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RESUMO



Estimar a prevaléncia de resisténcia primaria aos anti-retrovirais em pacientes cronicamente
infectados pelo HIV-1, sem uso prévio de anti-retrovirais, em um Centro de Referéncia para o
tratamento do HIV/AIDS do Nordeste do Brasil. Foram colhidas amostras de sangue para
extracdo do RNA viral de pacientes com HIV/AIDS, cronicamente infectados, atendidos no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, antes do inicio do tratamento
antiviral, no periodo de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003. As regifes da transcriptase
reversa (TR) e da protease (PR) foram sequienciadas para a determinacdo das mutacOes
relacionadas a resisténcia aos antivirais.Foram ampliadas e genotipadas um total de 84
amostras. Os pacientes apresentavam CD4 médio de 178,7 células/mm?® e Carga viral média
de 269.305 copias RNA/mL. A genotipagem revelou 2 (2,4%) pacientes com mutacdo
principal relacionada aos ITRN e nenhuma mutacdo principal aos ITRNN ou IP. Foram
encontrados 17 (20,2%) pacientes com mutacdes secundarias aos ITRN e 67 (79,8%) com
mutacBes secundérias relacionadas aos IP. MutacBes acessOrias no gene da protease
ocorreram nas seguintes posicdes: L63P [40/84 (47,6%)], M361 [29/84 (34,5%)], V771 [13/84
(15,5%)], L10V [9/84 (10,7%)], K20R [9/84 (10,7%)], A71T [6/84 (7,1%), L10I [5/84 (6%)],
AT1V [2/84 (2,4%)] e 154P [1/84 (1,2%)]. As mutacOes associadas a susceptibilidade
reduzida aos ITRN foram: M41L [2/84 (2,4%)], G333E [6/84 (7,1%)], V118l [5/84 (5,9%)],
S68G[4/84 (4,8%)], E44D [1/84 (1,2%)] e K219E [1/84 (1,2%)].

Observou-se baixa prevaléncia de mutacfes primarias relacionadas a resisténcia aos ITRN em

pacientes cronicamente infectados pelo HIV e auséncia de resisténcia aos ITRNN e IP.

Key Words- HIV-1, resisténcia priméria a drogas, genotipagem, HIV-1.



ABSTRACT



To estimate prevalence rate of primary resistance to antiretroviral agents in patients with
chronic infection by HIV-1 without previous administration of antiretroviral therapy in a
reference center for HIV-aids treatment in northeast region of Brazil. Blood samples were
obtained and viral RNA was extracted from patients with HIV-aids chronic infection who
attended to the Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, before they
initiated antiretroviral treatment. The reverse transcriptase (RT) and protease (PR) sites have
been scanned to determinate mutations related to resistance to antiviral agents. A total of 84
samples were amplified and genes were sequenced. Patients presented an average CD4 level
of 178,7 cellssfmm= and average viral counting of 269,305 RNA copies/ml. Gene sequences
found 2 (2.4%) patients with main mutation related to ITRN and none main mutation related
to ITRNN nor to IP. 17 (20.2%) patients had secondary mutations related to ITRN and 67
(79.8%) patients had secondary mutations related to IP. Accessory mutations in protease gene
occurred in the sites: L63P [40/84 (47.6%)], M361 [29/84 (34.5%)], V771 [13/84 (15.5%)],
L10V [9/84 (10.7%)], K20R [9/84 (10.7%)], A71T [6/84 (7.1%)], L10I [5/84 (6%)]A71V
[2/84 (2.4%)] e 154P [1/84 (1.2%)]. Mutations related to low susceptibility to ITRN were:
M41L [2/84 (2.4%)], G333E [6/84 (7.1%)], V118I [5/84 (5.9%)], S68G [4/84 (4.8%)], E44D
[1/84 (1.2%)], and K219 [1/84 (1.2%)]. A low prevalence rate of primary mutations related to
resistance to ITRN in patients with chronic infection by HIV and absence of resistance to

ITRNN and IP were observed.

Key Words — HIV-1, primary resistance to drugs, gene sequencing.






APRESENTACAO



Este estudo teve inicio em 2001 quando identificamos ser necessario um maior
conhecimento sobre o que poderia possibilitar um maior sucesso na resposta a terapia anti-
retroviral. O acompanhamento de doentes com Aids nos possibilitou observar que, embora
com Vvarios esquemas anti-retrovirais disponiveis e eficazes, alguns pacientes ndo respondiam
ao tratamento, apresentando resisténcia a estas drogas. Estava estabelecido na literatura que o
uso da terapia anti-retroviral altamente eficaz (HAART) possibilita a reducdo da replicacédo
viral a niveis inferiores aos limites de deteccdo pelos testes usuais, promovendo uma reducgédo
na progressdo da doenca e na mortalidade. Entretanto, a falha na supressdo completa desta
replicacéo viral ocasiona a selecdo de cepas mutantes resistentes ao tratamento.

A freqliéncia de resisténcia ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) entre os
doentes atendidos no servico de referéncia para AIDS do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) era, até entdo, desconhecida. Dispostos a
elucidar estas questdes, iniciamos a revisdo da literatura, fomos cada vez mais nos
identificando com o tema, e verificamos que este era um assunto ainda pouco estudado,
apesar de sua importancia. Sabiamos que a resisténcia ocasionada apos a utilizacdo dos anti-
retrovirais era definida como resisténcia secundaria, contudo, mais grave era a identificacao
de pacientes, virgens de tratamento anti-retroviral, que ja apresentavam resisténcia a algum
anti-retroviral ou grupo de anti-retroviral. Tornou-se, assim, evidente a necessidade de néo
apenas verificar a freqliéncia de resisténcia priméaria no nosso servico, mas também de melhor
conhecer as caracteristicas destes casos.

Para estudarmos a resisténcia aos anti-retrovirais dispinhamos de dois tipos de testes:
testes fenotipicos ou fenotipagem e testes genotipicos ou genotipagem. Pensamos em
trabalhar com genotipagem do HIV, porque a fenotipagem além de mais dispendiosa
financeiramente era também menos conhecida. Em agosto do mesmo ano, solicitamos

financiamento para nosso projeto de pesquisa “Resisténcia primaria do HIV aos anti-



retrovirais” em resposta a um edital do Ministério da Saude e fomos selecionados (CFA
669/01). Este financiamento nos possibilitou estudar os pacientes com infecgéo pelo HIV e
AIDS atendidos no Servigo Especializado de AIDS do Hospital das Clinicas da UFPE,
durante o periodo de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003, realizando 109 genotipagens.

Dentre estes casos estudados ndo foi possivel realizar a amplificacdo do RNA viral
em 25 amostras de sangue.

Nesta época, o Ministério da Saude (MS) deu inicio, a um grande projeto de
abrangéncia nacional, intitulado Rede Nacional de Genotipagem (RENAGENO) que teve
como objetivo principal, capacitar os tecnicos dos Laboratorios de Referéncia Estaduais para
a realizacdo da genotipagem do HIV. O Laboratério Central do Estado de Pernambuco
(LACEN) participou, juntamente com outros laboratérios de sete Estados brasileiros, deste
treinamento para realizacdo da genotipagem viral, fato que facilitou também o
desenvolvimento do nosso projeto.

Em um primeiro artigo, “Resisténcia priméria do HIV-1: uma atualizacdo da
literatura” relatamos os resultados da revisdo da literatura, compreendendo; conceito de
resisténcia aos anti-retrovirais, tipos de resisténcia; resisténcia primaria, testes de resisténcia,
genotipagem do HIV e prevaléncia de resisténcia primaria no mundo e no Brasil.
Primeiramente ficou demonstrado que eram poucos os trabalhos sobre o tema, e
especialmente no Nordeste do pais ndo encontramos nenhuma publicacdo, tendo como base
de dados o MEDLINE.

Os artigos encontrados na literatura internacional eram varios, e em geral com

resultados inconclusivos ou discordantes.



Em um segundo artigo, “Resisténcia primaria do HIV-1 em pacientes cronicamente
infectados no Nordeste do Brasil” relatamos a freqliéncia e caracteristicas da resisténcia em
pacientes sem uso prévio de anti-retrovirais.

O desenvolvimento da pesquisa e a realizagdo dos testes de genotipagem, permitiram
detectar os diferentes subtipos de HIV responsaveis pela infeccdo nos doentes estudados.
Desta forma, foi possivel analisar as caracteristicas clinico-epidemioldgicas e resposta aos
anti-retrovirais em pacientes com infeccdo pelos subtipos B e F do HIV.

O terceiro, do conjunto de artigos que compdem a tese aqui apresentada, ficou entdo
denominado “Subtipos B e F do HIV-1 no Nordeste — Existem diferencas nas mutacGes de
resisténcia primaria e na resposta ao tratamento anti-retroviral”?

Assim, abordamos o problema da resisténcia primaria do HIV aos anti-retrovirais de
forma o mais abrangente possivel, nos limites do projeto desenvolvido, visando compor um
diagnostico da situacdo clinico-epidemioldgica entre os doentes com AIDS atendidos no

HC/UFPE.
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RESUMO

A introducéo da highly active antiretroviral therapy (HAART), a partir de 1996, fez com que
a mortalidade por aids diminuisse gradativamente, porém, as custas do uso continuo dos anti-
retrovirais. A terapia anti-retroviral (TARV) quando utilizada de forma efetiva é capaz de
inibir a replicacdo viral a valores indetectaveis pelos testes mais sensiveis e com isso
ocasionar uma reducdo na progressdo da doenca e na mortalidade. No entanto, a falha na
supressdo completa da replicagdo viral pode levar a selecdo de cepas mutantes resistentes ao
tratamento. A coexisténcia de replicacdo viral e uso de TARV ocasionam invariavelmente
resisténcia a estas drogas. Esta resisténcia do HIV ao esquema anti-retroviral, quase sempre
leva ao fracasso do tratamento e exige nova abordagem terapéutica. Do ponto de vista da
assisténcia ao paciente, a introducdo de novas drogas para o resgate terapéutico, requer o
conhecimento dos testes de resisténcia. Na perspectiva da comunidade, o surgimento da
resisténcia atualmente, em todo mundo, leva a uma preocupacdo quanto a transmissao de
cepas resistentes do HIV e seu possivel impacto para a Saude Publica. A presente revisdo da
literatura demonstrou que os estudos sobre resisténcia primaria sdo realizados, em todo
mundo, principalmente em pacientes recém infectados, porém, os resultados s@o preocupantes
mesmo em doentes cronicamente infectados. Na América do Norte as prevaléncias gerais de
resisténcia primaria situam-se em niveis maiores que 10%, enquanto que no Canada as taxas
sdo ainda mais elevadas situando-se em torno de 20%. Na Europa a resisténcia primaria do
HIV tem sido alvo de varias pesquisas e a literatura aponta a Espanha e Italia como os paises
gue exibem niveis mais elevados de prevaléncia. No Brasil, estudo realizado pelo Ministério
da Saude em oito Estados, em doentes cronicamente infectados, revelou prevaléncia de
resisténcia primaria de 2,4% aos ITRN, 2,1% aos ITRNN e 2,2% aos IP, ndo excedendo 6%

no geral. Um estudo realizado na cidade de Santos em doentes recém infectados, revelou



prevaléncias de 22% aos ITRN, 15% aos ITRNN e 13% aos IP, com um indice de resisténcia
cumulativa de 35%. Pode-se ainda verificar, que a grande maioria dos estudos utiliza a
genotipagem como método de deteccdo da resisténcia e que a prevaléncia de resisténcia

primaria parece guardar relacdo com a regido pesquisada e suas peculiaridades.



ABSTRACT

Since 1996, with introduction of HAART, mortality by aids has gradually decreased. Patients
with aids, however, will need continuous use of antiretroviral agents. Antiretroviral therapy
when used in effective ways is able to inhibit viral replication until values which are
undetectable by most sensible tests and trough this causes a reduction in progression of
disease and mortality. However, failure in complete suppressing viral replication may lead to
selection of mutant strains resistant to treatment. Co-existence of viral replication and TARV
administration invariably causes resistance to these drugs. Such HIV’s resistance to
antiretroviral therapy almost always leads to treatment failure and demands new therapeutic
approach. In view of treating a patient, introduction of different drugs for therapeutic rescue
requires assessment of resistance tests. In community perspective, nowadays universal arising
of resistance to drugs leads to concern about resistant HIV strains’ transmission and its
possible impact in Public Health. Studies on primary resistance are performed all over the
world, specially in recently infected patients. In EUA, most studies find increases in
prevalence of HIV primary resistance. Even when these studies use patients with chronic
infection, these results are observed. In Canada, rates of primary resistance are even higher,
such as about 20%. In Europe, primary resistance has also attracted significant attention,
although countries as Spain and Italy exhibit higher rates than the others. In Italy, a study on
patients with chronic infection observed 7.8% of resistance to ITRN, 4.9% to ITRNN and
1.4% to IP. In Brazil, a study on 535 patients with chronic infection, performed by Health
Ministry in 8 states, revealed 2.4% of resistance to ITRN, 2.1% to ITRNN and 2.2% to IP, no
more than 6% in total. On the other hand, a study in Santos found, in patients with acute
infection, prevalence of 22% to ITRN, 15% to ITRNN and 13% to IP, a cumulative resistance

rate of 35%. Primary resistance seems to correlate to the studied region and its individual



characteristics. The objective of this study is to make a revision in the literature about this

unguestionably relevant issue, which still causes controversy.



INTRODUCAO

A terapia anti-retroviral (TARV) com multiplas drogas modificou o curso da aids
e prolongou a vida dos pacientes. Embora nenhuma terapéutica seja curativa, varios estudos
comprovam o beneficio da terapia anti-retroviral em pacientes com doenca clinica avancada
(PALELLA, 1998; LITTLE, 1999; BODEN, 1999).

Contudo, casos de insucesso da TARV tém sido relatados podendo decorrer de
varios fatores, como: defeito do sistema imune, falta de adesdo ao tratamento, interacdes
medicamentosas e resisténcia as drogas, sendo este ultimo fator o mais importante (RACHID
& SCHECHTER, 2001).

O objetivo da terapia anti-retroviral tem se modificado com o decorrer dos anos.
De 1984 a 1995, a mono ou dupla terapia permitia manter o paciente vivo, sem recorréncias e
livre das infecces oportunistas. De 1995 a 1998, a terapia buscou a erradicagdo do HIVV com
a introducdo da terapéutica anti-retroviral potente e a mais ativa possivel, ou seja, a Highly
Active Antiretroviral Therapy (HAART). No periodo de 1998 a 2000, com a impossibilidade
de erradicar o HIV face ao aparecimento de mutantes resistentes aos inibidores da
transcriptase reversa (ITR) e aos inibidores da protease (IP), o objetivo entdo da TARV
passou a ser a supressdo maxima da replicagdo viral para evitar o desenvolvimento da
resisténcia aos anti-retrovirais. De 2000 a 2002, os efeitos adversos provocados pelo uso da
HAART, provocou mudancgas nos critérios de indicacdes e selecdo dos pacientes que devem
iniciar a terapia, devendo ser tratados apenas pacientes com risco aumentado de apresentar
doencas oportunistas (BADARO, 2004).

Quando utilizada de forma efetiva, a terapia anti-retroviral é capaz de promover a

reducdo da replicacdo viral a niveis inferiores aos limites de deteccdo pelos testes



mais sensiveis, com isso reduzindo a progressao da doenca e da mortalidade (CARPENTER,
1998; LITTLE, 1999; BODEN, 1999; WEINSTOCK, 2004; HIRA, 2004).

Vérios estudos que visam identificar a frequéncia da resisténcia aos anti-
retrovirais demonstram diferenca nos seus resultados (BODEN, 1999; SULLIVAN, 2003).
Considerando a importancia deste conhecimento que pode permitir uma melhor abordagem na
escolha da conduta terapéutica e, a auséncia de pesquisas sobre resisténcia aos anti-retrovirais
em nossa regido, o presente trabalho tem como objetivo realizar uma revisdo da literatura

tendo como base de dados o MEDLINE.

Resisténcia aos Anti-Retrovirais

Um dos maiores obstaculos da medicina moderna € a resisténcia dos

microorganismos as drogas (KING, 2004). A resisténcia aos antimicrobianos é um fenémeno
microbiologico observado em praticamente todas as areas médicas onde um microorganismo
é exposto a pressao seletiva dos antimicrobianos (NICASTRI, 2003; DIAZ, 2004).
No caso da aids, a presenca de mutagdes com resisténcia as drogas anti-retrovirais nao apenas
limita as opgOes de tratamento, como também pode ocasionar a transmissdo de virus
resistentes para outros individuos (SANCHEZ, 2004). Dai depreende-se o impacto da
questdo, tanto para a assisténcia ao individuo doente quanto para a saude publica.

A resisténcia desenvolvida pelo HIV as drogas, decorre principalmente de dois
fatores: o primeiro é que o HIV é um virus muito prolifico, ou seja, pacientes que ndo estdo
sob tratamento podem produzir até 10 bilhdes de virions por dia; o segundo é que, ao se
replicar, o acido nucléico converte 0 RNA em DNA, e neste processo pode ocorrer erros e

estes ndo serem corrigidos. Assim sendo, a intensa replicacdo do virus associada ao elevado



indice de erros da transcriptase reversa do HIV-1 promove a emergéncia de cepas de HIV-1

resistentes aos anti-retrovirais no momento em que 0 paciente é exposto a pressio seletiva destas
drogas (CLARK, 1999).

A resisténcia aos anti-retrovirais pode ser do tipo celular e do tipo viral. A
resisténcia celular aos anti-retrovirais pode intervir na penetracdo ou na ativacdo da droga. A
partir de um mecanismo similar ao que condiciona a resisténcia das células neoplasicas aos
quimioterapicos, pode haver alteracdo na penetracdo celular dos inibidores da protease (IP), a
partir da glicoproteina p. A glicoproteina p expressa-se na superficie celular e seria
responsavel pela exteriorizacdo dos inibidores da protease apds sua absorcdo, tanto ao nivel
linfocitario quanto ao nivel do trato gastrointestinal. Teoricamente, existiria uma elevagdo na
expressao da glicoproteina p na superficie celular, proporcional a duracdo do uso do IP, e
consequientemente queda na concentracdo intracelular da droga. No que diz respeito aos
inibidores da transcriptase reversa nucleosideos (ITRN), a resisténcia celular estaria
relacionada a ativagdo da droga, mais especificamente a fosforilagdo. Todos os ITRN
carecem da ativacdo em sua forma trifosfato, forma que efetivamente inibe a transcriptase
reversa (TR). Também existiria uma diminuicdo progressiva na fosforilacdo, proporcional ao
tempo de uso de um ITRN (KIM, 1998).

Quando ha falha terapéutica sem resisténcia genotipica e com boa aderéncia ao
tratamento, € possivel tratar-se de resisténcia celular.

A resisténcia viral aos anti-retrovirais se subdivide em primaria e secundaria. A
resisténcia secundaria emerge em consequiéncia da pressdo de selecdo exercida pela
medicacdo anti-retroviral, como acontece pelo uso de qualquer antimicrobiano (DIAZ, 2004).
A resisténcia primaria, no entanto, ja esta presente no individuo infectado antes de iniciada a

terapia anti-retroviral. Esta resisténcia priméaria decorre da transmisséo de cepas resistentes ou



da geracdo de mutantes resistentes no individuo infectado decorrente do alto indice
replicativo do HIV-1. A primeira alternativa parece ser a mais frequente (DIAZ, 2004).

Cerca de 10 bilhdes de cepas virais sdo geradas diariamente em uma pessoa
infectada que ndo esteja fazendo uso da TARV, portanto, todas as mutagdes possiveis sdo
geradas diariamente em um individuo infectado, até mesmo as mutacfes relacionadas a
resisténcia aos anti-retrovirais. A presséo de selecdo das drogas anti-retrovirais, ao eliminar
as cepas sensiveis, facilita a fixacdo e expansado das cepas resistentes. Por este motivo, 0s
virus mutantes resistentes podem surgir mesmo sem ter havido uso anterior de anti-retrovirais,
sendo necessario apenas que estes mutantes infectem a proxima célula e se expandam
rapidamente, vez que cada célula infectada produz de 5 a 10 mil virions (D’AQUILA, 2002;
DIAZ, 2004).

As mutacOes existentes nos genes que codificam a transcriptase reversa e a
protease do HIV-1, que conferem resisténcia aos anti-retrovirais, podem ser definidas como
principais ou primérias e acessorias ou secundarias. As mutacfes principais sdo as que
determinam uma reducéo da susceptibilidade as drogas exigindo um aumento na quantidade
das drogas necessarias para inibir a enzima. As mutagdes acessorias podem aumentar o nivel
de resisténcia por melhorar a adaptabilidade (“fitness”) do virus que apresenta a mutacédo
principal. Habitualmente, as mutacGes acessorias tém pouco ou nenhum efeito no nivel de

resisténcia, na auséncia das mutacées principais (D’AQUILA, 2002; DIAZ, 2004).

Testes de Resisténcia aos Anti-Retrovirais

Para identificar a resisténcia aos anti-retrovirais no laboratorio tem-se os testes
para determinacdo da resisténcia fenotipica e testes para determinacdo da resisténcia

genotipica.



Os testes fenotipicos determinam a quantidade de droga necessaria para inibir a
replicacdo do HIV-1 “in vitro”. A resisténcia fenotipica representa o “comportamento” do
virus em meio de cultura na presenca dos anti-retrovirais, a semelhanca do que ocorre com 0s
testes de determinacdo de susceptibilidade para outros microorganismos. Normalmente o que
é determinado é a concentracédo de determinada droga capaz de inibir a replicagéo viral em 50
ou 90%. Ha dois testes para medir a resisténcia fenotipica. Um deles envolve o uso de células
mononucleares do sangue periférico e o outro € um teste de recombinacéo viral. Existem
restricbes quanto ao uso destes testes pois que, poucos laboratorios tém capacidade de realiza-
los e porque o processo € relativamente lento, pois envolve a producédo de virus e a testagem
de muitas drogas diferentes. Além de que, os valores de cut-off ainda ndo estdo bem
estabelecidos (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2004).

Estes testes fenotipicos apresentam a sintese de todas mutacfes genéticas que
ocorrem no virus.

Também ¢é importante salientar que, o que ocorre em um teste in vitro, e 0
comportamento de um virus em um paciente, ndo sdo necessariamente processos idénticos.
Existem exemplos de supressdo viral mantida em pacientes que apresentam resisténcia
detectavel aos medicamentos. Portanto, hd outros fatores envolvidos na falha terapéutica
(DIAZ, 2004).

Os testes genotipicos determinam a sequéncia completa do gene da protease e dos
cédons 1 a 335 do gene da transcriptase reversa do HIV 1. A resisténcia genotipica se refere
as mutacOes génicas do HIV-1 através das quais poderiamos predizer as mudangas no
“comportamento” do virus frente aos anti-retrovirais. O genotipo diz respeito a seqiéncia de
nucleotideos, cujas abreviacfes sdo: A, C, G e T e que constitui 0 genoma do virus.

Os testes genotipicos disponiveis utilizam como método: a Reacdo em Cadeia

pela Polimerase (PCR) seletiva, PCR com hibridizacdo com uso de sondas (LIPA) e o



sequenciamento genémico. Os métodos que empregam O sequenciamento permitem uma
avaliacdo mais ampla e especifica. Dentre as metodologias de sequenciamento temos o
sequenciamento manual classico, o0 sequenciamento automatizado (ABI, Pharmacia e Visible
Genetics) e o Affimetrix (sequenciamento em “microchip” por hibridizacao).

Tanto os testes fenotipicos quanto os testes genotipicos s@o pouco sensiveis a
variantes minoritarias presentes na quasispecie de virus do paciente (< 20%). Por outro lado,
0s testes genotipicos em comparacdo aos testes fenotipicos sdo mais rapidos, menos
trabalhosos, mais baratos, amplamente disponiveis e mais sensiveis.

O teste de genotipagem apresenta limitagdes. E necessario carga viral igual ou
superior a 5000 copias RNA/mL, do contréario pode ndo haver particulas virais em quantidade
suficiente para amplificacdo e sequenciamento dos genes do HIV-1. Outro fator limitante do
teste é a necessidade da presenca de pelo menos 30% do virus mutante na populagéo total do
virus para permitir sua deteccdo. Portanto, auséncia de mutacdes nao significa
necessariamente auséncia de resisténcia, vez que o virus mutante pode perfazer menos de

30% e ndo ser detectado, porém, podendo manifestar-se na evolucao clinica do paciente.

Genotipagem do HIV-1

Este teste € realizado no sangue e tem como metodologia o sequenciamento
completo do gene da protease e o sequenciamento dos cédons 1 a 335 do gene da
transcriptase reversa do HIV-1. Este sequenciamento é realizado nas duas fitas do DNA
gerado por amplificacdo e com varios seguimentos sobrepostos, 0 que possibilita grande
precisdo e reprodutibilidade dos resultados. Em seguida, as sequéncias dos genes da protease
e transcriptase reversa sdo comparadas com as descritas para uma sequéncia referéncia do

HIV-1 (sem mutacdes), identificando-se assim as mutacdes eventualmente presentes. O



aparecimento de determinadas mutacfes confere resisténcia a agentes anti-retrovirais
especificos. A partir das mutacdes identificadas, a definicdo dos medicamentos para 0s quais
héa resisténcia € feita utilizando-se as informacdes de dados internacionais atualizados com a
literatura recente (MORTENSEN, 2002). A lista de mutagdes conhecidas, como também suas
interpretacdes atualizam-se constantemente. Os relatorios do teste sdo simultaneamente
atualizados com o surgimento de novos conhecimentos e introducdo de novas drogas. N&o
requer preparo do paciente, o prazo para resultado é de 15 dias e faz-se necessario carga viral

> 5000 copias RNA/mL.

Estudos de Resisténcia Primaria do HIV-1

Vaérios estudos tém mostrado aumento do numero de falha terapéutica com
HAART em individuos infectados pelo HIV-1 (TORRES RIVERA, 2002).

A presenca de virus resistente em pacientes que ndo fazem uso de anti-retrovirais
¢ uma potente ameaca a eficadcia da HAART. Trabalhos conduzidos entre 1996 a 2001,
mostram que a prevaléncia de resisténcia a drogas entre individuos recentemente infectados,
subiu de 3% para 20% na Ameérica do Norte e de 5% para 15% na Europa. Entretanto, a
heterogeneidade da metodologia utilizada e os diferentes desenho de estudos dificultam a
comparacao entre os resultados e suas conclusdes (GIRARDI, 2003).

A maioria das séries de casos realizadas nos EEUU, na segunda metade da década
de noventa do século XX, analisando doentes com infeccdo recente pelo HIV-1 e sem uso
prévio de anti- retrovirais, porém com casuisticas de tamanhos diferentes, relata a deteccdo de
resisténcia primaria pelo teste de genotipagem.

Entre doentes provenientes de Nova York e Los Angeles evidenciou-se uma

freqliéncia de mutacdes que conferem resisténcia primaria em cerca de 16,3%, sendo 10 casos



(12,5%) aos ITRN, 6 (7,5%) aos ITRNN e 2 (2,5%) aos IP (BODEN, 1999). Estes dados
demonstram resisténcia aos IP apesar de sua introducdo na TARV ser relativamente recente,
sugerindo a necessidade de investigacdes continuas para identificar aumento na transmissao
de virus resistentes (BODEN, 1999). Entre doentes de Seattle e Los Angeles encontrou-se
4% dos pacientes com mutagbes que conferem resisténcia aos ITR, no
entanto, nenhum paciente apresentou resisténcia aos IP (SULLIVAN, 2002). Em St. Louis,
Missouri, 0s autores relatam um aumento da prevaléncia de resisténcia primaria de 4% no
periodo de 1996 a 1998 para 17% no periodo de 1999 a 2001, analisando 62 pacientes
cronicamente infectados (RISTIG et al., 2002).

Um estudo com maior abrangéncia nacional foi conduzido pela Universidade da
Califérnia, analisando 377 pacientes com infeccdo recente pelo HIV-1 e sem uso prévio de
anti-retrovirais, procedentes de 10 cidades norte americanas. Os resultados demonstraram que
a prevaléncia de resisténcia primaria a uma ou mais drogas elevou-se de 3,4% no periodo de
1995-1998 para 12,4% no periodo de 1999-2000, destacando-se que a freqiiéncia de
resisténcia multidroga elevou-se de 1,1% para 6,2% considerando-se 0s mesmos periodos.
Apos o inicio do tratamento anti-retroviral , observou-se que o tempo para se alcangar
supressdo viral foi mais longo e o tempo para apresentar falha virologica foi mais curto neste
grupo de pacientes. Os autores demonstram o0 aumento de virus resistentes aos anti-retrovirais
e sugerem que 0 uso dos testes de resisténcia genotipica parecem ser indicados mesmo para
pacientes com infeccdo recente pelo HIV-1, sem tratamento anti-retroviral (LITTLE et al.,
2002).

Um outro estudo, envolvendo 1.082 pacientes portadores de infecgcdo aguda pelo
HIV-1, livres de tratamento anti-retroviral, atendidos entre 1997 e 2001 em 39 clinicas

situadas em 10 cidades norte americanas, detectou uma frequéncia de 8,3% de mutacdes que



conferem resisténcia aos anti-retrovirais, através do teste de genotipagem (WEINSTOCK,
2004).

No Canada, entre 1997 e 1999 foram realizadas genotipagens de amostras
provenientes de 80 pacientes recentemente infectados pelo HIV, sem tratamento anti-
retroviral encontrando-se uma frequéncia de 21% de mutagdes que conferem resisténcia aos
ITR e 15% aos IP (BRENNER, 2000). Neste mesmo periodo, 81 pacientes recentemente
infectados pelo HIV; 21 através do uso de drogas injetaveis, 56 pelo contacto sexual e 4 com
desconhecida forma de transmissdo, foram genotipados. A prevaléncia foi elevada,
independente da forma de transmissdo. Nos usuarios de drogas, observou-se 24% aos ITR e
24% aos IP, nos que adquiriram pelo contacto sexual, 22% aos ITR e 12% aos IP
(SALOMON, 2000).

Na Itélia, estudos de prevaléncia de resisténcia primaria através de genotipagem,
em portadores de infeccdo recente, identificaram aumento no percentual de pacientes com
mutacdes associadas a resisténcia ao AZT, de 8% no periodo de 1987 a 1994 para 20% e 36%
nos anos de 1996 e 1997, respectivamente (TAMBUSSI, 1998). FILIPPINI e cols (2004) ao
estudarem a prevaléncia de resisténcia primaria do HIV antes e apds 1997, ano da introducgéo
da HAART, envolvendo 21 pacientes que adquiriram a infeccdo antes de 1996 e 27 pacientes
apos 2000, ndo observaram mutacfes que conferem resisténcia primaria aos anti-retrovirais
nos infectados antes de 1996, entretanto, uma ou mais destas muta¢6es foram observadas em
trés (11%) dos 27 pacientes que tiveram diagndstico ap6s 2000. Os autores concluiram que
na Italia, a introducdo da HAART provocou a circulacdo de HIV resistente as drogas.

O foco de algumas investigacdes tem sido a comparagéo das taxas de prevaléncia
entre doentes com infeccdo recente e infeccdo cronica. VIOLIN e colaboradores (2002)

procuraram identificar a prevaléncia de resisténcia primaria em um grupo de



portadores de HIV-1, sem tratamento prévio com anti-retrovirais, sendo 68 com infeccdo
recente e 347 com infeccdo crénica atendidos no periodo de 1996 a 1998. Os pacientes com
infeccdo recente apresentaram frequéncias de 14,7%, 0 e 5,9% de mutacBGes que conferem
resisténcia aos ITRN, ITRNN e IP respectivamente enquanto que os cronicos 7,8%, 4,9% e
1,4%.

A presenga de HIV resistente a TARV, circulante, foi também demonstrada em
outros paises da Europa, como na Espanha (GOMEZ-CANO, 1998). Alguns autores,
encontraram prevaléncias consideravelmente altas, 17% (PUIG, 2000), 26,7%, em doentes
recentemente infectados (BRIONES, 2001; GALLEGO et al., 2003) que obteve 13% em 1999
e 15% em 2001. Um estudo publicado recentemente por EIROS e col., em 2004, relatam uma
prevaléncia de 20,3% no periodo de 1996 a 2003.

Porém, os resultados ndo s&o consensuais. Em Madri, De MENDOZA e col., em
2002, relatam que a prevaléncia de resisténcia primaria caiu de 25,8% nos anos de 1997-1999
para 3,8% em 2000-2001 e os autores sugerem que 0s resultados apontam para a ndo
realizacdo de testes de resisténcia antes do inicio da TARV. De modo semelhante, nas
investigacOes conduzidas por GARCIA-GUERRERO (2002 e 2004) as taxas de prevaléncia
mantém-se baixas.

Na Franca, CESAIRE e col., (1999) identificaram freqiiéncias de mutacdes que
conferem resisténcia a anti-retrovirais de 7%, todos o0s casos envolvidos com o uso de AZT.
Outro estudo, realizado durante o periodo de 1995 a 1998, identificou 17% de prevaléncia de
resisténcia associada aos ITR e 2% aos IP (TAMALET, 2000). DESCHAMPS (2001), no ano
de 1998, analisou amostras através do teste de genotipagem, de 404 doentes cronicamente
infectados, sem tratamento, atendidos em 23 centros especializados da area
metropolitana de Paris, encontrou uma prevaléncia de mutacdes priméaria que conferem

resisténcia ao HIV de 3,7% enquanto que 50,3% dos doentes apresentaram mutacoes



secundaria. Mutagdes associadas com resisténcia aos ITR foi de 3,3% e aos IP foi de 0,8%.
Os autores ndo recomendaram o uso da genotipagem em pacientes cronicamente infectados.

Ainda na Franga, pesquisadores avaliaram 249 doentes com infeccdo aguda, em
1999 e 2000, evidenciando uma prevaléncia de 10%, o que demonstra uma estabilidade
desses percentuais em um periodo de dez anos (CHAIX, 2003).

OETTE e col., (2004), na Alemanha, estudaram a prevaléncia de resisténcia
primaria do HIV em 184 pacientes cronicamente infectados entre janeiro de 2001 a agosto de
2002. MutacOes que conferem resisténcia aos anti-retrovirais foram detectadas em 14% dos
pacientes. Para os ITRN verificou-se uma freqiiéncia de 10,5%, para os ITRNN 2,8% e para
os IP 2,1%. Os autores sugeriram a utilizacdo dos testes de resisténcia genotipica antes do
inicio da TARV.

Em Londres, 37 pacientes soroconvertidos entre janeiro de 1985 a dezembro de
1991 foram submetidos a genotipagem. Apenas 2 (5%) pacientes; um deles que soroconverteu
em agosto de 1991 demonstrou alguma evidéncia de mutacdo na protease e isto parece estar
associado com resisténcia ao AZT e o0 outro que soroconverteu em julho de 1991 foi
classificado como mutacdo intermediaria ao AZT (EASTERBROOK, 2002).

Ao estudar a resisténcia primaria no periodo de 1994 a 2000, 69 pacientes
recentemente infectados com HIV, demonstraram uma prevaléncia de 14% de uma ou mais
mutagdes associadas com resisténcia aos anti-retrovirais.(UK COLLABORATIVE GROUP
ON MONITORING THE TRANSMISSION OF HIV DRUG RESISTANCE, 2001).

Na Suica, observou-se 9% de prevaléncia de resisténcia ao AZT, 2,4% aos
outros ITR e 4% aos IP (YEALY, 1999). Na Dinamarca, durante o ano de 2000, ndo houve
nenhuma mutacdo que confere resisténcia aos IP, em 97 individuos recentemente infectados
com HIV e apenas 2% dos pacientes apresentaram resisténcia aos ITRN (JORGENSEN,

2003). Na Grécia, nos anos de 1999 e 2000, 25 pacientes infectados pelo HIV, sem



tratamento, ndo apresentaram mutacGes que conferem resisténcia aos anti-retrovirais
(MAGIORKINIS, 2002).

Na Australia, verificou-se pelo teste de genotipagem, realizado em amostras
provenientes de 185 pacientes com infeccdo aguda pelo HIV, sem tratamento, estudados no
periodo de 1992 a 2001, uma freqiiéncia de 18,4% de mutagdes que conferem resisténcia aos
ITRN e 2,7% aos ITRNN. Os autores afirmam que apos 1995, com a introducdo dos IP nédo
houve aumento na incidéncia de resisténcia aos inibidores da protease e a freqliéncia de
mutacBes associadas com resisténcia aos ITRN foi significativamente baixa apds 1995, ou
seja; diminuiu de 29,3% para 9,0% (AMMARANOND, 2003).

Em 128 pacientes provenientes de 6 provincias dos Camardes, infectados com
HIV, sem tratamento, ndo foram encontradas nenhuma mutacdo primaria associada aos IP
(KONINGS, 2004). Em 50 pacientes infectados pelo HIV, sem tratamento, na Coréia, a
prevaléncia de mutacao associada com resisténcia para os anti-retrovirais foi de 8,0% (PARK,
2003).

Ao analisarmos os estudos realizados na América Latina, verifica-se que na
Venezuela, de 100 pacientes infectados pelo HIV, apenas dois pacientes estavam infectados
com HIV que apresentava mutagdes, um com resisténcia aos ITR e outro com mutacdo
associada aos IP (DELGADO, 2001). Na Argentina, o estudo de 94 pacientes de Buenos
Aires, cronicamente infectados, sem tratamento, também demonstrou uma taxa de prevaléncia
baixa. A presenca de mutacdo priméaria associada com resisténcia aos ITR foi de 1,2% e

associada aos IP, foi também de 1,2% (KIJAK, 2001).



Estudos de Resisténcia Primaria do HIV-1 no Brasil

No Brasil, as pesquisas sobre prevaléncia de resisténcia primaria do HIV foram
realizadas apo6s introducdo da HAART. O 1° estudo foi conduzido por DUMANS (2002) em
49 pacientes adultos, recém infectados, doadores de sangue, durante o ano de 1998, no Rio de
Janeiro e ndo se encontrou nenhuma mutacdo primaria. As mutaces secundarias
apresentaram frequéncia de 85% para os IP e 87% aos ITR. De 2000 a 2002, 56 pacientes
HIV positivos, sem uso de ARV, atendidos no Hospital Geral do Exército, no Rio de Janeiro
também ndo demonstraram nenhuma mutacdo primaria associada aos IP, no entanto, frente
aos ITRN a prevaléncia foi de 14% (PIRES, 2004).

Posteriormente, SUCUPIRA (2003) analisando 90 pacientes, 25 com infeccédo
recente e 65 cronicos, todos sem uso de ARV, em Santos, S&o Paulo, atendidos de 1999 a
2001, encontraram uma taxa elevada de prevaléncia de resisténcia, 32% nos pacientes com
infecc@o aguda e 29% nos cronicos. BRINDEIRO (2003), durante o ano de 2001, estudou 535
pacientes cronicamente infectados, assintomaticos, provenientes de 13 Centros de Referéncia
em aids, de varias regies do pais, sem uso de ARV. As prevaléncias de resisténcia primaria
obtidas foram de 2,2% aos IP, 2,4% aos ITRN e 2,1% aos ITRNN, ou seja, bem menor que a
taxa obtida por SUCUPIRA (2003).

Embora as taxas de prevaléncia sejam menores quando se investiga pacientes
crbnicos, observa-se que, em locais onde a prevaléncia em pacientes recém infectados é
elevada, por exemplo; na cidade de Santos, a prevaléncia obtida em pacientes cronicamente
infectados tambem esté elevada. Esses dados sugerem que o encontro de uma prevaléncia de

resisténcia primaria alta reflete a situacéo global da resisténcia do HIV aos anti retrovirais.



CONCLUSOES

Do que foi exposto, pode-se dizer que em locais onde a prevaléncia de
resisténcia primaria é elevada, como ocorre no Canada, com prevaléncia de 21% aos ITRN, a
introducdo da TARV de forma empirica pode se constituir um risco para a faléncia do
tratamento. Uma outra situacdo é quando existem indicios de aumento das taxas de
prevaléncia, mesmo que mantidos niveis ainda considerados baixos.

No Brasil, os estudos como um todo apontam para a existéncia de baixas
prevaléncias de resisténcia primaria, porém em locais, como em Santos, onde a taxa situa-se
em torno de 35%, deve ser considerada a realizacdo da genotipagem antes do uso da TARV.

Pode-se dizer que a maioria dos estudos, nacionais e internacionais, sobre
resisténcia primaria detecta maiores indices de prevaléncia frente aos ITRN, independente de
tratar-se de genotipagens realizadas em recém infectados ou crénicos, e até mesmo quando se
utiliza simultaneamente genotipagem e fenotipagem. No entanto, ndo existe consenso a este
respeito e nos estudos conduzido por KIJAK (2001) na Argentina e DELGADO (2000) na
Venezuela, os indices de resisténcia aos ITR e IP sdo semelhantes.

Interessante ressaltar que até 2003, a maioria das pesquisas eram realizadas em
pacientes recém infectados, pois acreditava-se, hipoteticamente, que o paciente agudo
apresentaria virus com resisténcia primaria, enquanto que no paciente com infec¢do cronica
estes virus ja teriam desaparecido, ndo mais sendo identificados pelos testes de resisténcia.
Em 2003, trés estudos relataram que ap6s um ano de observacao, apos 3 anos e mesmo apos 5
anos, 0s virus continuavam resistentes.

Atualmente, a prevaléncia de resisténcia primaria, em pacientes com infeccao recente,
estd bem estabelecida, no entanto, as peculiaridades que promovem elevagdo dos seus indices

ainda sdo desconhecidas. Quanto ao teste a ser utilizado, estudos retrospectivos com pacientes



portadores de infeccdo recente, atraves de genotipagens e fenotipagens concluiram que a
escolha do resgate terapéutico orientado por ambos os métodos é semelhante no que diz
respeito a evolucdo dos pacientes. Nos dias atuais, a concordancia dos métodos atinge 85%
dos casos analisados. A presente revisdo aponta para a necessidade do planejamento de
estudos prospectivos acompanhando-se grupos de doentes com resisténcia primaria, cuja
terapia foi orientada pela genotipagem, outro por testes fenotipicos e um terceiro grupo de
pacientes em que a orientacdo foi apenas pelo quadro clinico. O objetivo seria comparar as
taxas de sucesso do tratamento entre 0s grupos.

Até 0 momento e de um modo geral os autores concordam que a indicacdo de
realizar a genotipagem antes da TARV, como politica de salude, deve orientar-se pela
prevaléncia de resisténcia primaria em uma dada regido (BODEN, 1999; LITTLE, 1999;
YERLY, 1999; PUIG, 2000; BRIONES, 2001; KIJAK, 2001; RISTG, 2002; OETTE, 2004,

DIAZ, 2004; WEINSTOCK, 2004).
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RESUMO

Objetivo — Estimar a prevaléncia de resisténcia primaria aos anti-retrovirais em pacientes
cronicamente infectados pelo HIV-1, sem uso prévio de anti-retrovirais, em um Centro de
Referéncia para o tratamento do HIVV/AIDS do Nordeste do Brasil.

Métodos — Foram colhidas amostras de sangue para extracdo do RNA viral de pacientes com
HIV/AIDS, cronicamente infectados, atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco, antes do inicio do tratamento antiviral, no periodo de fevereiro de
2002 a janeiro de 2003. As regides da transcriptase reversa (TR) e da protease (PR) foram
sequenciadas para a determinacdo das mutacdes relacionadas a resisténcia aos antivirais.
Resultados — Foram ampliadas e genotipadas um total de 84 amostras. Os pacientes
apresentavam CD4 médio de 178,7 célulassmm® e Carga viral média de 269.305 cépias
RNA/mL. A genotipagem revelou 2 (2,4%) pacientes com mutacao principal relacionada aos
ITRN e nenhuma mutacdo principal aos ITRNN ou IP. Foram encontrados 17 (20,2%)
pacientes com mutacgdes secundarias aos ITRN e 67 (79,8%) com mutacdes secundarias
relacionadas aos IP. Mutagdes acessdrias no gene da protease ocorreram nas seguintes
posicOes: L63P [40/84 (47,6%)], M361 [29/84 (34,5%)], V771 [13/84 (15,5%)], L10V [9/84
(10,7%)], K20R [9/84 (10,7%)], A71T [6/84 (7,1%), L10I [5/84 (6%)], A71V [2/84 (2,4%)]
e 154P [1/84 (1,2%)]. As mutacdes associadas a susceptibilidade reduzida aos ITRN foram:
M41L [2/84 (2,4%)], G333E [6/84 (7,1%)], V118 [5/84 (5,9%)], S68G[4/84 (4,8%)], E44D
[1/84 (1,2%)] e K219E [1/84 (1,2%)].

Concluséo — Observou-se baixa prevaléncia de mutacdes primarias relacionadas a resisténcia
aos ITRN em pacientes cronicamente infectados pelo HIV e auséncia de resisténcia aos

ITRNN e IP.
Key Words- HIV-1, resisténcia primaria a drogas, genotipagem, HIV-1

ABSTRACT



Objective — To estimate prevalence rate of primary resistance to antiretroviral agents in
patients with chronic infection by HIV-1 without previous administration of antiretroviral
therapy in a reference center for HIVV-aids treatment in northeast region of Brazil.

Methods — Blood samples were obtained and viral RNA was extracted from patients with
HIV-aids chronic infection who attended to the Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco, before they initiated antiretroviral treatment. The reverse transcriptase (RT)
and protease (PR) sites have been scanned to determinate mutations related to resistance to
antiviral agents.

Results — A total of 84 samples were amplified and genes were sequenced. Patients presented
an average CD4 level of 178,7 cellssmm=3 and average viral counting of 269,305 RNA
copies/ml. Gene sequences found 2 (2.4%) patients with main mutation related to ITRN and
none main mutation related to ITRNN nor to IP. 17 (20.2%) patients had secondary mutations
related to ITRN and 67 (79.8%) patients had secondary mutations related to IP. Accessory
mutations in protease gene occurred in the sites: L63P [40/84 (47.6%)], M361 [29/84
(34.5%)], V771 [13/84 (15.5%)], L10V [9/84 (10.7%)], K20R [9/84 (10.7%)], A71T [6/84
(7.1%)], L10I [5/84 (6%)]A71V [2/84 (2.4%)] e 154P [1/84 (1.2%)]. Mutations related to low
susceptibility to ITRN were: M41L [2/84 (2.4%)], G333E [6/84 (7.1%)], V118l [5/84
(5.9%)], S68G [4/84 (4.8%)], E44D [1/84 (1.2%)], and K219 [1/84 (1.2%)].

Conclusion — A low prevalence rate of primary mutations related to resistance to ITRN in
patients with chronic infection by HIV and absence of resistance to ITRNN and IP were

observed.

Key Words — HIV-1, primary resistance to drugs, gene sequencing.

INTRODUCAO



A utilizacdo de esquemas anti-retrovirais combinados  aumentou
significativamente a sobrevida dos pacientes com aids (PALELLA, DELANEY &
MOORMAN, 1998), entretanto, o aparecimento de mutacdes no genoma viral que resulta em
resisténcia aos medicamentos e a possibilidade da sua transmissdo aos novos infectados tem
sido uma grande preocupacdo. O problema se torna ainda mais grave quando se observa que a
resisténcia cruzada dentro do mesmo grupo de medicamentos € comum, e que a resisténcia a
duas ou mais classes de drogas também pode estar presente e ser transmitida em infecc¢des
primarias (DeGRUTTOLA, DIX & D"AQUILA, 2000; TAMALET et al., 2000; LITTLE et
al., 1999). Todas essas varidveis tornam o controle viral ainda mais dificil e, enfatizam a
importancia de monitorizar a presenca da resisténcia priméaria para avaliar o potencial de
resposta aos antivirais padronizados para inicio do tratamento. O presente estudo tem como
objetivo estimar a prevaléncia de resisténcia primaria, em individuos cronicamente
infectados, atendidos em uma Unidade de Referéncia para o Tratamento do HIV/AIDS do
Hospital das Clinicas da UFPE, sem tratamento prévio, no periodo de fevereiro de 2002 a

janeiro de 2003.

CASUISTICA E METODOS

Um total de 101 individuos infectados pelo HIV-1 atendidos no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife, no periodo de fevereiro de 2002 a
janeiro de 2003 foram incluidos no estudo. Nenhum deles havia utilizado anti-retrovirais
previamente. Os participantes receberam os esclarecimentos pertinentes e assinaram o termo

de consentimento informado. O estudo foi aprovado na Comissdo de Etica do



Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (anexo 2) .Todos responderam ao questionario
(nexo 3).

As amostras de sangue foram submetidas ao isolamento do RNA conforme ja
descrito (STUYVER et al., 1997; TANURI et al., 1999). As regides da Transcriptase Reversa
(TR) e da Protease (PR) foram ampliadas através da PCR. Os fragmentos de PCR foram
sequenciados num seqlenciador automatizado AB3100 (MORTENSEN, AZEVEDO &

MUNERATO, 2002).

Caracteristicas dos pacientes

Foram incluidos 101 pacientes, entretanto 17 (16,8 %) amostras de sangue destes
individuos ndo geraram fragmentos na Reacdo em Cadeia da Polimerase para as regides
genbmicas da Transcriptase Reversa ou Protease, sendo excluidos da anélise, restando 84
pacientes, cujos dados sdo descritos neste trabalho.

A maioria deles eram homens jovens, com até oito anos de escolaridade. A forma
de transmissdo foi principalmente a sexual, sendo a maioria com praticas heterossexuais,
seguidos dos homossexuais e em menor freqliéncia os bissexuais. A transmissdo sanguinea
por uso de drogas injetaveis ou hemotransfusdo foi pouco importante. O nivel médio de
linfocitos CD4 foi de 178,7 célulassmm® e a média de RNA plasmatico foi de 269.305

copias RNA/mL (Tabela 1).

Andlise Genotipica e MutacGes Primarias e Secundarias

MutacgOes primarias relacionadas aos ITRN ocorreram em 2 (2,4%) pacientes, e
nenhuma mutacdo priméria relacionadas aos ITRNN ou IP foi encontrada. MutagOes
secundarias relacionadas aos ITRN ocorreram em 17 (20,2%) pacientes e relacionadas aos IP

em 67 (78,3%). N&o houve mutacdo secundaria relacionada aos ITRNN (Tabela 2).



A mutacdo primaria relacionada aos ITRN nos 2(2,4%) pacientes foi a M41L e as
mutacBes secundarias mais frequentes relacionadas a este grupo de antivirais foram a G333E
que ocorreu em 6/84 (7,1%) pacientes, a V118l em 5/84 (5,9%), a S68G em 4/84 (4,8%) e as
mutacdes E44D e K219E que ocorreram em 1/84 (1,2%) paciente cada (Grafico 1).

As mutacgdes secundarias relacionadas aos IP mais freqlentes foram a L63P em
40/84 (47,6%) pacientes, a M361 em 29/84 (34,5%), a V771 em 13/84 (15,5%), a L10V e a
K20R em 9/84 (10,7%) pacientes cada uma, a A71T em 6/84 (7,1%), a L10l em 5/84 (5,9%),

a A71V em 2/84 (2,4%) e a 154P em 1/84 (1,2%) paciente (Gréfico 2) .

DISCUSSAO

Este estudo revelou uma baixa prevaléncia de mutagdes de resisténcia primaria do
HIV-1 em individuos cronicamente infectados e, sem tratamento prévio, apesar da elevada
frequéncia de mutagdes acessorias.

A principal critica ao estudo é analisar a resisténcia primaria em individuos
cronicamente infectados e na sua maioria sintomaticos. Acredita-se, de forma intuitiva, que a
deteccdo de resisténcia primaria estaria prejudicada em individuos cronicamente infectados na
auséncia de tratamento (mesmo em individuos primariamente infectados por virus
resistentes), por isso 0 exame teria valor apenas nos pacientes com soroconversao recente. A
idéia vigente € que nas fases mais tardias, os virus selvagens geralmente multissensiveis
tenderiam a se multiplicar e a genotipagem ndo detectaria mais as cepas virais com mutacdes
de resisténcia latentes por falta de pressdo de selecdo da droga. Isto é realmente verdade em
pacientes com resisténcia secundaria, quando se suspende o tratamento anti-retroviral,
entretanto, ndo se sabe ao certo se isto se aplicaria a pacientes com resisténcia primaria. Nesta

situacdo, ou seja, nas infeccdes recentes pelo HIV-1, os principais mecanismos de pressao de



selecdo sdo as respostas por anticorpos neutralizantes ou os linfocitos T citotoxicos e, neste
caso nao haveria conversdo rapida a um virus selvagem sensivel a drogas e com elevada
capacidade de replicacdo da polimerase como ocorre naqueles com resisténcia secundaria aos
antivirais (BARBOUR et al, 2004). Os estudos que dao base a esta afirmacdo demonstram
persisténcia de mutacbes de resisténcia em individuos agudamente infectados com virus
resistentes apdés 1 ano (BARBOUR et al, 2004), ap6s 3 anos (LITTLE et al., 2004) e ap06s 5
anos (WAINBERG, 2002 apud DIAZ, 2004) de observacéo.

Os dois casos de mutacdes primérias encontrados no estudo foram relacionados aos
ITRN e determinam reducdo da sensibilidade ao AZT. Os ITRN foram o primeiro grupo de
anti-retrovirais introduzidos no uso clinico, podendo-se entdo inferir que os virus aqui
testados representam os virus circulantes na época de aquisicao da infeccdo, ou seja, cerca de
uma década atras. Um estudo londrino que avaliou 37 individuos com soroconversdo entre
1984 e 1991, mostrou que apenas dois deles apresentava mutacdes significantes e estas
também ocorreram na transcriptase reversa, reduzindo a sensibilidade ao AZT
(EASTERBROOK et al., 2002). Um estudo grego que avaliou 25 individuos cronicamente
infectados na Grécia ndo mostrou mutacdes de resisténcia, pois estas devem ser infecgdes
antigas (MARGIORKINIS 2002). Entretanto, na Espanha, as genotipagens de 145 individuos
cronicamente infectados apresentaram 20,27% de resisténcia, propor¢do bastante elevada
(EIROS et al, 2004). No Brasil, um estudo realizado em 2001, que avaliou 535 individuos
cronicamente infectados e assintomaticos, detectou apenas 6,6% individuos com mutagdes de
resisténcia primaria, sendo 2,4% aos ITRN, 2,0% aos ITRNN e 2,3% aos IP. Neste grupo de
pacientes foram incluidas 42 amostras da regido nordeste (dos estados da Bahia e Ceara),
dentre estas, apenas duas (4,8%) apresentavam mutacOes de resisténcia primaria
(BRINDEIRO 2003). Um outro estudo, realizado entre 56 soldados cronicamente infectados,

a maioria assintomaticos, no estado do Rio de Janeiro, mostrou baixa prevaléncia de mutacdes



de resisténcia primaria, alem de reducéo na incidéncia de mutacdes acessorias aos IP ao longo
dos anos, provavelmente, em decorréncia de esquemas mais potentes de IP utilizados mais
recentemente (PIRES, 2004). Todos esses dados mostram que o Brasil apresenta niveis de
resisténcia primaria abaixo da maioria de outros paises, apesar do acesso universal a
medicacdo antiviral desde 1996 (SOARES, 2003) e que na regido Nordeste, particularmente
em Pernambuco, ela é ainda mais baixa. Pode-se suspeitar, sem entretanto afirmar, que esta
menor frequéncia de resisténcia primaria decorra de um acesso mais tardio aos medicamentos.

No mundo, os estudos apontam a tendéncia da resisténcia priméria em duas
direcdes. Um importante estudo realizado em 10 centros americanos mostra um aumento de
mutacdes de resisténcia em infecgdes primérias agudas. Nas infecgdes adquiridas entre 1995 e
1998 as taxas eram de 8%, tendo se elevado para 22,7% nas infec¢Bes agudas adquiridas entre
1999 e 2000 (LITTLE, 2002). Enquanto isso, no Canada, na Franca e na Austrélia os estudos
mostram estabilizacdo dos niveis de resisténcia primaria nas infec¢des agudas mais recentes
(CHAIX, 2003; BRENNER, 2000; AMMARANOND 2003). Apesar dessa estabilizacéo, a
resisténcia primaria é elevada, como no Canada onde a avaliacdo de 80 individuos com
infeccdo aguda entre 1997 e 1999 mostrou que as mutacdes de resisténcia priméaria aos ITRN
e ITRNN somaram 21% e mutagdes aos IP somaram 15% dos casos (BRENNER, 2000). Na
Franca, 249 individuos com infeccdo priméria diagnosticada entre 1999 e 2000 mostraram
10% de individuos com mutacGes de resisténcia principal a pelo menos um anti-retroviral,
sendo 8% aos ITRN, 4% aos ITRNN e 6% ao IP. Doze pacientes apresentavam resisténcia a
dois ou trés grupos de antivirais simultaneamente (CHAIX, 2003). Na Australia o pico de
resisténcia nas infeccdes primarias ocorreu na década de 90 e agora se encontra num plateau
de 10-15% nos ultimos 3 anos (AMMARANOND, 2003). Apesar dessa tendéncia a
estabilizacdo parecer uma boa noticia, suspeita-se que ela seja a expressdo de uma realidade

ruim, isto €; a possibilidade do aumento do nimero de casos da epidemia, reduzindo a



importancia relativa das infecges com mutacGes de resisténcia, a reducdo da proporcgdo de
individuos realmente utilizando o tratamento e as conseqliéncias da troca da terapia Unica ou
dupla pelas terapias triplas (SANCHEZ et al., 2004).

Finalmente, observa-se uma elevada freqiéncia de mutagbes acessorias,
principalmente as relacionadas aos IP. Felizmente, no grupo dos IP, as mutacGes acessorias
tém pequeno impacto na diminuicdo da susceptibilidade ao anti-retroviral, tendo uma fungéo
maior na recuperacao do fitness viral, que fica enormemente comprometido pelas mutac6es
principais. Ao contrario, as mutagdes acessorias aos ITR sdo significativas, podendo resultar
numa pequena diminuicdo de susceptibilidade ou seja, uma resisténcia parcial a droga. E, em
algumas situac@es, a soma de uma mutacdo acessoria a uma principal pode dobrar ou triplicar

esta reducdo da susceptibilidade (DIAZ, 2004).

CONCLUSAO

Este estudo mostra a baixa prevaléncia da resisténcia primaria aos anti-retrovirais
entre individuos cronicamente infectados pelo HIV-1, a grande maioria sintomaticos, em um
Servico de Referéncia para o tratamento do HIV/AIDS em Pernambuco, resultado
semelhante a estudo prévio realizado no Brasil, que incluiu dois estados nordestinos.
Entretanto, a oferta universal da medicacdo pelo Ministério da Saude a partir de 1996, pode

modificar esta realidade, que deve ser monitorada periodicamente.
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Gréfico 1. Mutagdes primarias e secundarias relacionadas aos ITRN nos 84 pacientes estudados no HC da
UFPE, de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003.
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Gréfico 2. Mutagdes secundarias relacionadas ao grupo dos IP nos 84 pacientes estudados no HC da UFPE, de

fevereiro de 2002 a janeiro de 2003.
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Tabela 1. Dados demograficos, imunoldgicos e viroldgicos dos 84 pacientes estudados
no HC da UFPE, de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003.



Caracteristicas n %

Sexo
Masculino 54 64,3
Feminino 30 35,9

Faixa etaria (em anos)
De18a 30 24 28,6
De31a40 33 39,3
41 e mais 27 32,1

Escolaridade

Nenhum 10 12,0
1-8 44 52,4
9-12 23 274
>12 07 8,2

Categoria de exposicéo

Homossexual 25 29,8
Bissexual 10 12,0
Heterossexual 49 58,3
Usuério de droga injetavel 02 2,4
Transfusdo 00 0,0
Hemofilico 01 1,2

Sintomatologia

Sim 76 90,5
Né&o 08 9,5
CD4 (Média =178,7; DP =155,7)
200 células/mm?® e mais 25 29,8
Menor de 200 células/mm? 42 50,0
Sem informacao 17 20,2

CV (Média =269.305; DP = 294.207)

> 100.000 copias RNA/mL 37 440
<100.000 copias RNA/mL 27 32,1
Sem informacédo 20 23,9

Categoria de exposicao

Tabela 2. Mutacgdes primarias e secundarias segundo o0s grupos de anti-retrovirais dos 84

pacientes estudados no HC da UFPE, de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003.



Mutacéo

Grupos de ARV Priméaria Secundéria
n % n %
ITRN 2/84 2,4 17/84 20,2
ITRNN -/84 - - -
IP -184 - 67/84 79,8

Tabela 3. Descrigdo dos 84 pacientes pesquisados segundo a idade, sexo, fator de risco, subtipo e mutagdes

relacionadas aos diferentes grupos de ARV no HC da UFPE, de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003.

Nome Idade Sexo Fator de Subtip Grupos de ARV




risco

o

ITRN

ITRN N IP
A.AB. 25 M HMS B L63P, A71V, V771
AAS. 50 M HTS B M361
ALMR. 24 M HTS B S68G
AL.S. 24 M HMS B V771
AM.A.S. 56 F HTS, HEM F
AM.LF. 35 F HTS F M361
AP.S. 22 F HTS B L10lI, L63P
AR.C. 22 M HMS B V771
C.B.B. 32 M HTS B L63P
C.B.S. 59 M HTS B L63P, M361
D.C.B. 80 F HTS B L10l, A71T, L63P, V77I
D.S.B.M. 39 M HMS B L63P
E.AE. 37 M HMS FB M361
E.A.M. 45 F HTS B V771
E.A.S. 31 M HMS, UDI B
E.A.S. 35 M HMS F K20R, M361
E.C.C. 38 M HTS B L63P
E.C.S. 41 M HTS B L63P
E.F. 49 M HTS B
E.J.O. 29 M HMS B M361, L63P
E.J.S. 54 F HTS B L63P
E.M.S. 35 M HMS, UDI B M361, L63P
E.R.O. 20 F HTS B
ES.A. 35 M HMS B S68G L63P, A71T
E.S.B. 21 F HTS F K20R, M361
E.S.C. 31 F HTS F K20R, M361
F.A.S. 32 M HTS F M361
F.AS. 33 M HTS F L10V, M36l
F.F.S. 43 M HMS BF M36I
G.L. 29 M BSX B M361
H.S.B. 50 M HTS B
I.C.M.S. 33 F HTS B
I.LF.G. 36 M BSX B
J.B.S. 43 M BSX B L63P, A71V
JB.V. 46 F HTS B 154P, L63P

G333
J.C.ES. 45 M HMS B E

G333
J.C.L. 30 M BSX B E L63P
J.CS. 41 F HTS B L63P
J.C.S.N. 19 M HTS F K20R, M361
J.D.P. 36 M HMS F K20R, M361
JD.S.L. 28 F HTS F E44D M361
J.F.S. 31 M HMS F V118l M361, L10V
J.G.S. 45 M HMS B L63P
JJ.S. 31 M HTS B L63P, A71T
J.LA. 27 M HMS B V771, L63P
J.L.N. 41 M HMS B

Fator de Subtip
Nome Idade Sexo risco 0 Grupos de ARV




ITRN

ITRN N IP
JM..C. 66 M HTS B
JRS. 37 M HMS B L63P
JSM. 42 F HTS B V118l M361, L63P
JSP.N. 49 M HTS F M361, L63P
JS.S. 39 M HTS B V77l
L.G.S. 33 F HTS B V118l
L.H.S.P. 29 M BSX B L63P, V77
L.JN.M. 27 M HTS B
L.M.M. 43 M BSX B L63P
G333
M.C.A. 19 F HTS B E L63P, V77
M.C.F.S. 4 F HTS C M36l
M.C.L. 48 M BSX B L63P
M.C.S. 35 F HTS B M36i, V771
M.G.P.A. 33 F HTS B
M.1.L 36 M HTS B L10V, V77I
M.J.C. 36 M HMS B Vi8I L63P, A71T, V77l
M.J.O.P. 20 M HMS B L63P
M.J.S. 23 F HTS B L63P
M.J.S.F. 42 M BSX B
M.S.G.S. 18 F HTS F K20R, M36l
M.V.G.R.N. 29 F HTS B K20R, L63P, A71T
ME.M.S. 61 F HTS F L10V, K20R, M36l
G333
P.B.C. 34 M BSX B E L63P
G333
P.P.S. 29 F HTS B E L63P
RAR. 39 M HMS B L63P
R.F.O. 38 M HMS B S68G L10V, L63P, A71T
R.0.S.C. 24 F HTS F M361, L63P
R.S.F. 33 M HMS F M36l
S.AF. 36 F HTS B M4IL L10l, L63P
S.C.B. 41 F HTS B
S.G.L. 30 M HTS B S68G
G333
S.M.S. 42 M HTS F E L10V, M361, L63P
S.S.I. 34 M BSX B L10V, L63P
S.V.C.S. 35 M HMS BF  Viisl L10V, A77I, L63P
S.V.N.C. 39 F HTS F ML L101, M36l
V.ESA. 27 F HTS B L10I
V.J.C.L. 31 M HMS B M36l, L63P
K219
V.T.S. 46 F HTS F E L10V, M361, K20R

HMS - Homossexual

UDI — Usuério de droga injetavel BSX -Bissexual

HTS — Heterossexual HEM — Hemofilico
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RESUMO



Cerca de 42 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo HIV-1 no mundo e, 12% delas pelo
subtipo B, verificando-se entretanto, que a maior parte dos conhecimentos e dos exames
laboratoriais sdo dirigidos para este subtipo. O conhecimento das caracteristicas relacionadas
aos subtipos ndo-B séo escassos, geralmente inferidos do subtipo B. Esse estudo analisou as
caracteristicas epidemioldgicas, mutacGes virais e subtipos do HIV-1 de 84 pacientes
atendidos num Servigco de Referéncia para o atendimento do HIV/AIDS no Estado de
Pernambuco, submetidos a genotipagem. A seguir, foram comparados os desfechos do
tratamento anti-retroviral em 62 pacientes portadores dos subtipos B e F que realizaram este
tratamento por um periodo médio de 18 a 22 meses. Os subtipos B e F ocorreram em 72,6% e
22,6% dos pacientes respectivamente. Cerca de 78,9% dos pacientes com o subtipo F e 55,7%
dos pacientes do subtipo B eram heterossexuais. As mutagdes relacionadas aos IP foram mais
frequentes entre os virus de subtipo F, sem entretanto, alcancar significncia estatistica. O
desfecho favoravel do tratamento, isto é, a carga viral indetectavel ao fim do periodo, foi
semelhante nos dois grupos, ocorrendo em 63,8% dos pacientes portadores do subtipo B e em
73,3% dos portadores do subtipo F. A contagem de linfocitos CD4, antes e apds tratamento,
foi semelhante nos dois grupos. Conclui-se que, alguns aspectos parecem diferir entre
pacientes infectados pelos dois subtipos predominantes, B e F, como; transmissibilidade
maior do subtipo F entre heterossexuais e maior presenca de mutagdes relacionadas aos IP
neste subtipo F, entretanto, sem significancia estatistica. O acompanhamento durante periodo
de 18 a 22 meses ndo mostrou diferengas na resposta ao tratamento anti-retroviral entre os

subtipos B e F.

ABSTRACT



About 42 millions of people are infected by HIV-1 all over the world and 12% of them with
subtype B of the virus, although most knowledge and laboratory tests are directed to this
subtype. Knowledge about characteristics related to non-B subtypes is rare, usually deduced
from the subtype B of the virus. The present study assessed epidemiological aspects, viral
mutations and HIV-1 subtypes among 84 patients by gene sequencing attended in a Reference
Service for HIV/AIDS treatment in the state of Pernambuco. Thereafter, results of
antiretroviral therapy in 62 patients infected by subtypes B and F who received antiretroviral
drugs for an average period of 20-22 months were compared. Subtypes B and F were present
in 72.6% and 22.6% of the patients. About 78.9% of the patients infected by subtype F were
heterosexual against 55.7% of patients infected by subtype B. Mutations related to IP were
more frequent among viral subtype F, which did not, however, became statistically
significant. Favorable results of treatment, which means undetectable viral replication in end
of follow-up period, were similar between both groups, presented by 63.8% of the patients
infected by subtype B and by 73.3% of the patients infected by subtype F. CD4 lymphocytes

counting before and after treatment was similar in both groups.

INTRODUCAO



O HIV-1 é dividido em trés grupos, M (main), O (outlier), e N (new). O grupo M é
0 mais prevalente e é subdividido nos subtipos: A,B,C,D, F1, F2, G,H, J,K e formas
recombinantes circulantes (CRF) que sdo hibridos entre subtipos diferentes. O principal
subtipo prevalente na América do Norte e Europa Ocidental é o B, enquanto na Europa
Oriental, na Asia e na Africa predomina o subtipo C. Neste ultimo continente, berco da
epidemia, estdo presentes praticamente todos os subtipos virais (APETREL., 2004). No Brasil
predomina o subtipo B, mas ha um crescente aumento de infec¢bes pelo subtipo C no Sul e
Sudeste, enquanto no Nordeste, Norte e Oeste 0 subtipo F aparece como segundo subtipo
mais freqliente (BRINDEIRO., 2003; SOARES., 2003) . Os testes que utilizam anélise de
acidos nucléicos, como € o caso da genotipagem, foram desenvolvidos nas regiées em que
predomina o subtipo B sendo otimizados para este subtipo. Por esta razdo, quando outros
subtipos que ndo o B estdo presentes, o desempenho dos testes comerciais pode ficar
prejudicado, resultando em falsos negativos, pela auséncia de ampliacdo da PCR
(THOMPSON et al., 2002). Além disso, ha indicios de que os diferentes subtipos diferem
quanto a patogenicidade, propriedades bioldgicas, transmissibilidade, mutacdes e resposta
terapéutica aos antivirais (THOMPSON et al., 2002; APETREI et al., 2004; PIRES et al.,
2004). O subtipo B é o mais estudado, entretanto, apenas 12% dos 42 milhdes de individuos
infectados pelo HIV-1 no mundo sdo portadores deste subtipo (APETREI et al., 2004).
Assim, torna-se relevante conhecer as caracteristicas dos outros subtipos virais e sua resposta
a terapia antiviral.

O presente estudo tem como objetivo conhecer os subtipos do HIV-1 predominantes
em individuos atendidos em um Servico de Referéncia para o tratamento do HIV-AIDS em
Pernambuco e avaliar diferencas na epidemiologia, incidéncia de mutacfes e resposta clinica
aos anti-retrovirais entre os subtipos B e F.

CASUISTICA E METODOS



Um total de 84 individuos infectados pelo HIV-1 atendidos no Servico de Doencas
Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco —
Recife, no periodo de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003, foram submetidos a genotipagem
conforme técnica descrita a seguir. O inicio do tratamento foi indicado quando o paciente
apresentava contagem de linfécitos CD4+ abaixo de 350 células/mm®, sintomas relacionados
a aids ou aparecimento de doencas oportunistas e sempre com uso de esquemas potentes
contendo pelo menos trés anti-retrovirais. Os pacientes com indicacdo de tratamento anti-
retroviral tiveram seu esquema antiviral escolhido aleatoriamente e baseado em critérios
clinicos e laboratoriais; foram utilizados esquemas com 2 inibidores da transcriptase reversa
analogos de nucleosideos (ITRN) + 1 inibidor de protease (IP) ou 2 ITRN + 1 inibidor da
transcriptase reversa ndao analogo de nucleosideo (ITRNN) sugeridos pelo Consenso em
Terapia Anti-retroviral para Adultos do Ministério da Saude de 2004 (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2004). A analise dos subtipos foi realizada posteriormente ao inicio da
terapéutica. Os pacientes foram acompanhados ambulatorialmente e submetidos a contagem
de linfécitos CD4+ ( medido atraves da Citometria de Fluxo) e carga viral (medida através da
Teste da Amplificacio Baseada em Acidos Nucléicos — NASBA) a cada 4 a 6 meses. Na
analise dos subtipos, padrdo socio-demografico e suas mutagdes, foram incluidos todos os
pacientes, entretanto, para a andlise da resposta terapéutica foram excluidos; os pacientes
pertencentes a outros subtipos que ndo B e F; os que ndo iniciaram tratamento anti-retroviral
0s que tiveram acompanhamento por menos de 6 meses apos o inicio da terapia, e 0s que
abandonaram o tratamento, restando entdo 62 individuos. Considerou-se desfecho favoravel a
manutencdo de carga viral indetectavel ao final da observagdo e desfecho desfavoravel a

carga viral detectavel (acima de 400 cépias RNA/mL) ou o dbito.



Para a realizacdo da genotipagem as amostras foram submetidas ao isolamento do
RNA. As regifes da Transcriptase Reversa e da Protease foram ampliadas através da PCR e a
seguir sequenciadas num sequenciador automatizado AB3100 (Applied Biosystems/Abbott)
utilizando o Kit ViroSeq HIV-1 v.2.0 da Applied Biosystem/Abbott (MORTENSEN et al.,
2002). As sequiéncias da TR e PR de todas as amostras foram submetidas a determinacgéo do

subtipo do HIV-1 através do software http://hivdb.stanford.edu. Os participantes receberam os

esclarecimentos pertinentes e assinaram o termo de consentimento informado (anexo 1). O
estudo foi aprovado na Comisséo de Etica do Centro de Ciéncias da Salide da UFPE (anexo

2).

RESULTADOS

Foram genotipadas 84 amostras, que revelaram predominancia dos subtipos B e F ou
seja, 61(72.6%) pacientes com subtipo B, 19(22.6%) com subtipo F, 3(3.6%) com subtipos
B/F e 1(1.2%) paciente com o subtipo C do HIV-1.

A distribuicdo dos casos, por caracteristicas socio-demogréaficas, ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas. A categoria de exposicdo predominante foi a
sexual, particularmente a heterossexual. Cerca de 78,9% dos pacientes com o subtipo F eram
heterossexuais, contra 55,7% dos pacientes do subtipo F, mas esta diferenca ndo foi
significativa (p=0.122). O sexo masculino foi predominante entre os subtipos B, F e B/F. O
unico caso de infeccdo pelo HIV, subtipo C, ocorreu em uma mulher (Tabela 1).

Detectou-se a presenca de mutacdes relacionadas aos ITRN e aos IP nos subtipos B, F
e B/F, com maior frequéncia de mutagOes relacionadas aos IP no subtipo F, embora sem
significancia estatistica (p=0.754 e p=0.059). O Unico caso de infec¢do pelo subtipo C, da

casuistica, apresentou mutacéo relacionada aos IP (Tabela 2).



Dos 84 pacientes, 62 foram avaliados quanto a resposta ao tratamento, sendo 47 do
subtipo B e 15 do subtipo F. Dos 22 restantes, 14 ndo tiveram indicacdo de iniciar terapia
antiviral, 4 pertenciam a subtipos que ndo o B ou o F e 4 abandonaram o tratamento, porisso
excluidos da analise do desfecho. A tabela 3 resume as caracteristicas viroldgicas e
imunologicas iniciais e finais dos pacientes submetidos ao tratamento antiviral. A maioria dos
pacientes nos dois grupos apresentava carga viral acima de 100.000 copias RNA/mL, a média
da contagem de linfécitos CD4 foi de 131,5 célulassmm®, nos pacientes infectados pelo
subtipo B e 164,8 células/mm® nos infectados pelo subtipo F. Houve elevacdo semelhante da
contagem de CD4 nos dois grupos ap0s o tratamento, bem como na freqiiéncia dos que
atingiram a carga viral indetectavel. O tempo de acompanhamento ap0s o inicio do tratamento
foi de 20,2 meses no subtipo B e 22,8 meses no subtipo F. A proporcdo de pacientes
utilizando esquemas com ITRNN ou com IP foi semelhante nos dois grupos.

O desfecho favoravel, ou seja, a carga viral indetectavel (< 400 copias RNA/mL)
ocorreu em 30 (63,8%) pacientes com o subtipo B e 11(73.3%) pacientes com o subtipo F do
HIV, sem diferenca significativa entre os grupos (Tabela 4).

A andlise da relacdo do desfecho com as caracteristicas bioldgicas, virologicas
(incluindo o subtipo viral B ou F) e do tipo de tratamento utilizado ndo mostrou diferencas

significantes entre aqueles com desfecho favoravel e o desfavoravel (Tabela 5).

DISCUSSAO

O presente estudo revelou a predominancia do subtipo B do HIV-1 e coexisténcia dos

subtipos F, B/F e um caso importado de subtipo C. N&o houve diferenca significante na

resposta ao tratamento antiviral nos subtipos B e F.



A distribuicdo de subtipos no Brasil é complexa e dindmica. O subtipo B ainda é o
mais prevalente, mas outros subtipos como o F , C e D e recombinantes B/F estdo presentes
(BRINDEIRO et al., 1999; BRINDEIRO et al., 2003). Estudos recentes mostram elevadas
proporg¢des do subtipo C na regido sul (atingindo 24% no Parand e 44% no Rio Grande do
Sul) e um aumento crescente da freqiiéncia daquele subtipo nos estados do Rio de Janeiro e
Sao Paulo (BRINDEIRO et al., 2003; SOARES et al., 2003). Por outro lado, o subtipo F tem
maior importancia nas regides do norte, nordeste e centro do pais. (BRINDEIRO et al., 2003;
SOARES et al., 2003). O presente estudo, realizado em Pernambuco, confirma a importancia
dos subtipos B e F do HIV-1 no nordeste, com o subtipo F constituindo 22,6% das 84
amostras analisadas. Este dado mostra maior freqiiéncia do subtipo F neste Estado quando se
compara aquela encontrada em estudo que analisou 30 amostras do Ceard e 12 da Babhia,
resultando em 86,4% das amostras com o subtipo B, 4,6% com o subtipo F e 9% de cepas
recombinantes (BRINDEIRO et al., 2003). O unico paciente com subtipo C do presente
estudo era proveniente da regido Sul do Brasil, confirmando a inexisténcia autoctone deste
subtipo na Regido Nordeste.

Esse estudo sugere que o subtipo F parece ser mais freqiiente entre os heterossexuais e
o0 subtipo B mais freqliente entre 0os homossexuais e bissexuais, apesar dos testes estatisticos
ndo mostrarem diferenca estatisticamente significante. Este aspecto também foi sugerido por
Avilla et al. (2002), que comparou os subtipos do HIV-1 em 134 homens heterossexuais e
suas parceiras com 95 homens que praticam sexo com homens. Concluiu que, na Argentina
circulam duas epidemias diferentes. A primeira entre homens heterossexuais e suas parceiras,
geralmente pobres, com 77% deles infectados pelo subtipo F e a segunda entre homossexuais,
com bom nivel socio-cultural, entre os quais, apenas 10% eram portadores do subtipo F
(AVILLA et al., 2002). Alguns aspectos recentes da epidemia na Regido Nordeste do Brasil,

local onde foi realizado este estudo, parecem estar relacionados com a presenca do subtipo F.



O primeiro é a predominancia da transmissdo sexual do HIV-1 que atinge cerca de 95% dos
casos, sendo rara a transmissdo pelo uso de drogas injetaveis. O segundo aspecto é o
crescimento do nimero de casos de infeccdo pelo HIV-1 entre os heterossexuais (homens e
mulheres), substituindo a predominéncia entre 0s homossexuais e bissexuais existente nos
primordios da epidemia. Suspeita-se, que o subtipo F tenha maior facilidade de propagar-se
através da transmissdo heterossexual. A diferenga na transmissibilidade entre os subtipos B e
ndo-B parece estar relacionada ao tropismo do HIV-1 frente as células de Langerhans,
principal alvo na transmissdo vaginal do HIV-1. Alguns autores sugerem que a
susceptibilidade das células de Langerhans a infeccdo pelo subtipo B esta substancialmente
reduzida quando comparada com os subtipos C e E, justificando a menor frequéncia daquele
subtipo nos heterossexuais (SOTO-RAMIREZ et al., 1996; TANURI et al., 1999). Cabe
salientar, entretanto, que a distin¢cdo no tropismo viral entre os subtipos do HIV-1 ainda é um
tema controverso (APETREI et al., 2004).

Numerosos estudos sugerem que as mutacGes associadas a resisténcia aos anti-
retrovirais sdo mais freqlentes entre subtipos ndo-B. As mutacfes mais citadas estdo
relacionadas aos ITRN e aos ITRNN (APETREI et al., 2004). Este estudo apontou a maior
freqliéncia de mutacGes relacionadas aos IP entre os pacientes do subtipo F, apesar de nao ter
apresentado diferenca significante. E curioso ressaltar que este dado diverge de um estudo
brasileiro realizado em 1999 que demonstra baixa frequéncia de mutagdes de resisténcia aos
IP no subtipo F. Possivelmente, a utilizacdo dos IP na comunidade tenha resultado na
presenca destas mutacdes, mesmo que 0 paciente ndo tenha utilizado ele proprio, a terapia
antiviral. A maioria dos subtipos do grupo M sdo naturalmente sensiveis a todas as drogas
contra 0 HIV-1, e a resposta terapéutica dos pacientes infectados com subtipos ndo-B parece
ser boa (FRATER et al., 2001; FRATER et al., 2002; PILLAY et al., 2002), apesar de poucos

estudos sobre o tema. A comparacao da resposta terapéutica entre os pacientes dos subtipos B



e F mostrou igualdade de freqiiéncia nos desfechos favoraveis, ou seja, em atingir a carga
viral indetectavel, apesar do numero de dbitos ser maior no subtipo B. Do mesmo modo, 0
subtipo viral B ou F ndo esteve relacionado ao tipo de desfecho e a média da contagem dos
linfocitos CD4+ foi semelhante ao fim do acompanhamento nos subtipos B e F. O tempo de
tratamento de 20 a 22 meses foi consideravel, permitindo uma avaliacdo consistente da
resposta viroldgica. Assim, com um ndmero de casos aparentemente pequeno, pode-se
concluir que os dois subtipos virais B e F respondem igualmente ao tratamento anti-retroviral,

apesar de possivel maior nimero de mutacdes relacionados aos IP no subtipo F.

CONCLUSOES

Os subtipos B e F foram os predominantes. Alguns aspectos parecem diferir entre
pacientes infectados pelos dois subtipos como transmissibilidade maior do subtipo F entre
heterossexuais, a maior presenca de mutacdes relacionadas aos IP neste subtipo F, entretanto
sem significancia estatistica. O acompanhamento durante periodo de 18 a 22 meses nédo

mostrou diferengas na resposta ao tratamento anti-retroviral entre os subtipos B e F.
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Tabela 1. Padrdo sécio-demogréfico dos 84 pacientes infectados por diferentes subtipos do HIV-1

Subtipos
Variaveis
sdcio-demograficas B F B/F C Total
n % n % n % n %
Sexo x?=2,04 p=0,153
Masculino 42 68,3 09 474 03 100,0 00 0,0 54 64,3
Feminino 19 31,7 10 52,6 00 0,0 01 100,0 30 35,7
Idade t =0,20 p=0,655
Média + DP 36,5+11.2 352+11,6 38,3+4,2 41 anos 36,4+10,9
Escolaridade x*=5,32 p=0,149
Analfabeto 08 13,1 02 10,5 00 0,0 00 0,0 10 11,9
1-8 anos de estudo 28 45,9 14 73,7 02 66,7 00 0,0 44 52,4
8-11 anos de estudo 19 31,1 03 15,8 01 33,3 00 0,0 23 27,4
> 11 anos de estudo 06 9,8 00 0,0 00 0,0 01 100,0 07 8,3
Categoria de exposicao* x?=2738 p=0,122
Heterossexual 34 55,7 15 78,9 00 0,0 01 100,0 50 59,5
Homossexual/bissexual 27 44,3 04 11,1 03 100,0 00 0,0 34 40,5
Usuério de Droga Injetéavel x*=0,001 p=0,996
Sim 02 33 00 0,0 00 0,0 00 0,0 02 2,4
N&o 59 96,7 19 100,0 03 100,0 01 100,0 82 97,6

** Os teste t-student e Qui-quadrado utilizados foram calculados comparando os pacientes de subtipo B e F



Tabela 2. Mutag8es principais e secundarias dos 84 pacientes pesquisados segundo os grupos de ARV e subtipos de HIV

Subtipos
Caracteristicas soroldgicas e B F Total 1’ p-valor
imunoldgicas n % n % n %
Carga viral inicial*
Menos de 100.000 cdpias/MI 11 29 05 45,5 16 22,4 0,44 0,507
Mais de 100.000 copias/MlI 27 71,0 06 54,5 33 77,6
Total 38 100,0 11 100,0 49 100,0 - -
Carga viral Final**
Indetectavel 31 73,8 11 73,4 42 73,6 0,09 0,759
Detectavel 11 26,2 04 26,6 15 26,4
Total 42 100,0 15 100,0 57 100,0 - -
Média + DP Meédia + DP Meédia + DP t-student p-valor
CD4 inicial 131,5+ 105,2 164,8 + 130,9 139,7 £ 111,7 -0,935 0,354
CD4 final 422,9 + 238,7 464,8 +£131,6 433,7+£215,8 -0,623 0,536
Esquema de tratamento
Com ITRNN 29 61,7 11 73,3 40 64,5 0,26 0,610
Com IP 18 38,3 4 26,7 22 35,5
Tempo de acompanhamento 20,2 +£10,2 228+84 20,8+9,8 -0,903 0,370

* Subtipo B : 9 pacientes sem informacao
* Subtipo F : 4 pacientes sem informacéo
** Subtipo B : 5 pacientes sem informagao



Tabela 3. Caracteristicas soroldgicas e imunoldgicas dos 62 pacientes de subtipos B e F que completaram o tratamento

Subtipos
Caracteristicas soroldgicas e B F Total ¥’ p-valor
imunoldgicas n % n % n %
Carga viral inicial*
Menos de 100.000 cdpias/MI 11 29 05 45,5 16 22,4 0,44 0,507
Mais de  100.000 cépias/mL 27 71,0 06 54,5 33 77,6
Total 38 100,0 11 100,0 49 100,0 - -
Carga viral Final**
Indetectavel 31 73,8 11 73,4 42 73,6 0,09 0,759
Detectavel 11 26,2 04 26,6 15 26,4
Total 42 100,0 15 100,0 57 100,0 - -
Média + DP Média + DP Média + DP t-student p-valor
CD4 inicial 131,5+105,2 164,8 + 130,9 139,7 £ 111,7 -0,935 0,354
CD4 final 422,9 + 238,7 464,8 +£131,6 433,7+£215,8 -0,623 0,536
Esquema de tratamento
Com ITRNN 29 61,7 11 73,3 40 64,5 0,26 0,610
Com IP 18 38,3 4 26,7 22 35,5
Tempo de acompanhamento 20,2 + 10,2 22,8+84 20,8+9,8 -0,903 0,370

* Subtipo B : 9 pacientes sem informacéo
* Subtipo F : 4 pacientes sem informacéo
** Subtipo B : 5 pacientes sem informagao



Tabela 4 . Desfecho do tratamento dos 62 pacientes de subtipos B e F que completaram tratamento.

Subtipos
Desfechos B F Total x° p-valor
n % n % n %
Carga Viral > 400 copias/mL
(detectavel) 12 70,6 04 100,0 16 76,2 0,13 0,715
Obito 05 29,4 00 0,0 05 238
Desfavoravel 17 36,2 04 26,7 21 33,8
Carga viral < 400
copias/mL
(indetectavel)
Favoravel 30 63,8 11 73,3 41 66,2
Total 47 100,0 15 100,0 62 100,0




Tabela 5. Anélise do desfecho e relacdo com caracteristicas sociais, bioldgicas, viroldgicas, imunobioldgicas e
do tratamento para a infecgdo pelo HIV-1

o Desfecho
Variavets socio- Favoréavel Desfavoravel xz p-valor
demograéficas
n % n %
Sexo
Masculino 26 634 16 76,2 0,54 0,464
Feminino 15 36,6 05 23,8
Escolaridade
Néo alfabetizado 06 14,6 01 4,8 0,55 0,406
Alfabetizado 35 85,4 20 95,2
Categoria de exposicao* 0,03 0,861
Heterossexual 26 63,4 11 52,4
Homossexual/ Bissexual 15 36,6 10 47,6
Usuario de Droga Injetavel
Sim 02 4,9 00 0,0 0,07 0,544
Néo 39 95,1 21 100,0
Subtipo 0,07 0,792
B 30 73,2 17 80,9
F 11 26,8 04 19,1
Carga viral inicial* 0,22 0,637
Menos de 100.000 cépias/mL 12 36,3 04 25,0
Mais de 100.000 cdpias/mL 21 63,7 12 75,0
Esquema de tratamento 2,45 0,117
Com ITRNN 31 75,6 11 52,4
ComIP 10 24,4 10 47,6
CD4 inicial** 0,08 0,776
Menos de 100 células/mm” 16 457 09 50,0
Mais de 100 células/mm? 19 54,3 09 50,0
Média + DP 142,1+ 1139 - 133,2+109,1 - 0,071 0,790
CD4 final 454,4 + 256,8 - 377,1+151,7 - 1,100 0,299
Tempo de acompanhamento 22,2+ 9,4 - 18,1+ 10,3 - 2,395 0,126

* 13 individuos sem informacdo de carga viral inicial
** 9 individuos sem informacdo de CD4 inicial



CONCLUSOES



A revisdo da literatura e os achados referentes ao teste de genotipagem com

ampliacdo das regides RT e PR do HIV-1 de 84 pacientes atendidos no Servico de Referéncia

para HIV/AIDS do Hospital das Clinicas da UFPE-Recife, permitem inferir que:

a)

A genotipagem para pacientes virgens de tratamento, particularmente nos pacientes
com infeccdo recente, é um teste Util para a vigilancia da resisténcia priméria frente

aos anti-retroviais em diferentes comunidades;

b) A resisténcia primaria do HIV-1 frente aos anti-retrovirais em pacientes cronicamente

infectados foi baixa, da ordem de 2,4%, confirmando dados prévios de trabalho que
estudou amostras do Brasil como um todo, onde a freqiiéncia de resisténcia foi da

ordem de 6,6 %:;

Houve predominancia dos subtipos B (72,6%) e F (22,6%) do HIV-1 e, embora haja
uma tendéncia a maior freqliéncia de subtipos F entre heterossexuais, além de maior
nimero de mutacGes relacionadas aos antivirais neste grupo, ndo houve diferenca
significante em relacéo ao subtipo B. A resposta aos anti-retrovirais apds 20-22 meses

de tratamento foi semelhante entre os pacientes portadores dos dois subtipos virais.



RECOMENDACOES



A resisténcia primaria aos anti-retrovirais em individuos cronicamente infectados num
Servigo de Referéncia HIVMAIDS do Nordeste do Brasil é baixa e, pode estar mascarada pelas
cepas selvagens e refletir infecgbes adquiridas na década passada quando a utilizacdo dos
anti-retrovirais era restrita, deste modo, a utilizacdo da genotipagem para pacientes que
iniciardo tratamento ndo esta indicada. Entretanto, a genotipagem pode auxiliar na vigilancia
da resisténcia viral em individuos recentemente infectados pois, estes individuos possuem
maior risco de adquirir virus com mutacdes de resisténcia devido ao uso em larga escala dos
anti-retrovirais. Por outro lado, a diferenciacdo entre os subtipos B e F ndo acrescenta
informacdes quanto ao desfecho do tratamento. Maior tamanho de amostra e avaliacdo de
mutacgdes de resisténcia nos pacientes que apresentam faléncia ao tratamento poderdo mostrar

se ha ou néo diferencas nas mutacdes de resisténcia secundaria nos dois subtipos virais.



ANEXOS



ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome da pesquisa: Frequéncia de resisténcia priméaria do HIV aos anti-retrovirais no Hospital das
Clinicas - UFPE.
Pesquisador responsavel: Luzidalva Barbosa de Medeiros CREMEPE :4508

Eu, paciente abaixo assinado, atendido no ambulatério de AIDS do Hospital das Clinicas,
concordo em participar voluntariamente desta pesquisa sobre a resisténcia aos medicamentos para
AIDS. Sei que a razdo deste estudo é saber qual o percentual de pacientes que vao iniciar o tratamento
para AIDS e que ja apresentam resisténcia.

Por vontade propria vou tomar parte deste trabalho.

Admito ter sido esclarecido sobre as perguntas que serdo feitas e do procedimento onde sera
retirado uma amostra de sangue de uma veia para a realizacdo do teste de resisténcia aos
medicamentos para AIDS. Estou ciente de que serdo utilizados materiais descartaveis na coleta de
sangue, o que diminui os riscos de contaminacao.

Fui informado dos beneficios que esta pesquisa podera trazer. Admito que todas as minhas
duvidas foram esclarecidas pelo médico responsavel por esta pesquisa. Fui informado também que,
guando da apresentacdo dos resultados da pesquisa, ndo serdo vinculados dados que possam me
identificar como participante da mesma.

Sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem que isso traga prejuizo para mim.

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar 0 presente termo de
consentimento.

Recife, [/ /

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel pelo paciente quando este for menor de idade

Assinatura do pesquisador

Testemunha 1

Testemunha 2



ANEXO 2

Servigo Pablico Federal
Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saide

Comité de Etica em Pesquisa

Oficio n.® 299/2001 — CEP/CCS Recife, 07 de novembro de 2001,

Senhora Professora,

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do
Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal de Pernambuco — CEP/CCS/UFPE
analisou o Protocolo de Pesquisa n.° 158/2001-CEP/CCS "Fregiiéncia de resisténcia
primaria do HIV aos anti-retrovirais no Hospital das Clinicas da UFPE”, aprovando-o em
05 de outubro de 2001, de acordo com a Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de

Saude. Liberado para inicio de coleta de dados.

tenciosamente,

A
Ul ?i uLu’.m RouuA
Prof® Vénia Pinheiro Ramos

Vice-coordenador do Comitd de Etica
om Pesquisa CCS/UFPE

A
Profa. Luzidalva Barbosa de Medeiros
Departamento de Medicina Clinica

Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Recife, Pernambuco, Fone: 81 271 8972,
Fax: 81 271 8500, e-mail: cepccs@npd.ufpe.br



