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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o
proposito debaixo do céu.
Ha tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e
tempo de arrancar o que se plantou;
Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar, e
tempo de edjficar;
Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo
de dancar;
Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo
de abracar, e tempo de afastar-se de abracar;
Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e
tempo de lancar fora;
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e
tempo de falar;
Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo
de paz.”

Eclesiastes 3:1-8.



SILVA, Marcio Oliveira da. Avaliagao da prevaléncia de resisténcia transmitida aos
antirretrovirais em individuos infectados pelo HIV-1 em Salvador- Bahia. 59 f.
Dissertagao (Mestrado) - Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz, Salvador, 2014.

RESUMO

Avaliar a prevaléncia de resisténcia transmitida aos antirretrovirais em individuos
infectados pelo HIV-1 em acompanhamento clinico e laboratorial na cidade de
Salvador-Bahia. Estudo descritivo de corte transversal com amostragem de
conveniéncia composto por 121 pacientes infectados pelo HIV-1, com 18 anos de
idade ou mais, virgens de tratamento antirretrovial e que fazem coletas de exame
para quantificagdo das Subpopulag¢des Linfocitarias e da carga viral sérica do HIV-1
no Laboratoério de Retrovirus do Hospital Universitario Professor Edgard Santos ou
no Centro Especializado em Diagndstico, Assisténcia e Pesquisa (CEDAP). Os
pacientes foram entrevistados para preenchimento de um questionario
epidémiologico e consentiram na utilizagdo do excedente de sangue para realizagéao
do sequenciamento do gene pol do HIV-1 contendo parte da Transcriptase e da
Protease para analise das mutagcdes de resisténcia aos antirretrovirais e a
caracterizagdo genotipica, analise de recombinagdes e estudo da historia evolutiva
viral. Entre os 103 pacientes 66% sao do sexo masculino, a mediana de idade e do
tempo estimado do diagnéstico do HIV-1 sdo respectivamente de 35 anos e 29
meses. A principal categoria de exposi¢ao relatada foi a sexual com 88,3%, seguida
por 3% com acidentes com perfurocortantes e 1% uso de drogas intravenosas. A
mediana da contagem dos Linfécitos TCD4+ foi de 438 cel/mm’ e de 4,4 logy. Na
analise de Mutagdo de Resisténcia a Farmacos (DRM) atraves da ferramenta de
Calibragcdo da Populagdo com Resisténcia (CPR) observamos uma prevaléncia
global de 6,8%, 3 (2,9%) amostras com DRM aos Inibidores da Transcriptase néo-
analogos aos nucleos(t)ideos (ITRNN), 2 (1,9%) aos Inibidores da Transcriptase
analogos aos nucleos(t)ideos (ITRN) e 2 (1,9%) aos IP. Entre as 104 sequéncias,
cinco foram excluidas da analise de filogenética devido a problemas na qualidade. A
prevaléncia dos subtipos seguiram as seguintes distribuigdes: 71,8% subtipo B,
15,1% F, 9,1% formas recombinantes e 4% C. Entre as amostras classificadas como
recombinantes uma nao foi possivel classificar e todas as demais apresentaram
padrées de recombinagao do tipo BF sendo 5 semelhantes a CRF28/29 BF, 2 a
CRF12_BF e 1 a CRF39_BF. O presente estudo evidencia valores intermédiarios de
DRM na cidade de Salvador segundo a metodologia CPR. Os achados filogenéticos
assemelham-se aos previamentes descritos na literatura em Salvador.

Palavras-chave: HIV-1. Resisténcia Transmitida. Calibracdo da Populagdo com
Resisténcia . Filogenética. Stanford.



SILVA, Marcio Oliveira da. Prevalence of transmitted resistance to antiretroviral
drugs in patients infected with HIV-1 in Salvador, Bahia. 59 f . Thesis (Master) -
Fundagao Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2014.

ABSTRACT

To evaluate the prevalence of transmitted resistance to antiretroviral drugs in patients
infected with HIV- 1 assisted in the city of Salvador, Bahia. A descriptive cross-
sectional study with 121 patients with 18 years of age or older, chronic or recent
diagnosis of HIV -1, antirretrovial naive and make collections for examination and
quantification of lymphocyte subpopulations serum viral load of HIV -1 in the
Retrovirus Laboratory, Hospital Universitario Professor Edgard Santos or in Centro
Especializado em Diagndstico, Assisténcia e Pesquisa (CEDAP). Patients were
interviewed to fill an epidemiological questionnaire and consented to the use of
drawed blood to be sequenced of the transcriptase and protease region of the pol
gene of HIV - 1 for analysis of antiretroviral resistance mutations and subtype viral.
Of the 121 patients, 104 sequences for phylogenetic analysis and transmitted
resistance were obtained, 18 individuals were excluded due quality or amplification
problems. Among 103 patients 66% were male, the median age and the estimated
time of diagnosis of HIV -1 were respectively 35 and 29 months. The main category
of reported exposure was sexual with 88.3%, followed by 3% with Occupational
Exposure and 1% use of Intravenous Drugs. The median CD4 + lymphocyte count
was 438 cells/mm® and 4.4 logo. The analysis of Drug Resistance Mutation (DRM)
by Calibrating Population Resistance tool (CPR) has a global prevalence of 6.8%,
distributed: 2.9% for Non-nucleoside reverse-transcriptase inhibitors (NNRTIs), 1.9%
Nucleoside analog reverse-transcriptase inhibitors (NRTIs) and 1.9% to Protease
Inhibitors. Among the 104 sequences, five were excluded from the phylogenetic
analysis due to quality problems. The prevalence of subtypes followed these
distributions: 71.8% subtype B, 15.1% F, 9.1% recombinant forms and 4% C. Among
the samples classified as recombinant, one was not possible to classify and all others
showed the BF patterns of recombination, 5 CRF28/29 BF likes, 2 CRF12_BF likes
and 1 CRF39_BF likes. The prevalence of subtypes was very similar from previously
described in Salvador.

Keywords: HIV-1. Transmitted resistance. Calibration of Population Resistance.
Phylogenetics. Stanford.
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1 INTRODUGAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi primeiramente reportada
em 1981, apds o relato de 5 pacientes com pneumonia por Pneumocystis jirovecii, e
teve em 1983 identificado o Virus da Imunodeficiencia Humana (HIV) como o seu
agente causal. A Aids permanece sendo nesses trinta e trés anos como um dos
problemas de saude mais desafiadores mundialmente e com dimensbdes sem
precedentes (BARRE-SINOUSSI et al.,1983; GOTTLIEB et al.,1981; HEMELAAR,
2012; UNAIDS, 2012).

Segundo a UNAIDS (Programa Conjunto das Nagdes Unidas sobre HIV/Aids)
em 2011 havia 34 milhdes (31,4 — 35,9 milhdes) de pessoas vivendo com o HIV-1
(Figura 1). Estima-se que em todo o mundo 0,8% dos adultos entre 15-49 anos
sejam portadores desse virus. A Africa Subsaariana permanece como a regi&o
mundial mais gravemente afetada pela epidemia do HIV com aproximadamente 69%
das pessoas vivendo com HIV/Aids e 71% das novas infecgbes no mundo.

Apesar da continua tendéncia mundial em redug¢ao do diagndstico de novos
casos, 20% menor do que em 2001, ainda foi estimado em 2011, dois milhdes e
quinhentos mil pessoas recentemente infectadas (Figura 2). Diferentemente da
Africa Subsaariana que apresenta uma reducdo de 21% de novos casos desde
2001, nas regides do Meio Leste e Norte da Africa, Europa Oriental e Asia Central

houve um aumento de até 35% nos ultimos 10 anos (UNAIDS, 2012).
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Figura 1 - Estimativa de pessoas infectadas pelo HIV-1 vivendo no mundo em 2011.
Adaptado de UNAIDS, 2012.
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Figura 2 - Incidéncia de infec¢des pelo HIV-1 no mundo em 2011.
Adaptado de UNAIDS, 2012.

Apos o advento, na década de 90, da Terapia Antirretroviral Altamente Ativa
(HAART) que alterou a histéria da epidemia de Aids, reduzindo em 60-80% na
morbidade e em 40-70% na mortalidade associada a infeccao pelo HIV, seus
beneficios foram potencializados devido ao progressivo incremento, desde 2003, no
acesso aos medicamentos pela populagéo vivendo em regides economicamente
subdesenvolvidas e em desenvolvimento. Sabe-se que em 2011, 54% dos pacientes
em regides com baixa ou média renda, que apresentavam indicagdo de inicio
terapéutico estavam em uso da HAART (LUNDGREN, 2006; MOCROFT et al., 2003;
PALELLA et al., 2006; UNAIDS, 2012). Em 2011 ocorreram 1,7 milhées de 6bitos no
mundo por causas relacionadas a Aids, o que representa uma reducdo em 24% em
relagdo aos eventos computados em 2005. Essa reducdo na mortalidade foi mais
pronunciada no Caribe, com 48%, seguido pela Oceania com 41% e 32% na Africa
Subsaariana. De forma contraria, ocorreu uma aumento de 21% na Europa Oriental
e Asia Central e de 17% no Meio Leste e Norte da Africa. A epidemia de HIV/Aids na
Ameérica Latina mantém-se estavel com 1.5 milhdo de novos casos em 2010. Apesar
dos notdrios avangos globais em relacdo a qualidade de vida, longevidade e
prevencdo da transmissdo, as caracteristicas da epidemia apresentam ampla
variagao entre paises e regides, que podem ser parcialmente explicadas devido a
sua complexa interagcdo com fatores historicos, geogréficos, culturais, sociais,

religiosos e ecébnomicos (UNAIDS, 2012).



A lei 9.313 de 13 de novembro de 1996 e a Portaria n° 346, de 25 de marco
de 1993, estabelecem a obrigatoriedade do Estado brasileiro de disponibilizar
assisténcia a saude multidisciplinar para todos os pacientes com HIV/Aids (Portaria
n° 346, de 25 de margo de 1993; lei n°® 9.313 de 13 de novembro de 1996). Segundo
dados da UNAIDS, em 2011 havia 490.000 (430.000 - 570.000) pessoas vivendo
com HIV/Aids no Brasil, sendo estimado que das que possuiam indicagao
terapéutica 71% tiveram acesso a HAART, o que correspondia a aproximadamente
215.700 pessoas. Estimava-se uma taxa de prevaléncia de 0,30% (0,30 - 0,40%) na
populagdo de 15-49 anos e 15.000 (12.000 - 20.000) mortes por causas
relacionadas a Aids (UNAIDS, 2012). Segundo o Boletim Epidemioldgico, Ano 1X- n°®
1 de 2012 foram notificados 656.701 casos de Aids entre o periodo de 1980 a junho
de 2011, com uma taxa nacional de incidéncia de 20,2 por 100.000 habitantes. A
epidemia se distribui geograficamente na seguinte ordem de prevaléncia: Regido
Sudeste com 367.540 (55%) dos casos notificados, na Regido Sul 130.942 (19%),
no Nordeste 88.830 (13,5%), no Centro-Oeste 37.244 (5,7%) e no Norte 32.140
(4,9%). Foram notificados 253.706 obitos por causas relacionadas a Aids com um
coeficiente de mortalidade por 100.000 habitantes de 6,3 (BRASIL, 2012).

O estado da Bahia é considerado um dos mais importantes economicamente
na Regido Nordeste, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
em 2010 apresentava uma populacdo de 14.016.98 habitantes, sendo a capital,
Salvador, residida por 2.675.656 pessoas (IBGE, 2010). Analisando em relagéo a
epidemia de Aids nacional, o estado da Bahia apresentou 21.259 casos notificados
no periodo de 1980-2011, com uma incidéncia de 12,6 por 100.000 habitantes. A
cidade de Salvador situa-se na décima segunda posi¢cao entre as capitais nacionais
e a terceira entre as nordestinas com uma incidéncia de 28,5 por 100.000 habitantes
(BRASIL, 2012).

1.1 ESTRUTURA GENETICA E CICLO REPLICATIVO DO HIV-1

O HIV-1, do género Lentivirus, possui formato icosaédrico com 100-120 nm
de didmetro, apresentando em sua camada externa um envelope viral constituido de
uma bicamada lipidica, derivada da membrana celular do hospedeiro, e por duas
glicoproteinas (gp) denominadas 120 e 41 que s&o oriundas da digestédo proteolitica

do precursor 160 Env. Sob o envelope encontra-se a matriz viral, composta pela



proteina p17 associada ao Acido Miristico, que envolve o capsideo, estrutura com
formato conico, composto pela proteina p24. Internamente ao capsideo localiza-se o
nucleocapsideo, composto pelas proteinas p7 e p9 e o genoma viral, caracterizado
por ser pseudodipldide, composto por duas fitas simples e idénticas de acido
ribonucleico (RNA) com 9,2 kilobases e as enzimas virais necessarias para sua
replicagcéo: Transcriptase reversa (TR, p66/51), Protease (PR, p11) e a Integrase (IN,
p31) (BARRE-SINOUSSI et al., 1996; CHAN et al., 1998) Figura 3).
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Figura 3 - Esquema representativo da estrutura do HIV- 1. Adaptada de web-books. Disponivel em:
http://www.niaid.nih.gov/topics/HIVAIDS/Understanding/Biology/Pages/hivVirionLargelmage.aspx
Acesso em 24 mar. 2013




O genoma do HIV-1 possui 10 mil nucleotideos sendo constituido por nove
genes que sao flanqueados por regides LTR (Long terminal repeat). Essas regides
possuem a funcédo de integracdo entre o genoma viral e o humano. O genoma do
HIV-1 é dividido em genes estruturais (gag, pol e env), acessérios (tat e rev) e
reguladores (vif, vpr, vpu, nef). O gene env codifica a gp160 que origina as
glicoproteinas de superficie e transmembrana gp120 e gp41 que sao responsaveis
pela fusdo entre as membranas viral e do hospedeiro. O gene gag codifica a
poliproteina p55 que originara as proteinas p17 da matriz, p24 do capsideo e p7/p9
do nucleocapsideo. O gene pol codifica as enzimas PR, TR e IN que sé&o
responsaveis respectivamente por: maturagcdo e tradugcdo das proteinas virais,
transcrigdo reversa do RNA viral em Acido Desoxirribonucleico circular (DNAc) e
integracdo desse ao DNA do hospedeiro (BARRE-SINOUSSI et al., 1996; LI et al.
1994; VAISHNAV, 1991) (Figura 4).
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Figura 4 - Organizagao genémica do HIV-1. Adaptada de web-books. Disponivel em:
<http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.htmI>
Acesso em 24 mar. 2013

O ciclo replicativo do HIV-1 inicia-se com a ligagdo da gp120 com a molécula
da membrana celular denominada CD4 encontrada em linfécitos T, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e microglia (HOFFMAN et al., 1999). Essa ligagao
induz uma alteragado conformacional na alga V3 da gp120 possibilitando sua ligagao
com coreceptores CCR5 ou CXCR4 que possibilita a fusdo da gp41 na bicamada
lipidica do hospedeiro e consequentemente a liberagdo do RNA e enzimas virais no
citoplasma. A TR sintetiza, a partir do RNA viral, uma molécula de DNAc que sera
transportado até o nucleo celular e integrado ao DNA do hospedeiro através da IN e
da proteina vpr. O virus pode permanecer latente e o DNA viral ndo ser transcrito em
RNA mensageiro viral, contudo quando a célula com provirus for ativada ocorrera a

transcricdo do DNA viral e a formacao de novos virions pela RNA polimerase da



célula infectada (BARRE-SINOUSSI et al., 1996; CONNOR, 1992; DENG et al.,
1996; DORANZ et al., 1996). O virion imaturo € composto pelo RNA viral genémico,

poliproteinas e um envelope glicoproteico oriundo da membrana plasmatica. Essas

poliproteinas, oriundas da tradugdo do RNA mensageiro viral, seréo clivadas pela

PR promovendo o processo de maturagdo que culminara no brotamento de virions

maduros que destruirdo a célula hospedeira e estardo prontos para reiniciar o ciclo

replicativo (FREED, 2001; TURNER, 1999) (Figura 5).
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Figura 5 - Ciclo de replicagdo do HIV-1. Adaptada de web-books. Disponivel em:

<http://www.niaid.nih.gov/topics/HIVAIDS/Understanding/Biology/pages/hivreplicationcycle.aspx>

Acesso em 24 mar. 2013.



1.2 ORIGEM DO HIV

A origem do HIV ocorreu apés multiplas transmissdes do Virus da
Imunodeficiéncia do Simio (SIV), entre primatas ndo-humanos para humanos na
regido Oeste e Central da Africa, apds o contato entre essas espécies no processo
de cacga, uso de animal selvagem como alimento, captura, comércio ou criagdo como
animal de estimacdo doméstico. Ha conhecimento de mais de 40 espécies
diferentes de primatas ndo humanos que sado hospedeiros do SIV e que sao
especificos para cada espécie. Essa grande variacdao de SIV e as multiplas e
independentes transmissdes entre primatas ndo-humanos e humanos originaram as
diferentes linhagens do HIV do tipo 1 e do tipo 2 (Figura 6) (HEMELAAR, 2012;
SHARP, 2011; WOROBEY et al., 2008; TEBIT, 2011; VIDAL et al., 2000).

Homo sapiens Pan troglodytes troglodytes (chimpanzee)
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Figura 6 - Transmissao entre espécies do SIV originando os diversos grupos do IV. Na figura as setas exemplificam a
origem do HIV- 1 e 2, que possui como hospedeiro a espécie humana o Homo sapiens, tendo como procedéncia os diferentes
tipos de SIV e as respectivas espécies de primatas que os albergam. Adaptado de TEBIT, 2011.



1.3 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV

O HIV é um retrovirus da familia Retroviridae que caracteriza-se por
apresentar imensa variabilidade genética, resultado da taxa de erro da sua
transcriptase reversa (3 x 100.000 mutagdes por nucleotideo a cada ciclo de
replicacédo) associado a sua grande capacidade replicativa: formagcdo de até
10.300.000.000 particulas virais por dia (MANSKY, 1996, PERELSON et al., 1996,
RAMBAUT et al.,, 2004). Devido a essa grandiosa diversidade foi necessario
classifica-lo filogeneticamente, em 1986, em HIV-1 e HIV-2 e subsequentemente em
grupos, sendo o HIV-1 mais patogénico e responsavel pela imensa maioria dos
casos de infecgcdo em todo mundo (CLAVEL et al., 1986; COFFIN et al., 1986,
ROBERTSON et al., 2000). O HIV- 2 é encontrado principalmente no Senegal e
Guiné-Bissau estando as taxas de infeccdo em franca redugdo. O HIV-2 é
subdividido nos grupos de A-H sendo os grupos A e B com maior significAncia
epidemiologica. O seu progenitor SIV origina-se do Cercocebus atys (Sooty
Mangabeys) e atraves de técnicas de bioinformatica (Relégio Molecular), estima-se
que o tempo do ancestral comum mais recente (tMRCA- estimativa de tempo em
anos da sequéncia mais antiga nas quais as sequéncias em analise séo
descendentes diretas) do HIV-2 ocorreu em 1932 (1906-1955) e do grupo B em
1935 (1907-1961) (HEMELAAR, 2012; SHARP, 2011; TEBIT, 2011).

O HIV-1 é subdividido em quatro grupos: o principal denominado M (main -
principal), N (Ndo-M e nao-O), O (Outlier- atipico) e P. Sabe-se que o grupo M é
responsavel por aproximadamente 33 milhdes de infecgdes no mundo, desta forma,
0 mais relevante clinica e epidemiologicamente; o grupo O infecta milhares de
pessoas especialmente no Centro-Oeste Africano; o N alguns individuos em
Camardes e recentemente foi identificado duas pessoas com o grupo P. Sabe-se
que ha um progenitor comum entre os grupos M e N, o SIV oriundo do chimpanzé
(Pan troglodytes troglodytes) e entre os grupos O e P, o SIV oriundo do gorila
(Gorilla gorila gorilla). O HIV-1 grupo M é subdividido em A-D, F-H e J-K e por 48
formas recombinantes circulantes (CRF), sendo considerado a linhagem viral mais
antiga com tMRCA estimado em 1908 (1884-1924) (HEMELAAR, 2012; KORBER, et
al., 2000; ROBERTSON et al., 2000; SHARP, 2011; TEBIT, 2011).

A distribuicdo mundial do grupo M segue padrbes distintos, tendo como

possivel explicagdo a interacdo multifatorial entre o efeito de introdugao viral,
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crescimento populacional, urbanizagao, fatores culturais e sexuais, migragdo, meios
de transporte e propriedades biolégicas do HIV-1 e do hospedeiro (GILBERT et al.,
2007; GRAY et al., 2009; WOROBEY et al., 2008). Avaliando a distribuicdo
filogeografica mundial os subtipos mais prevalentes sdo: A e D na Africa Central; B
na Europa, Estados Unidos, Australia e Tailandia; C na Africa do Sul, Etiépia e india;
CRFO01_AE na Sudeste Asiatico e 50% das cepas na China e Japao sido formas
recombinantes BC, sendo o subtipo C o mais prevalente com 48% dos casos (Figura
7) (BRENNAN et al., 2006, ESSEX et al., 1999, HEMELAAR, 2012; JUNQUEIRA et
al., 2011, KANDATHIL et al,. 2005, KATO et al.,, 2003, KUIKEN et al.,2000,
SANABINI et al., 2011).
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Figura 7 - Epidemiologia molecular do HIV-1. Adaptado de HEMELAAR, 2012.
Nota: CRFs: Formas Recombinantes Circulantes; URFs: Formas Unicas Circulantes.

Avaliando a distribuicao geral no Brasil, os subtipos mais prevalentes séo:
85% subtipo B, 10 — 15% F, seguidos pelo C, CRF BF e CRF BC. Estima-se que o
inicio da epidemia ocorreu entre 1960 — 1970 para o subtipo B e inicio dos anos 80 e
90 para F e C respectivamente (MORGADO et al.,, 2002, BELLO et al., 2007).
Devido as dimensbes continentais do Brasil e as caracteristicas peculiares da
epidemia em cada regido, novos estudos foram realizados: Eyer-Silva e
colaboradores em 2007 avaliando amostras do estado do Rio de Janeiro
demonstraram prevaléncia de 83,9% do subtipo B, 8% F1; 5,7% URF BF1 e 2,3% D
(EYER-SILVA et al., 2007); Graf e colaboradores demonstraram que na regido Sul o

subtipo mais prevalente € o C com 65,8%, mosaico do BC 18,3%, B 13,4% (Figura
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8) (GRAF et al., 2011). Na Bahia, desde 2007, os estudos demonstraram predominio
do subtipo B seguidos por formas Recombinantes BF (BRENNAN et al.,, 2007;
MONTEIRO et al. , 2009; SANTOS et al.,, 2011).

| 3

{

Figura 8 - Epidemiologia molecular no Brasil. Adaptado de MORGADO et al., 2002.
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1.4 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

Em 1986 com a descoberta da Zidovudina, primeira droga antirretroviral, foi
criada grande expectativa na possibilidade de controle da infeccdo pelo HIV-1.
Contudo, rapidamente as evidéncias demonstraram a ineficacia da monoterapia
devido a rapida selecao de cepas resistentes e consequente nao alteracdo da
sobrevida. Com a descoberta de novas drogas e do conceito de terapia dupla, foi
demonstrado um discreto aumento na sobrevida dos pacientes. Em 1996, com o
advento da HAART, uso de no minimo 03 drogas antiretrovirais, a epidemia
HIV/AIDS sofreu a sua mais importante transformagao, reduzindo significativamente
a morbidade (de 60 a 80%) e mortalidade (de 40 a 70%), aumento na qualidade de
vida dos pacientes e assumindo caracteristicas de doenca crbnica. Essa mudanca
ocorre através da supressao viral e consequente manutengao e/ou restabelecimento
do sistema imunoldgico com elevagao dos linfocitos T CD4+ (Figura 9) (MARINS et
al., 2003, MOCROFT, et al. 2003, PALELLA, et al, 1998; PALELLA et al., 2003;
PALELLA et al., 2006; POMERANTZ, 2003; SEPKOWITZ, 2001).
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Figura 9 - Mortalidade por Aids entre 1996-2001 apds advento da Terapia Antirretroviral Altamente
Ativa HAART). Adaptado de PALELLA et. al, 2003

O atual arsenal medicamentoso € composto por 5 classes de antirretrovirais
sendo classificados em: inibidores da transcriptase reversa analogos aos

nucleos(t)ideos (ITRN), inibidores da transcriptase ndo-analogos aos nucleos(t)ideos
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(ITRNN), inibidores da protease (IP), inibidores da integrase (lIN) e inibidores da
entrada (IE) (BRASIL, 2013).

Os ITRN sao pro-drogas que se tornam ativas apos a trifosforilagdo
intracelular. Seu mecanismo de acao € atraves da competicdio com
desoxinucleotideos trifosfato intracelulares agindo como falsos substratos para
formacéo da cadeia de DNA viral, desta forma, uma vez que o ITRN é incorporado a
sintese do DNA viral é bloqueada (MEYER et al., 1998). No Brasil, entre os ITRN, é
disponivel seis antirretrovirais para uso clinico: zidovudina (AZT), lamivudina (3TC),
estavudina (D4T), abacavir (ABC), didanosina (DDI) e tenofovir (TDF) (BRASIL,
2013).

O mecanismo de agao dos ITRNN consiste na ligagdo direta, ndo competitiva,
a enzima transcripitase reversa proximo ao sitio alostérico, originando uma alteragéo
conformacional no sitio ativa dessa enzima, tornanda-a menos apta a incorporagao
de nucleosideos e uma consequente lentificagdo na polimerizacdo do DNA. No
Brasil, o efavirenz (EFZ), nevirapina (NVP) e etravirina (ETV) sdo as drogas
disponiveis entre os ITRNN (BRASIL, 2013; SHEN et al., 2003).

Os IP representados no programa de HIV/Aids do Brasil pelo saquinavir
(SQV), ritonavir (RTV), fosamprenavir (FOS), lopinavir (LPV), atazanavir (ATV),
tipranavir (TPV) e darunavir (DRV) agem inibindo a agdo da protease viral, através
da ligagdo ao sitio ativo, impedindo assim a clivagem das poliproteinas, o que
origina particulas virais imaturas e néo infecciosas, sendo todos usados com reforgo
de Ritonavir (BRASIL, 2013; ERON, 2000).

O raltegravir (RAL), unico representante dos IIN no programa nacional, age
impossibilitando a ligagdo do DNA viral ao dominio catalitico da enzima integrase, o
que impede a formagdo do complexo de pré-integragao (BRASIL, 2013; HAZUDA,
2013).

Os IE diferem das demais classes, pois, impedem a penetragao do HIV-1 na
célula alvo, evitando assim a infecgdo. Sao representados por duas subclasses que
apresentam mecanismos de acdo distintos, a enfuvirtida que é um peptideo sintético
que assemelha-se ao dominio C terminal da HR2 da gp 41, desta forma liga-se
competitivamente ao HR1 impedindo a sua alteracdo conformacional e
consequentemente a fusdo entre o HIV-1 e a membrana celular do hospedeiro. O
maraviroque, inibidor de CCRS5, agindo dessa forma como unica droga que tem
como alvo um co-receptor da célula humana (ABEL, et al., 2009; BRASIL, 2013).
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A introdugcdo da HAART tem como objetivo o controle da replicagéo viral e a
consequente redugdo da morbimortalidade e do risco de transmissdo. Em 2013, a
versdo preliminar do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Adultos
vivendo com HIV/Aids do Ministério da Saude do Brasil recomendou a introdug¢ao da
terapia medicamentosa antirretroviral em todos os individuos assintomaticos que
apresentassem niveis séricos de Linfocitos TCD4+ menor ou igual a 500 células/ml e
manteve as indicagdes para os que apresentassem sintomas de Aids (Figura 10) e

ou doengas nao definidoras associados ao HIV (BRASIL, 2013)(Figura 11).

Manifestagoes de imunodeficiéncia avangada’ (doengas definidoras de aids)
e Sindrome consumptiva associada ao HIV (perda involuntdria de mais de 10% do peso habitual) associada a
diarreia crénica (dois ou mais episédios por dia com duragdo = 1 més) ou fadiga cronica e febre > 1 més
Pneumonia por Pneumocystis jirovecii
Pneumonia bacteriana recorrente (dois ou mais episédios em um ano)
Herpes simples com Ulceras mucocutaneas (duragdo > 1 més) ou visceral em qualquer localizacdo
Candidiase esofagica ou de traqueia, brénquios ou pulmoes
Tuberculose extrapulmonar
Sarcoma de Kaposi
Doenca por Citomegalovirus (retinite ou outros érgaos, exceto figado, bago ou linfonodos)
Neurotoxoplasmose
Encefalopatia pelo HIV
Criptococose extrapulmonar
Infeccao disseminada por micobactérias ndo M. tuberculosis
Leucoencefalopatia multifocal progressiva
Criptosporidiose intestinal crénica (duragdo > 1 més)
Isosporiase intestinal crénica (duragdo > 1 més)
Micoses disseminadas (histoplasmose, coccidiomicose)
Septicemia recorrente por Salmonella ndo thyphi
Linfoma nao-Hodgkin de células B ou primério do sistema nervoso central
Carcinoma cervical invasivo
Reativacao de doenga de Chagas (meningoencefalite e/ou miocardite)
Leishmaniose atipica disseminada
Nefropatia ou cardiomiopatia sintomética associada ao HIV

Manifestagoes de imunodeficiéncia moderada?

Perda de peso inexplicada (> 10% do peso)

Diarreia crénica por mais de um més

Febre persistente inexplicada por mais de um més (> 37,6°C, intermitente ou constante)

Candidiase oral persistente

Candidiase vulvovaginal persistente, frequente ou nao responsiva a terapia

Leucoplasia pilosa oral

Tuberculose pulmonar

Infecdes bacterianas graves (por ex.: pneumonia, empiema, meningite, piomiosite, infecgdes osteoarticulares,
bacteremia, doenca inflamatdria pélvica grave)

Estomatite, gengivite ou periodontite aguda necrosante

Anemia inexplicada (< 8 g/dL), neutropenia (< 500 célulasl/uL) e/ou trombocitopenia crénica (< 50.000 células/
uL)

Angiomatose bacilar

Displasia cervical (moderada ou grave)/carcinoma cervical in situ

Herpes zoster (> 2 episédios ou > 2 dermatomos)

Listeriose

Neuropatia periférica

Purpura trombocitopénica idiopatica

Figura 10 - Manifestagdes de Imunodeficiéncia. Adaptado de BRASIL, 2013.
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Todas as PVHA, independentemente da contagem de CD4
Estimular infcio imediato da TARV, na perspectiva de reducao da transmissibilidade do HIV, considerando a
motivacdo da PVHA.

Sintomaticos (incluindo tuberculose ativa), independentemente da contagem de CD4

Iniciar TARV
Assintomaticos
CD4 < 500 células/mm3 Iniciar TARV
CD4 > 500 células/mm? Iniciar TARV na coinfecgdo HIV-HBV com indicagao de tratamento para hepatite B

Considerar TARV nas seguintes situagoes:

* neoplasias ndo definidoras de aids com indicagdo de quimioterapia ou
radioterapia

e doenca cardiovascular estabelecida ou risco cardiovascular elevado (acima de
20%, segundo escore de Framingham)

e coinfecgao HIV-HCV

e carga viral do HIV acima de 100.000 c6pias/mL

Sem contagem de LT-CD4+ Na impossibilidade de se obter contagem de CD4, nao se deve adiar o inicio do
disponivel tratamento

Gestantes

Iniciar TARV

Figura 11 - Critérios de inicio de Terapia Antirretroviral em pacientes com HIV/Aids.
Adaptado de BRASIL, 2013. LT-CD4+ (Linfocitos TCD4+), PVHA - Pessoas vivendo com HIV/Aids e
TARYV - Terapia Antirretroviral.

A indetecgéo da carga viral em pacientes em uso de HAART ocorre em média
em 84% dos pacientes (MARKOWITZ et al., 2009). Define-se como falha virolégica a
deteccdo da carga viral seis meses apdés a introdugdo do esquema ou em qualquer
momento do tratamento apds prévia indeteccdo, uma vez excluida outras causas de
viremia detectavel como flutuagdes nos niveis da carga viral (blips) ou transativagéao
heterdloga (BRASIL, 2013). A falha virolégica apresenta etiologia complexa: fatores
relacionados ao esquema antirretroviral como poténcia, complexidade,
tolerabilidade, interacbes farmacoldgicas, barreira genética, metabolismo e
penetracao tecidual. Fatores do hospedeiro como adesdo inadequada e fatores
virais como capacidade replicativa e a presenca de mutacbes que conferem
alteracdo na eficacia dos antirretrovirais (VANDAMME et al., 2011). A falha
virolégica é o principal parametro da falha a terapia antirretroviral, essa tem como
manifestacido tardia a falha imune e posteriormente a clinica que caracterizam-se
respectivamente pela reducao dos niveis de Linfécitos TCD4+ e o desenvolvimento
de doencgas oportunistas, elevando assim o risco de morte. A identificacdo da falha
viral leva a necessidade de uma abordagem multifatorial, com a finalidade de
aumento nas possibilidades da troca do esquema né&o eficaz por outro que possibilite
a indetecgdo viral. E necessario a conscientizagdo do paciente em aderir

corretamente a terapia, a identificacdo de esquemas mais adequados a realidade
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socioeconOmica, cultural e das comorbidades do usuario; analise de possiveis
interagbes com outros medicamentos e a escolha racional baseado em analises
genotipicas do perfil mutacional do HIV-1.

O estudo de genotipagem determina através do sequenciamento gendémico
das proteinas Transcriptase Reversa, Protease e Integrase do gene pol e gp 41 e V3
de env, que sofrem pressao seletiva devido ao uso dos antirretrovirais, mutacoes
que é sabido conferirem resisténcia fenotipica aos medicamentos. A interpretagao
dessa informacéao propicia a escolha de esquema composto por medicamentos que
mantenham atividade antirretroviral, evitando assim custo, toxicidade e dificuldade
posologica pelo uso de drogas desnecessarias e desta forma aumentando as
possibilidades de supresséao viral (BRASIL, 2013; HAUBRICH, 2001). As diretrizes
nacionais recomendam que todos os pacientes em uso de terapia ha pelo menos
seis meses e que estejam em falha viroldgica, com carga viral do HIV maior ou igual
a 1.000 copias/ml, sejam submetidos a estudo de genotipagem (BRASIL, 2013).

A resisténcia viral aos antirretrovirais pode ser classificada como transmitida
ou Mutacbes de Resisténcia a Farmacos (DRM) e secundaria. Define-se como
secundaria a alteragdo na sensibilidade aos antirretrovirais selecionadas pela
pressao seletiva exercida durante o uso dos mesmos, o que difere da DRM que
ocorre em pacientes que nunca foram expostos a nenhum antirretroviral e a sua
origem é explicada pela aquisicdo de cepas ja possuem mutagdes de resisténcia
(HIRSCH, et al., 2008; VANDAMME et al. , 2011). Sabe-se desde a década de 90
sobre relatos de casos de pacientes com DRM, sendo primeiramente descrito a
zidovudina e posteriormente a outras drogas, conforme disponibilizacdo das
mesmas (CONLON, et al., 1994; CONWAY, et al., 1999; de RONDE, et al., 1996;
ERICE, et al., 1993; GARCIA-LERMA, et al., 2001; HECHT, et al., 1998; IMRIE, et
al., 1997; JOHNSON, et al., 2001; QUIGG, et al., 1997; RUBIO, et al., 1997). Para
ocorrer essa transmissédo € necessario que um portador do HIV-1, em uso irregular
de HAART e que ja selecionara mutagdes secundarias de resisténcia, ndo tenha
seguido as medidas preconizadas para prevengao. Kozal e Cols descreveram a néao
adesado ao sexo protegido em 23% de um grupo de pacientes soropositivos com
cepas com mutagdes de resisténcia (KOZAL et al., 2006). A prevaléncia de DRM
varia amplamente em relacéo a localizagdo geografica, forma de transmissao, tempo
e amplitude de cobertura da HAART em uma populagao, estagio da infecgao (aguda,

recente ou crénica) e na escolha da lista de mutag¢des de resisténcia. A Organizagao
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Mundial da Saude (OMS) categorizou a DRM em trés niveis: baixa prevaléncia se <
5%, intermediaria se entre 5 e 15% e elevada se > a 15% (HIRSCH et al., 2008;
VANDAMME et al., 2011). Era questionado o impacto da DRM na resposta ao
primeiro esquema antirretroviral. Publicagbes recentes, evidenciaram um risco
aumentado em até treze vezes de falha terapéutica e na mortalidade em pacientes
com DRM, no qual as mutagdes conferiam alteracdo de sensibilidade ao esquema
em uso, em comparagao ao grupo sem alteragbes. Desta forma, as diretrizes de
condutas da sociedade norte-americana e européia para tratamento de pacientes
com HIV/Aids preconizam a realizagéo de genotipagens anteriormente ao inicio de
HAART em todos os pacientes, diferentemente da diretriz nacional que apenas
preconiza em criangas e gestantes apesar das evidéncias da custo-efetividade em
regides com prevaléncia superior a 5% (BRASIL, 2013; CAMBIANO et al., 2013;
GAGLIANI et al., 2011; GUPTA et al., 2012; HIRSCH et al., 2008; VANDAMME et
al., 2011; WITTKOP et al., 2011).

A determinacao periddica da prevaléncia de DRM em diferentes localidades é
de extrema importancia para o monitoramento da epidemiologia molecular do HIV-1,
e, consequentemente, no auxilio na definicao de politicas de saude como a definicao
do esquema preferencial na organizagdo dos fluxogramas terapéuticos e
laboratoriais e na vigilancia da disseminagéo da resisténcia antirretroviral (FRENTZ,
et al., 2012; GUPTA et al., 2012). H4 uma grande variabilidade metodolégica entre
os estudos o que torna dificil comparar os valores de prevaléncia de DRM. Estima-
se nos Estados Unidos valores entre 2-35% de DRM. Em 2009 um estudo
envolvendo pacientes com infecgdo aguda e recente, na cidade de Sao Francisco,
demonstrou uma prevaléncia global de 16%, sendo 11% para os ITRN, 8% para os
ITRNN e 6% aos IP (JAIN et al., 2010; LITTLE et al., 1999; VERBIERT et al., 2001).
Na Europa, a prevaléncia média é de 10,6% com 7,4% aos ITRN, 3,4% aos ITRNN e
2,9% aos IP apresentando uma tendéncia de reducéo nos ultimos 10 anos (FOX et
al., 2007; FRENTZ et al., 2012; KARLSSON et al., 2012). No continente africano
diferentemente da América do Norte e Europa, a prevaléncia esta em ascensdo com
uma duplicagao entre 2001 a 2003 (2,8% para 5,3%) sendo de 3% entre os ITRN,
2,5% aos ITRNN e 0,9% para os IP. Na América Latina, apesar do acesso universal
a terapia, a prevaléncia de DRM mantém-se em niveis intermediarios com 6,3% no
total; 2,8% aos ITRN; 2,7% aos ITRNN e de 2,7% aos IP(FRENTZ et al., 2012;
MANASE et al., 2012). Na Asia, estudos publicados em 2008 na Coréia do Sul e
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2012 em Pequim, na China, evidenciaram respectivamente: 5,3 e 6% no total; O e
4,3% entre os ITRN; 2,6 e 5,3% entre os IP e ndo foi evidenciada mutacdes aos
ITRNN (BANG et al., 2008; LI et al., 2012). Os dados na literatura para DRM entre os
inibidores de integrase ainda s&o escassos, poucos relatos de casos evidenciaram
cepas do HIV-1 com mutagdes transmitidas. (GUTIERREZ et al., 2013; MANTOVANI
et al., 2012; MONLEAU et al., 2012; PASSAES et al., 2009; RANGEL et al., 2010).

O Brasil, com suas dimensdes continentais e as grandes diversidades
regionais, apresenta taxas de DRM com caracteristicas bem peculiares. Estudos
multicéntricos como os publicados em 2009 por Inocéncio e Sprinz demonstraram
respectivamente valores de DRM em 7 e 8,1% no total; 1,3 e 2,3% para os ITRN; 4,3
e 4,4% para os ITRNN e 1,1 e 1,9% para os IP (INOCENCIO et al., 2009; SPRINZ et
al., 2009). Analises regionais como na regido Sul nos estado de Porto Alegre e
Santa Catarina em 2011, evidenciaram respectivamente, 11 e 8,1 % no total; 3 e 5%
para os ITRN; 3 e 3,6% para os ITRNN; 2 e 2,4 % para os IP e em Santa Catarina
foi encontrada 1,2% de DRM para os Inibidores da integrase (GRAF et al., 2011;
MEDEIROS et al.,, 2011). Na Regido Norte, no estado de Tocantins, 11,5%
apresentaram algum tipo de DRM e dessas 3,8; 5,7 € 1,9% para os ITRN; ITRNN e
IP respectivamente (CARVALHO et al., 2011). Na regido Sudeste, com maior
numero de pacientes vivendo com HIV/Aids no pais, os valores séo entre 7,6 a 36%
no total e de 4,9 a 6,2% para os ITRN; 1,2 a 7,8% para os ITRNN; de 1,2 a 4,7%
para os IP e ainda nao foram evidenciadas mutacdes primarias aos inibidores de
integrase (FERREIRA et al., 2013; PFRIMER et al., 2013; SUCUPIRA et al., 2007,
TUPINAMBAS et al., 2013). No Nordeste, em especial no Estado da Bahia, foi
encontrado em 2007 por Pedroso e Cols. encontraram altos valores de DRM com
prevaléncia global de 18,9% (ARRUDA et al., 2011; PEDROSO et al., 2007;).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos espléndidos resultados oriundos da HAART, a selecao de cepas
com mutacgdes de resisténcia e sua disseminacdo para pacientes ainda sem
experimentacgao terapéutica contribui negativamente na qualidade de vida desses e
acarreta em um risco aumentado de até 3 vezes de ndo obtencdo da indetecgao
viral. As diretrizes norte-americana e de paises europeus sugerem a realizagao de
teste de genotipagem prévio a introducdo dos antirretrovirais em regides com
prevaléncia de DRM superior a 5%. Essa recomendacao, apesar de embasada em
estudo de custo-efetividade e na impactante redugao do risco de falha ao primeiro
esquema, nao foi incorporada até o momento pelas diretrizes brasileiras (BRASIL,
2013; VANDAMME et al. 2011; WITTKOP et al. 2011).

Em 2009, a Organizacdo Mundial da Saude preconizou a utilizagdo de uma
lista de monitoramento epidemiolégico com a finalidade de estandardizagao
metodoldgica entre os estudos de prevaléncia de DRM. Essa lista basea-se na
definicdo de mutagdes que sejam comuns aos mais relevantes subtipos do HIV-1,
nao sejam polimorfismos ou muito raras e que sejam bem caracterizadas entre os
principais algoritmos de resisténcia do mundo com uma mutagcdo que altera a
sensibilidade aos medicamentos (SHAFER et al., 2007; BENNET et al., 2009). Este
projeto atualizara os dados sobre a prevaléncia de DRM na cidade de Salvador
utilizando a lista de mutagbes de monitoramento epidemioldgico preconizada pela
Organizagdo Mundial da Saude, uma vez que o ultimo estudo com caracteristicas
semelhantes fora conduzido nos anos de 2007-2008 com tamanho amostral de 34
pacientes (INOCENCIO et al., 2009). Desta forma, possibilitara a atualizagédo das
taxas de DRM locais e permitira a analise comparativa com os dados mais recentes
da literatura mundial. Esse resultado podera auxiliar na tomada de decisdes nas
politicas de saude, como recomendagao na realizagado de genotipagem em todos os
pacientes que iniciarao terapia e na orientacido terapéutica do esquema inicial com
maiores probabilidades de sucesso na supressao viral. A caracterizagcdo da
epidemiologia molecular é de extrema importancia. Através da reconstrugéo
filogenética é possivel o entendimento dos processos dindmicos de propagagao
dessa epidemia e a identificagdo desses padrbes regionais pode permitir o
desenvolvimento de medidas de controle especificas para as caracteristicas

moleculares de cada localidade.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a prevaléncia de resisténcia transmitida aos antirretrovirais em
individuos infectados pelo HIV-1 em acompanhamento clinico e laboratorial na
cidade de Salvador- Bahia.

3.2 Especificos

1 Caracterizar as mutagbes de resisténcia transmitida e analisar o impacto na

sensibilidade aos antirretrovirais segundo o algoritmo de Stanford.

2 Comparar a diferenca entre as taxas de prevaléncia de resisténcia transmitida
obtidas através da lista de monitoramento epidemiolégico preconizada pela

Organizagdo Mundial da Saude em 2009 e o algoritmo de Stanford.

3 Caracterizar a epidemiologia molecular do HIV-1 em Salvador através de estudos

evolutivos.
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4 METODOLOGIA
4.1 POPULACAO DO ESTUDO

Este € um estudo descritivo de corte transversal com amostragem de
conveniéncia composto por 121 pacientes que consentiram em participar desse
projeto através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 1) e que possuiam as seguintes caracteristicas: 18 anos de idade ou mais,
diagndstico recente ou crénico de infecgdo pelo HIV-1, virgens de tratamento
antirretrovial e que fazem coletas de exame para quantificacdo das Subpopulacdes
Linfocitarias e da carga viral sérica do HIV-1 no Laboratério de Retrovirus do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos ou no Centro Especializado em
Diagndstico, Assisténcia e Pesquisa (CEDAP). Os pacientes foram entrevistados
pela equipe do projeto, que foi previamente treinada para preenchimento dos dados
epidemioldgicos e laboratoriais presentes no questionario (Anexo 2) e consentiram
na utilizagdo do excedente de sangue, que seria desprezado apoés realizagdo dos
exames, para a realizagdo de estudos de biologia molecular com intengao de
caracterizacao do subtipo viral e dos perfis mutacionais de resisténcia aos

antirretrovirais.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz da Fundacdo Oswaldo Cruz, com parecer final n°
257/2012 vigente de 03/08/2012 a 02/08/2014. A populacédo do estudo foi obtida no
periodo do dia 21/08/2012 a 11/10/2012.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Extragdo de DNA
A extracdo do DNA foi realizada seguindo as instrugdes contidas no kit de
extracdo QIAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen Inc.Valencia, CA, EUA). O DNA

extraido foi armazenado em freezer a temperatura de -20C°.
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4.3.2 Amplificagdo do DNA através da reagdo em cadeia da polimerase

Através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com duas
etapas de amplificagdo (nested PCR), o DNA foi amplificado para as analises das
regides da Transcriptase Reversa e Protease do gene pol do HIV-1. A nested PCR
fundamenta-se na realizagao de duas etapas (rounds) sucessivas de PCR, utilizando
em cada uma, um par de iniciadores diferentes, sendo que os iniciadores da
segunda etapa hibridizam-se a regido gendmica contida dentro do fragmento
amplificado na primeira etapa. O protocolo utilizado para o primeiro e segundo
rounds foi: 100ul de Buffer Invitrogen 10x (tampdo de reagao); 70 pl de MgCI2 50
mM; 16 pl de dNTP 25 mM; 1,0 yl de cada um dos iniciadores direto e reverso a 200
pmoles/ul; 5,0 yl de Taq Platinum Invitrogen 5 units/ul 5 ul, 100 ng/ul de DNA e 807ul
de H20 bidestilada estéril. As condicdes de amplificacdo utilizadas no termociclador
(Applied Biosystens) para o primeiro round foram: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos; 35
ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos e 30
segundos seguidos de 1 ciclo de 72°C por 7 minutos. No segundo round as
condigdes do termociclador foram: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C
por 45 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos
seguindo por 1 ciclo de 72°C por 5 minutos. Foram utilizados iniciadores especificos,
previamente descritos (KOZAL, et al., 1996), conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncia dos Iniciadores de 5— 3’ utilizados para amplificagdo e sequenciamento do
Gene pol do HIV-1."

Indicadores  Sequéncia 5’ — 3’ Etapa Posigéo relativa ao

genoma do HXB2

POL 1 GGG AGT GGG GGG ACC CGG CCA TAA primeiro round 1845 — 1865
INBO1-R CCA CTC AGG AAT CCA GGT GG primeiro round 3772 — 3788
KA1 CAG AGC CAA CAG CCC CAC CA segundo round 2150 — 2166
K2 TTT CCC CAC TAA CTT CTG TAT GTC ATT GAC segundo round 3309 — 3335
DP10: CAA CTC CCT CTC AGA AGC AGG AGC CG sequenciamento 2201 — 2223
DP16: CCT CAAATC ACTCTTTGG CAAC sequenciamento 2256 — 2274
F1: GTT GAC TCA GAT TGG TTG GAC sequenciamento 2522 — 2539
F2: GTA TGT CAT TGA CAG TCC AGC sequenciamento 3301 — 3318
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4.3.3 Eletroforese em gel de agarose 1% e purificagdo do produto da PCR

Para verificar o sucesso da amplificagdo, os produtos do segundo round da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%. Foi aplicada uma
mistura de 4 pl de produto de PCR e 1 pl de azul de bromofenol puro (Gibco) ao gel
e, paralelamente, 4 yl de uma mistura de padrdo de peso molecular (100 bp Low
DNA Mass Ladder, Invitrogen) e 1 pl de azul de bromofenol puro (Gibco). Este
marcador de peso molecular consiste em uma mistura de fragmentos de 2000, 1200,
800, 400, 200 e 100 pb contendo 200, 120, 80, 40, 20, e 10 ng de DNA,
respectivamente. A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal (Horizon
11-14 e 25-25 Gel Electrophoresis Apparatus, Gibco-Life Technologies, USA)
durante 1 h a 90 V, 400 mA em tampao TAE 1x. O gel foi analisado sob luz
ultravioleta a 310 nm de comprimento de onda para visualizagdo de bandas
fluorescentes.

O produto da PCR foi purificado utilizando-se o kit QIAquick® PCR
Purification Kit/QIAGEN (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) conforme o protocolo do
fabricante: 96 pl do produto amplificado da segunda etapa da nested-PCR foram
adicionados a 480 ul de tampao com alta concentragdo de sais caotropicos que
modifica a estrutura da agua e permite um pH o6timo para ligagdo eficiente de
produtos de PCR de dupla fita e remove primers, sais, enzimas e nucleotideos nao
incorporados. As amostras de produto de PCR purificadas foram armazenadas a

temperatura de -20°C.

4.3.4 Sequenciamento das regides amplificadas e analises do Cromatogramas

Os produtos da PCR purificados foram submetidos ao sequenciamento
automatizado utilizando o kit DYEnamic ET DyeTerminator (GE Healthcare, USA).
Em placas de 96 pogos (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), foram
adicionados: 2 pl de produto da PCR, 3 ul de tampao de sequenciamento 5x
(Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), 4 pl de cada um dos 2 pares de
primers (2,0 pmol/ul) separadamente (Tabela 1), 1 pl de DyeNamic ET Dye
Terminator (GE Healthcare) e 5 pl de agua ultra pura (Gibco). Para a reagao de
sequenciamento foi utilizado um termociclador automatico com o seguinte programa

de ciclagem: 25 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por
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60 segundos. Os produtos sequenciados foram submetidos a precipitagdo com
isopropanol e etanol para purificagdo do DNA, como se segue: 60 pl de isopropanol
65% (Merck) foram adicionados cada pogo da placa contendo as amostras
sequenciadas, seguidos de homogeneizacdo em vortex por 30 segundos e
incubacédo por 20 min a temperatura ambiente protegida da luz. Seguiu-se uma
centrifugagcéo de 45 min a 2000 gravidades. Os sobrenadantes foram descartados
por inversdo das placas em papel absorvente por 2 min. Foram adicionados 250 pl
de etanol 60% (Merck), seguidos por centrifugagao por 10 min a 2000 g. Novamente,
os sobrenadantes foram descartados e 100 pl de etanol 60% (Merck) foram
adicionados, seguidos por centrifugagéo por 10 minutos a 2000 g. Os sobrenadantes
foram descartados e a placa, invertida, foi centrifugada por 1 min a 500 rotagdes por
minuto para sua completa secagem. As amostras foram ressuspensas em 10 ul de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA) para desnaturagéo
da fita dupla de DNA, seguida por um periodo de incubagdo de 2 min a 95°C e
choque térmico em gelo por 2 min. A leitura dos eletroferogramas foi realizada em
sequenciador automatico (ABlI PRISM® 3100 ou 3130 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems).

Apods a obtengdo dos cromatogramas, no intuito de obter a maxima qualidade
das sequéncias consensos, essas foram editadas manualmente, através do software
Geneious 6.1.6 (KEARSE et al., 2012), para verificar e corrigir possiveis erros na
geracgao das sequéncias e, desta forma, definir as bases mais provaveis. As regides
analisadas foram da Transcriptase Reversa e Protease que se localizam nas regides
nucleotidicas 2316-3316 relativas a cepa HXB2. Todas as sequéncias geradas por
edicdo manual foram submetidas a analises de controle de qualidade, para garantir
auséncia de possiveis contaminagdes entre as amostras (LEARN, et al., 1996),
através do programa de bioinformatica HIV Quality Analysis Pipeline Tool
(http://bioafrica.mrc.ac.zal/tools/pppweb.html), que analisa as sequéncias quanto a
possibilidade de existéncia de contaminagdes, comparando-as com o banco de
dados publico do GenBank que armazena aproximadamente 500.000 sequéncias do
HIV-1 publicadas. Os experimentos de Bioinformatica envolvendo a edi¢gdo das
sequéncias e analises filogenéticas foram realizados pelo doutorando Filipe Ferreira

de Almeida Rego.

4.3.5 Analise Filogenética e de Recombinagdes
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As sequéncias consenso e de referéncia para todos os subtipos do Grupo M
do HIV-1 oriundas do GenBank (Anexo C) foram alinhadas utilizando o programa
Clustal X (THOMPSON et al., 1997). Esse alinhamento foi editado manualmente
utilizando o programa Se-Al (Disponivel em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/). O
alinhamento foi entdo submetido ao jModelTest (Darriba et al, 2012) para a escolha
do melhor modelo evolutivo.

A determinacdo do subtipo foi realizada através das andlises filogenéticas
utilizando o PAUP* versao 4.0b10 (SWOFFORD, 1998). A reconstru¢ao das arvores
filogenéticas foi realizada utilizando-se os métodos de “neighbor-joining” (NJ) e de
‘Maximum Likelihood” (ML) através do programa PAUP* versdo 4.0b10. A
confiabilidade da arvore foi feita por analise de bootstrap com 1000 pseudorréplicas.
Os valores de bootstrap acima de 70% foram considerados significativos. Para a
arvore de ML, foi realizada uma busca heuristica com o algoritmo “subtree-pruning-
regrafting branch swapping” utilizando a arvore de NJ para iniciar a busca, incluindo
seus parametros de otimizagao. O teste de razdo de verossimilhanca foi utilizado
para calcular o suporte estatistico, expresso nos valores de p para os ramos. As
arvores foram visualizadas no programa FigTree versao 1.3.1 (Disponivel no site
http://tree.bio.ed.ac.uk/software).

A identificagdo de sequéncias recombinantes foi realizada pelo método de
Bootscanning através do programa SIMPLOT 3.5.1 (SALEMI et al., 1995) e por
analise filogenética utilizando o PAUP. Para a primeira analise, foi utilizado o método
NJ com o modelo de substituicdo nucleotidica de Kimura 2-parametros, uma janela
de 350 pares de base e um passo de 20 pares de bases (KIMURA, 1980). Foram
realizadas 100 réplicas para avaliar o suporte dos grupamentos filogenéticos em
cada fragmento. Para a analise filogenética utilizando o PAUP, sequéncias das CRF
relacionadas aos subtipos parentais (B e F) e previamente reportadas na populagao
brasileira foram obtidas através do banco de dados de Los Alamos e alinhadas com
as sequéncias suspeitas de serem recombinantes utilizando o programa Clustal X
(THOMPSON et al., 1997). O alinhamento das sequéncias foi entdo editado
manualmente utilizando o programa Se-Al e submetido ao jModelTest para a
escolha do modelo evolutivo adequado para a analise filogenética (DARRIBA, et al.,

2012). A reconstrucao filogenética utilizou a mesma metodologia, acima citada, para
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a analise de genotipagem. Os experimentos envolvendo analises de recombinagéo

foram realizados pela pesquisadora Joana Paixdo Monteiro Cunha.

4.3.6 Analise de Mutacdes de Resisténcia

A analise da prevaléncia mutagdes para vigilancia de resisténcia transmitida
(SDRM) foi realizada utilizando a lista de monitoramento epidemiolégico,
preconizada pela Organizagdo Mundial da Saude e atualizada em 2009, que
apresenta como premissa quatro critérios: a mutacao esta presente em pelo menos
trés das cinco mais importantes listas de definicdo de mutagdes de resisténcia; nao
ser polimorfismo; observada nos genotipos mais comuns do HIV-1(A, B, C, D, F, G,
H, J, K, CRF01_AE e CRF02_AG) e nao ser mutagdao muito rara (SHAFER et al.,
2007; BENNETT et al., 2009). Os valores encontrados foram entdo comparados as
prevaléncias encontradas nos algoritmos de Stanford. Para essa analise, foi utilizada
a ferramenta de bioinformatica denominada Calibragdo da Populagcdo com
Resisténcia versédo 6 (CPR) situada no Stanford HIV Drug Resistance Database

(http://cpr.stanford.edu/cpr.cgi).

A presenca de mutacgdes relacionadas a resisténcia aos antirretrovirais foi
avaliada atraves da ferramenta de bioinformatica do programa da Universidade de
Stanford versédo 6.3.1 (Stanford HIV Drug Resistance Database -
http://hivdb.stanford.edu) que define as mutag¢des a partir de diferengas em relagéo a
sequéncia consenso do subtipo B do HIV-1. Por andlise de similaridade genética, as
mutagdes virais encontradas nas sequéncias obtidas foram interpretadas e
forneceram informacgéo do perfil de resisténcia as drogas, classificando-as, conforme
o impacto individual ou da associacdo dessas mutagdes, em suscetivel, potencial
resisténcia de baixo nivel, baixo nivel de resisténcia, intermediario e alto nivel de

resisténcia.
4.3.7 Analise Estatistica
O banco de dados contendo todas as informacgdes de cada paciente deste

estudo foi analisado no programa “Statistical Package for the Social Sciences”

(SPSS) para Windows versao 13.0 (Chicago, IL, USA), para realizagao dos calculos
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de frequéncia, mediana para as principais variaveis obtidas e Intervalo de Confianca
(IC) de 95%.
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5 RESULTADOS

Cento de vinte e um pacientes consentiram participar do estudo. Foram
obtidas 104 e 103 sequéncias, da regiao da Transcriptase e Protease do gene pol,
para as analises de filogenética e resisténcia transmitida respectivamente. Sendo
assim, 17 individuos (14%) foram excluidos do estudo devido a impossibilidade de
amplificagdo do material gendmico e uma amostra apresentou quantidade inferior de
nucleotideos exigida para analise de resisténcia utilizando a lista de monitoramento
epidemioldgico da Organizagdo Mundial da Saude (BENNETT et al., 2009).

As caracteristicas clinicas, demograficas e epidemioldgicas dos pacientes que
foram incluidos em ambas analises do estudo encontram-se na Tabela 1. Entre os
103 pacientes, 66 (64%) eram do sexo masculino. A idade dos individuos variou de
20 a 63 (mediana igual a 35 anos) e o tempo estimado do diagndstico positivo para
HIV-1 variou entre 14 e 168 meses (mediana de 29).

A principal categoria de exposi¢ao, relatada por 91 (88,3%) individuos foi a
sexual, seguida por acidentes com perfurocortantes, responsavel por 03 (3%)
infeccbes e uso de Drogas Intravenosas, relatado como modo de transmissao por 01
(1%) pessoa. Oito pacientes reportaram que a infecgdo ocorreu por outras causas

além das citadas sem informar, contudo, tal informagdo. A mediana de contagem
dos Linfécitos TCD4+ foi de 438 ceI/mm3 e de 4,4 log,, para a contagem de carga

viral.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas, demograficas e epidemioldgicas dos individuos incluidos neste

estudo.
Caracteristicas n=103
Idade (anos)
Minima 20
Mediana 35
Média 36,8
Maxima 63
Sexo (%)
Masculino 66 (64%)
Feminino 37 (36%)
Tempo estimado do diagndstico da infecgdo pelo HIV-1 (meses)
Minima 14
Mediana 29
Média 46
Maxima 168

Categoria de exposigcdo

Heterossexual

HSH

uDI

Acidente com perfuro cortante
Outros

Bissexual

Contagem de linfécitos TCD4 (cel/mm?®)
Minima
Mediana
Média
Maxima

Contagem de carga viral (logo)
Minima
Mediana
Média
Maxima

Local de atendimento clinico (%)

CEDAP
SEMAE
HUPES
Outros

43 (41,7%)
47 (45,6%)
01(1%)
03(2,9%)
08(7,8%)
01(1%)

09
438
455

1084

2,0
4.4
4,38

61(59,2%)
8(7,8%)
29(28,2%)
5(4,8%)

HSH: Homem que faz sexo com homem

UDI: Usuario de drogas intravenosas

CEDAP: Centro Estadual em Diagnéstico, Assisténcia e Pesquisa
SEMAE: Servigco Municipal de Assisténcia Especializada

HUPES: Hospital Universitario Professor Edgard Santos
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5.1 ANALISE DE RESISTENCIA TRANSMITIDA

Entre as 103 amostras, foram evidenciadas, através da ferramenta CPR, sete
que apresentavam mutagdes de SDRM. Isso corresponde a 6,8% (2,9 - 11,7%
Intervalo de Confianga de 95%) da populagdo em estudo sendo distribuido entre as
classes de drogas da seguinte forma: 3 (2,9%) amostras com SDRM aos ITRNN, 2
(1,9%) aos ITRN e 2 (1,9%) aos IP. Apenas uma amostra apresentou duas
mutacdes diferentes, sendo ambas aos IP. Dentre estas cepas virais, quatro foram
classificadas como subtipo B (57,1%) e uma (14,3%) de cada genotipo: C,
CRF28/29 BF e CRF 39 BF. Para estes pacientes apresentando mutacdes de

SDRM, a mediana de idade, tempo estimado do diagnéstico, linfocitos TCD4+ e
carga viral sdo respectivamente: 39 anos, 48 meses, 552 cel/mm3 e 4,55 log, . Entre

as duas amostras com SDRM aos ITRN, a mutagdo encontrada foi a T215D, que
confere baixo nivel de resisténcia a Zidovudina e Estavudina e potencial resisténcia
de baixo nivel ao Abacavir, Didanosina e Tenofovir. Entre os trés individuos com
mutacdes aos ITRNN as mutagdes encontradas foram: G190E, que atribui alto nivel
de resisténcia ao Efavirenz e a Nevirapina e resisténcia intermediaria a Etravirina;
G190A que confere alto nivel de resisténcia a Nevirapina, resisténcia intermediaria
ao Efavirenz e potencial resisténcia de baixo nivel a Etravirina e a K103N, que
confere alto nivel de resisténcia ao Efavirenz e a Nevirapina e mantém a Etravirina
suscetivel. Em relagao aos IP, um paciente apresentou a mutacao 184V, que confere
potencial resisténcia de baixo nivel ao Darunavir/Ritonavir, baixo nivel de resisténcia
ao Lopinavir/Ritonavir; resisténcia intermediaria ao Atazanavir/Ritonavir e ao
Tipranavir/Ritonavir e alto nivel de resisténcia ao Saquinavir/Ritonavir e
Fosamprenavir/Ritonavir. O outro paciente com SDRM aos IP apresentou duas
mutacdes (M46l e V82T) que juntas atribuem baixo nivel de resisténcia aos
saquinavir/ritonavir e fosamprenavir/ritonavir; resisténcia intermediaria ao
atazanavir/ritonavir, lopinavir/ritonavir e ao tipranavir/ritonavir e suscetivel apenas ao

darunavir/ritonavir (Tabela 4).
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Tabela 3 - Caracteristicas dos pacientes com mutag¢des para vigilancia de resisténcia transmitida em
pol (PR e TR) segundo metodologia mutagdes para vigilancia de resisténcia transmitida (SDRM) e

nivel de resisténcia aos Antirretrovirais.

Amostra Subtipo DRM DRM Perfil de Resistencia
ITRNN IP
Potencial Baixo Intermediario Alto
BA43PIT B ABC AZT
DDI D4T
TDF
BA69PNB CRF28/29_BF ABC AZT
DDI D4T
TDF
BA19PRP B G190E ETV NVP
EFZ
BA111ITP CRF39_BF G190A ETV EFZ NVP
BA25CSA B K103N NVP
EFZ
BA51TRB C 184V DRV/RTV LPV/RTV ATV/RTV SQV/RTV
TPV/IRTV FPV/RTV
BA91CN B M461 SQV/RTV ATVIRTV
V82T FPV/RTV TPV/IRTV
LPV/RTV

* ABC: Abacavir

* ATV: Atazanavir

e AZT: Zidovudina

¢ DA4T: Estavudina

* DDI: Didanosina

* DRV: Darunavir

* EFZ: Efavirenz

e ETV: Etravirina

* FPV: Fosamprenavir

¢ |P: Inibidores da Protease

¢ ITRN: Inibidores da Transcriptase
analogos aos nucleos(t)ideos

¢ ITRNN: Inibidores da
Transcriptase ndo-analogos aos
nucleos(t)ideos

LPV: Lopinavir

NVP: Nevirapina

RTV: Ritonavir

SQV: Saquinavir

TDF: Tenofovir

TPV: Tipranavir

DRM: Mutacao de Resisténcia a

Farmacos
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Na analise de prevaléncia de DRM utilizando o algoritmo de Stanford, foram
analisadas 104 amostras, com 43 (41,3%) dessas possuindo pelo menos uma
mutagcdo associada a resisténcia antirretroviral. Destas, trés (2,9%) apresentaram
simultaneamente mutag¢des aos ITRN e ITRNN; uma (1%) aos ITRN e IP e uma (1%)
aos ITRNN e IP. Ao total, foram encontradas 25 (24%) amostras com mutag¢des
associadas aos IP, 18 (16,3%) aos ITRNN e 6 (5,8%) aos ITRN. O perfil mutacional
mais prevalente dentro de cada classe de antirretrovirais foi: duas (33,3%) amostras
com M184| e T215D associadas aos ITRN, sete (41,1%) e trés (17,6%) amostras
com E138A e VI0I, respectivamente, associadas aos ITRNN e oito (32%) e seis
(24%) amostras com L10V e A71T, respectivamente, associadas aos IP. Analisando
apenas as mutagdes que conferem alguma alteragdo na sensibilidade aos
antirretrovirais, foram evidenciadas a K65N, M184| e T215D associadas aos ITRN;
K101H, K103N, V179D, G190A, G190E e M230L associadas aos ITRNN e L10F,
M461, Q58E, V82T e 184V associadas aos IP (Tabela 4).

Estratificando a prevaléncia de DRM, utilizando o algoritmo de Stanford, para
0 impacto causados pelas mutacbes aos antirretrovirais, foram encontradas as
seguintes taxas: 13,5% para potencial resisténcia de baixo nivel (4,8% NRTI; 6,7%
NNRTI e 5,7% IP); 7,7% para baixo nivel de resisténcia (4,8% NRTI; 2,8% NNRTI e
1,9% IP); 6,7% para intermediario (1,0% NRTI; 3,8% NNRTI e 1,9% IP) e 4,8% para
alto nivel de resisténcia (1,9% NRTI e NNRTI e 1,0% IP).
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Tabela 4 - Caracteristicas dos pacientes com mutag¢des para vigilancia de resisténcia transmitida em
pol (PR e TR) segundo algoritmo de Stanford com alteragao no nivel de resisténcia aos
Antirretrovirais.

Amostra Subtipo DRM DRM DRM Perfil de Resistencia
ITRN ITRNN P
Potencial Baixo Intermediario Alto
BAOOITP B M184l M230I DDI ABC NVP 3TC
EFZ
ETV
BA19PRP B G190E ETV NVP
EFZ
BA25CSA B K103N A71V NVP
EFZ
BA28JRG B L10F FPV/RTV
BA31BDM B G190R EFZ NVP
M230I ETV
BA43PIT B T215D ATIT ABC AZT
DDI DAT
TDF
BA50PAL B M184l M230I DDI ABC NVP 3TC
EFZ
ETV
BA51TRB c 184V DRV/RTV  LPV/RTV ATV/RTV FPV/RTV
SQV/RTV
BAGIPNB CRF28/29_BF T215D ABC AZT
DDI DAT
TDF
BA77POR B V179D NVP
EFZ
BA91CN B M461 SQV/RTV ATV/RTV
V82T FPV/RTV
ATIT LPV/RTV
TPV/IRTV
BA109LDF B V179D NVP
EFZ
BA115ITP B K65N 3TC TDF
ABC DAT
DDI
BA119MDD B L1ov TPV/IRTV
Q58E
* ABC: Abacavir * |P: Inibidores da Protease e LPV: Lopinavir
* ATV: Atazanavir * |TRN: Inibidores da * NVP: Nevirapina
e AZT: Zidovudina Transcriptase analogos aos * RTV: Ritonavir
» DAT: Estavudina nucleos(t)ideos *  SQV: Saquinavir
e DDI: Didanosina * ITRNN: Inibidores da e TDF: Tenofovir
* DRV: Darunavir Transcriptase néo-analogos ¢ TPV: Tipranavir
« EFZ: Efavirenz aos nucleos(t)ideos « DRM: Mutacdo de
* ETV: Etravirina Resisténcia a Farmacos
* FPV: Fosamprenavir e 3TC: Lamivudina

5.2 ANALISE FILOGENETICA

Entre as 104 sequéncias da regido da Transcriptase e Protease do gene pol,

cinco foram excluidas das analises de filogenética devido a problemas na qualidade
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dessas, totalizando assim, 99 amostras classificadas. A prevaléncia dos subtipos
seguiram as seguintes distribuigbes: 72 (72,8%) subtipo B, 15 (15,1%) subtipo F, 4
(4%) subtipo C e 8 (8,1%) formas recombinantes (Figura 12). As oito amostras
classificadas como recombinantes e confirmadas através do programa SIMPLOT
apresentaram padrbes de recombinacdo entre os subtipos B e F sendo cinco
semelhantes a CRF28/29 BF, duas a CRF12_BF e uma a CRF39_BF (Figura 13 e
14).
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Figura 12 - Analise NJ mostrando as relagdes filogenéticas entre as sequéncias da regido pol de
isolados de HIV-1 circulantes em Salvador e sequencias de referéncia dos subtipos do grupo M. Uma
sequencia do grupo O do HIV-1 foi usada como grupo externo. Apenas valores de bootstrap acima de

70% sao mostrados
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Figura 13 - Arvore NJ mostrando as relagées filogenéticas dos diferentes padrées de recombinacgéo
entre os subtipos B e F dentro das sequéncias da regidao pol. Uma sequencia do grupo O do HIV-1 foi
usada como grupo externo. Sequéncias obtidas em Salvador e referéncias obtidas de Los Alamos
HIV. Database estao descritas no anexo C. As sequéncias oriundas do estado da Bahia estdo em
negrito e aquelas geradas neste estudo estdo sublinhadas. Apenas valores de bootstrap acima de
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Figura 14 - Boot Scan - Amostra Recombinante X. As sequéncias do gene pol que ndo agruparam
dentro dos subtipos de referéncia foram submetidas as analises de recombinagéo no programa
SIMPLOT. A figura representa a analise Bootscanning de uma das amostras mostrando o padréo de
recombinagao entre os subtipos B e F dentro de pol.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a prevaléncia de mutacbes de resisténcia
transmitida na cidade de Salvador utilizando a lista de mutagdes para vigilancia de
resisténcia transmitida (SDRM). Os resultados obtidos pela SDRM evidenciaram
taxas intermediarias com 6,8% na populacédo geral (2,9 - 11,7% Intervalo de
Confianga de 95%), 2,9% aos ITRNN, 1,9% aos ITRN e IP. O unico estudo anterior
utilizando a metodologia SDRM, encontrou prevaléncia valor global de 8,1%. Esse
estudo contudo, na analise restrita a Salvador apresentava tamanho amostral de 34
pacientes, inferior ao atualmente preconizado pela WHO de pelo menos 45
pacientes, encontrando apenas 1 individuo com a mutacdo K103N o que representa
uma prevaléncia global de apenas 2,9% (INOCENCIO et al., 2009).

Uma vez que essa metodologia fora aplicada apenas uma vez, € necessario
comparar este estudo aos metodologicamente mais semelhantes. Em 2010 Arruda e
Cols. obtiveram no estado do Ceara valores mais elevados de DRM com 9,5% no
total e subdividindo por classe de antirretroviral, relataram 4,1% aos ITRN e IP e
2,7% aos ITRNN. Comparando com o presente estudo, Arruda e Cols. obtiveram um
tamanho amostral menor com 64 pacientes, cinco desses menores de 18 anos, e
caracteristicas epidemioldgicas, como maior prevaléncia de HSH e de pacientes
com infeccdo mais recente pelo HIV-1 (mediana de apenas 4,5 meses entre o
diagndstico e o arrolamento ao estudo), que sdo sabidamente fatores preditivos de
maiores taxas de DRM (HIRSCH et al., 2008; KIERTIBURANAKUL et al., 2013). Em
2013, estudos realizados nas regides Sudeste (estado de Sdo Paulo) e no Centro-
Oeste (estado de Goias) do Brasil apresentaram caracteristicas metodoldgicas
semelhantes ao presente estudo e obtiveram taxas de DRM bastante similares,
7,6% e 7,3%, respectivamente, corroborando com os nossos achados (PFRIMER et
al., 2013, FERREIRA et al., 2013).

Entre todas as mutagbes descritas na nossa populagdo, segundo a
metodologia SDRM, apenas a T215D foi encontrada em mais de uma amostra. Em
concordancia com a literatura mundial, a classe com maior prevaléncia de DRM
neste estudo foi dos ITRNN. Analisando o impacto dessas mutagdes de DRM na
sensibilidade aos antirretrovirais, fica evidente o possivel impacto na eficacia ao
primeiro esquema terapéutico. Mutacdes encontradas na nossa populagdo como a
G190EA, K103N, 184V, M46l e V82T conferem alteracbes na sensibilidade que
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abrangem o espectro de resisténcia intermediaria a alto nivel de resisténcia a drogas
como o Efavirenz, Nevirapina, Atazanavir/Ritonavir e Lopinavir/Ritonavir, que estao
classificadas como de primeira linha para inicio de terapia, e conferem de forma
menos esperada alteragdes na sensibilidade a drogas como a Etravirina e o
Tipranavir/Ritonavir que sao drogas reservadas apenas para pacientes em falha
avancada aos antirretrovirais.

A anadlise de mutagbes de resisténcia utilizando o algoritmo de Stanford
evidenciou uma prevaléncia aproximadamente seis vezes maior do que atraves da
metodologia SDRM. A taxa global encontrada foi de 41,3%, com 24% com mutacdes
associados aos IP, 16,3% aos ITRNN e 5,8% aos ITRN. Estudos anteriores a lista
atualizada de mutagbes de vigilancia também reportaram taxas elevadas com até
36% em Santos e de 18,9% na prépria Salvador (PEDROSO et al.,, 2007,
SUCUPIRA et al., 2007). Este estudo demonstra uma elevagéo na taxa de mutagdes
de DRM, comparativamente aos dados ja previamente muito elevados em populagéo
semelhante, nos pacientes com HIV/Aids vivendo em Salvador (PEDROSO et al.,
2007). A diferengca nas prevaléncias de DRM encontrada entres as metodologias
SDRM e do algoritmo de Stanford nesse estudo é de 34,4% (6,9% X 41,3%
respectivamente) quando a anadlise restringe-se a quantificacdo de todas as
mutacdes encontradas, independentemente do impacto na sensibilidade aos
antirretrovirais. Essa diferenca pode ser explicada pela presenca das mutacdes
polimdrficas encontradas no algoritmo de Stanford.

Analisando comparativamente os valores de DRM quando estratificada
segundo o impacto das mutagbes na acdo do medicamento, as prevaléncias
assemelharam-se com 7,7% e 6,7% para baixo nivel de resisténcia e intermediario
respectivamente no algoritmo de Stanford contra 6,8% pela SDRM. O nosso estudo
corrobora os achados de Green e Cols. que em 2008 também nao acharam
diferencas entre as duas metodologias com valores de DRM de 9,2 e 10% pela
SDRM e Stanford respectivamente quando as mutagdes consideradas em Stanford
eram apenas as que causavam alteracoes de baixo a alto nivel de resisténcia
(GREEN et al., 2008).

O presente estudo também descreveu a epidemiologia molecular do HIV-1.
Os achados assemelham-se aos previamente encontrados em estudos realizados
em Salvador ou cidade geograficamente proxima desde 2007 (BRENNAN et al.,
2007). A prevaléncia dos subtipos foi de 72,8% subtipo B, 15,1% subtipo F; 4% do
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subtipo C e 8,1% formas recombinantes (5 semelhantes a CRF28/29 BF, 2 a
CRF12_BF, 1 a CRF39_BF). Monteiro-Cunha e Cols. e Santos e Cols. em 2011
descreveram padrdes bastante semelhantes de distribuicdo dos subtipos, contudo,
ha no presente estudo uma evidéncia no aumento de 300% dos casos do subtipo C
quando comparados aos achados dessas ultimas publicacbes. Esse fato pode ser
explicado pela complexa dindmica da epidemia e da evolugao do HIV-1, como a
introducdo de novos subtipos trazidos por portadores oriundos de localidades com
epidemiologia molecular diversa a baiana. Semelhante aos achados dos trabalhos
dos citados autoras, entre as amostras classificadas como recombinantes, apesar de
assemelharem-se aos CRF caracterizados pelos bancos de dados mundiais, as
analises de reconstrugdo da Arvore Filogenética e das regides nucleotidicas de
provavel recombinagdo sugerem que essas amostras apresentam formas distintas
de recombinacdo com caracteristicas que podem defini-las como formas circulantes
préprias da epidemia baiana (MONTEIRO et al. , 2009; SANTOS et al., 2011).

Contudo, os resultados desse estudo precisam ser analisados, considerando
as limitacbes inerentes a um estudo de corte transversal, que impossibilita a
definicdo de causalidade para os seus achados. Em relacdo as caracteristicas
epidemiologicas da populagdo estudada, os valores de DRM podem estar
subestimados e a prevaléncia categorizada por classe de antirretroviral distorcida,
uma vez que a populacao do estudo apresentava a mediana do tempo estimado de
infeccdo em 29 meses. Sabe-se que o tempo de infecgao é diretamente associado a
menores taxas de DRM, explicado pela taxa de substituicdo nucleotidica do virus
que é o tempo necessario para que cepas mutantes retornem ao padrao nucleotidico
selvagem. Estima-se que, em quatro anos, 100% das cepas possuidoras da
mutacao M184V retornardo a forma 184M, esse tempo difere em relagdo a outras
mutacgdes para drogas da mesma classe e aventa-se que 20% das cepas retornarao
ao padrao selvagem em relagdo as mutagdes associadas aos ITRNN e 22% aos IP
(JAIN et al., 2011).

Outra limitagdo deste estudo foi a utilizacdo da técnica de genotipagem
convencional, que detecta apenas populagdes majoritarias do virus que representem
mais de 20% da populagdo viral total (JOHNSON et al., 2008). Mutagbes de
resisténcia em pacientes virgens de tratamento tornam-se minoritarias ao longo do
tempo, uma vez que nao ha pressao seletiva exercida pelos HAART, podendo desta
forma subestimar a prevaléncia de DRM (VANDAMME et al., 2011).
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Em relagdo as analises filogenéticas, o sequenciamento de um unico gene
impossibilita a definicdo mais fidedigna dos subtipos e apenas a analise do genoma
completo permitira elucidar os questionamentos sobre o padrdao de recombinacgao.

Podemos concluir, que a taxa de resisténcia transmitida na cidade de
Salvador esta classificada como intermediaria segundo a OMS (6,8%), o que sugere
a necessidade de incorporacao as diretrizes nacionais de tratamento aos pacientes
vivendo com HIV/Aids do teste de genotipagem previamente ao inicio da HAART
(VANDAMME et al., 2011). Os achados de DRM utilizando o algoritmo de Stanford
assemelha-se ao SDRM quando estratificado pelo impacto aos antirretrovirais nos
niveis de resisténcia baixa e intermediaria. Conclui-se também que a epidemia
molecular do HIV-1 em Salvador permanece estavel e as atuais evidéncias, em
conjunto aos achados prévios da literatura, suportam a hipétese que existem formas
recombinantes BF com caracteristicas locais e nos motiva a desenvolver um estudo

do genoma completo dessas amostras para possibilitar a comprovagao dessa teoria.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia mutagdes para vigilancia de resisténcia transmitida (SDRM) na
cidade de Salvador em 2012 é classificada como intermediaria segundo a OMS, com

valores globais de 6,9%.

A analise de mutagbes de resisténcia utilizando o algortimo de Stanford,
evidenciou niveis de resisténcia transmitida semelhante ao encontrado atraves da
lista de mutagbes para vigilancia de resisténcia transmitida (SDRM), quando
estratificado pelo impacto aos antirretrovirais nos niveis de resisténcia baixa e

intermediaria.

A prevaléncia dos subtipos foi de 72,8% subtipo B, 15,1% subtipo F; 8,1%
formas recombinantes (5 semelhantes a CRF28/29 BF, 2 a CRF12_BF, 1 a
CRF39_BF) e 4% do tipo C.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o senhor(a) , mnascido no dia em

, a participar do estudo: “Avaliagdo da histéria epidemioldgica da infec¢do pelo HIV-1 no

estado da Bahia — Brasil”. A minha participacdo neste estudo ¢ voluntdria, ndo remunerada, e em hip6tese alguma esta
condicionada a continuidade do meu tratamento ou do fornecimento das medicacdes que necessito ou venha a
necessitar. Minha participacio também ndo envolve qualquer despesa para mim e posso solicitar a qualquer momento a
minha retirada do estudo e do armazenamento das minhas amostras sanguineas. O estudo serd realizado no LASP
(Laboratorio Avancado de Satde Publica do CPqGM/FIOCRUZ do Instituto Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia) e no
Laboratério de Pesquisa em Virologia no Hospital Universitario Professor Edgard Santos, com o objetivo de identificar
os subtipos do HIV-1 mais encontrados, estimar quando ocorreu a primeira infec¢do por esse virus no estado da Bahia,
estimar de que local esse agente viral foi trazido e identificar quais e o nimero de muta¢des que podem tornar o HIV
resistente aos medicamentos. A minha participagcdo do estudo sera através do preenchimento de um questionario, sendo
informado que posso me negar a responder quaisquer questdes, e da autorizacdo do uso e do armazenamento do
material sanguineo excedente coletado para o estudo da carga viral e CD4, que serdo utilizados unicamente para a
realizacdo dos estudos necessarios que identificardo as caracteristicas do virus e desta forma tentar esclarecer os
objetivos do estudo acima citados. Fui informado que existem varios subtipos de HIV e que o conhecimento do subtipo
especifico com o qual estou infectado provavelmente ndo trard qualquer utilidade para o meu tratamento, mas podera
ajudar na compreensdo de como o virus estad se disseminando pela Bahia. Fui informado ainda que também sera
pesquisada a presenca de mutacOes virais que o tornam mais resistente aos medicamentos que tomo ou poderei vir a
tomar para combaté-lo. Estas informacges, sim, poderdo ter grande valia para o meu tratamento. Fui informado que a
ainda que os riscos que corro pela participacio neste estudo sdo minimos, e se limitam a eventuais complicacdes no
local da coleta de sangue, ndo sendo necessario coleta de amostra sanguinea maior do que a j& prevista para os exames
solicitados pelo meu médico (carga viral e CD4) e que ha total garantia de confidencialidade e privacidade das
informacQes a serem geradas. Autorizo que os resultados sejam divulgados em publicacdes biomédicas de qualidade
indiscutivel. Fui esclarecido que os dados a serem publicados ndo permitirdo a identificacio dos pacientes. Autorizo
também que parte do meu sangue seja conservada pelo LASP para estudos futuros, desde que estes venham a ser
autorizados pelo Comite de Etica em Pesquisa da Fundagdo Gongalo Muniz.

Caso os resultados dos exames discriminados acima apontem a necessidade de investigacOes adicionais ou tratamento
especifico, estes serdo informados ao meu médico assistente ou ao servico de referéncia no qual estou em
acompanhamento clinico, pelo médico e responsavel pelo estudo, Dr Marcio de Oliveira Silva (Endereco: Rua
Comendador José Alves Ferreira, 240 — Garcia, Salvador - BA, 40100-160; Telefone 071 9197-9086).

Declaro que, apds o entendimento e em acordo com os objetivos, possiveis riscos e beneficios, aceito participar do
estudo: “Avaliagdo da historia epidemiologica da infeccdo pelo HIV-1 no estado da Bahia — Brasil” aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Gongalo Moniz — CpqGM (Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal -
Salvador/BA CEP: 40296-710

Tel. (71) 3176-2200 - FAX (71) 3176-2327 - ascom@bahia.fiocruz.br) nimero de aprovacao 257/2012.
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Recebo uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Local e data

Assinatura datiloscopica:

Assinatura

Declaro que, apds o entendimento e em acordo com os objetivos, possiveis riscos

e beneficios, aceito participar do estudo: “Avaliagdo da histéria epidemioldgica da infec¢do pelo HIV-1 no estado da
Bahia — Brasil” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Gongalo Moniz — CpqGM (Rua Waldemar
Falcdo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710

Tel. (71) 3176-2200 - FAX (71) 3176-2327 - ascom@bahia.fiocruz.br) nimero de aprovacdo 257/2012 e permito o

armazenamento das amostras bioldgicas por mim cedidas.

Local e Data

Assinatura datiloscopica:

Assinatura




ANEXO B - Questionario Epidemiolégico

Avaliacido da histéria epidemioldgica da infecciio pelo HIV-1 no estado da Bahia-Brasil.

Questionario.

Uso de Terapia Antirretroviral ( ) Sim — Exclusiao do Estudo.

Identificacdo (Iniciais completas) : ;

Data da Entrevista: __ / / ;

Amostra: EpHIV ;
Género: ( ) Masculino () Feminino;

Data de Nascimento: / / ;

Raca (auto relato): ( ) Branco; ( ) Pardo, ( )Negro, () Outros ;

Endereco:

Telefones ( ) / ;

Nome do Médico solicitante do exame: 5

Unidade em atendimento: 5

Data do Diagnoéstico do HIV: / / ;

Exposi¢do : ( ) Sexual: ( ) Homem ( )Mulher ( ) Homem e Mulher;
() Acidente com Perfuro cortante;
( ) Drogas Venosas;
() Hemotransfusao;
() Transmissdo Vertical,

() Outros ;

Historico de Exames:

Primeiro: Cd4 ; Cd8 ; Ratio ; Carga Viral ; Log ;

Ultimo (Data da entrevista): Cd4 ; Cd8 ; Ratio ; Carga Viral ; Log ;




ANEXO C - Sequéncias de Reférencia para analise filogenética

AB253421
AB253429
DQ676872
AF286237
AF286238
GU201516
AF256206
AY037270
DQY90880
DQ358805
DQ358808
DQ358809
DQ358810
EF637046
EF637047
EF637048
EF637049
EF637050
EF637051
FJ195086
FJ195088
FJ195089
FJ195090
FJ195091
JN692431
JN692432
JN692433
JN692435
JN692436
AF067155
AY255824
AY805330
EU293449
U46016
AY371157
K03454
AY713418
AF075703
DQ189088
FJ771006
FJ771010
FJ771009
AF377956
AY371158
AF061641

A1

A1

A1

A2

A2

A2

B

B

B
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil
B Brasil

G

AY586549
AY612637
DQ168573
AF005496
AF190127
AF190128
AF082394
AF082395
AJ249235
AJ249239
AJ302647

OXXCccITITOOW
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ANEXO D
Ministério da Saude

Comité de Etica em Pesquisas

(™

FIOCRUZ Pesquisa
Fundacao Oswaldo Cruz CEP
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz FIOCRUZ-BA

Comité de Etica em Pesquisa — CPqGM/FIOCRUZ

PARECER FINAL N° 257/2012

Protocolo: 376/ 2012

Projeto de Pesquisa: “Avaliagdo da histéria epidemiolégica da infecgdo pelo HIV-1 no
estado da Bahia - Brasil”.

Pesquisador(a) Responsavel: Dr. Luiz Carlos Junior Alcantara
Instituicdo ou Departamento: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Consideragées:

Apds analise ética do projeto e realizagdo dos esclarecimentos solicitados ao pesquisador
responsavel, o CEP considera que o projeto atende aos principios éticos de autonomia,
beneficéncia, ndo maleficéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEP-CPqGM/FIOCRUZ), conforme atribuigdes conferidas pela
CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32-04/97), com base na Resolugdo 196/96 e suas
complementares, julga aprovado o projeto supracitado, com algumas sugestdes e
recomendagdes a seguir:

1) Adequar/rever a folha de rosto — substituir por modelo atual;

2) Atualizar o cronograma;

3) Inserir no TCLE, contato do CEP-CPqGM.

4) O CEP/CPqGM-FIOCRUZ especifica abaixo, o periodo de vigéncia, bem como,
determina as datas para o envio dos relatério parcial e final, referentes ao
desenvolvimento do protocolo de pesquisa aprovado.

—~ o~~~

Vigéncia: 03/08/2012 a 02/08/2014.

Relatério parcial: 02/08/2013.

Relatério final: 02/09/2014.

Salvador, 03 de agosto de 2012.

Adriana Lanfredi Rangel
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CPgGM/FIOCRUZ
IORG-0002090 / IRB-00002612



