdo ocorre pela

exposi¢do com um parceiro em terapia antirretroviral com viremia persistente.

N&o houve significAncia estatistica, quando se cruzou presenca de resisténcia
primaria com as varidveis: sexo, forma de transmisséo, local de residéncia, ter morado em
outra cidade, cidade provavel onde se infectou, tempo de diagndstico (maior ou menor do que
12 meses), necessitar ou ndo de tratamento imediato e ter ou ndo aids ja manifesta (p>0,05

para todas esses cruzamentos).

O fato deste estudo ndo ter sido desenhado num modelo de base populacional,
mais adequado para andlises de prevaléncia, € uma de suas limitagdes. H&, contudo,
dificuldade em se obter um conjunto de dados mais precisos sobre o niamero de novos
diagndsticos, uma vez que as notificagdes se limitam aos casos de aids. H& também

dificuldade em se conhecer o percentual de pacientes que ndo iniciaram terapia desse
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universo. Além disso, os estudos de base populacional costumam projetar uma necessidade
maior de sujeitos (amostras), que, além de retardar o recrutamento e coleta de material,
aumenta o custo do estudo. Tentando superar essas dificuldades, sobretudo nos paises com
poucos recursos, a OMS propde uma metodologia de amostras sequenciais (até o namero de
50), para estudos transversais sobre a prevaléncia de resisténcia primaria do HIV (MYATT,;
BENNETT, 2008). Por outro lado, a média anual de novos tratamentos traduz uma populagdo
que efetivamente necessita da instituicdo da terapia e para a qual a possibilidade de resisténcia
priméria assume relevancia imediata. E para essa populacéo especifica que o médico a iniciar
a terapia questiona se ha risco de menor efetividade, para as escolhas recomendadas pelos
guias de tratamento. Baseado nesse referencial, 0 nimero de amostras analisadas representou
aproximadamente 10% da média anual de pacientes que necessitam iniciar terapia no Estado
do Ceara.

Outro aspecto a destacar € a propor¢do de crian¢as na casuistica bem superior ao
perfil da epidemia no Estado, refletindo um desequilibrio na amostragem. Acontece que, no
decorrer do estudo, o Programa Nacional de DST-Aids do Ministério da Salde permitiu a
realizacdo rotineira de genotipagem para criangas virgens de tratamento. 1sso criou uma
demanda espontanea para esses exames nos servigos que recrutavam pacientes, facilitando a
inclusdo de sujeitos dessa faixa etaria. Nenhuma amostra de crianga, todavia, tinha virus com
mutacdo de resisténcia. Usando-se do artificio de suprimi-las da casuistica, restando apenas as
63 amostras de sujeitos adultos, que quase alcangariam o nimero minino necessario de 64,
ter-se-ia uma prevaléncia de resisténcia priméria (11,1%) superior aquela efetivamente
encontrada (9,5%); ou seja, ainda que o nimero elevado de criangas afaste a casuistica do
perfil real da epidemia na populagéo, ndo houve falseamento, para maior, da prevaléncia do

fendbmenao.

Apesar dessas limitagdes, acredita-se que os dados sejam relevantes e traduzam,
muito préximo ao real, a prevaléncia da resisténcia primaria do HIV-1 na populacdo de
pessoas infectadas e em acompanhamento, que podem necessitar de abordagem terapéutica
imediata no Estado do Ceara. A prevaléncia encontrada permite discutir a perspectiva da
implementacdo do teste de genotiapegm para pacientes virgens de terapia.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia de resisténcia primaria no Estado do Cearéa foi de 9,5%, alcancando
o0 nivel intermediério, pelos critérios da OMS.

Houve aumento da prevaléncia do subtipo C, nessa amostra de pacientes, ndo
experimentados em terapia antirretroviral, no Estado do Ceara, em relacdo a estudos
anteriores. O subtipo B permaneceu como o mais prevalente. O subtipo F, além de um
discreto aumento nas detecces, relacionou-se com maior chance de resisténcia primaria. Esse

dado merece aten¢do, mas precisa ser confirmado em outros experimentos.

Apesar do pequeno numero de pacientes com infeccdo recente na amostra, houve

correlacdo entre resisténcia primaria e essa condicao.
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8 RECOMENDACOES

O percentual de resisténcia primaria, no Estado do Ceard, é expressivo e exige
monitoramento e discussdo sobre a perspectiva de ser implementado teste de rotina, antes do
inicio da terapia, para todos os pacientes com diagnostico de infec¢do pelo HIV, ou pelo

menos para aqueles que tenham confirmacéo de infeccdo recente.
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APENDICE A

RELATORIO DA ANALISE DAS SEQUENCIAS GENOTIPICAS, POR MEIO DO SOFWARE
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2025, D121, K122E 159, D17TE T2004,
Q207 E, 211K, W24S5E

P1K, 120, S0, P, B, BGX, T WBH, PaX,
WAL, ETTH, L2, K2, P, GISX, Mg,
D7, G1EH, P19X, K20 W2 1H, K2, O3,
WE, P2os, LG, T2vH, B2ox, E2Ox, KalK,

L3138, BO2R, AGER, L3, 30K, B36K, 37X,
T30, S4BT, KI22E, DN23MW, K120, 017TE
D77 G, T200E R211E, w2450

P1X, 12, S35, PAR, B, BGR, T, WBK, Pax,
WA, E1TH, 12K, K12, Py, GISY, MG,
D7, G12H, P19X, F20M W2 1R, KA, 03y,
W, PG, LGN, T2TH, BEROH, E2OH, K30,

12138, BO2H, SO, L3, W05K, B30, BYX,
35T, Q174H, B2 11 K, W2 450

P, 120, 530, P, B, BGX, TP WBH, PaX,
WAOK, BE11H, LI2ZE, K135, P14x, GISE, MIGK,
D7, G158k, P19K, K20 W2 1E, KX, 03,

WGk, Pae, LG, Tawe, Bean, ERQ, K30

I313%, k32, A3, Laaw e8N, B3e, B7H WE0,

FAZE, H3T, DI7YE H7ah) T200048, 202N
Q07 G, RET1TE, F214L

PX, 120, 538, P4, BN, BGX, T WEN, PaX,
WAL, BTH, LI2H, K3, P, GISH, 16,
DR, GI1SK, P19X, FZ0OH W21E, KEH, 3K,

Wiz, P2, LGk, TR, BRan, E29x, ka0

1313, K32, A3, L3 WA8X, E3m, B7x G0,

2005 D121, K122E DI122E N235R, GIOEE,
T2004 QAITE

PX, 12, 533, P, B, BGE, T WEH, Pax,
WAL, ETTH, LI2H, KEH, P, GISY, MG,
D7, G1EE, PA9K, 20 W2 1R, K2, 003,
W, PG, LGN, T2TH, BEREH, E2OH, K30,

13138, BO2R, AGEH, L3, WB0H, B36K, B7H,
351, S162H, E1690, K173A, 0174, T2004,
Q207 K, F118, w450

PR, 128, S35, PR, B, BGR, T, WBkK, PAX,
WAL, ET1E, LI2H, K13, P4y, GISX, MGk,
O17H, G12H, P19, RZOM W21, K (R,
W, PG, LGN, T27H, BEray, E2OH, KBII?{.

1313, BORH, A0, L34, WBEH, E3EH, BT
KIZFE, DlZ3s, H35T, 51620, DN77E, H7akd,
TzO0A, ExfdE, LE10F, B2 115, W2 45E

|Seﬂtinn 2: Resistance slqorithm
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|F'R drug resistance algorithm results |

Sequence 10 AT DRWYT  FRWE 10T | LPWE - NP SGWr TRWIT
16 CHE 1006 F_16CHDS 1006 F_16 CEE 1
16 CHE007_16CHS 1007 _16CEX210
16 CHE 002 _16CHS 1002 _16 CEX210
16 CHEE 009 _16CHE 1009 16 CEX210
16CEE10D_16CESI010_16CEDS10
1GCHEI0NT _16CHS 1011 _16CEIS10
16CEEI0ZR_16CEDS 1012 R_16 CEE
1GCHEI0E_16CHE1013_16CEIS10
16CHEE04_16CH2 1014 _16CEX210
1GCEEMS_16CH2 1015 _16 CEX210
1GCEE0T_16CHEHS 1017 _16CED210
16 CHEE0_16CHS 1020 _16 CEXS10
1G6CHEET _16CHS 1021 _16CEIS10
1GCHEEERR_16 CEDS 1002 F_16 CEE
16 CHE 2 _16CH2 1022 _16CEX210
16 CHEE 4R _16 CEDE 1024 F,_ 16 CE:
16 CEE RS _16CHS 1025 16 CEX210
16 CEE MG _16CES 1026 16 CEDS10
16 CHEET_16CHS 1027 _16CEIS10
16 CHES_16CHS 1025 _16CEIS10
16 CHE A _16CHE1029_16CEIS10
16 CHECR0_16CH2 1020 _16CEX210
1GCHEE0E2_16CHS 1022 16 CED210
16 CEE0E:_16CHES 1033 _16CEDS10
16 CHE0GT_16CHS 1037 _16CEIS10
16 CHME0EE_16CHS 1035 _16 CEIS10
16 CHE104E _16CHE 1042 16 CEIS10
16 CHE 042 _16CH2 1042 _16CEX210
16 CHE 104 _16CH2 1044 16 CED210
16 CEE04S_16CH2 1045 16 CEX210
16 CEE 104G _16CEDS 1046 16 CEDS10
16 CHE T _16CHS 1047 _16CEXS10
16 CHE 1049 _16CHE 1049 _16CEIS10
16 CHE 00 _16CH2 1050 16 CEX210
16 CHEE 02 _16CH2 1052 16 CED210
16 CEE 1054 16CH2 1054 16 CEX210
16 CEE 1085 _16CES 1055 16 CEDS10
16 CHME 10T _16CHS 1057 _16CEXS10
16 CHE 0SS _16CHS 1055 _16 CEIS10
16 CHE06T _16CHE 1061 _16CEIS10
16 CHMO0CES_16C Ha0089 _16 CEI00
16CH OS2 R_16 CEIQ 1062 R 16 CEDG
16 CHEM0G:_16CHEHQ 1063 16 CEDA10
16 CE0G64_16CEQ 1064 16 CEDA10
16 CHE0GS_16CH9 1065 _16CEIE910
16 CHE 0T _16CH9 1067 _16CEI910
16 CH 069 _16CH9 1069 _16CEI910
16 CHOFE_16CHQ1072_16CEI910
16 CEOPSR_16 CEIQ 1075 F_16 CEDG
16 CEOFT_16CH077 _16CED10
16 CHEM0Fa_16CEQI0T_16CEDA10

RPN RS I P [T [ S D [ R PR R PO I N I 1) [ O [ (RN S R I U N [T [ I R I [ R [ [ S I I [ [ I R I R L
R PR I PSR U N AR [ PRI U (IR PR PRI (RIS QNI RN QI QI RIS [P JNIFS IO [ QI IS [N QPSS QI (U QI Y [N (IS QI [ NI I QI (IS NI IS [ I QI (I QNI QU
RPN RS I P [T [ D [ R P R PO I D I ) [ O [ (PR U [P I I [P [ [ R Y R [ [ I I R R R [ e e
P P L R T R DO TR PO O TR PN ST [ e P DR I I R S D R O T R D O R R N I R L e e Y

RPN RS I P [T [ D [ R P R PO I D I ) [ O [ (PR U [P I I [P [ [ R Y R [ [ I I R R R [ e e
R AR I PSR U Y AR IS PRI U (IR PR PRI DRI QI U QS Y N N [ S O R I NI [ QIS QI (U QI Y [ (IS QNI [ I I QI (I NI NI I I QI (I IR U i e
RPN SR I S [T [ P D [ P R [P R N [ [ R U (R I [ I R I [ [ [ I I [ [ S R [ [ U R R L
[P P L R R PR DO R PR PO R PR PSR LT [ R P [ I A R O [ R D DR R R R O N T R N I T R L R
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16 CEE 0 _1GCHEI081 _16 CEDS10
16 CEM 03 _1GCHE 1082 _16CED10
16 CED 0SS _1GCEQI0SS 16 CEDO1D
16 CEE L0 _16CE 1090 _16 CEDS10
16 CEE 101 _16CEa 1101 _16 CEDa1
16 CEME 103 _1GCEA 110 _16 CEDa1H
16 CEE 104F_16 CEA1 104R_16 CEDS
16 CEET 108 F_16 CEA1 108 R_16 CEDS
16 CEE 111 _16CEE 1111 _16 CEDE1H
16CE M3 _16CHE 1113 _16 CEDa1H
16 CEDS0GS 16 CES0aES F_16 CEDS
16 CEIS0EFAR_16 CEIS0ETIR_16 CEDS
16 CEDS0E0E _1GCES0R0E 16 CENE0:
16 CER00ES 160 Ea00s 16 CENG00
16 CEIR00G0 _16C Ea00s0_16 CEDG0n
16 CER007E_1GCH007E _16 CEDG00
16_16_16__SiemensDiagnosticanu
39_39_3_ SemensDiagnosticsnu
112_112_112_ SiemenzDiagrostic

16 CEDE0E0_1GCESm30_16 CEa0:
16 CEDE0R44 16 EDS0R 16 CENE0z
16 CEM 07O R_16 CHEA107F0R_16 CE1S
16 CEE0 121 _16CHE01 21 _16 CEa0

Y N PO S O R [ N P R I DU R R R [ R R
PR (O R O R R I R S R R R I R
Y N PO S O R [ N P R I DU R R R [ R R
Y N PO S O R [ N P R I DU R R R [ R R
Y 'R NSO VO [N (U I I N [P R I O I U I I QU [
R N P Y A [P A I S R T Y R R Y R, A R R e
R [P O [ U N [ I [ [ I (I [ QI I I [ I R R
R [P O [ U N [ I [ [ I (I [ QI I I [ I R R

|RT drug resistance sgarith m resultts |

Sequence 10 ATC nBC AZT D4AT  DOI FTC TOF DLW EFWY  ETR | MWP
16 CES0G6R_16 CEDS 1006 F_16 CEDS 1 1 1 1 1 1
16 CHE1007_16CHS 1007 _16CEXS10
16 CHME100E_16CHS 1005 _16 CEXS10
16 CHE 1009 _16CHE 1009 _16CEIS10
16CEEI00_16CH2 1010 _16CEX210
1G6CEE0 1 _16CHE 1011 _16CEX210
16CEE0 2R_16CEDS 1012 F_16 CED:
1GCEE0E_16CHE 1013 16 CEX210
16CEE104_16CES 1014 16 CEDS10
16CHEI0S_16CHS 1015 _16CEXS10
16 CHEI0T_16CHS 1017 _16CEIS10
16 CHE 0 _16CHE 1020 16 CEIS10
16 CHEM T _16CH2 1021 _16CEIR10
16 CHEE 2 R_16 CHDS 1022 F_ 16 CE:
16 CHEE0E:_16CHS 1023 16 CEX210
16 CEE D4R _16 CEDE 1024 R 16 CED:
16 CEE RS _16CHS 1025 16 CEX210
16 CEE MG _16CES 1026 16 CEDS10
16 CHEET_16CHS 1027 _16CEIS10
16 CHES_16CHS 1025 _16CEIS10
16 CHE A _16CHE1029_16CEIS10
16 CHE R0 _16CHS 1020 _16CEX210
16 CHEHE 02 _16CHS 1022 16 CED210
16 CHEE 0 _16CHS 1033 _16CED210
16 CHEE 0T _16CHS 1037 16 CEN210
16 CEE0Es_16CES 1038 _16CEDS10
16 CHE M2 _16CHS 1042 _16CEIS10

—_
—y
—_
—y
—_

JEP R U [ (PSR I QI (R I R PO [ D PR B RO RO DR O S [ DI I
JEEFRR PP I U Y I IS [N [P [FR FRS JUIUS JUFUR  PROS PR JRP DRI PR JUIS JI IR I U U TN
JEEFRR QPR RIS (U Y I VRN (S NI AN RS IS U I PR PR QR DRI I QRIS IS (I I QI U N
JEEFRR PP I U Y I IS [N [P [FR FRS JUIUS JUFUR  PROS PR JRP DRI PR JUIS JI IR I U U TN
JEEFRR QPR RIS (U Y I VRN (S NI AN RS IS U I PR PR QR DRI I QRIS IS (I I QI U N
JEPR [ P S [ [P PN I (R U U O U QIS DU PRI QR O U R I I I JEIA QU
JEP R U [ [P I I (R I R PO [ D PR B RO RO DR O I I B e

1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
4 3 3 4
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
2 2 2 2
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
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16 CEDE 10403 160 ED 1043 _16 CEDE10
16 CEDE 1044160 EDS 1044 _16 CED210
16 CEDE 1005 160 B 104516 CED210
16 CEDE 1046 160 B0 1046 16 CED210
16 CEDE 1047 _16C EDS 1047 16 CED210
16 CEDE 10409 _ 160 B 1049 16 CEDE10
16 CEDE 1060 _16C B 1050 _16 CEDE210
16CEDS 1053 _16C EDS 1053 16 CED210
16 CEDE 1054160 EDE 1054 16 CEDE10
16 CEDE 1055 _16C EDS 1055 16 CED210
16 CEE 1057 _ 160 E3 1057 _16 CER210
16 CEDE 1058 160 EDE 1058 16 CEDE10
16 CEDE 1061 _16C EDS 1061 _16 CED210
16 CE00T 160 Ea00es 16 CEa00
16 CER 1062 F_16 CER 1062 F_16 CED9
16 CEDR 1063 _16C ED9 1063 _16 CED910
16 CHDE 1064160 ED9 1064 16 CEDS10
16 CHER 1065 _ 160 B9 1065 _16 CEDS10
16 CER 1067 _16C ED9 1067 16 CED910
16 CEE 1069 _ 160 B9 1069 _16 CEDS10
16 CER 1073 _16C E9 1073 _16 CED910
1GCER107SR_16 CED 1075 R_16 CEDS
16 CER 07T _16C E9 1077 _16CEDS10
16 CEIR 1079 _16C ED9 1079 _16 CED910
16 CEM 10 160 Ea 1021 16 CE0
16 CER 1033 160 E9 1083 16 CED10
16 CEDR 1S 160 ED9 1085 16 CED910
16 CEE 1090160 B 1090 16 CE10
16 CEE 101 _16CED9 1101 16 CED11
16 CER 03 _16C B9 1103 _16 CED911
16 CE T 104F_16 CEE 1104 F_ 16 CEDD
1GCEIE 1103 F_16 CEIE 1103 F_16 CED9
1GCER T _16CED9 1111 _16CED911
1GCEET 113 _16CEa 1113 _16CED911
16 CEDE0AGS F_16 CEDE0MS F_16 CEDS
16 CEIS0ZTIR_16 CES0ITIR_16 CEDS
16 CEDE002 160 EDa0e0z 16 CENE0S
16 CEIR003S 160 Ea003S 16 CEDE00
16 CEDR0060_ 160 ED900G0 16 CEDS00
16 CEIR0072 _ 160 EDa00T2 _16 CEE00
16_16_16__ SiemensCiagnosticsnu

39 393 SemensDiagnosticsnu
112 _112_112__ Siemen=sDiagnostic

16 CEDE0Z30_16C B0 30 _16 CEDE02
16 CEE024d 160 Ea0e 44 16 CE02
16 CER 1070 F_16 CER 1070 F_16 CED9
16 CEDE021 _16C B0 21 _16 CED01

RPN S R I QI I [ [T R [ L [ P [ I P R PR N U R [ [ [ [ [N [ R R [ I I I I [ [ I I R [ e
P R T D R R R R O T R DR [ O R R O PO Y T PR R R W (PR PR DR R P [ P [ [ R R O T R S O R D I P
R R S [P [ QI IS RS SR RN IS IR [FRS QI I DRIFURS [N QI PRI R QRO CYN IR U (Y N SIS I (U [ SR IS [P [P QI QI [N (NI QNI QI [P (I S QI U (U g
PR R R D R R R O T R D [ O R R RN PR T T PR R R X [P PR D P P [ R [ R R T R S O R R P
P R T D R R R R O T R DR [ O R R O PO Y T PR R R W (PR PR DR R P [ P [ [ R R O T R S O R D I P
alaala ala g a ala gl a al g ala g ala ala ala ala e g a e a ala a e a e
PR R R D R R R O T R DR [ O R R RN PO Y T PR R R IR P P IR P P [ O R Y T D D [ R S O R R P
RPN S R I I [ I [ [T R [ L U [P A R R [ PR N [ R [ [ [ [ [ O - T I L Y S [ [ [ [ N [ QI
[PPSR [ [ [ R [ R P P P P Y R [ [ O [ O IR L T L S R P [ R [P P [ [
[PPSR S R I QI [ I R [ A [ D P R O R [ P R [ R [ [ (O [ [ O N R N R [ [ R [ I [
RPN S R I I [ I [ [T R [ L U [P A R R [ PR N [ R [ [ [ [ [ O - T I L Y S [ [ [ [ N [ QI

Section 3: SEGQUENCE SET QUALITY ASSESSMENTclick fere for infa |

ISeq uence GA statistic=s |

sequence O L # # atypical IGO0 FR FR RT RT
idertity = stops  frameshifts | matstions . odations | stat | end ) start | end
1GCEST0GR_16CES1006R_1GCEDS |  86°% 1} 1] 37 0 4 a9 38 247
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16 CED 007 _1GCEDS 1007 _16CEDSD SIS I I 40 I 4 a9 3w MT
16 CHE 002 _16CH2 1002 _16 CED310 s 0 0 24 0 4 a9 ¥ MF
16 CHE1009_16CHS 1009 _16CEDS10 23 0 0 35 0 4 a9 3 M
1GCEE 100 _1GCESI010_16CEN 0 24 1] i a7 I 4 a9 3 T
1G6CHEE0 T _16CH 1011 _16CED310 o 0 0 v 0 4 a9 o MF
1GCEEINZRE_1GCES 101 ZR_IGCEDE . &3 0 0 kN 0 4 a9 ¥ M
1GCHEI0S_16CHS 1013 _16CEDS10 g3 0 0 3T 0 4 a9 3 M
16CE 1014 _16CE2 1014 _16CED10 = I 0 ) 0 4 a9 w M
16CEE0S_16CH2 1015 _16 CED310 T 0 0 et 0 4 a9 ¥ MF
16 CHEEI0T_16CHS 1017 _16CEDS10 25 0 0 35 0 4 a9 3 M
16 CEE 0 _1GCHES 1020_16CEDE0 24 1] i 34 I 4 a9 3 T
16 CHEHE T _16CHS 1021 _16CED310 o 0 0 23 0 4 a9 o MF
1GCEEZR_1GCHES10EER_IGCEDE. &3 0 0 kN 0 4 a9 ¥ M
16 CHE0ES_16CHS 1023 _16CEDS10 25 0 0 kN 0 4 ] 3 M
16CE0R24R_16CHE1024R_1GCEME . 25% I 0 ) 0 4 a9 w M
16 CHE S _16CH2 1025 _16 CED310 s 0 0 et 0 4 a9 ¥ MF
16 CHEG_16CHS 1026 _16CEDS10 i 0 0 3T 0 4 a9 3 M
16 CEE 07 _AGCHES 1027 _16CEDE0 oS 1] i 33 I 4 a9 3 T
16 CHE e _16CH2 10228 _16 CED310 T 0 0 v 0 4 a9 o MF
16 CHE A _16CHE 1029 _16CEDS10 oo 0 0 kN 0 4 a9 ¥ M
16 CHECG0_16CHS 1030 _16CEDS10 25 0 0 kN 0 4 ] 3 M
16 CEDS 02 1GCEIS 032 _16CED1D =L I 0 34 0 4 a9 oM
16 CHE 02 _16CH2 1022 _16 CED310 =S 0 0 et 0 4 a9 ¥ MF
16 CHE0GT_16CHS 1037 _16CENS10 25 % 0 0 37 0 4 a9 3 M
16 CEE 0 _1GCHEISI03E _16CEDE0 [y 1] il 3 I 4 a9 3 T
1GCHE 142 _16CH2 1042 16 CED310 o5 0 0 2 0 4 a9 ¥ MF
16 CHE104:_16CHE 1042 _16CEDS10 fr s 0 0 ot 0 4 a9 ¥ M
16 CHE 14 _16CHS 1044 16 CEDS10 23 0 0 N 0 4 L] 3 M
16 CEDS 045 16CEDS 1045 _16CED1D [ I 0 ) 0 4 a9 oM
16 CHE DG _16CHS 1046 _16 CE0S10 25 0 0 et 0 4 a9 ¥ M
16 CHEMT _16CHS 1047 _16CEDS10 25 0 0 34 0 4 ] 3 M
16 CEDS 1040 1GCEDS 1049 _16CEDD =Y I 0 ] I 4 a9 3 MT
16 CHE 100 _16CHE 1050 _16 CEDS10 217 0 0 4 0 4 a9 ¥ M
16 CHE10ES_16CHS 1053 _16CEDS10 g3 0 0 35 0 4 a9 3 M
16 CEDE 054 1GCES 1054 _16CEDSD [ I I ] I 4 a9 3w MT
16 CHEHE DS _16CH2 1055 _16 CED310 o 0 0 et 0 4 a9 ¥ MF
16 CHE10ET _16CHS 1047 _16CEDS10 =i 0 0 kN 0 4 a9 ¥ M
16 CHE109SE_16CHS 1055 _16 CEDS10 a17% 0 0 kN 0 4 ] 3 M
16 CHE061 _16CH2 1061 _16 CED310 =S X 0 0 24 0 4 a9 o MF
16 CHG0CE9_16C Ha0029 _16 CED00 oo 0 0 kN 0 4 a9 ¥ M
1GCEHGZR_16CEQ10G6ER_1GCEIS.  &5% 0 0 3T 0 4 a9 3 M
16 CED0G: _1GCEQI06E _16CEDMD [ I I 3T I 4 a9 3w MT
16 CH 064 _16CHD 1064 16 CE0910 25 0 0 v 0 4 a9 ¥ MF
16 CH D65 _16CHQ 1065 _16CE0910 =0 0 0 et 0 4 a9 ¥ M
16 CE 067 _1GCH 1067 _16CED10 oS 1] i 34 I 4 a9 3 T
16 CH 069 _16CHQ 1069 _16 CE0910 o 0 0 23 0 4 a9 o MF
16 CH0FE_16CH107:_16CE0910 oo 0 0 4z 0 4 a9 ¥ M
1GCEHEOPSR_1GCEQI0FSR_IGCEDS.  &1% 0 0 41 0 4 a9 3 M
16 CE07T _AGCEIQI07T _16CEDMD oS I I 24 I 4 a9 3w MT
16 CH0FA_16CHQ1079_16CED910 s 0 0 v 0 4 a9 ¥ MF
16 CHE0ET _16CHQ 1051 _16CE0910 23 0 0 35 0 4 a9 3 M
16 CEE 03 _1GCHEI08: _16CED0 [ 1] i a7 I 4 a9 3 T
16 CHCS_16CHA 1025 _16 CE0910 =S X 0 0 40 0 4 a9 o MF

16 CHME0 16CHS1090 16CE0910
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s 0 1} 34 1} 4 a9 38 247
16CEA 101 _16C 1101 16 CEDE1 25 0 1} a7 1} 4 a9 38 247
16CEA 1103 _16CEa 1103 _16 CED911 25 1} 0 ar 0 4 a4 38 247
16CEATID4R_16CEDA11I04R_16CEDS | &2 0 1} 38 1} 4 a9 38 247
16CEATIDER_1GCEDQ1 108 R_1GCEDS | &3% 0 1] 34 1] 4 a9 38 247
16CEAT 11 _16CEE11 11 _ 16 CEDE1 5% 1} 0 38 0 4 a9 38 247
16CEAT N3 _16CE11 13 _ 16 CEDE1 25 0 1} 40 1} 4 a9 38 247
16CES0OMSF_16CER0MGS F_16CENE . 39 0 0 v 0 4 a9 28 247
16CHEIS0FIR_1GCES0ZFIR_1GCEDS | S2% 1} 0 38 0 4 a9 38 247
16 CEIE0:02 160 BDSm:02 16 CEDE0: 24 0 1} a7 1} 4 a9 38 247
16 CEQ003S_ 160 EDQ00::s 16 CEDS00 =S 1} 1} 3T 1} 4 a9 28 247
16 CHIA00G60_ 160 EDQ0060 _16 CEI900 s 1} 0 38 0 4 a9 38 247
16 CHIQ007 2 _ 160 ED0072 16 CED900 24 0 1} 34 1} 4 a9 38 247
16_16_16__ SemensDiagnosticsnu 3 1} 0 34 0 4 a4 38 247
39393 SemensDiagnosticsnu o il o 37 o 4 eie] 38 7
112_112_112_ Siemen=Diagrostic 24 0 1} a7 1} 4 a9 38 247
16 CEIS0EI0_ 160 ES0e30 _16 CEDE0 2 o 1} 0 ar 0 4 a4 38 247
16 CEIE0244 160 ES0 44 16 RS2 24 0 1} a7 1} 4 a9 38 247
16CEQI0FOR_1GCEDIOVOR_1GCEDD | &29% 0 0 28 0 4 a9 28 247
16 CHA012 1 _16C Q0121 _16 CEIE0 s 1} 0 38 0 4 a9 38 247
|En~.erage OrwEr w2 |
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APENDICE B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“CARACTERIZACAO MOLECULAR DO HIV-1 NO ESTADO DO CEARA:
PERFIL DE RESISTENCIA PRIMARIA E SUBTIPO”

INTRODUCAOQ: Vocé estd sendo convidado para participar deste estudo de pesquisa que

sera conduzido em Fortaleza-CE, Brasil. Este € um estudo destinado a pessoas infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que ainda ndo comegaram tratamento contra o virus
(anti-retrovirais) e esta sendo conduzido pelo médico abaixo mencionado.

Nome do Investigador: ERICO ANTONIO GOMES DE ARRUDA

Endereco do Investigador: Rua Nestor Barbosa, 315. Parquelandia. Fortaleza-Ce.
CEP: 60.455-610.

Telefone do Investigador: (85) 3101-2339 e 8858-3766.

Fax do Investigador: (85) 3101-2352.

A pesquisa foi avaliada e autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa (grupo de
profissionais que analisam e emitem parecer sob projetos de pesquisa, com intuito de proteger
as pessoas que participam dos experimentos — pacientes ou sujeitos) do Hospital Sdo José de
Doengas Infecciosas.

FINALIDADE DO _ESTUDO: O estudo pretende conhecer a resisténcia do HIV aos

medicamentos anti-retrovirais, mesmo antes dos pacientes fazerem uso deles (resisténcia

primaria) e conhecer os subtipos (formas) do virus que estdo infectando as pessoas ainda nao
tratadas. Aproximadamente 100 (cem) pacientes adultos, dos dois sexos, participardo deste
estudo.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDQ: Se concordar em participar e assinar o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, apds ter sido totalmente informado de como serd

realizado o estudo:

1) Serdo verificados dados do seu prontudrio médico e anotados em uma ficha do
estudo;

2) Sera colhida uma pequena quantidade de sangue de sua veia (aproximadamente
10ml - ou o contetido de uma seringa cheia), na mesma picada que j& sera utilizada para
coleta de outros exames necessarios para 0 seu acompanhamento médico. Esse sangue sera
utilizado para fazer os exames que identificam se o virus j& apresenta resisténcia aos remédios
que o combatem (Genotipagem) e para conhecer o subtipo (forma) do virus que lhe infecta.
Esses exames serdo realizados nos Laboratorios das Instituicbes envolvidas do Ceara
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(Laboratorio da Unidade de Pesquisas Clinicas do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard4 e Laboratorio Central da
Secretaria da Saude do Estado do Ceard) e em Séo Paulo (Laboratério de Retrovirologia da
Universidade Federal de S8o Paulo — Escola Paulista de Medicina). Parte desse sangue sera
guardada no Laboratério da Unidade de Pesquisas Clinicas do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, para analisar a
resisténcia do virus a novos medicamentos que estardo disponiveis no futuro. Uma copia do
resultado desses exames sera colocada no seu prontuario médico e podera ser analisada pelo
médico que lhe acompanha, mas ndo podemos dizer ao certo em quanto tempo esses
resultados estardo disponiveis, por tratar-se de uma pesquisa.

RISCOS E DESCONFORTO: A coleta de exames de sangue esta relacionada a desconforto
pela dor ocasionada pela picada da agulha. E possivel que possa ocorrer no local da picada,

formacdo de hematomas ou equimoses (extravasamento de sangue para a pele e tecidos mais
profundos) e, mais raramente, infecgdes das veias (flebites supurativas) ou da pele e tecidos
mais profundos (celulite). Lembramos que as pessoas que fazem acompanhamento médico
por estarem infectadas pelo HIV, normalmente precisam colher sangue para exames de rotina
e a coleta do material do estudo sera realizada no mesmo momento da picada para coleta de

sangue para aqueles exames.

BENEFICIOS: Vocé pode ndo ser beneficiado pela participacido neste estudo, mas o
conhecimento adquirido pode beneficiar outros portadores de infecgéo pelo HIV. Mas, se for
detectada resisténcia do virus que lhe adoece, é possivel tratd-lo com medicamentos mais
adequados. Vocé ndo terd nenhum custo por honoréarios profissionais e pelos exames
laboratoriais.

SIGILO: Vocé tem direito a privacidade. Todas as informacgdes obtidas neste estudo que
possam ser identificadas com seu nome permanecerdo confidenciais. Seu nome nao sera
revelado em qualquer relatorio ou publicacdo resultantes deste estudo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA: Sua decisdo em participar deste estudo é voluntaria.
Caso vocé decida ndo participar, nenhuma restricdo ao seu acompanhamento sera feita. Caso

decida participar e depois queira desistir, também ndo lhe sera imposta qualquer punicdo ou
restricdo. Sua retirada do estudo ndo afetaré seus cuidados médicos futuros.

COMPENSACAOQ: N4o havera nenhum tipo de compensacao, financeira ou de outra ordem,

para sua participacdo neste estudo.
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ARMAZENAMENTO DE SANGUE: Por tratar-se de um estudo que analisa uma situagéo

nova (possibilidade de resisténcia primaria do HIV) e pela perspectiva de novos

medicamentos anti-retrovirais serem langados no futuro, uma pequena quantidade de seu
sangue sera guardada, congelada, para possiveis exames que possam Ser Necessarios numa
andlise adicional, no laboratério do Instituto de Biomedicina e Unidade de Pesquisas Clinicas
(IBIMED-UPC) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara. Caso haja necessidade de analisar algum outro aspecto do
virus do seu sangue, além da resisténcia aos medicamentos anti-retrovirais e do subtipo
(forma) do virus, ja comentados, isso ndo sera realizado sem seu prévio conhecimento e
autorizacdo. Caso isso seja necessario, vocé sera novamente contactado, para analisar seu
interesse em consentir que seu sangue seja utilizado e, para isso, serd Ihe apresentado um
novo documento (novo Termo de Consentimento) explicando que tipo de exame sera
realizado, para que vocé possa autorizar, assinando 0 mesmo. E isso so sera feito se 0 Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Sao José de Doencas Infecciosas autorizar.

DIREITOS DO PACIENTE DA PESQUISA: Se vocé tem qualquer duvida sobre os
procedimentos deste estudo, vocé pode entrar em contato com o Dr. Erico Arruda, pelos

telefones apresentados no inicio deste documento, ou também contatar o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Sdo José, pelo telefone 3472-5881.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO: Eu li este formulario de consentimento. Tive a
oportunidade de perguntar todas as duvidas relativas ao estudo. As questdes foram

respondidas em linguagem de facil compreensdo. Foram explicados os riscos e beneficios do
estudo. Estou ciente que receberei uma cépia do formulario de consentimento livre e

esclarecido, apos assina-lo. Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

NOME DO PACIENTE
RG (CARTEIRA DE IDENTIDADE) DO PACIENTE

ASSINATURA DO PACIENTE
DATA DA ASSINATURA DESTE DOCUMENTO / /

NOME DO INVESTIGADOR

ASSINATURA DO INVESTIGADOR
DATA DA ASSINATURA DESTE DOCUMENTO / /
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APENDICE C

FICHA PROTOCOLAR

“CARACTERIZACAO MOLECULAR DO HIV-1 NO ESTADO DO CEARA:
PERFIL DE RESISTENCIA PRIMARIA E SUBTIPO.”

FICHAPROTOCOLAR-DADOS INICIAIS

Data da Primeira Consulta no Protocolo: / /

Numero Protocolo: (colar etiqueta)

Iniciais: __ ! ! Prontuario: DN: / / Idade:

Telefones de contato: () e( )

Sexo( )M ()F Gestante: ( ) Sim ( ) N&o

Residéncia: ( ) Interior ( ) Capital
Nos Ultimos 5 anos morou em outra cidade: ( ) Sim Qual ( ) Néo

Onde vocé acha que se infectou?

Diagnostico HIV (més/ano): /___()IGN

Forma de transmissdo mais provavel: ( ) Homossexual ( ) Heterossexual ( ) Drogas EV
( ) Transfusdo ( ) Outras:

Estado Clinico atual: ( ) Assintomatico ( ) Sintomatico:

( ) Perda de peso (>10%PH) ( ) Candidiase oral ( ) Candidiase Esofagica

( ) Dermatite seborréica ( ) Dermatite eosinofilica ( ) Herpes Zoster ( ) Sd. Diarréica
( ) Pneumacistose ( ) SK ( ) Neurotoxoplasmose ( ) CMV ( )TB ( ) Histoplasmose
( ) Outros DST: ( ) Nao () Sim:

Diagnostico AIDS: ( ) Sim (més/ano) /___ Nao()

CD4 Basal: cel/mm® ( %) Data: / /

CV Basal: copias/ml (Log= ). Data: / /

Dados de Genotipagem: Data: / / Subtipo do HIV:

Perfil de Resisténcia Priméria:

ITRN: ( ) Sim () Néo ITRNN: ()Sim ()N&d IP:()Sim () Nao

Lista de Mutactes na TR:
Lista de MutacGes na Pr:

Resultado do “Detuned”: Data: / /

Uso de Anti-Retrovirais: ( ) Ndo ( ) Sim ----- Esquema:
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Data: / / Nome do Investigador:

Assinatura do Investigador:

“CARACTERIZACAO MOLECULAR DO HIV NO ESTADO DO CEARA:
PERFIL DE RESISTENCIA PRIMARIA E SUBTIPO.”

QUESTIONARIO-DADOS DE SEGUIMENTO

Data [

Numero Protocolo (colar etiqueta):

Iniciais: Prontuario: DN: / / Idade:
Gestante: ( )Sim ( )N&o

Estado Clinico atual: ( ) Assintomatico ( ) Sintomatico:
( ) Perda de peso (>10%PH) ( ) Candidiase oral ( ) Candidiase Esofagica ( ) Dermatite seborréica
() Dermatite eosinofilica ( ) Herpes Zoster ( ) Sd. Diarréica
( ) Pneumacistose ( ) SK () Neurotoxoplasmose ( ) CMV ()TB
( ) Histoplasmose ( ) Outros DST: ( ) Ndo () Sim:

Diagnéstico AIDS: ( ) Sim (més/ano) /___ Nao()

Uso de Anti-Retrovirais: ( ) Ndao ( ) Sim ----- Esquema:

Dados de CD4 e CV:

Data

CD4

CD8

C Viral

Log

Dados da Genotipagem:

Mutacdes para ITRN:

Mutacdes para ITRNN:

Mutacdes para IP:

Subtipo:
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ANEXO A

APROVACAO INICIAL DO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL
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APROVACAO PARA USO DE TESTE DE GENOTIPAGEM PELO
PROGRAMA NACIONAL DE DST-AIDS

DST-AIDS .
MINISTERIO DA SAUDE i
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
PROGRAMA NACIONAL DE DST/AIDS
Ministério da Satde — Unidade IIT
SEPN Quadra: 511 Bloco: “C”
T70750-543-Brasilia/DF

Tel. (61) 3448-8007

Oficio n.° 1.904/08 ULAB PN DST-AIDS/SVS/MS

Brasilia, 06 de maio de 2008.

Ao Senhor,

Erico Anténio Gomes de Arruda =~
Médico Infectologista do Hospital Sdo José
Rua Nestor Barbosa, 315 — Parqueldndia
60455-610 Fortaleza — CE

Fax: (85) 3261-8951

Assunto: Projeto de Pesquisa “Caracteriza¢io Molecular do HIV no Estado do Ceara: perfil
de resisténcia primiria, subtipo e correlagiio com distiarbios neurolégicos™

Prezado Senhor,

1. Em analise ao Projeto de Pesquisa “Caracterizagdo Molecular do HIV no Estado do
Ceara: perfil de resisténcia primaria, subtipo e correlagdo com disturbios neurologicos”, temos as
seguintes consideragdes: |

e Os critérios de inclusdo do projeto estdo bem definidos e de acordo com as
diretrizes de tratamento do Programa Nacional de DST e Aids;

e Aspectos éticos estdo dentro das Normas de Regulamentagdo e Pesquisa em
Seres Humanos estabelecidos em Resolugao pela CONEP;

e As parcerias estabelecidas entre o Laboratério Central da Secretaria de
Satde do Estado do Ceara, Universidade Federal do Ceara e Universidade
Federal de Sdo Paulo estdo em concordancia;

e O PN-DST/AIDS tem interesse em conhecer o perfil de resisténcia primaria
e subtipos circulantes no Estado do Ceara.
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Follu n® 2 Oficio n” L1108 TLAB PN DS1 ATDS/SVS/MS  Brasilio, 30 de abril de 2008

2 Assim sendo, esta Unidade Técnica libera 150 testes mais Os insumos de
genotipagem para a realizagdo dos exames no LACEN CE para o cumprimento do projeto.

3. Finalizando, apresentamos votos de estima € aprego e colocamo-nos a disposi¢ao
para prestar quaisquer esclarecimentos que se fagam necessarios.

Atenciosamente,

-2 __

N o P
Lilian Amaral Inocéncio
Unidade de Laboratorio



135

ANEXO C

APROVACAO DE MUDANGA NO PROTOCOLO, PELO COMITE DE ETICA
DO HOSPITAL SAO JOSE DE DOENCAS INFECCIOSAS

 GOVERNO DO ESTADO DO CEARA ‘
) SECRETARIA DA SAUDE HOSPITAL SAO JOSE DE DOENCAS INFECCIOSAS

)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP-HSJ)

Protocolo n® 042/ 2007 Folha de Rosto: 170044
Titulo do Projeto: “ Caracterizagao Molecular do HIV no Estado do Ceara: perfil de
Resisténcia Primaria, Subtipos e Correlagdo com Disturbios Neurolégicos.”
Instituices envolvidas: Hospital Sao José de Doengas Infecciosas

Universidade Federal do Ceara-UFC
Pesquisador Principal: Dr. Erico Anténio Gomes de Arruda

PARECER CONSUBSTANCIADO

Analisamos” e aprovamos a o Adendo da pesquisa acima referida na
reunido ordinaria no dia 27 de julho de 2009.0 pesquisador solicita a inclusdo, na
casuistica do protocolo em questdo, de criangas menores de 13 anos, que tiveram
realizado Genotipagem no periodo de maio de 2008 a maio de 2009 (época do
recrutamento da casuistica de adultos), pelos tramites normais da RENAGENO-PN-
DST/Aids.

Os autores comprometem-se a tentar alcangar todos os responsaveis (pais
ou cuidadores), para obterem o TCLE e de cumprirem com todos os outros
compromissos éticos, inclusive de sigilo, conforme os documentos ja apresentados
no projeto e seus adendos.

Dr. Robério Dias Leite
Coordenador do CEP-HSJ

Rua Nestor Barbosa, 315 - Parquelandia Fortaleza / Ceard
CEP 60.455-610 PABX (85) 3101.2363 FAX (85) 3101.2319
e-mail: hsj@hsj.ce.gov.br
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