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RESUMO

O atual cenario da epidemia da infeccdo pelo HIV no Brasil inclui a “interioriza¢do”,
“heterossexualizagdo” e aumento da emergéncia de cepas resistentes aos esquemas de terapia
antirretroviral (TARV). O municipio de Jatai é responsavel pelo diagndstico e tratamento dos
pacientes portadores de HIV/aids de municipios da regional Sudoeste Il de Goias e ja esteve entre as
cidades com a maior taxa de detec¢do de casos de aids do estado. O perfil epidemioldgico dos
pacientes infectados pelo HIV de municipios de pequeno e médio porte é ainda pouco conhecido,
assim como a prevaléncia de resisténcia aos ARVs. Este estudo teve como objetivo tragar o perfil
clinico e epidemioldgico dos pacientes HIV+/aids atendidos em Jatai entre os anos de 2005 a 2015 e,
entre os pacientes em TARV no ano de 2015, identificar mutagbes de resisténcia aos ARVS e 0s
subtipos do HIV-1. De 539 pacientes HIV+/aids atendidos em Jatai, a maioria era do sexo masculino,
com predominio da infeccdo na faixa etaria de 30 a 34 e 40 a 49 anos. Entre pacientes do sexo
feminino, a infecgdo ocorreu predominantemente entre 19 a 24 e 40 a 49 anos. A categoria da
exposicdo ao HIV-1 sexual sem protecdo prevaleceu, sendo dominante a preferéncia heterossexual. A
maioria dos pacientes era sintomatico ao diagndstico, sendo a perda ponderal a queixa predominante.
A pneumocistose e a neurotoxoplasmose foram as infec¢fes oportunistas relacionadas a aids mais
frequentes e a aids foi a causa basica do ébito na maioria dos casos. Entre os pacientes em TARV
houve diferenca significante entre as medianas das contagens de células T CD4" e entre as medianas
da quantificagdo da carga viral inicial (na admissdo) e final (atual). O teste de genotipagem para a
identificacdo dos subtipos e resisténcia aos ARVs foi realizado em 26 amostras de pacientes em
TARV, sendo 21 amostras amplificadas. O subtipo B prevaleceu (19/21) e 2/21 foram classificadas
como subtipo F1. A prevaléncia de resisténcia secundaria foi de 52,4%. A maioria dos isolados com
resisténcia (7/11) apresentou mutagdes a mais de uma classe de ARVs e 4 isolados para uma Unica
classe. A mutacdo mais frequente foi a M184V, seguida da K103N e de mutacfes associadas a
timidina (TAMs-D67N, M41L, L210W e T215Y). Os dados apresentados neste estudo contribuem
para 0 mapeamento da diversidade do HIV-1 e da vigilancia da resisténcia aos ARVs em pacientes do
Sudoeste goiano e, certamente serdo Uteis para o planejamento de ac¢Bes especificas de vigilancia

epidemioldgica local.

Palavras-chave: Epidemiologia do HIV-1, Sudoeste goiano/Brasil, Resisténcia aos antirretrovirais,
Subtipos do HIV-1.



ABSTRACT

The current scenario of HIV infection epidemic in Brazil includes "interiorization",
"heterosexualization™ and the increase of the emergence of resistant strains to antiretroviral therapy
(ART). The Jatai city is responsible for diagnostic and treatment of HIV/aids patients from
municipalities from Southwest region of Goias state, and has been among the cities with the highest
HIV/AIDS rate detection in the state. The epidemiological profile of the patients infected with HIV
from small and medium-sized cities is still unknown, as well as the prevalence of ARV resistance.
This study goal to trace the clinical and epidemiological profile of HIV/AIDS patients attended at Jatai
city between 2005-2015 and, among patients under ART at the year 2015, the resistance mutations and
the HIV-1 subtypes were determined. From 539 HIV/AIDS patients attended at Jatai, most were male,
with infection prevalence among the age group of 30-34 and 40-49 years. Among female patients, the
infection occurred mainly among 19-24 and 40-49 years. The sexual unprotected exposure category to
HIV-1 prevailed, being the heterosexual preference predominant. The majority of patients were
symptomatic at the diagnosis, being the weight loss the predominant complaint. The pneumocystosis
and toxoplasmosis were the most frequent opportunistic infections related to AIDS. The AIDS was the
cause of death in most cases. Regarding patients on ART, there was significant difference between the
CD4+ T cell counts median and the viral load median (on admission) and at final (current lab result).
The genotyping test for the subtypes identification and ARV resistance mutations was performed
among 26 samples of ART patients, wherein 21 samples were amplified. The HIV-1 subtype B
prevailed (19/21) and 2/21 classified as F1 subtype. The secondary resistance prevalence was 52.4%.
Most isolates with resistance (7/11) had mutations at more than one ARV class and four isolates had
mutations for a single class. The most frequent mutation was M184V, followed by K103N and
thymidine associated mutations (TAMs-D67N, M41L, L210W and T215Y). The data presented in this
study contributes to the HIV-1 diversity mapping and ARV resistance surveillance among patients
from the Southwest region of Goias state and will certainly be useful for local epidemiological

surveillance specific actions.

Keywords: HIV-1 epidemiology, Southwest region of Goias state/Brazil, Antiretroviral resistance,
HIV-1 subtypes.
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INTRODUCAO

1.1 Histérico

Os primeiros casos de doenca relacionada ao virus da imunodeficiéncia
humana/sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/aids) relatados no mundo foram
identificados em pacientes nos estados da California e Nova York dos Estados Unidos da
Ameérica (EUA) em 1981. O estudo publicado no Morbidity and Mortality Weekly Report,
periddico vinculado ao Centers for Disease Control and Prevention (CDC-EUA) relatou
casos de uma imunodeficiéncia incomum em pacientes do sexo masculino homossexuais. Em
seguida, outros casos surgiram, em outras categorias (que ndo a de homossexuais), como em
usuarios de drogas injetaveis (UDI) com pneumonia por Pneumocystis jiroveci e em mulheres
e criancas com manifestacdo da tal imunodeficiéncia (GOTTLIEB et al, 1981a). Outras
publicacdes relataram casos de doengas oportunistas, como 0 sarcoma de Kaposi, candidiase
oral, entre outras, em pacientes sem comprometimento imunoldgico prévio, demonstrando o
carater adquirido da imunodeficiéncia (GOTTLIEB et al, 1981b; FRANCIS et al, 1983;
SONNABEND et al, 1983).

No Brasil, o primeiro caso de aids notificado retrospectivamente, ocorreu na cidade
de S&o Paulo em 1980 (GONCALVES et al, 1996). Naquele momento, o que se sabia era que
0s casos desta doenca apresentavam propriedades comuns, como a ocorréncia em jovens do
sexo masculino, heterossexuais e homossexuais promiscuos, previamente saudaveis e que,
apresentavam déficit na imunidade celular, resultante de uma significante diminuicdo de
células T CD4" (GOTTLIEB et al 1981b; SIEGAL et al, 1981; SCHROFF et al, 1983). Dessa
maneira, as comunidades médica e cientifica assistiam ao surgimento de uma nova doenca,
caracterizada pela imunodepressdo, ocorréncia de infec¢bes oportunistas e/ou neoplasias,
podendo levar o paciente a 6bito.

Em 1983, o agente etiologico desta nova doenca foi isolado em pacientes com
linfadenopatia no Instituto Pasteur em Paris e, quase simultaneamente por pesquisadores do
National Institute of Health (NIH-EUA) (BARRE-SINOUSSI et al, 1983; GALLO et al,
1983). Como se tratava de um novo virus, inicialmente diferentes nomes foram dados a esse
patdgeno, como “virus associado a linfadenopatia” (lymphadenopathy associated virus -
LAV) e “virus linfotropico humano de células T-11I” (Human T-lymphotropic virus — HTLV-

[11). Porém, em anélises posteriores, o International Committee on the Taxonomy Viruses, em
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1986, unificou a nomenclatura do agente viral para virus da imunodeficiéncia adquirida
(Human Immunodeficiency Virus - HIV) (CAVALLO G; CAVALLO R, 1986).

1.2 Origem do HIV

A introducdo do HIV na populacdo humana comegou com multiplas infeccGes
zoonoticas do virus que infecta primatas ndo humanos: o virus da imunodeficiéncia simio
(SIV) (HAHN et al, 2000). Dessa maneira, por meio de sequenciamento genético, estudos de
relacdo filogenética e vinculo geografico entre o habitat do primata hospedeiro e a regido das
possiveis primeiras introducBes virais em humanos revelaram trés possiveis evolucbes do
SIV.

No primeiro caso, dois tipos de SIV de dois chimpanzés da espécie Pan troglodytes
troglotydes, originarios do Gabéo (SIVcpz gab) e Zaire (SIVcpz ant) eram estruturalmente
relacionados aos grupos M e N do HIV-1. No segundo caso, o isolamento do SIV de gorilas
da espécie Gorilla gorila (SI\VVgor) se mostrou relacionado ao grupo O e P do HIV-1. Além
disso, analises filogenéticas sugerem que o SIVcpz é o ancestral do SIVVgor, o que indica que
chimpanzés podem ter transmitido o SIVcpz para os gorilas. No terceiro caso, o SIV da
espécie de macaco Sooty mangabeys (SIVsm), encontrado nas florestas do Senegal, possui
estreita relagdo filogenética com o HIV-2 (HEUVERSWYN et al, 2006; VALLARI et al,
2010).

Portanto, tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 estdo intimamente relacionados ao SIV,

implicando eventos de transmissdo entre espécies de primatas e humanos.

1.3 Epidemiologia da Infeccéo pelo HIV-1

Dados do relatorio global do Programa em HIV/aids das Nac6es Unidas (UNAIDS)
mostraram que, 35,3 (32,2 - 38,8) milhGes de pessoas estejam vivendo com HIV. Nos Ultimos
15 anos, o numero de casos novos da infec¢do pelo HIV reduziu de 3,1 (3,0 - 3,3) milhdes no
ano 2000 para 2 milhdes (1,9 - 2,2) milhGes em 2014. Igualmente, 0 nUmero de mortes por
aids declinou aproximadamente 30%: 2 milhdes em 2004 para 1,2 milhdes de mortes em
2014. 1Isso se deve, em grande parte, aos progressos nas metas e compromissos estabelecidos
pelos comités da UNAIDS em 2011. Houve reducdo em 50% da transmissdo do HIV via
sexual ou relacionada ao UDI e eliminacdo de novas infeccbes entre criancas. Além disso,

houve aumento da cobertura do tratamento, alcangando 15 milhdes de pessoas e aumento da
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mobilizagcdo de recursos financeiros para os programas em HIV (UNAIDS, 2012; 2013;
2015).

Segundo o Boletim Epidemioldgico Nacional em HIV/aids do Ministério da Saude
no Brasil, desde o inicio da epidemia até junho de 2014, foram registrados 757.042 casos de
HIV/aids. No ano de 2013, o Brasil registrou 39.501 casos. Apesar do grande nimero, a taxa
de incidéncia brasileira nos ultimos dez anos encontra-se estabilizada, com uma média de
20,5 casos para cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2014a).

A partir de 1980 até junho de 2014, 491.747 (65%) casos de aids foram registrados
no sexo masculino e 265.251 (35%) no sexo feminino. A taxa de detec¢do de HIV/aids no
sexo masculino tem apresentado crescimento. Em 2004, a taxa de deteccéo era de 25,8 e em
2013 passou para 26,9 casos para cada 100 mil habitantes (um aumento de 4,3%). No sexo
feminino observa-se tendéncia de queda, com 16,4 casos em 2004 para 14,1 casos para cada
100 mil habitantes em 2014 (queda de 14%) (BRASIL, 2014a).

A faixa etaria de maior nimero de casos de aids no Brasil, de 1980 até junho de
2014, se encontrava entre 25 a 39 anos de idade. O sexo masculino correspondeu a 54% e 0
sexo feminino a 50,3% dos casos. Embora, com a estratificacdo da faixa etaria, em ambos 0s
sexos, notam-se algumas diferengas importantes. No sexo masculino, observa-se aumento da
taxa de deteccdo, nos ultimos dez anos, entre aqueles com 15 a 24 anos e 60 anos ou mais.
Entre jovens de 15 a 19 anos, os casos de HIV/aids aumentaram 120% e, 75,9% entre os
jovens de 20 a 24 anos. Entre aqueles com 35 a 39 e 40 a 44 anos houve tendéncia de queda
da taxa: 21,9% e 23,6%, respectivamente. No sexo feminino, a taxa de deteccdo, em algumas
faixas etarias, apresentou tendéncia de aumento. A faixa etaria de 15 a 19 anos apresentou
aumento de 10,5%, de 55 a 59 anos de 24,8% e 60 anos ou mais de 40,4%. Ao contrério, em
relacdo as faixas etarias de 20 a 24 anos até 40 a 44 anos houve tendéncia de queda (BRASIL,
2014a).

A taxa de deteccdo de HIV/aids em menores de cinco anos tem sido utilizada como
indicador indireto da transmissdo vertical do HIV e esta tem apresentado queda significativa
no Brasil. No entanto, ha ainda diferengas importantes entre as regides brasileiras. De 2004 a
2013, a taxa de deteccdo em menores de cinco anos nas regides sudeste, sul e centro-oeste
reduziu (reducéo de 59,2%, 34,3% e 67,3%, respectivamente) (BRASIL, 2014a).

No Brasil, desde 2000 até junho de 2014, foram notificadas 84.558 gestantes
infectadas pelo HIV, a maioria delas residente na regido sudeste. Em 2013, foram
identificadas 7.219 gestantes com HIV, sendo 34,1% na regido sudeste, 30,2% no sul, 19,2%
no nordeste, 10% no norte e 6,5% no centro-oeste. A taxa de detecgdo de gestantes com HIV
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no Brasil vem apresentando aumento estatisticamente significativo. Enquanto que em 2004, a
taxa era de 2 casos para cada mil nascidos vivos, em 2013, a taxa passou para 2,5 casos (um
aumento de 25%) (BRASIL, 2014a).

Em relacdo a categoria de exposicdo, em 2013, a via de transmissdo sexual
predominou, correspondendo a 94,9% no sexo masculino e 97,4% no sexo feminino. A
preferéncia heterossexual, em ambos os sexos, predomina e observa-se estabilizacdo desta
categoria em todo o Brasil. No entanto, ha tendéncia de aumento na proporcéo de casos de
homens que fazem sexo com homens (HSH) nos ultimos dez anos, passando de 34,6% em
2004 para 43,2% em 2013. Além disso, observa-se um cenario inverso comparando as faixas
etarias limitrofes e a categoria de exposicdo HSH. A propor¢do de HSH com HIV é maior
naqueles com idade até 29 anos, com tendéncia de aumento em quase todas as faixas etéarias,
exceto entre aqueles com 50 anos ou mais (BRASIL, 2014a).

Em relacdo a raga/cor, em geral, houve aumento de casos entre individuos
autodeclarados como pardos e queda significativa na proporcao de brancos. Além disso, em
relacdo ao grau de escolaridade, a proporcdo de casos no sexo masculino com grau de
instrucdo elevado € maior do que no sexo feminino. Mas, em geral, ainda se observa uma
concentracdo de casos entre aqueles com ensino médio incompleto e completo, em ambos 0s
sexos (BRASIL, 2014a).

Entre as regi0es brasileiras observa-se importante diferenca nas proporcgdes dos casos
de HIV/aids identificados de 1980 até junho de 2014. H4 uma maior concentracao nas regides
sudeste (54,4%) e sul (20%) seguido das regiGes nordeste (14,3%), centro-oeste (5,8%) e
norte (5,4%). A regido sul acompanha a tendéncia de estabilizagdo dos casos de HIV/aids no
Brasil e somente a regido sudeste apresenta tendéncia de queda. No entanto, as regifes norte,
nordeste e centro-oeste apresentam uma tendéncia linear de crescimento. Em 2004, a taxa de
deteccdo de casos de HIV/aids na regido centro-oeste era de 18,7% e, em 2014 era de 20,3
casos (um aumento de 8,6%) (BRASIL, 2014a).

Nos ultimos dez anos, a regido centro-oeste registrou 44.112 casos de HIV/aids,
sendo o estado de Goias com maior nimero de casos. O primeiro caso de HIV/aids notificado
no estado de Goias ocorreu em 1984, na capital Goiania, em um paciente do sexo masculino
de 30 anos de idade e homossexual. Desde entdo, o estado de Goids tem 15.459 casos
notificados. Em 2013, o estado de Goids registrou 1.007 casos de HIV/aids e com uma taxa de
deteccdo de 16,4 casos por 100 mil habitantes, sendo na sua maioria pela categoria de
exposicao heterossexual do sexo masculino. No entanto, nos Gltimos cinco anos, observa-se

aumento da proporcao de casos HSH, expressiva participacdo do sexo feminino e processo de
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interiorizagdo e pauperizacgdo da epidemia (STEFANI et al, 2007; CARDOSO et al, 2009;
BRASIL, 2014a; GOIAS, 2014).

O estado de Goias esta dividido em cinco macrorregiGes: nordeste, centro-oeste,
centro-norte, sudeste e sudoeste. Essas macrorregides estdo subdivididas em 16 microrregies
e cada uma delas possui um municipio sede da regional de salde, representando a Secretaria
de Estado da Saude. A regional sudoeste é dividida em “Regional Sudoeste 17, cujo municipio
sede é Rio Verde (207.296 habitantes; a 232 km de distancia da capital Goiania) compondo
sob sua jurisdicdo 18 municipios; e a “Regional Sudoeste 11”, com 0 municipio sede Jatai
(95.998 habitantes; a 320 km de distancia da capital), com 10 municipios sob sua jurisdi¢do: o
préprio municipio de Jatai, Aporé, Caiapbnia, Chapaddo do Céu, Doverlandia, Mineiros,
Perolandia, Portelandia, Serranopolis e Santa Rita do Araguaia (www.ibge.gov.br;
www.saude.go.gov.br). No municipio de Jatai hd o Servico de Assisténcia Especializada
(SAE) que atende usuérios do Sistema Unico de Salde (SUS) e é responsavel pelo
diagnostico de casos novos de HIV de toda a Regional Sudoeste 11 (www.seplan.go.gov.br).

O primeiro caso de HIV/aids registrado pela Regional Sudoeste Il data de 1997, em
um individuo do sexo masculino do municipio de Jatai. Segundo dados da Secretaria
Municipal de Vigilancia Epidemioldgica do municipio de Jatai, de 2000 a 2013, foram
notificados 213 casos de HIV/aids em adultos, sendo 123 (56,4%) casos em individuos do
sexo masculino e 90 (43,6%) no sexo feminino. A faixa etaria com maior nimero de casos de
PVHA esta entre 40 e 50 anos de idade. Quanto a categoria de exposicdo, a forma
predominante é a heterossexual (86%), seguido de HSH (12%) e a transmissdo vertical (0,8%)
(JATAI, 2013; JATAI, 2014).

Entre os anos de 2009 a 2011, Jatai apresentou um aumento consideravel nos casos
de HIV/aids, acompanhado do aumento progressivo do numero de ébitos desde o ano de
2010. No ano de 2010 a 2012, a taxa de deteccdo de casos da infec¢do variou de 20,5 a 21,1
casos para cada 100 mil habitantes, superior a taxa nacional, que em 2012 era de 20,2
(BRASIL, 2011; 2012; 2013). Em 2013, a taxa foi de 15,4 casos (JATAI, 2014). Essa reducéo
da taxa de deteccdo, apesar de ainda nédo ser a ideal, reflete os servigos de atendimento
oferecidos pela unidade do Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) no municipio de
Jatai. As acOes do CTA véo desde o diagnostico e encaminhamento para o tratamento da
infeccdo, aos trabalhos de prevencdo, assisténcia e acompanhamento permanentes dos
pacientes com HIV/aids (www.jatai.go.gov.br).

Além disso, nos Ultimos 8 anos, Jatai apresentou progressiva diminui¢do da taxa de

deteccdo entre gestantes com HIV. No ano de 2007, a taxa de detecgéo era de 5,9 casos e no
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ano de 2013 essa taxa reduziu para 1,6 casos para cada mil nascidos vivos. Dados atuais do
primeiro semestre de 2014, mostram que a taxa de deteccdo de HIV em gestantes encontra-se
em 1,3 casos para cada mil nascidos vivos. Isso evidencia uma melhora no trabalho de
prevencdo e controle do HIV em mulheres em idade fértil no municipio de Jatai (JATAI,
2013; JATAI, 2014).

Portanto, observa-se que o panorama da infeccdo pelo HIV/aids apresenta grande
diversidade entre as regides brasileiras, com tendéncias gerais de ‘“juvenilizacdo” e
“Interioriza¢ao”. E, dessa maneira, a alta incidéncia de casos de aids nos municipios
interioranos do Brasil reflete a necessidade de intensificagdo do monitoramento da infec¢do
pelo HIV para tomada de medidas de prevencédo da transmissibilidade da infecgéo, introducéo

da terapia adequada e acompanhamento da doenca.

1.4 Estrutura e Genoma do HIV-1

O HIV, agente etioldgico da aids, € um retrovirus da familia Retroviridae do género
Lentivirus. Possui como caracteristicas um longo periodo de laténcia clinica e replicacéo viral
persistente, além de comprometer varios 6rgéos, incluindo o cérebro (BARRE-SINOUSSI et
al, 1983; CLEMENTE; ZINK, 1996).

A estrutura do HIV é envelopada cujo genoma se constitui de duas moléculas
idénticas de RNA (FIGURA 2). O envelope viral é composto de uma bicamada lipidica, onde
se inserem as glicoproteinas (gp): externamente ao envelope, a gp120 e, inserida na bicamada
lipidica, a gp41. A proteina pl17 é a proteina matriz que envolve o interior do virus e mais
internamente, envolvendo o capsideo, encontra-se a proteina p24. O nucleocapsideo é
composto pelas proteinas p7/p9, duas fitas simples de RNA idénticas e enzimas essenciais
para a replicacdo viral, como a TR (p51), protease (PR - p11) e integrase (IN - p31) (BARRE-
SINOUSSI, 1996; COFFIN, 1995; WYATT; SODROSKI, 1998).
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FIGURA 1 Estrutura do HIV-1
(Adaptada de http://assets.decodedscience.com/wp-content/uploads/2011/12/Niaid-hiv-virion.jpg)

O genoma do virus tem aproximadamente 9,2 kilobases (kb) de comprimento e é
composto de nove genes que codificam a sintese de proteinas estruturais e
reguladoras/acessorias (FIGURA 3). Os trés genes principais que codificam as proteinas
estruturais sdo: gene env, que codifica as gpl20 e gp4l; gag, que codifica as proteinas
internas e pol, responsavel por codificar as enzimas PR, TR e IN (PENG et al, 1989). O HIV-
1 possui também genes com funcdo reguladora como tat e rev, e genes acessorios
denominados nef, vpr, vif e vpu. De um modo geral, as fun¢des destas ultimas proteinas estao
na replicacdo viral, atuando desde o processo de transcricdo reversa, transporte do RNA
mensageiro (RNAmM), sintese de proteinas virais e aumento da infectividade, com ativacéo das
células para aumento da replicacdo viral e degradacdo de proteinas celulares que causam
mutacdo no genoma do virus (COCHRANE et al, 1989; HARRICH et al, 1997; FOSTER;
GARCIA, 2008).

Além desses genes, estdo presentes as repeticGes longas terminais (LTRs),
responsaveis pelos sinais de inicio e término da transcricdo das proteinas do HIV, sendo
importantes também na transcricdo reversa e integracdo viral (BARRE-SINOUSSI, 1996;
COFFIN, 1995).
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FIGURA 2 Genoma do HIV-1.
(Adaptada de LENGAUER; SING, 2006)
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A entrada do HIV-1 nas células do hospedeiro tem como inicio a integracdo da
gp120 a molécula CD4" da célula do hospedeiro (FIGURA 4). Logo, o ciclo replicativo do
HIV-1 pode ocorrer no interior dos linfocitos T CD4+, mondcitos/macréfagos e células
dendriticas e, assim, a molécula CD4" expressa por essas células é considerada como receptor
primario para o HIV-1 (DALGLEISH et al, 1984). Em seguida, o virus também interage com
outros receptores da célula do hospedeiro, que sdo receptores de quimiocinas. O receptor
CXCR4 é expresso pelos linfocitos T CD4" e 0 CCR5 expresso pelos monécitos/macréfagos
e células dendriticas. Essas moléculas séo, portanto, consideradas co-receptores para 0 HIV-1.
Assim, variantes virais que tenham tropismo para 0 CXCR4 s&o conhecidas como X4
trépicas, as que possuem tropismo para 0 CCR5, como R5 tropicas e as que tem duplo
tropismo, sdo denominadas duo trépicas (MOORE, 1997; CLAPHAM; MCKNIGHT, 2001).

Apds essas interacbes, a gpl20 passa por um rearranjo estrutural envolvendo
mudangas conformacionais que levam alteragdes na gp41, passando do estado ndo fusogénico
ao estado fusogénico, aproximando a membrana celular e o envelope viral, facilitando a fusao
da membrana da célula alvo e o virus. Em seguida, o core viral € liberado no citoplasma da
célula do hospedeiro, e a enzima TR do virus inicia a conversdo do RNA gendmico viral em
um DNA complementar (DNAc) que depois se torna DNA proviral de dupla fita. O genoma
proviral € entdo importado para o nlcleo e integrado ao genoma da célula do hospedeiro pela
IN. Subsequentemente, as LTRs direcionam a transcri¢do do genoma viral e sdo transcritas as
poliproteinas virais e 0 RNA viral. As poliproteinas virais sdo clivadas pela PR em tamanhos
adequados e, as proteinas do envelope migram e se inserem na membrana plasmatica,
seguidas das proteinas dos genes gag e pol que iniciam a montagem do virion. Uma particula
viral madura sofre brotamento e € liberada para infectar novas células, dando continuidade ao
ciclo infeccioso do HIV-1 (FREED, 2001; SIERRA et al, 2005).
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FIGURA 3 Representacdo esquematica do ciclo replicativo do HIV-1.
(Adaptada de http://www.niaid.nih.gov)

1.5 Diversidade do HIV-1

Existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e 0 HIV-2 (FIGURA 1). Essa distin¢do é feita
em funcdo de diferencas na organizacdo do genoma e nas suas relacdes filogenéticas com
outros lentivirus de primatas. Enquanto que o HIV-2 é restrito no oeste da Africa, Portugal,
india, Coréia e Filipinas, 0 HIV-1 é prevalente em todo 0 mundo e, portanto, é o responsavel
pela pandemia de HIV (HU et al, 1996).
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FIGURA 4 Representacdo esquematica da classificacdo do HIV.

O HIV-1 ¢ classificado em trés grupos filogenéticos principais, de acordo com a
sequéncia de nucleotideos: o grupo M (major), o grupo O (outlier), o grupo N (new ou non-
M/non-O) e o grupo P (new-group) (PLANTIER et al, 2009; VALLARI et al, 2010). O grupo
M é o prevalente no mundo e é subdividido em nove subtipos virais: A, B, C, D, F, G, H,Je
K, e cinco sub-subtipos do subtipo A: A1, A2, A3, Ad e A5 e dois sub-subtipos do subtipo F:
F1 e F2, todos originados na Africa Central (VIDAL et al, 2006). O grupo O do HIV-1 tem
uma maior prevaléncia na Africa Central e casos isolados na Europa e Américas. O grupo N
do HIV-1 é restrito ao centro-oeste africano (THOMSON et al, 2002). O grupo P foi descrito
em Camardes (VALLARI et al, 2010).

O HIV-1 apresenta uma incrivel variabilidade genética, comum aos virus RNA
(LUCIW et al, 1984). A imensa diversidade genética do HIV-1 deve-se a alta taxa de
replicacdo, com uma producéo estimada de 10°a 10% virions por dia, & propenséo de erros da
enzima transcriptase reversa (TR) e aos eventos de recombinacdo que podem acontecer
durante a replicagdo viral (WEI et al, 1995; RAMIREZ et al, 2008). Além disso, a alta
variabilidade genética do HIV-1 resulta em uma popula¢do com inumeras variantes mutantes
ndo idénticas, mas proximamente relacionadas, denominadas quasispecies (DOMINGO et al,
1998).

Assim como outros retrovirus, o HIV-1 sofre frequente recombinacdo genética
quando duas cepas infectam a mesma célula do hospedeiro, gerando as formas recombinantes
circulantes (CRFs). As CRFs sdo definidas por um mesmo evento de recombinacdo genética
com dois ou mais subtipos na mesma regido gendmica analisada e, identificadas em no

minimo trés individuos sem vinculo epidemioldgico (NAJERA et al, 2002; SMYTH et al,
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2012). Esse mecanismo promove uma fonte adicional de diversidade do HIV-1. Atualmente
existem 72 CRFs registradas no banco de dados de Los Alamos HIV, sendo 9 CRFs
identificadas em pacientes do Brasil (www.hiv.lanl.gov).

Globalmente, o subtipo C do HIV-1 é o prevalente, principalmente na Africa do Sul
e Oriental, representando cerca de 50% de todas as infec¢fes por HIV no mundo. Na Europa e
Américas, o subtipo B é o frequente representando em torno de 12% das infeccGes
(REQUEJO, 2006; HEMELAAR et al, 2011; HUANG et al, 2012).

No Brasil, o subtipo B € o prevalente na maioria das regides, seguido das formas
recombinantes envolvendo os subtipos B e F1, poucos casos de subtipo F1, subtipo C, subtipo
D e B/C (BRINDEIRO et al, 2003; COUTO-FERNANDEZ et al, 2006; GUIMARAES et al,
2008; CARDOSO et al, 2009; SA-FILHO et al, 2009; SANABANI et al, 2010; TEIXEIRA et
al, 2010; CARVALHO et al, 2011; FERREIRA et al, 2011; CUNHA et al, 2012; MELO et
al, 2012; PESSOA et al, 2014a; PESSOA et al, 2014b; MOURA et al, 2015a). Somente na
regido sul do pais, o subtipo C é o prevalente, seguido da forma recombinante BC (SANTOS
et al, 2007; GRAF; PINTO, 2013; LIBRELLOTO et al, 2015). Estudos realizados na regido
centro-oeste mostram maior frequéncia do subtipo B, seguido de formas recombinante B/F1,
subtipo F1 e C (CARDOSO et al, 2009; CARDOSO; STEFANI, 2009; CARDOSO et al,
2010; FERREIRA et al, 2011; PFRIMER et al; 2012; SILVEIRA et al, 2012; ALCANTARA
et al. 2012; ALCANTARA et al, 2013; REIS et al, 2014).

A alta variabilidade genética do HIV-1 e a presenca de quasispecies apresentam
impacto direto na epidemia de HIV/aids no mundo todo. Isso mostra a necessidade do
monitoramento desta diversidade para o auxilio no controle da epidemia e de tomada de
decisdes de politicas de saude publica em relacdo a prevencéo e ao tratamento da infeccéo.

1.6 Curso Clinico da Infeccéo pelo HIV-1

A infecgdo pelo HIV-1 apresenta um amplo espectro clinico, que vai desde uma fase
inicial de sinais e sintomas clinicos inespecificos até uma fase mais avancada com
sintomatologias mais exuberantes (FIGURA 5) (COHEN et al, 2011).

A transmissdo do HIV-1 se da, na maioria das vezes, mediante a exposicdo da
mucosa ao virus por via sexual e, em uma minoria das vezes por inoculacdo intravenosa
(parenteral), percutdnea ou vertical (mée para filho). A alta carga viral plasmatica, muitas
vezes, representa a carga viral em outros tecidos e, portanto, esta diretamente relacionada a
uma maior taxa de transmissdo (MELLORS et al, 1995; HOLLINGSWORTH et al, 2008).
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FIGURA 5 Curso clinico da infecgdo pelo HIV-1 definido pelo nivel de replicacdo viral e nmero de
células T CD4+.
(Adaptada de SIMON et al, 2006)

Em poucos dias apos a transmissao, independente da via de exposicdo e das células
infectadas, primeiramente, da-se inicio a fase aguda da doenga, ocorrendo a replicacéo viral
na mucosa, submucosa e tecidos de drenagem linforreticular (PIGUET; BLAUVELT, 2002).
Ao conjunto de manifestacdes clinicas presentes na infeccdo aguda da-se o nome de sindrome
retroviral aguda (SRA) que costuma ocorrer entre a primeira e terceira semana apos a
infeccdo. Nem todos os individuos apresentam manifestacOes inerentes a infeccdo aguda,
muitos sdo assintomaticos. Quando sintomatica, a SRA € constituida, em geral, de febre,
adenopatia, faringite, exantema, mialgia e cefaleia. Em alguns casos, pode-se detectar ainda
esplenomegalia, letargia, astenia e depressdo. Esta sindrome é autolimitada e os sintomas
geralmente desaparecem em torno de trés a quatro semanas. No entanto, manifestaces
clinicas intensas e prolongadas (acima de 14 dias) estdo intimamente associadas com a

progressdo mais rapida da doenca (DAAR et al, 2001). Dificilmente o diagnostico da infeccdo
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pelo HIV é feito nesta fase, pois a sorologia pode ser negativa durante a infeccdo aguda.
Somente ensaios de biologia molecular baseados na deteccédo viral podem ser confirmatorios.
Por esse motivo, nessa fase, os sintomas séo facilmente atribuidos a outras doencas virais
(PEDERSEN et al, 1989; DAAR et al, 2001).

Apo0s a fase aguda, segue-se a fase de laténcia clinica do HIV-1, quando o sistema
imune monta respostas imunoldgicas que parcialmente podem controlar a infeccdo e a
producdo viral. Assim, pode haver queda da viremia, contagem de células T CD4" acima de
350 célulass/mm?, varidvel de paciente para paciente, e, ainda pode permanecer a
linfadenopatia e presenca de infeccBes mais comumente causadas por bactérias (GESKUS et
al, 2007).

A infeccdo persistente de células em reservatorios logo apos a exposi¢cdo ao HIV sdo
obstaculos para o controle da doenca. Nesta fase da infec¢do, a replicacdo viral € mantida nos
orgdos linfoides, principalmente no tecido linfoide intestinal, levando a uma lenta e gradativa
deplecéo de células CD4" no intestino (BRENCHLEY et al, 2004; MEHANDRU et al, 2004).
Logo, podem ocorrer danos nas mucosas, principalmente na superficie da mucosa
gastrointestinal, fazendo com que a microbiota intestinal se mova do Iimen intestinal para
outros 6rgdos, caracterizando a translocacdo microbiana (BRENCHLEY et al, 2006). A
translocacdo microbiana pode indicar a progressdo da doenca e, por isso, na auséncia de
tratamento, pode ocorrer aumento acentuado dos niveis plasméaticos de RNA viral e
decaimento de células CD4* (BRENCHLEY et al, 2006; SIMON et al, 2006). Reservatorios
anatdmicos, como o sistema nervoso central e pulmdes também podem ser santuarios de
replicacéo viral. Nesses locais, dificilmente os antirretrovirais (ARVS) conseguem atingir uma
concentracdo ideal devido a uma penetracdo incompleta. Assim, nesses locais, pode haver
persisténcia do HIV em células de longa vida em estado latente (ZAIKOS; COLLINS, 2014).

Com a evolucdo da doenca, a fase crénica da infeccdo € caracterizada por sintomas
constitucionais (febre, perda ponderal, sudorese noturna, fadiga), diarreia, alteragdes
neuroldgicas, infeccGes bacterianas de repeticdo, lesdes orais e infeccdes por herpes zoster,
entre outras. Além disso, podem surgir doengas oportunistas, como por exemplo, as mais
comuns, pneumonia por Pneumocystis jiroveci, neurotoxoplasmose, neurocriptococose,
tuberculose pulmonar atipica ou disseminada e retinite por citomegalovirus (CMV)
(PEDERSEN et al, 1989; THOMAS: LIMPER, 2004; GALISTEU et al, 2015). Esta fase de
imunodeficiéncia avangada também pode acarretar 0 surgimento de neoplasias e
manifestacbes ndo infecciosas causadas por danos diretos do HIV a certos 6rgdos como

miocardiopatia, nefropatia e neuropatias (JUSTICE, 2010; DEEKS, 2011). Dessa maneira,
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nesta fase sintomatica, a doenga ja evolui para a aids, e associada ao grau de imunodeficiéncia

pode provocar a morte do paciente na auséncia de tratamento.

1.7 Diagnostico e Monitoramento da Infeccéo pelo HIV-1

Os ensaios laboratoriais para a detecgdo do HIV sdo empregados para fins de triagem
soroldgica nos bancos de sangue para transfusdes sanguineas e seus hemoderivados, 6rgaos
para transplante, estudos de vigilancia epidemioldgica, realizacdo do diagnostico e
monitoramento da infeccdo pelo HIV. Quando usados para realizagdo de diagndstico, eles se
dividem em testes de triagem e testes confirmatérios (BUTTO, 2010).

No Brasil, o fluxograma para o diagnostico laboratorial da infeccdo pelo HIV consta
no documento: “Manual Técnico para o Diagndstico da Infeccdo pelo HIV/Ministério da
Saude, 2014” (BRASIL, 2014b). Em individuos acima de 18 meses, € preconizado o0 uso de 2
ou mais testes de triagem, em série ou sequenciais, cujo objetivo € aumentar o valor preditivo
positivo de um resultado reagente. Os testes de triagem mais comumente utilizados séo o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) de 3% e 42 geracdo e os testes de imunocromatografia (testes
rapidos). Assim, o resultado reagente no primeiro teste de triagem deve ser sempre
confirmado com um segundo teste, diferente do primeiro. Em geral, o primeiro teste de
triagem de escolha é um teste mais sensivel e o0 segundo, um teste mais especifico. Por outro
lado, o resultado ndo reagente é liberado com base em um unico teste de triagem, com a
ressalva de que caso persista a suspeita de infeccdo pelo HIV, uma nova amostra devera ser
coletada 30 dias apds a data da coleta da primeira amostra.

Os testes confirmatorios sdo utilizados para confirmar o resultado reagente dos testes
de triagem sequenciais. Porém, deve-se ressaltar que sdo ensaios sorolégicos, ou seja,
baseados na deteccdo de anticorpos. Os testes confirmatorios incluem o ensaio de
imunofluorescéncia indireta, immunoblot ou Western blot. Para os ensaios de Western blot e
immunoblot, a amostra é considerada reagente para 0 HIV quando apresentar reatividade em
pelo menos duas das seguintes proteinas: p24, gp41, gp120 e gp160.

O diagnostico da infeccdo pelo HIV em criancas nascidas de maes soropositivas
(menores de 2 anos de idade) é feito pelo uso de testes moleculares para identificacdo de RNA
ou DNA proviral, em fungdo da transferéncia passiva de anticorpos IgG pela placenta, cuja
permanéncia na circulagdo pode ocorrer até 24 meses de idade.

Uma vez confirmada a infecgdo pelo HIV, o monitoramento da infeccdo deve ser

iniciado baseando-se na presenca de sinais clinicos de imunodeficiéncia, contagem de celulas
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T CD4" e quantificacdo da carga viral plasmatica, como os principais parametros. A
contagem de células T CD4" é vista desde o inicio da epidemia como um pardmetro
laboratorial preditivo do prognostico da infeccdo pelo HIV, além de ser um 6timo indicador
do risco de infecgcdes oportunistas, principalmente em pacientes sintomaticos. Os valores da
contagem de células T CD4" auxiliam na necessidade de modificacdo da terapia e tem uma
boa correlagio com a resposta ao tratamento. E também usada para definicio da necessidade
de quimioprofilaxia para doencgas oportunistas como pneumocistose e neurotoxoplasmose
(MOORE et al, 2019).

Outro importante marcador clinico para 0 monitoramento do paciente com HIV é a
quantificacdo da carga viral plasmatica que detecta 0 RNA do HIV, sendo mais alta na
infeccdo primaria e mais baixa na fase cronica, existindo uma relacdo direta entre a
quantidade de HIV encontrada e a rapidez com que a infeccdo progride (GRENNAN et al,
2012). Assim, é extremamente Util para avaliar a progressdo da doenca, indicar quando iniciar
o tratamento e determinar a eficacia desta. Portanto, a quantificagdo da carga viral do HIV e a
contagem de linfécitos T CD4" é indicada a cada 6 meses pelo protocolo brasileiro, desde que

0 paciente apresente estabilidade imunoldgica (BRASIL, 2015).

1.8 Tratamento da Infec¢do pelo HIV-1

O tratamento da infeccdo pelo HIV tem como principal objetivo a reducdo da carga
viral a niveis indetectaveis (< 50 copias/mL) e melhorar o funcionamento do sistema
imunolégico, retardando a evolucdo da doenca e prolongando a sobrevida dos pacientes, além
de reduzir a transmissdo do HIV (DETELS et al, 1998). Para que estes objetivos sejam
alcancados, o tratamento deve ser feito de forma rigorosa e, no Brasil é orientado pelo
“Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da Infeccdo pelo HIV em
Adultos/Ministério da Saude” de 2015 (BRASIL, 2015). O acesso ao tratamento ARV
(TARV) de forma gratuita a todos os pacientes com infeccdo pelo HIV é parte das
recomendacdes realizadas pelo Programa Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e
Aids/Ministério da Satude (PN DST Aids/MS) desde o ano de 1996. Até o ano de 2014,
382.797 pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) receberam tratamento no Brasil (UNAIDS,
2015).

Desde 2013, o protocolo brasileiro recomenda inicio imediato de TARV em todas as
PVHA independente da contagem de células CD4" considerando a motivacdo destas pessoas

(BRASIL, 2015). O objetivo do tratamento imediatamente apds o diagndstico tem como
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intuito diminuir o risco de imunossupressdao, ja& que o sistema imune pode ainda estar
preservado, além de também reduzir a transmissdo do HIV. No entanto, ainda ndo se sabe 0s
riscos da introducdo imediata do tratamento em longo prazo. O estudo START (Strategic
Timing of Antiretroviral Treatment) promovido pelo NIH-EUA, que se iniciou em 2011 e tem
previsdo de término em 2016, vem realizando um grande ensaio clinico randomizado com
PVHA de 35 paises, incluindo pacientes do Brasil, para determinar os beneficios da TARV
precoce (www.nih.gov/news/health/may2015/niaid-27.htm). Ao término desta pesquisa,
evidéncias cientificas concretas serdo apresentadas em relagdo ao real beneficio da TARV em
individuos assintomaticos, além da resposta & adesdo, efeitos adversos em longo prazo,
fatores de risco para doencas ndo relacionadas a aids, qualidade de vida e avaliagdo da
transmissibilidade do HIV.

Em casos que o paciente nao se encontra motivado a iniciar o tratamento, ¢
mandatorio, de acordo com o protocolo brasileiro para o tratamento da infec¢do pelo HIV
que individuos assintomaticos e com contagem de células T CD4* > 500 células/mm? devem
iniciar a TARV nas seguintes condicdes: coinfeccdo HIV-virus da hepatite B (HBV) com
indicacdo para tratamento de hepatite B ou coinfeccdo HIV- virus da hepatite C (HCV),
neoplasias ndo definidoras de aids com indicacdo de quimioterapia ou radioterapia, doenca
cardiovascular estabelecida ou risco cardiovascular elevado e carga viral do HIV acima de
100.000 copias/mL. Da mesma maneira, deve-se iniciar a TARV em pacientes com contagem
de células T CD4" < 500 células/mm® e em individuos sintomaticos, incluindo tuberculose
ativa, independente da contagem de células T CD4* A TARV também esta indicada para
todas as gestantes, independente de sintomas ou da contagem de células T CD4",
recomendando ser mantida ap0s o parto (BRASIL, 2015).

Entende-se como pacientes sintomaticos aqueles com manifestacbes clinicas
atribuidas diretamente ao HIV (nefropatia, alteracdes neuroldgicas e cardiomiopatia associada
ao HIV) e/ou presenca de doencas definidoras de aids como perda ponderal maior que 10%,
pneumonia por Pneumocystis jirovecii, tuberculose extrapulmonar, sarcoma de Kaposi,
neurotoxoplasmose, criptococose extrapulmonar, entre outras (BRASIL, 2015).

Atualmente existem disponiveis seis classes de drogas ARVs para o tratamento da
infeccdo pelo HIV e cada uma delas tem como alvo etapas do ciclo de replicagéo viral. Os
inibidores da TR incluem os inibidores analogos a nucleosideos e nucleotideos (NRTI-
Nucleotide and Nucleoside Analogs Reverse Transcriptase Inhibitors) e os inibidores néo
analogos a nucleosideos (NNRTI-Non-Nucleoside Analogs Reverse Transcriptase Inhibitors).

Estes agem inibindo diretamente e indiretamente a transcricdo e a sintese de DNA (ESNOUF
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et al, 1997; ROBBINS et al, 1998). Os ARVs aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) e disponiveis no Brasil para as classes NRTI e NNRTI estdo descritos no QUADRO 1.

QUADRO 1 Antirretrovirais Aprovados pelo FDA e disponiveis no Brasil.

NRTI NNRTI IP IE INI
/Abacavir (ABC) Efavirenz (EFV) |Atazanavir (ATV) Enfurvitida (ENF;T-20) [Raltegravir (RAL)
Didanosina (ddl) Etravirina (ETR) [Darunavir (DRV) Maraviroc (MVC)
Lamivudina (3TC)  |Nevirapina (NVP) [Fosamprenavir (FPV)
Tenofovir (TDF) Lopinavir (LPV)
Zidovudina (AZT) Ritonavir (RTV)
Tipranavir (TPV)

IE: Inibidores de Entrada; INI: Inibidores da Integrase; IP: Inibidores da Protease; NNRTI: Inibidores da
Transcriptase Reversa Ndo Analogos a Nucleosideos; NRTI: Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos a
Nucleosideos e Nucleotideos.

Os inibidores da PR (IP) atuam na enzima PR, bloqueando a fragmentacdo
proteolitica das poliproteinas e a maturacdo dos virions. Isso resulta na liberacéo de particulas
virais que sdo incapazes de infectar novas células (CLAVEL; HANCE, 2004). Os ARVs
disponiveis no Brasil para a classe de IP estdo descritos no QUADRO 1.

Os inibidores da IN (INI) bloqueiam a atividade da enzima IN, responsavel pela
interacdo do DNAc viral ao DNA da célula hospedeira (NAIR; CHI 2007). Os ARVs
disponiveis no Brasil para a classe de INI estdo descritos no QUADRO 1.

Os inibidores de entrada (IE) agem impedindo a entrada do HIV nas células
hospedeiras de diferentes formas: a classe dos inibidores de fusdo tem como agdo o
impedimento da fusdo do virus com a célula e a classe dos antagonistas do co-receptor CCR5
agem impedindo a interacdo da gpl20 ao co-receptor CCR5 expresso pelos
mondcitos/macréfagos e células dendriticas e, portanto, ndo possuem atividade contra
variantes virais com tropismo ao CXCR4 (CERVIA; SMITH et al, 2003; WESTBY; VAN
DER RYST, 2005). Os ARVs disponiveis no Brasil para a classe de IE estdo descritos no
QUADRO 1.

De acordo com o protocolo brasileiro para o tratamento do HIV/aids, a terapia inicial
deve sempre conter a presenca de duas classes de ARVs, sendo dois ARVs da classe NRTI
associados a um ARV da classe NNRTI, sendo a combinacéo de esquema de primeira linha o
TDF+3TC+EFV. Desde 0 ano de 2014, o PN DST Aids/MS disponibiliza esse esquema em
uma unica dose diaria, com apenas 1 comprimido/dia, também conhecido como 3 em 1
(TDF+3TC+EFV) e 0 2 em 1 (TDF+3TC). Essas combinagdes visam favorecer a adeséo ao
tratamento por PVHA, além de serem esquemas que proporcionam alta supressdo viral. A

associacao de TDF+3TC apresenta vantagem em relagdo ao perfil de toxicidade favoravel em
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relacdo a lipoatrofia e a toxicidade hematoldgica quando comparada ao AZT, além de permitir
uma unica dose diéria. Esse esquema é também recomendado na coinfeccdo HIV-HBV
(LAKE; CURRIER, 2010). No entanto, para pacientes com doenca renal pré-existente, devido
a sua nefrotoxicidade, o TDF é contraindicado, sendo substituido pelo AZT, como primeira
opcao, seguido do ABC e ddI (POST et al, 2010).

Quanto ao uso do EFV (NNRTI), este apresenta melhor perfil de toxicidade, maior
comodidade posoldgica, maior taxa de adesdo em longo prazo, alta inibicdo da replicacdo
viral, maior efetividade e maior durabilidade da supresséo viral. Apesar de ser uma droga com
essas caracteristicas, apresenta altas taxas de toxicidade relacionadas ao sistema nervoso
central e uma possivel associacdo com suicidio. Devido a esses efeitos adversos, em paises
desenvolvidos como EUA o EFV ndo faz parte dos esquemas de primeira escolha. Na
contraindicacao ou intolerancia ao EFV, a NVP é a proxima opcdo (DE BEAUDRAP et al,
2008).

Quando o uso de NNRTI for contraindicado, deve-se instituir a segunda linha de
terapia com uso de um IP, de modo que permaneca 0 seguinte esquema: 2 NRTI+IP/com
reforco de RTV (IP/r). O LPVI/r é o IP preferencial devido a sua coformulacdo com RTV,
experiéncia de uso, maior nimero de estudos a longo prazo, poténcia e durabilidade do
esquema, além de menor custo. Alternativamente ao uso de LPV/r tem-se o ATV/r e FPV/r
(ERON et al, 2006). A terapia ARV altamente ativa (HAART) é definida como a combinagéo
de 3 ou mais drogas ARVSs.

Enquanto o protocolo brasileiro para o tratamento do HIV/aids recomenda drogas de
baixa barreira genética (como o EFV) e com alto perfil de nefrotoxicidade (como o TDF) e
neurotoxicidade (como o EFV) como primeira escolha, guidelines americanos preconizam
para inicio de tratamento, regimes contendo INI e IP/r de menor toxicidade e alta barreira
genética como dolutegravir (DTG) e darunavir (DRV) (https://aidsinfo.nih.gov/guidelines).

Durante o uso da TARV, inimeros fatores podem estar associados a falha aos ARVs
(falha terapéutica), como por exemplo, baixa adesdo ao tratamento, poténcia viroldgica
insuficiente, fatores farmacoldgicos e presenca de mutacfes de resisténcia as drogas. A falha
terapéutica tem como principal parametro a falha virologica. A falha virolégica é
caracterizada por carga viral confirmada acima de 400 cOpias/mL ap0s 24 semanas ou acima
de 50 copias/mL apds 48 semanas de tratamento ou ainda, para individuos que atingiram
supressdo viral completa, por rebote confirmado de carga viral acima de 400 cépias/mL
(GALLANT, 2007). Apo6s suspeita de falha viroldgica, a viremia deve ser confirmada em

coleta consecutiva ap0s intervalo de quatro semanas da anterior. A falha viroldgica leva a
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deterioracdo clinica e imunoldgica, podendo surgir sintomas constitucionais e doencas
oportunistas. A falha imunoldgica caracteriza-se pelo declinio progressivo da contagem de
células T CD4", enquanto que, a falha clinica se expressa por meio de infeccdes oportunistas
(TURNER et al, 1994).

Na suspeita de falha viroldgica deve-se proceder ao teste de genotipagem para
investigar a presenca de mutagdes de resisténcia aos ARVs e assim proceder a escolha de
terapia de resgate. Os ARVs de terceira linha, como alguns IP (DRV e TPV), NNRTI (ETR),
INI (RAL) e IE (ENF e MVC) devem ser indicados somente para pacientes em falha
viroldgica com intuito de resgate e estes devem apresentar resisténcia a pelo menos um ARV
de cada uma das trés classes (NRTI, NNRTI e IP), detectada em genotipagem realizada ha
menos de 12 meses. O esquema de resgate deve ter pelo menos um ARV que seja sensivel no

teste de genotipagem para associar ao medicamento de terceira linha (BRASIL, 2015).

1.9 Resisténcia do HIV-1 aos Antirretrovirais

A presenca de mutacGes que reduzem a suscetibilidade do HIV aos ARVs define
resisténcia viral (SHAFER, 2002). A nomenclatura das mutacdes baseia-se nas diferencas dos
aminoacidos de uma sequéncia de referéncia, a sequéncia HXB2 do subtipo B do HIV-1
(numero de acesso ao GenBank, K03455), pois, esta contém os aminoacidos mais comuns em
cada posicdo do subtipo B do HIV-1 (KORBER et al, 1998). Assim, uma mutacdo €
representada por uma letra referente ao aminoacido consenso, seguido do nimero da posi¢éo
do codon e da letra referente a0 aminoacido da mutacdo. Por exemplo, a mutagdo M184V,
significa que na posi¢do do cédon 184, o aminodcido metionina (M) do consenso foi
substituido pelo aminoéacido valina (V).

A resisténcia aos ARVs é identificada em mais de 90% dos casos de falha viroldgica
(SUCUPIRA et al, 2001; HUANG et al, 2008). As maiores causas da resisténcia sdo falta de
adesdo ao tratamento e tratamentos subotimos (DEEKS et al, 2001; JOHNSON et al, 2007).
Apesar dos grandes avancgos na TARV e das altas taxas de sucesso com 0 seu uso, em torno
de 80%, a resisténcia as drogas permanece um importante obstaculo no controle efetivo da
infeccdo pelo HIV-1, levando a necessidade de alteragdes nos esquemas de ARV. Deve-se
detectar precocemente a falha virologica, sendo fundamental a escolha adequada e oportuna
do novo tratamento, minimizando assim as consequéncias da supressdo viral parcial ou
incompleta (DE LUCA et al, 2015). Atualmente, devido ao grande arsenal de ARVs



30

existentes, a supressao virologica se tornou possivel na maioria dos pacientes que apresentam
falha viroldgica.

As mutacdes relacionadas a resisténcia aos ARVs podem ser classificadas como
mutacdes principais ou secundarias/acessorias. As mutagdes principais situam-se no sitio
ativo da enzima ou em local préximo e alteram a ligacdo do ARV, reduzindo a sua acdo. As
mutacBes secundarias ou acessOrias estdo presentes como polimorfismos, ou seja,
substituicdes que podem ocorrer frequentemente em virus ndo expostos a pressdo seletiva da
droga. Estas podem também surgir para melhorar a capacidade replicativa do virus ja
contendo uma mutacao principal. Em alguns casos, quando associadas as mutagcfes primarias,
as mutagdes acessorias podem reduzir a suscetibilidade a droga (SHAFER, 2002; SPIRA et
al, 2003).

A resisténcia aos ARVs é classificada como resisténcia primaria/transmitida ou
resisténcia secundaria. A resisténcia primaria/transmitida ocorre em pacientes que nunca
fizeram uso de ARVs e essas cepas resistentes podem ser adquiridas e transmitidas no
momento da infeccdo (BODEN, 1999; BUCHACZ et al, 2015). Menos frequentemente, a
resisténcia primaria pode ocorrer pela geracdo espontanea de mutac6es devido a alta de erros
da TR no momento da replicacdo viral, que pode acumular uma mutacdo nucleotidica por
ciclo de replicacdo, resultando nas populacbes de quasispecies do HIV-1. Essas variantes
virais podem ter a capacidade de se evadir do sistema imune, aumentando ainda mais o
desenvolvimento de resisténcia aos ARVs (BODEN, 1999; COFFIN, 1995). A presenca de
resisténcia primaria pode substancialmente comprometer a eficacia dos regimes terapéuticos
de primeira linha em pacientes virgens de tratamento.

A resisténcia secundaria ocorre em pacientes em uso de TARV como consequéncia
da presséo seletiva dos ARVSs.

O continuo uso de TARV tem tornado a emergéncia de resisténcia um grande
desafio. Se os regimes de ARVs ndo sdo efetivos, as mutacGes de resisténcia se tornam
comuns, levando a um aumento de falhas terapéuticas, transmissdo de virus resistentes e
diminuicdo no nimero de opcdes terapéuticas e expectativa de vida (LIEGEOIS et al, 2012).
A barreira genética a resisténcia pode também ser responsavel pelo surgimento de resisténcia
do HIV-1 a determinado ARV. A barreira genética é determinada pela quantidade de
mutacdes necessarias para conferir resisténcia a uma determinada classe ARV e a facilidade
ou frequéncia cuja mutacdo se desenvolve (TANG; SHAFER, 2012). Algumas classes de
ARVs possuem baixa barreira genética, ou seja, um pequeno nimero de mutacdes pode

conferir resisténcia a toda a classe de ARV. Assim ocorre para a classe dos NNRTIs, da qual,
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uma unica mutacdo pode reduzir a suscetibilidade a toda classe dos NNRTIs (FIGURA 7). E
em seguida, sdo as classes dos NRTIs, o INI (RAL) e o IE (ENF), da qual um pequeno
numero de mutagdes pode conferir resisténcia a maioria dos ARVs dessas classes. Os IPs e 0
IE (MVC) apresentam alta barreira genética, ou seja, € necessario acimulo de mdultiplas
mutacOes para causar reducdo da suscetibilidade e, consequentemente conferir resisténcia a
essas classes de ARVs. Dessa maneira, a barreira genética a resisténcia pode influenciar na
poténcia do ARV e por isso, faz-se necessario 0 monitoramento virologico na rotina clinica,

mantendo a preocupacao com a emergéncia de alto nivel de resisténcia durante a TARV.
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FIGURA 6 Barreira genética a resisténcia e Poténcia dos ARVS.
(Adaptada de TANG; SHAFER, 2012)

Estudos de prevaléncia de resisténcia em pacientes com falha terapéutica em uso de
HAART em paises como 0os EUA mostram que 76% dos pacientes possuem mutacdes de
resisténcia para um ou mais ARVs (RICHMAN et al, 2004). Outras pesquisas recentes na
Europa e EUA mostram que a resisténcia secundaria em pacientes com faléncia virologica
recebendo HAART vem diminuindo com o constante monitoramento virologico dos pacientes
(VERCAUTEREN et al, 2009; VON WYL et al, 2009; DE LUCA et al, 2013; YANG et al,
2015).

No Brasil, a prevaléncia de resisténcia secundaria varia de 15% a 98% (SUCUPIRA
et al, 2001; BRINDEIRO et al, 2002; TANURI et al, 2002; CERQUEIRA et al, 2004a3;
CERQUEIRA et al, 2004b; MACHADO et al, 2004a; MACHADO et al, 2004b;
CAVALCANTI et al, 2007; CARDOSO; STEFANI, 2009; CARDOSO et al, 2010;
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ALCANTARA et al, 2012). Estudos realizados nos estados do Distrito Federal de Sdo Paulo
mostrou uma prevaléncia de 80 e 97% de resisténcia secundaria, respectivamente, sendo que a
maioria dos isolados apresentavam mutacgdes de resisténcia secundaria nos genes da PR e TR.
E também observado no Brasil, maioria de mutacdes de resisténcia associadas aos NRTI e
NNRTI, o que demonstra o intenso uso dessas classes de drogas em esquemas de primeira
linha (SUCUPIRA et al, 2001; TANURI et al, 2002).

Os testes de genotipagem para deteccdo de resisténcia aos ARVs tém se mostrado
preditor de faléncia virologica. Alguns pacientes podem apresentar mutacdes de resisténcia
em vigéncia da HAART, mesmo apresentando supressdo viral sustentada ou baixa viremia
(de 200 a 1.000 cépias/mL) (HARRIGAN; COTE, 2000; DEGRUTOLLA et al, 2000;
SWENSON et al, 2014). Isso sugere gque os testes de genotipagem sejam recomendados para
individuos em TARV que apresentam o primeiro rebote viral, com carga viral entre 50 e
1.000 copias/mL. No entanto, na pratica clinica brasileira, a aplicacdo do teste de
genotipagem pela rede publica s6 pode ser solicitada em pacientes com falha viroldgica
confirmada, carga viral acima de 1.000 copias/mL e uso regular de TARV por pelo menos 6
meses (BRASIL, 2015).

A ocorréncia de falha viroldgica em pacientes com baixa viremia, em longo prazo,
pode estar associada a falta de adesdo ao tratamento (PATERSON et al, 2000;
PODSADECKI et al, 2007). Em relacdo a TARV, a adesdo satisfatoria deve ser acima de
95%. No Brasil, 0 monitoramento da adesdo é realizado baseando-se em auto relatos de
tomada regulares dos comprimidos e em técnicas de monitoramento eletrdnico referente as
retiradas dos medicamentos na farmacia e na contagem de comprimidos (ROCHA et al,
2011). No entanto, em outros paises, a adesdo pode também ser evidenciada pela
determinacdo das concentracfes plasmaticas das drogas ARVs (HEESWIJK et al, 1998;
DJABAROUTI et al, 2006). A boa aderéncia a TARV, ndo sé reduz a possibilidade de
selecdo de virus resistentes, mas também a ocorréncia de doencas relacionadas a aids, as

hospitalizacdes, aumenta a sobrevida do paciente e melhora a qualidade de vida do mesmo.



33

2 JUSTIFICATIVA

O SAE do municipio de Jatai atende pacientes HIV+ recém-diagnosticados e em
TARV, além de atender pacientes com outras DSTs, como sifilis, hepatite B e C. Atualmente,
devido a descentralizacdo dos servigos publicos de salde para 0s municipios, a maioria das
Secretarias Municipais de Saude tem autonomia na prestacdo de servicos de atendimento,
diagndstico e monitoramento do paciente HIV+, no proprio municipio de residéncia do
paciente, evitando a necessidade do seu deslocamento para a capital do estado. E dessa forma,
0 municipio de Jatai é o municipio sede da regional de saide do estado de Goias - Sudoeste II,
abrangendo o atendimento a populacdo de mais 9 municipios de sua proximidade.

Dados do Boletim Epidemioldgico Nacional de HIV/aids dos altimos sete anos
mostraram que o municipio de Jatai esteve entre as quatro cidades do estado de Goids, com
mais de 50 mil habitantes, com as maiores taxas de detec¢do de casos de aids. O municipio de
Jatai esteve nas posicOes 22, 18, 3% e 42 colocada em taxas de deteccdo de casos de HIV/aids.

Diante deste cenario de altos casos da infec¢do pelo HIV em Jatai e da interiorizagdo
da infeccdo no Brasil, faz-se necessario estudos para o conhecimento da real prevaléncia de
casos de infeccdo pelo HIV/aids nessa populacdo. Esse estudo visa contribuir para o
entendimento de padrdes de distribuicdo possivelmente relevantes para a compreensdo da
dindmica da epidemia do HIV de municipios na regido do sudoeste goiano do Brasil e,
medidas de prevencdo e conscientizacdo da populacdo do interior do pais, por meio de acdes
da vigilancia epidemiologica local.

Outra lacuna do conhecimento parte da prevaléncia de resisténcia aos ARVS nessa
populacdo. No estado de Goids, varios estudos sobre a caracterizacdo epidemiolégica da
infeccdo pelo HIV e resisténcia aos ARVs foram realizados. De uma forma geral, 0s grupos
de pacientes destes estudos eram provenientes da grande area metropolitana de Goiania e de
alguns municipios do interior do estado que, se deslocavam para a capital para o tratamento
da infeccdo. Porém, com a municipalizacdo dos servicos de salde, 0s pacientes tém
tratamento gratuito na sua propria regional de salde. Nessa circunstancia, estudos de
resisténcia do HIV-1 aos ARVs realizados estritamente nas grandes capitais brasileiras podem
comprometer, mesmo que parcialmente, a real prevaléncia de pacientes que falham ao
tratamento para a infeccdo pelo HIV. Assim, este estudo poderd também contribuir no
conhecimento da diversidade do HIV na populagdo HIV+/aids do sudoeste goiano e no
desenvolvimento de estratégias de controle e recomendagBes no manejo clinico desses

pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo tracar o perfil clinico-epidemiologico da infeccéo
pelo HIV/aids em pacientes de municipios do sudoeste goiano brasileiro, no periodo de 2005
a 2015 e; entre os pacientes em TARV no ano de 2015, avaliar o perfil e a prevaléncia de

mutacdes de resisténcia secundaria do HIV-1 aos ARVs.

3.2 Objetivos Especificos

1. Entre os pacientes com infeccdo pelo HIV/aids atendidos no SAE do municipio de Jatai
entre o periodo de 2005 a 2015:
a. Descrever variaveis como sexo, idade, ano do diagnostico da infeccdo pelo HIV/aids e
categoria de exposicao;
b. Descrever as variaveis clinicas e laboratoriais, como sinais e sintomas ao diagnostico,
doencas oportunistas, contagem de células T CD4" e quantificacdo da carga viral

plasmatica.

2. Entre os pacientes em TARV atendidos no SAE do municipio de Jatai no ano de 2015:
a. Identificar os subtipos genéticos do HIV-1 nas regides da PR e TR;
b. Descrever a frequéncia de polimorfismos do HIV-1 nas regifes da PR e TR;
c. Descrever a frequéncia de mutacdes associadas a resisténcia secundaria do HIV-1 aos
ARVs (IP, NRTI e NNRTI);
d. Descrever o perfil de resisténcia secundaria aos ARVs (IP, NRTI e NNRTI);
e. Avaliar os esquemas ARVs estabelecidos anterior a genotipagem e possiveis medidas

de trocas de esquemas entre pacientes com e sem mutacdes de resisténcia.
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4 METODOLOGIA

4.1 Populagéo de Estudo e Aspectos Eticos

Este estudo é dividido em duas partes de estudo. Estudo 1: A primeira parte baseia-
se em um estudo descritivo para a avaliacdo do perfil clinico-epidemioldgico da infec¢do pelo
HIV/aids em pacientes que apresentavam evidéncia comprovada de infeccdo pelo HIV,
segundo as normas do Ministério da Saude (BRASIL, 2014b), no periodo compreendido entre
0s anos de 2005 a 2015. Esses pacientes foram e sao assistidos pelo SAE localizado no Centro
Médico Municipal Serafim de Carvalho, no municipio de Jatai/Goids (municipio sede da
regional de sadde - Sudoeste 11). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFG#926.441 (APENDICE 1). Para aqueles pacientes possiveis de ser aplicado o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - APENDICE 2) o mesmo foi realizado. A
coleta dos dados foi realizada a partir dos registros de prontuarios médicos e fichas de
notificacdo compulséria dos pacientes atendidos no SAE de Jatai e preenchido um
questionario padronizado (APENDICE 3). Foram incluidos no Estudo 1 todos os pacientes
HIV/aids atendidos no SAE no periodo acima citado, de ambos 0s sexos e de todas as idades,
totalizando 539 pacientes. Estes foram avaliados quanto ao sexo, mediana de idade, raga, ano
de diagndstico, categoria de exposicao, sintomas ao diagnostico, doengas oportunistas e causa
Obito. Os pacientes que vieram ao 0bito, transferidos e sem seguimento foram excluidos para
a analise das varidveis laboratoriais como mediana da contagem de CD4+ e carga viral de
HIV-1, restando 369 individuos para esta analise. A figura 7 apresenta o fluxograma da
selecdo dos prontuarios analisados neste estudo.

539
Prontuarios cadastrados no SAE e revisados
I

I I I |
83 20 40 27
Obitos Transferéncias Sem seguimento Sem dados completos

369
Prontudrios selecionados para varidveis laboratoriais

FIGURA 7 Fluxograma de sele¢do de prontuarios de pacientes do SAE de Jatai/Goias.
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A segunda etapa do estudo (Estudo 2) envolveu a avaliacdo da frequéncia de
mutacdes e o perfil de resisténcia aos ARVs, bem como a identificacdo dos subtipos genéticos
em isolados de HIV-1 de pacientes atendidos de janeiro a junho de 2015 no SAE de Jatai.
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFG#1.009.763 (APENDICE
4) e est4 sendo financiado pelo Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento - CNPq
(MCTI/CNPQ/Universal 14/2014).

Os critérios de inclusdo para o estudo de resisténcia aos ARVs foram: pacientes de
ambos 0s sexos, maiores de 18 anos de idade, com diagnostico de infeccdo aguda ou crénica
pelo HIV-1, assintomaticos ou sintomaticos, em uso de TARV, independentes do valor da
contagem de células T CD4" e com carga viral plasmatica detectavel. Incluiram-se também,
pacientes do sexo feminino que ja receberam a TARV profilatica para prevenir a transmissédo
vertical do HIV. Apbs consulta médica, os pacientes que aceitaram participar do estudo
receberam informagdes sobre a pesquisa e assinaram o TCLE (APENDICE 5). Além disso,
todos os pacientes foram submetidos a uma entrevista baseada em um questionario
padronizado para a coleta de dados sociodemograficos (APENDICE 6).

As variaveis de interesse incluidas para esse trabalho compreendem dados como:
sexo, idade ao diagndstico (em anos completos), cor da pele (brancos, negros, amarelos e
pardos), via possivel de infeccdo pelo HIV (sexual, hemotransfusdo, UDI e transmissdo
vertical), preferéncia sexual (heterossexual, homossexual ou bissexual); dados laboratoriais
(contagem de células T CD4" e quantificacdo da carga viral plasméatica ao inicio do
acompanhamento clinico no SAE e no momento da coleta para a genotipagem) e dados
clinicos (principais manifestacdes clinicas ao diagnostico e doencas oportunistas ja
apresentadas), coinfeccdo, uso e esquema de TARV, bem como a regularidade de seu uso.

A via possivel de infeccdo pelo HIV foi definida pela presenca de variaveis
comportamentais relacionadas as possiveis exposicdes sexuais ao HIV. A variavel sintomas
clinicos foi definida a partir dos sintomas apresentados na primeira consulta médica. A
regularidade ao tratamento foi classificada em regular para aqueles com trés ou mais
comparecimentos anuais para atendimentos; irregular para aqueles casos com
comparecimento menor que trés vezes ao ano; abandono de seguimento para aqueles sem

comparecimento, no periodo de um ano ou mais.
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4.2 Coleta de Amostra Bioldgica

Para o estudo resisténcia aos ARVs e identificacdo dos subtipos do HIV-1, foram
recrutados 26 pacientes no periodo de janeiro a junho de 2015. Cerca de 10 mL de sangue
venoso periférico foram coletados em tubo vacutainer contendo anticoagulante EDTA
(Becton & Dickinson®, San Jose, CA, USA). No laboratério de anélises clinicas do Centro
Médico Municipal Serafim de Carvalho (Jatai/Goias), uma aliquota de 2 mL de sangue total
foi separada e o restante da amostra foi centrifugada (2500 rpm, 20 min) e separados 2 mL de
plasma em duas aliquotas. As aliquotas de sangue total e plasma foram estocadas a -80°C no
IPTSP/UFG. No mesmo momento da coleta para analise de resisténcia eram coletados 10 mL
de sangue total para realizacdo da contagem de linfocitos CD4+ e quantificacdo da carga viral
plasmatica do HIV no Laboratorio Central de Salde Publica Dr. Giovanni Cysneiros
(LACEN/SUS/Go).

4.3 Extracdo do RNA Genbmico

A extracdo do RNA foi realizada através do kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(Qiagen® GmbH, Hilden, Germany), conforme protocolos do fabricante: as particulas virais
na amostra de plasma sdo lisadas pela acdo da enzima carrier-RNA e 0 RNA ¢é precipitado
com etanol absoluto (Merck®). O RNA é adsorvido a uma membrana de silica e
posteriormente eluido. As amostras de RNA foram armazenadas a temperatura de -80°C no
Laboratério de Imunologia da Aids e da Hanseniase (LIAH) localizado no Instituto de
Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP) /UFG — Regional Goiania.

4.4 Sintese do DNA Complementar Através da Retrotranscricdo do RNA

A transcricdo reversa do RNA para obtencdo do DNAc foi realizada atraves de
reagentes da Invitrogen (Life Technologies®, NY, USA) conforme protocolos do fabricante: a
partir da amostra de RNA, a transcri¢cdo reversa do RNA em DNACc é realizada com uma
mistura de  desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs) (desoxiAdenina-dATP,
desoxiCitosina-dCTP, desoxiTimina-dTTP e desoxiGuanina-dGTP trifosfatadas), primer
randémico e enzima Super Script® 11l RT. A reacdo de retrotranscrigio € realizada com o

periodo de ciclagem de 25°C por 5 min, 50°C por 60 min seguida de inativagdo da reacdo a
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80°C por 15 min. As amostras de cDNA foram armazenadas a temperatura de -80°C no LIAH
IPTSP/UFG.

4.5 Amplificacdo do Gene pol do HIV-1 Através da Reacio de “nested”-PCR

Duas diferentes regides do gene pol do HIV-1 foram alvos de amplificacdo por
“nested”-PCR: 0 gene completo da PR (sequéncia HXB2, 2253-2549) e o fragmento de
aproximadamente 750 pares de base (pb) do gene da TR (HXB2, 2550-3299).

Na primeira etapa da “nested”-PCR foi utilizado um “mix1” (QUADRO 2) contendo
tampdes, co-fator, dNTPs, primers especificos, Tag DNA polimerase e DNAc obtido por RT-
PCR.

Na segunda etapa da “nested”’-PCR foi utilizado um “mix2” (QUADRO 3) contendo
tampdes, co-fator, dNTPs, primers especificos, Tag DNA polimerase e o produto da primeira
etapa da “nested”-PCR.

QUADRO 2 “Mix1” para a Primeira Etapa da “nested”’-PCR.

H,O Ultrapura 33,45 uL
Tampéo de PCR 10x 5uL
MgCl> 50 mM 3,5 L
Mistura de dNTP 25 mM 0,8 uL
Primer K110 pmoles/pL 1L
Primer K2 10 pmoles/uL 1L
Taqg 5 U/uL 0,25 pL
Amostra de cDNA 5uL
Volume total 50 pL

(CARDOSO; STEFANI, 2009)

QUADRO 3 “Mix2” para a Segunda etapa da “nested”’-PCR.

H-O Ultrapura 71,9 pL
Tampdo de PCR 10x 10 pL
MgCl, 50 mM 7 uL
Mistura de dNTP 25 mM 1,6 uL
Primer K110 pmoles/pL 2L
Primer K2 10 pmoles/pL 2 uL
Taqg 5 U/uL 0,5 pL
Amostra de cDNA 5uL
Volume total 100 pL

(CARDOSO; STEFANI, 2009)

As duas etapas da “nested”-PCR para a regido pol do HIV-1 foram realizadas
utilizando o seguinte programa de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 1 min, 35 ciclos de 94°C por



39

45 seg, 55°C por 45 seg e 72°C por 2 min, extensdo final de 72°C por 10 min e 4 °C por
tempo indeterminado.

As informacGes sobre as sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados na
“nested”’-PCR encontram-se no QUADRO 4.

4.6 Eletroforese em Gel de Agarose 1%

Os fragmentos de amplificacdo obtidos atraves da amplificacdo pela
“nested”-PCR do gene pol do HIV-1 foram analisados por meio de aplicacdo de uma mistura
contendo produto de amplicon e azul de bromofenol puro (Gibco®) ao gel e paralelamente
uma mistura de padrio de peso molecular (100 bp Low DNA mass ladder, Invitrogen®) e azul
de bromofenol puro (Gibco®). A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal
(Horizon 11-14 e 25-25 Gel Electrophoresis Apparatus, Gibco®, USA) durante 1 h a 100 V,
400 mA em tampao TAE 1x (Gibco®). O gel foi analisado sob luz ultravioleta a 310 nm de

comprimento de onda para visualizacdo de bandas fluorescentes.

QUADRO 4 Sequéncia dos Primers de 5> — 3’ para o Gene pol do HIV-1.

Nome dos Sequéncia 5’ — 3° Localizacdo | Comprimento
Primers HXB2* (pb)
K1 CAGAGCCAACAGCCCCACCA 2147-2166 20 pb
K2 TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGAC | 3309-3338 30 pb
DP10 CAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG 2198-2223 26 pb
DP16 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 2253-2274 22 pb
DP17 AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT 2529-2549 21pb
DP11 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA 2572-2598 27 pb
RT9 GTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTC 2469-2598 29 pb
RT1 CCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA | 2604-2632 29 pb
F2 GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3301-3321 21pb
F3 TATCAGGATGGAGTTCATAAC 3241-3261 21 pb

“ Localizagédo dos primers relativo a sequéncia de referéncia do HIV-1 (HXB2, K03455).
(CARDOSO; STEFANI, 2009)

4.7 Purificacdo dos Produtos Amplificados dos Genes pol do HIV-1

Os produtos amplificados da segunda etapa da “nested”-PCR foram purificados
empregando-se o kit QIAquick® PCR Purification Kit/QIAGEN® (Qiagen® GmbH, Hilden,
Germany), conforme protocolos do fabricante: o produto amplificado da segunda etapa da
“nested”-PCR em tampé&o especifico é adicionado a uma coluna de silica para adsorcao. E,
seguida o produto de PCR amplificado é eluido. As amostras de produto de PCR purificadas
foram armazenadas a temperatura de -20°C no LIAH IPTSP/UFG.
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4.8 Sequenciamento Automatizado dos Genes pol do HIV-1

Os produtos de PCR purificados do gene pol do HIV-1 foram submetidos ao
sequenciamento automatizado utilizando Big Dye Terminator Sequencing Kit v.3.1 (Applied
Biosystems®, CA, USA), baseado no método de Sanger et al (1977). Em placas de 96 pogos
(Applied Biosystems®, CA, USA) sdo adicionados o produto de PCR purificado em tampao
especifico, 8 primers separadamente (DP10, DP11, DP16, RT9, RT1, RT4, F2 e F3 - Gibco®)
e 0 Big Dye Terminator Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems®, CA, USA). A reacio de
sequenciamento foi realizada em termociclador automético com o seguinte programa de
ciclagem: 25 ciclos de 95 °C por 20 seg, 50°C por 15 seg e 60°C por 60 seg. As informacoes
sobre as sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados no sequenciamento encontram-se
no QUADRO 4.

Os produtos sequenciados foram submetidos a precipitagdo com isopropanol e etanol
para purificacdo do material. Em seguida, as amostras foram ressuspensas em formamida Hi-
Di (Applied Biosystems® Inc, Foster City, CA, USA), seguida por um periodo de incubag&o
de 2 min a 95°C para desnaturacdo da fita dupla de DNA e chogue térmico em gelo por 2 min.
Finalmente, a leitura dos eletroferogramas foi realizada em sequenciador automatico (ABI
PRISM® 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems®) do Laboratério Multiusuario do
IPTSP/UFG.

4.9 Analise dos Cromatogramas

Apos a obtencdo dos cromatogramas, as sequéncias foram editadas manualmente por
comparacdo de complementaridade dos contigs e alinhadas por meio do programa Staden
Package 2.0 para Windows (www.staden.sourceforge.net/).

Todas as sequéncias geradas através da edi¢cdo manual no programa Staden Package
foram submetidas as anéalises de controle de qualidade para garantir auséncia de possiveis
contaminagfes entre as amostras (LEARN et al, 1996). Esta analise foi realizada pelo
programa HIV Quality Analysis Pipeline (www.sanbi.ac.za), que testa as sequéncias para
possiveis existéncias de contamina¢Ges usando BLAST (comparagdo) com um banco de
sequéncias publicadas no GenBank e um “BLAST” com o banco de dados interno do

laborat6rio.
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4.10 Andlise de Resisténcia do HIV-1 aos Antirretrovirais

A presenca de mutacdes relacionadas a resisténcia aos ARVs foi avaliada com a
ferramenta de bioinformatica do programa da Universidade de Stanford (Stanford HIV Drug
Resistance Database - www.hivdb6.stanford.edu) que, define as mutagOes a partir de
diferencas da sequéncia consenso do subtipo B do HIV-1. Através da andlise de similaridade
genética, as mutacgdes virais encontradas pela técnica de sequenciamento sdo interpretadas e
fornecem informacéo do perfil de resisténcia as drogas ARVs (suscetivel, potencial de baixo
nivel, baixo nivel, intermediario e alto nivel de resisténcia). Além disso, a andlise de
resisténcia aos ARVs também foi avaliada através da comparagdo com o banco de dados da
Sociedade internacional de Aids dos Estados Unidos da Ameérica (IAS-EUA) (WENSING et
al, 2014). No més de novembro de 2015, todas as sequéncias foram submetidas a uma nova
andlise de resisténcia, a fim de que os resultados fossem padronizados em um Unico periodo.

Todos os laudos dos testes de genotipagem para resisténcia do HIV-1 aos ARVs
foram disponibilizados aos médicos responsaveis e/ou pacientes e integrados ao prontuario

médico.

4.11 Anélise Genética dos Subtipos do HIV-1

A definicdo dos subtipos genéticos dos isolados do HIV-1 estudados foi realizada
empregando ferramentas de subtipagem do HIV como: programa REGA HIV-1 versdo 2.0
(OLIVEIRA et al, 2005) e por fim, inferéncia filogenética.

A construcdo da arvore filogenética foi realizada através do alinhamento das
sequéncias de estudo com sequéncias de referéncia mais representativas dos subtipos puros e
recombinantes do grupo M do HIV-1 obtido através do banco de dados Los Alamos HIV
Database (www.hiv.lanl.gov/.): subtipo B - K03455, AY173956, EF379194, EF379210 e
FJ548804; subtipo F1 - AF005494 e DQ358801; subtipo C - U46016, U52953, FJ548791 e
FJ5941490. A sequéncia do virus SIVcpz foi utilizada como grupo externo. O alinhamento
destas sequéncias referéncias com as sequéncias de estudo foi obtido através do programa
Clustal X versdo 2.0 (THOMPSON et al, 1994). O alinhamento foi editado manualmente
atraveés do programa BioEdit versdo 7.2.5 (HALL, 1999). A arvore filogenética foi construida
através do método Neighbor-Joining (NEI; KUMAR, 2002) e modelo evolutivo Kimura 2-
parametros (KIMURA, 1980) com valor de suporte (bootstrap) de 1.000 replicatas, usando o
programa MEGA versdo 6.0 (TAMURA et al, 2013). Os valores de bootstrap acima de 70
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foram considerados significativos. Todas as sequéncias dos isolados do HIV-1 obtidas nesse
estudo serdo depositadas no banco de dados publico do GenBank.

4.12 Anadlise Estatistica

Os dados coletados foram transcritos no programa Excel 2013 (Windows® 8.1) e
SPSS® 20 (IBM® SPSS® Statistics). Utilizou-se a epidemiologia descritiva para apresentacio
dos dados, onde foram calculadas frequéncia, mediana e respectivos intervalos de confianga
(IC) de 95% (1C95%) e desvio padrdo (DP), quando apropriado, pelos programas Prism 5
(GraphPad®) ou SPSS® 20 (IBM® SPSS® Statistics). Significancia estatistica (valor de p <
0,05) foi avaliada por teste ndo-paramétricos quando apropriados, com nivel de significancia
de 95%.



43

5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da Populacéo (Estudo 1)

No Estudo 1 foram analisados 539 prontuérios de pacientes infectados pelo HIV/aids
atendidos no SAE de Jatai/Goias entre os anos de 2005 (ano de abertura do SAE), até julho de
2015. O quadro 5 apresenta as principais caracteristicas dos pacientes HI\VV+/aids deste estudo
estratificada pelo sexo.

A maioria dos pacientes (57,9%) era do sexo masculino e 42,1% de pacientes do
sexo feminino. A maioria (55,3%) se autodeclarou como cor parda, seguida de branca
(29,7%) e negra (11,9%). Trinta e cinco pacientes tiveram o diagnéstico da infeccdo pelo
HIV-1 antes do ano 2000, 115 pacientes entre os anos de 2001 a 2005, 167 entre 0s anos de
2006 a 2010 e 209 pacientes entre os anos de 2011 a 2015.

A mediana de idade ao diagndstico foi de 32 anos (variacdo de 1 a 74 anos, DP +
11,2). De um modo geral, a faixa etaria que a infeccao pelo HIV-1 predominou foi de 40 a 49
anos (19,5%), seguida da faixa etéaria de 30 a 34 (18,9%), 19 a 24 (18,2%) e 25 a 29 anos
(15,6%). Com a estratificacdo da faixa etaria em relacdo ao sexo, nota-se maior frequéncia de
casos da infeccdo pelo HIV-1 em pacientes do sexo masculino com 30 a 34 (20,8%) e 40 a 49
anos (20,5%). E para o sexo feminino entre 19 a 24 (20,3%) e 40 a 49 anos (18,1%).

A categoria da possivel via de exposi¢do ao HIV-1 mais importante foi a sexual sem
protecdo (91,7%), em ambos 0s sexos. A maioria (80,9%) dos pacientes relatou a preferéncia
heterossexual (196 no sexo masculino e 221 no sexo feminino), 12,7% a preferéncia
homossexual (63 no sexo masculino e 1 no sexo feminino) e 5,2% pacientes do sexo
masculino bissexuais. Poucos casos de duas outras possiveis vias de transmissao: 6 casos por
via sexual e por compartilhamento de seringas pelo UDI, sendo 5 casos em pacientes do sexo
masculino e 1 caso em uma paciente do sexo feminino e 3 relatos de casos por via sexual e
hemotransfusdo (2 casos em pacientes do sexo masculino e 1 caso em uma paciente do sexo
feminino). Quatro casos de transmissdo da infeccdo pelo HIV-1 de mae para filho
(transmisséo vertical) no sexo feminino foram notificados em Jatai durante os 10 anos de

atendimento.
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QUADRO 5 Principais caracteristicas dos pacientes HIV+/aids do sudoeste goiano, atendidos entre
0s anos de 2005 a 2015, estratificada pelo sexo.

Masculino Feminino Total

n=312 (57,9%) n=227 (42,1%) 539 (100%)
Mediana da Idade # (min-méax) 33(14-72) 31(1-74) 32(1-74)
<18 07 (2,2) 13 (5,7) 20 (3,7)
19-24 52 (16,7) 46 (20,3) 98 (18,2)
25-29 47 (15,1) 37 (16,3) 84 (15,6)
30-34 65 (20,8) 37 (16,3) 102 (18,9)
35-39 43 (13,8) 24 (10,6) 67 (12,4)
40-49 64 (20,5) 41 (18,1) 105 (19,5)
50-59 14 (4,5%) 15 (6,6) 29 (5,4)
> 60 11 (3,5) 03 (1,3) 14 (2,6)
Raca/Cor °
Branca 94 (30,1) 66 (29) 160 (29,7)
Negra 34 (11) 30 (1,3) 64 (11,9)
Parda 174 (55,8) 124 (54,6) 298 (55,3)
Ano do Diagnoéstico ©
Antes de 2000 21 (6,7) 14 (6,2) 35 (6,5)
2001-2005 54 (17,3) 61 (26,9) 115 (21,3)
2006-2010 103 (33) 64 (28,1) 167 (31)
2011-2015 127 (40,7) 82 (36,1) 209 (38,8)
Categoria de Exposicao ¢
Sexual 284 (91) 210 (92,5) 494 (91,7)
Sexual + UDI 05 (1,6) 01 (0,4) 06 (1,1)
Sexual + Hemotransfuséao 02 (0,6) 01 (0,4) 03 (0,6)
Heterossexual 196 (62,8) 211 (93) 407 (80,9)
Homossexual 63 (20,2) 01 (0,4) 64 (12,7)
Bissexual 26 (8,3) 0 26 (5,2)
Transmissao vertical 0 04 (1,8) 04 (0,7)

Mediana de idade ao diagnoéstico em anos; min: minimo; max: maximo; UDI: uso de drogas injetaveis; a: sem
dados de 20 pacientes (09 do sexo masculino e 11 do sexo feminino); b: sem dados de 17 pacientes (10 do sexo
masculino e 07 do sexo feminino); c: sem dados de 13 pacientes (07 do sexo masculino e 06 do sexo feminino);
d: sem dados de 32 pacientes (21 do sexo masculino e 11 do sexo feminino).

Grande parte dos pacientes (225; 41,7%) eram sintomaticos ao diagnéstico. O quadro
6 mostra a porcentagem relacionada aos sinais e sintomas apresentados ao diagnostico dos
225 pacientes. A perda ponderal foi a queixa predominante entre os pacientes (18,1%),
seguida de febre (13,5%).

N&o havia nenhuma informagdo em relagéo aos sinais e sintomas de 145 (26,9%)
pacientes ao diagnodstico e 31,3% eram assintomaticos. Neste estudo, 16 pacientes eram
coinfectados: 9 pacientes com HCV, 3 com HBV, 3 com hanseniase e 1 com doenca de
Chagas.

O numero de pacientes com alguma infeccdo oportunista relacionada a aids foi de

177 pacientes (32,8%) (QUADRO 7). Ao longo do curso clinico da infeccdo, as doencas
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oportunistas mais frequentes foram a pneumocistose (9,4%), seguida da neurotoxoplasmose
(8,3%). Para 26 pacientes ndo havia informacdes sobre doengas oportunistas apresentadas e
359 (66,6%) pacientes ndo tinham historia de doenca oportunista em nenhum momento da

infeccdo pelo HIV.

QUADRO 6 Sinais e sintomas ao diagnostico dos pacientes HIVV+/aids do sudoeste goiano.
Sinais e Sintomas Numero (%)

Febre 73(13,5%)
Perda ponderal 98(18,1%)
Sudorese noturna 06 (1,1%)
Fadiga 12 (2,2%)
Cefaleia 15 (5%)
AlteracOes neurologicas 20 (8,7%)
Diarreia 61 (11,3%)
Lesdes orais 11 (2%)
Linfadenomegalia 45 (8,3%)
Dermatite seborreica 12 (2,2%)
Moniliase oral 34 (6,3%)
Infec¢des Bacterianas de Repeti¢ao 14 (2,5%)
Herpes zoster 10 (1,8%)
Lesao genital por HPV 02 (0,3%)
Prurigo do HIV 02 (0,3%)
Meningite Viral 01 (0,1%)
Sifilis 07 (1,2%)
Pneumonia Bacteriana 02 (0,3%)
Ulcera Genital 01 (0,1%)
Herpes Genital 02 (0,3%)
Hanseniase 01 (0,1%)
Tuberculose Pulmonar 01 (0,1%)

QUADRO 7 Doengas oportunistas apresentadas pelos pacientes HIV+/aids do sudoeste goiano.
Doenca Oportunista Namero (%)
Pneumonia por P. jiroveci 51 (9,4%)
Neurotoxoplasmose 46 (8,5%)
Tuberculose 25 (4,6%)
Neurocriptococose 13 (2,4%)
Moniliase Oroesofageana 13 (2,4%)
Neoplasias 09 (1,6%)
Histoplasmose 06 (1,1%)
Micobacteriose Atipica 02 (0,3%)
Cryptosporidiose 02 (0,3%)
Isosporiase 02 (0,3%)
Citomegalovirose disseminada 02 (0,3%)
Leishmaniose tegumentar disseminada 02 (0,3%)
Hanseniase 02 (0,3%)
Leishmaniose visceral 01 (0,18%)
Nenhuma doenga oportunista 359 (66,6%)
Sem dados no prontuario 26 (4,8%)
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Entre os anos de 2005 a 2015, ocorreram 83 ébitos (taxa de letalidade de 15,4%),
sendo 51 em pacientes do sexo masculino e 32 em pacientes do sexo feminino, com maior
frequéncia na faixa etaria de 40 a 49 anos, em ambos sexos. A aids foi a causa basica do ébito
em 50 (60,2%) dos pacientes.

Para a descricdo das varidveis laboratoriais, foram excluidos das analises o0s
prontudrios de 83 pacientes que vieram a Obito, 20 prontuarios de pacientes que foram
transferidos para outras regionais de salde, 40 prontuarios de pacientes sem seguimento
(abandono de acompanhamento) e 27 prontuérios de pacientes que ndo foi possivel resgatar
os dados laboratoriais pela falta de registro dos mesmos ou por ter sido uma solicitacdo
recente do exame laboratorial (FIGURA 8). Portanto, de 539 foram mantidos 369 prontuarios
médicos contendo a maioria das informacGes dos pacientes para a descricdo das variaveis
laboratoriais e suas correlagoes.

A maioria (208, 56,4%) sdo pacientes do sexo masculino e 161 (43,6%) do sexo
feminino. A mediana de idade entre esses pacientes foi de 39 anos (varia¢do de 13 a 75 anos,
DP+ 11,0). Dentre os pacientes incluidos, 64 pacientes ndo tinham sido expostos a TARV até
0 momento da avaliacdo e 305 estdo em TARV. Entre os pacientes em TARV, 7 mulheres
gestantes estdo ou fizeram o uso de terapia profilatica durante a gestacdo. A tabela 1 apresenta
as principais caracteristicas laboratoriais dos pacientes HIV+/aids estratificadas pela

exposicdo a TARV.

TABELA 1 Principais caracteristicas laboratoriais dos pacientes HIVV+/aids do sudoeste goiano,
atendidos entre os anos de 2005 a 2015, estratificadas pela exposi¢do 8 TARV.

Virgem de TARV TARV Valor
64 (17,3%) 305 (82,7%) dep?

Sexo
Masculino 37 (57,8) 171 (56,1) -
Feminino 27 (42,2) 134 (43,9)
Mediana da Contagem de CD4* 2
(min — méx)
Inicial 735,5 (10-1963) 327,7 (4-1490) 0,0001*
Final n/a 624,5 (2-2135)
Carga Viral de HIV-1 Inicial ® Final ¢
< 1.000 15 (23,4) 62 (20,3) | 245(80,3)
1.001-10.000 18 (28,1) 60 (19,7) 22 (7,2) | 0,0001*
10.001-100.000 22 (34,4) 96 (31,5) 22 (7,2)
>100.000 9(14,1) 84 (27,5) 15 (4,9)

Mediana da contagem de células T CD4+ em células/mm?; quantificacdo da carga viral em cépias/mL; min:
minimo; max: maximo; a: sem dado de 01 paciente em TARV; b: sem dados de 03 pacientes; c: sem dado de 01
paciente; d: Valor de p: probabilidade de significancia. * Diferencas entre as medianas da contagem de células T
CD4+ inicial e final e diferencas entre as medianas da quantificacdo de carga viral inicial e final dos pacientes
em TARV estatisticamente significantes.
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Entre os pacientes ndao expostos a TARV, a mediana da contagem de células T CD4*
inicial (ao inicio do acompanhamento clinico no SAE) foi de 735,5 células/mm?® (variacio de
10-1963 células/mm?3, DP + 452.5). Ja a quantificacio da carga viral & primeira consulta
médica para 4 (6,2%) pacientes foi abaixo do limite de detec¢do (< 50 copias/mL), 11
(17,2%) apresentaram carga viral abaixo de 1.000 cépias/mL, 18 (28,1%) pacientes
apresentaram carga viral entre 1.001 a 10.000 copias/mL, 22 (34,4%) apresentaram carga
viral entre 10.001 a 100.000 copias/mL e 9 (14,1%) pacientes acima de 100.000 copias/mL,
sendo 3 deles com carga viral acima do limite de deteccdo (> 500.000 copias /mL). Dos 4
pacientes acima citados com carga viral indetectavel ao diagnostico, 02 sao “controladores de
elite”e 02 sdo progressores lent0s.

Entre os pacientes em TARV, a mediana da contagem de células T CD4" inicial foi
de 327,7 células/mm?® (variagdo de 4-1490 célulass/mm?®, DP + 273,6) e a mediana da
contagem de células T CD4" final (resultado laboratorial mais recente) foi de 624,5
células/mm? (variacio de 2-2135 células/mmq). A diferenca entre as contagens de células T
CD4" inicial e final foi estatisticamente significante (p = 0,0001).

Em relagdo a quantificacdo da carga viral dos pacientes em TARV, na admissdo ao
SAE, 33 (10,8%) pacientes apresentaram carga viral abaixo do limite de deteccdo (< 50
copias/mL), 29 (9,5%) apresentaram carga viral abaixo de 1.000 cdpias/mL, 60 (19,7%)
pacientes apresentaram carga viral entre 1.001 a 10.000 cépias/mL, 96 (31,5%) apresentaram
carga viral entre 10.001 a 100.000 copias/mL e 84 (27,5%) pacientes acima de 100.000
copias/mL, sendo 27 deles com carga viral acima do limite de detec¢do. A carga viral na
ultima consulta médica foi indetectavel para 218 (71,5%) pacientes, 27 (8,8%) apresentaram
carga viral abaixo de 1.000 cépias/mL, 22 (7,2%) pacientes apresentaram carga viral entre
1.001 a 10.000, 22 (7,2%) apresentaram carga viral entre 10.001 a 100.000 e 15 (4,9%)
pacientes acima de 100.000 copias/mL, sendo 1 paciente com carga viral acima do limite de
deteccdo. A diferenca entre as medianas da quantificacdo da carga viral inicial e final foi
estatisticamente significante (p = 0,0001).

A maioria (297; 97,4%) dos pacientes em TARV estava em uso de duas classes de
ARVs (NRTIs+NNRTI ou NRTI+IP) e 3 (1%) pacientes em uso de HAART (trés ou mais
classes de ARVSs), sendo que em dois deles havia sido introduzida TARV de resgate com

RAL. Nao havia registro do esquema terapéutico para 5 (1,6%) pacientes.
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5.2 Caracterizagdo da Populacéo (Estudo 2)

Para o Estudo 2, 26 pacientes HIV+/aids em TARV elegiveis, de acordo com 0s
critérios de inclusdo do Estudo 2, foram recrutados entre o periodo de janeiro a junho de
2015, para realizacdo do teste de genotipagem para resisténcia as drogas ARVs. As principais
caracteristicas epidemioldgicas e laboratoriais dos pacientes incluidos neste estudo estdo
descritas na tabela 2.

Houve predominio de pacientes do sexo masculino (17/26, 65,4%) e mediana de
idade de 39 anos (variacdo de 23-60 anos; DP+ 8,1). A maioria dos pacientes se
autodeclararam de cor parda (13/26, 52,5%), seguida de cor branca (8/26, 30,8%) e negra
(5/26, 19,2%). O contato sexual sem protecdo foi relatado por todos 0s pacientes como a
categoria provavel de exposicdo para a infeccdo, sendo a preferéncia sexual como a
heterossexual (21/26, 80,8%), seguido de 2 HSH e 3 bissexuais.

Vinte e um (21) pacientes tiveram o diagnostico da infeccdo pelo HIV-1 entre os
anos de 2000 a 2011 e 5 pacientes tiveram o diagnéstico entre os anos de 2013 a 2015. A
mediana de idade ao diagnostico foi de 27,5 anos (variacdo de 21 a 47 anos; DP+ 8,1).

A primeira consulta médica destes pacientes, 14 deles apresentaram sinais e/ou
sintomas, como diarreia, febre, perda de peso, fadiga, alteracdo neuroldgica,
linfadenomegalia, dermatite, moniliase oral e/ou infeccdo bacteriana de repeticdo; 6 pacientes
eram assintomaticos e para 6 pacientes ndo havia informacdo no prontudrio médico. Metade
(13/26) destes pacientes apresenta ou ja apresentou doenca oportunista durante a TARV,
sendo as mais frequentes a pneumocistose (4/26, 15,4%), neurotoxoplasmose (4/26, 15,4%),
neurocriptococose (3/26, 11,5%), histoplasmose (1/26, 3,8%) e neoplasia (1/26, 3,8%).

A mediana da contagem de células T CD4* a primeira consulta médica (CD4*
inicial) foi de 344 células/mm?® (variacdo de 14-1124 células/mm?®). No momento da coleta
para a realizacdo do teste de genotipagem, a mediana da contagem de células T CD4* (CD4*
final) foi de 322,5 células/mm? (variagdo de 15-1282 células/mm?). Ndo houve diferenca
estatistica entre os valores das medianas das contagens de células T CD4" inicial e final.
Enquanto que, houve diferenca significativa (p=0,0167) entre os valores das medianas da
contagem de células T CD8" inicial (754 células/mm?3, variacdo de 180-1633 células/mm?q) e
final (1171,5 células/mm?, variagdo de 44-4311 células/mm?).
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TABELA 2 Principais caracteristicas dos pacientes HIV/aids em TARV elegiveis para o teste de

genotipagem.

TARV (n=26) Valor de p®

Mediana da Idade (min - méax) 39 (23 - 60)
Sexo
Masculino 17 (65,4%) -
Feminino 09 (34,6%)
Categoria de Exposi¢éo
Heterossexual 21 (80,8%)
HSH 02 (7,7%) -
Bissexual 03 (11,5%)
Ano do Diagnéstico
Antes de 2000 4 (15,4%)
2001-2005 7 (26,9%) -
2006-2010 9 (34,6%)
2011-2015 6 (23,1%)
Doencas Oportunistas ja Apresentadas
Pneumocistose 4 (15,4%)
Neurotoxoplasmose 4 (15,4%)
Neurocriptococose 3 (11,5%) -
Histoplasmose 1 (3,8%)
Neoplasia 1 (3,8%)
Assintomatico 13 (50%)
Mediana da Contagem de CD4* Inicial Final

344 3225 0,7837
(min - max) (14 -1.124) (15 -1.282)
Mediana da Contagem de CD8* 2 Inicial Final

754 1715 0,0167*
(min - max) (180 - 1.633) (44 - 4.311)
Carga viral Inicial Final
<1.000 3 (11,5%) 7 (26,9%)
1.001-10.000 5 (19,2%) 6 (23,1%) 0,1561
10.001-100.000 8 (30,8%) 6 (23,1%)
>100.000 10 (38,5% 7 (26,9%)
Status Clinico
HIV 10 (38,5%) -
AIDS 16 (61,5%)

Mediana da contagem de células T CD4+ e CD8+ em células/mm?; quantificacdo da carga viral em copias/mL;
min: minimo; max: maximo; a: sem dado de 01 paciente; b: Valor de p: probabilidade de significancia.
* Diferencas entre as medianas da contagem de células T CD8+ inicial e final estatisticamente significantes.

Em relacdo a quantificacdo da carga viral, dos 26 pacientes em TARV a primeira
consulta médica, 3/26 (11,5%) apresentaram carga viral abaixo de 1.000 cépias/mL, sendo 2
destes pacientes com carga viral abaixo do limite de deteccdo, 5/26 (19,2%) pacientes
apresentaram carga viral entre 1.001 a 10.000, 8/26 (30,8%) apresentaram carga viral entre
10.001 a 100.000 e 10 pacientes acima de 100.000 copias/mL (sendo 2 destes pacientes com
carga viral acima do limite de deteccdo). No momento da coleta para o teste de genotipagem,
7/26 (26,9%) apresentaram carga viral baixo de 1.000 copias/mL, 6/26 (23,1%) pacientes

apresentaram carga viral entre 1.001 a 10.000, 6 (23,1%) apresentaram carga viral entre
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10.001 a 100.000 e 7/26 (26,9%) pacientes acima de 100.000 copias/mL (sendo 1 paciente
com carga viral acima do limite de detec¢do). N&o houve diferenca estatistica entre os valores

das medianas das quantificacdes da carga viral inicial e final.
5.3 Subtipos do HIV-1 nas Regides da Protease e Transcriptase Reversa

De 26 amostras de isolados de HIV-1, 21 amostras amplificaram pelo método de
“nested”-PCR (80,8%) e tiveram as regides de PR e TR sequenciados. A maioria das
sequéncias sdo classificadas como subtipo B (19/21, 90,5%) e 2/21, 9,5% sdo do subtipo F1
em ambas regides de PR e TR do HIV-1 (FIGURA 8). Dois clusters, independentes, com alto

valor de bootstrap, foram observados entre quatro isolados virais: um casal heterossexual

(e BRSDGO66-#BRSDGO69) e dois isolados de pacientes do sexo masculino sem aparente
vinculo epidemioldgico (¢BRSDGO22-4BRSDGO67). Nenhuma forma recombinante nas
regides de PR e TR foi identificada.
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FIGURA 8 Arvore filogenética dos subtipos nas regides da PR e TR de 21 isolados de HIV-1 de
pacientes em TARV. Os valores de bootstrap acima de 70 foram considerados significativos.
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5.4 Resisténcia do HIV-1 aos Antirretrovirais

Em relacdo a resisténcia aos ARVs, 11/21 (52,4% 1C95%, 32,4-71,7%) pacientes
apresentaram mutacOes de resisténcia secundaria. O quadro 8 mostra as mutacdes e o perfil de
resisténcia de cada um dos 11 pacientes. Desses pacientes com resisténcia, 7 pacientes sdo do
sexo masculino (6 isolados do subtipo B e 1 isolado do subtipo F1) e 4 do sexo feminino
(todas do subtipo B). Em relacdo ao ano de diagndstico, 5 pacientes foram diagnosticados
entre os anos de 2001 a 2005, 4 entre os anos de 2007 e 2008 e 2 entre os anos de 2011 e
2013. Dez pacientes relataram via de exposicdo heterossexual e somente um bissexual do
sexo masculino. A mediana da contagem de células T CD4" entre os pacientes com
resisténcia foi de 307 células/mm?® (variacio de 66-1282 células/mm?) e a mediana da carga
viral foi de 25.281 copias/mL (variacdo de 100-204.480 copias/mL).



QUADRO 8 Mutaces nas regifes da protease e transcriptase reversa de isolados de HIV-1 de pacientes em TARV com resisténcia aos ARVS.
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Sexo/

o Dé?(%réc;?;g::/ Idade/ CD4/ Ultima Mutacdes Perfil de Resisténcia
20s ARV Sﬁlb\t/'_plo CargaViral|  TARV P””ICF:pa'S ACESISF‘,)”""S NRTI NNRTI Baixo | Intermediario Alto
AZTI3TC/
BRSDGOS | 2001/106 | F/3s/B | 12821302 | K50 5TC) ; ; M184V - ABC - 3TC, FTC
AZT/3TC/
BRSDGO14 | 201315 |M20/FL| 560/200 | AZUSTE ; ; ; E138K ) RPV ;
3TC. ABC
K70G, L74V  ABC,
TDF/3TC/ ' L74V. 1 1001 K103N, ddl, FTC,
BRSDGO22 |  2008/75 | M/44/B | 66/176.042 | | o 2T ; L10l Y115F, e daT TORETR | S5y nve
M184V
RPV
ATV, FPV,
TDFIAZT/ | M4l "1%/5’8";%’ Mﬁj'l-é 4"\34" V. Ly NFV. 3TC,
BRSDGO42 | 2007/83 | F/39/B | 15/204.480 | 3TC/ATV/ |  150L, ' : ; TPV LPV. | aBC, AZT,
ATLIT, L210W. SQV
RTV V82A d4T. ddl, FTC,
G73S T215Y o
TDF/3TC/ K103N, 3TC, ABC, ddl. TDF,
BRSDGO44 | 200177 | Fl49/B | 937/25.281 | LTS . L10V A2V, KB5R Cioon | ETRRPV [ 1o 2Be EFV. VB
AZT/3TCI
BRSDGO67 | 2011/35 | M/51/B | 307/108.706 | 41 . L10V ; K103N - - EFV, NVP
AZTI3TC/ T69V, M184V, | KI103N, ABC, AZT. | 3TC FTC,
BRSDGO68 | 2004/15 | F/44/B | 564/4.433 i ; L101, L33 ey sty s |l e iy
TDF/3TC/ 3TC, FTC,
BRSDGO75 | 2001/108 | M/36/B | 338/26.607 | | o210 ; ATIT M184V  |KI103N, P225H| ABC ; iy
TDF/3TC/ K103N. | ABC.ETR, 3TC, FTC,
BRSDGOB6 | 2007/55 | MIBUB | 192/14.667 | ' (1S ; ; M184V ooy Ay - aivipe
DRV.IDV, | FPV,LPV.
BRSDGO96 | 2007/85 | M/39/B | 290/127.799 ﬁg{,ﬁgﬁ,’ \ 4\()('32"47 A L33AF%1FS3'—' D67_Nr'2?g$84v’ ) SQV TPV, ABC. | NFV,3TC.
, AZT, 44T, ddl FTC
TDF/3TC/
BRSDGOL05 | 2003537 | M/33/B | 284441 | D05 ] ; M184V ; ABC - 3TC, FTC

ABC: abacavir; ARV: antirretroviral; ATV, atazanavir; AZT: zidovudina; DRV: darunavir; ddl: didanosina; d4T; estavudina; EFV: efavirenz; ETR: etravirina; IDV: indinavir; IP:
inibidor de protease; F: feminino; FPV: fosamprenavir; FTC: emtricitabina; LPV: lopinavir; M: masculino; NFV: nelfinavir; NRTI e NNRTI: inibidores de transcriptase reversa; NVP:
nevirapina; RPV: rilpivirina; RTV: ritonavir; SQV: saquinavir; TDF: tenofovir; TPV: tipranavir; 3TC: lamivudina. CD4: células/mm?3, Carga viral: copias/mL.
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Entre os isolados do HIV-1 com resisténcia, a maioria (7/11, 63,65%) apresentou
mutacOes de resisténcia a mais de uma classe de ARVs: 2 isolados com mutagdes de
resisténcia associados aos IP+NRTI e 5 isolados associados aos NRTI+NNRTI. Quatro
isolados apresentaram mutacdes de resisténcia a uma Unica classe de ARV: 2 isolados com
mutacdes de resisténcia associados aos NRTI e 2 isolados associados ao NNRTI. A maioria
desses pacientes com resisténcia aos ARVs ndo mantinha boa adeséo ao tratamento, conforme
informacdes obtidas do prontuario médico e 4 se caracterizavam em falha virologica.

Em relacdo as mutacGes de resisténcia associadas aos IP, a mutacdo M461 foi a
prevalente (em 2 isolados), seguida das mutagdes V32l, I150L, 147A e V82A (em 1 isolado
cada mutacdo) (FIGURA 9A). Em relacdo as mutacOes de resisténcia associadas aos NRTIs, a
mutacdo M184V foi a predominante (em 8 isolados), seguida da mutacdo T215Y (em 3
isolados) e M41L, A62V, K65R, D67N, T69V, K70G, L74V, Y115F e L210W (em 1 isolado
cada) (FIGURA 9B). Ja entre as mutagdes de resisténcia associadas aos NNRTIs, a mutacdo
K103N foi a mais frequente (em 6 isolados), P225H (em 3 isolados), G190A (em 2 isolados)
e E138K, L100l e H221Y (em 1 isolado cada) (FIGURA 9C). A mediana de tempo de
tratamento dos 11 pacientes com resisténcia foi de 6,25 anos (variando de 1 ano e 3 meses a 9
anos). O tempo de tratamento foi estatisticamente significante, estando relacionado ao nimero
de mutagdes presentes em cada isolado viral (p=0,0410).

A maioria (7/11) dos isolados de HIV-1 com mutacdes de resisténcia também
apresentaram polimorfismos (mutagdes acessorias) na regido da PR e TR: L10I/V, A71I/T/V,
L33I/F, F53L, Q58E e G73S associadas aos IP; T69V e L74l associado aos NRTIs. Trés
isolados de HIV-1 sem resisténcia aos ARVs também apresentaram mutagdes acessorias na
regido da TR (T69N na regido da TR, selecionada pelos NRTIs e V106l na regido da TR,
selecionada pelos NNRTIs) (FIGURA 9B e C).

Baseado nos testes de genotipagem, alteracdes nos esquemas terapéuticos foram
realizadas em 10 dos 11 pacientes que apresentavam mutagdes de resisténcia (QUADRO 9).
Somente para um paciente (BRSDGO14) o esquema TARV foi mantido, pois este paciente
apresentou a mutacdo de resisténcia E138K que confere resisténcia a um ARV ainda nédo
disponivel no Brasil (RPV). Em 4 pacientes o IP/r foi introduzido em adicdo a classe dos
NRTI, que j& se encontrava no esquema anterior, ou o IP/r foi acrescentado em substituigédo a
classe dos NNRTIs (BRSDGO44; BRSDGO67, BRSDGO68 e BRSDG086). Em 3 pacientes
além de ser introduzido o IP/r, também houve o acréscimo do RAL ao esquema (BRSDG044,
BRSDG068 e BRSDGO86). E para 4 pacientes (BRSDGO5; BRSDG0O22, BRSDGO75 e
BRSDGO105) foi acrescentado ao esquema somente o RAL, como mais uma classe de ARV
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ativo. A solicitagdo do teste de genotropismo para possivel introducdo do MVC foi realizada
para os pacientes BRSDGO42 e BRSDGO96. Para todos os pacientes que ndo apresentaram
mutacdes de resisténcia no teste de genotipagem e para aqueles cujos isolados virais ndo

foram amplificados pela “nested”-PCR, 0s esquemas terapéuticos foram mantidos.
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FIGURA 9 MutacGes nas regides da protease associados ao IP (A) e transcriptase reversa associados
aos NRTI (B) e NNRT (C) de isolados de HIV-1 de pacientes em TARV. IP: inibidor da protease; NRTI
e NNRTI: inibidores de transcriptase reversa; PR: protease; TR: transcriptase reversa.
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QUADRO 9 Troca dos esquemas de TARV ap0s o teste de genotipagem para resisténcia aos ARVS.

ID Ultima TARV Mutagcao de Troca de TARV
Resisténcia
BRSDGO5 AZT/3TC/IATVIr M184V AZT/3TC/ATVI/I/RAL
BRSDGO14 AZT/3TC/IATVIr E138K Mantida
BRSDGO022 TDF/3TC/LPV/r K70G, L74V, Y115F, AZT/3TC/LPV/r/RAL
M184V, L100I,
K103N, P225H
BRSDGO042 TDF/AZT/3TCIATVIr M46l, 150L, V82A, DRV/r/RAL/ETV e teste de
M41L, M184V, genotropismo
L210W, T215Y
BRSDGO44 TDF/3TC/EFV AB2V, K65R K103N, AZT/3TC/LPV/r/RAL
G190A
BRSDGO67 AZTI3TCIEFV K103N AZT/3TC/LPVIr
BRSDGO68 AZTI3TCIEFV M184V, T215Y, TDF/3TC/ATV/r/IRAL
K103N, H221Y,
P225H
BRSDGO75 TDF/3TC/LPV/r M184V, K103N, TDF/3TC/LPV/r/RAL
P225H
BRSDGO86 TDF/3TC/EFV M184V, K103N, TDF/3TC/LPV/r/RAL
G190A
BRSDGO96 AZT/3TC/LPVIr V321, M46l, 147A, TDF/3TC/DRV/r/RAL e teste de
D67N, M184V, T215Y genotropismo
BRSDGO105 TDF/3TC/ATVIr M184V TDF/3TC/ATV/r/RAL
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6 DISCUSSAO

O sudoeste goiano é uma regido rica economicamente, com elevado produto interno
bruto, 0 que atrai pessoas de todo lugar do Brasil e do mundo. Com um relevo, hidrografia e
climas apropriados para a agricultura e pecuaria, a regido € uma das maiores produtoras de
soja, milho, sorgo e cana-de-agucar e uma das principais regides de manejo de gado e suinos
do Brasil. Além disso, estdo instaladas empresas multinacionais e usina de alcool, biodiesel e
ecodiesel. Esses fatores fazem da regido do sudoeste goiano um atrativo para a migracao e
circulacdo de diversas pessoas (www.jatai.go.gov.br).

O municipio de Jatai é o representante da regional de satde-Sudoeste Il (abrangendo
mais 9 municipios), onde o SAE-SUS é responsavel pelo diagnoéstico, tratamento e
acompanhamento de pacientes com DSTs (www.seplan.go.gov.br). O municipio de Jatai ja
esteve entre as cidades do estado com a maior taxa de deteccdo de casos de HIV/aids
(BRASIL, 2011; 2012; 2013). Os perfis epidemioldgico e clinico dos pacientes com HIV/aids
em municipios de pequeno e médio porte sdo ainda pouco estudados, ao contrario de estudos
nacionais que contemplam, em sua maioria, a populacdo das grandes capitais brasileiras.
Nesse contexto, tendo em vista a perspectiva atrativa da regido do sudoeste goiano, com
aumento populacional gradativo, o alto nimero de casos de infeccdo pelo HIV-1 e a
propagacao da epidemia para o interior do Brasil, h4 a necessidade do melhor entendimento
da dinamica da infeccdo pelo HIV, para medidas locais de salde publica de prevencao e
monitoramento desta doenca (FONSECA; BASTQOS, 2007; REIS et al, 2008).

O perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes HIV/aids atendidos entre os anos de
2005 a 2015 no SAE da regional Sudoeste 11 foi avaliada. De encontro ao cenario nacional, a
maioria dos pacientes deste estudo € do sexo masculino, apesar de que, observa-se ao longo
do tempo, tendéncia de equilibrio da proporcdo da infeccdo entre os sexos masculino e
feminino. No Brasil, de 1980 até 2008, observou-se um aumento na participacdo das mulheres
nos casos de aids. Com isso, a razdo de sexo, expressa pela relacdo entre o nimero de casos
em homens e mulheres, apresentou reducdo de 15,1:1 (para cada 15 casos em homens, havia
um caso em mulher) para 1,5:1 (para cada 15 casos em homens, havia 10 casos em
mulheres). No entanto, a partir de 2009, observou-se uma reducdo nos casos de aids em
mulheres e aumento nos casos em homens. Em 2013, a razdo de sexo passou a ser de 1,8:1
(BRASIL, 2014a). Em Jatai, no ano de 2008, a razdo de sexo era de 0,9 e em 2013 a raz&o era

de 1,6 (JATAI, 2014). Os dados deste estudo chamam atencdo em relacio a frequéncia de
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casos da infeccdo pelo HIV/aids na faixa etéria reprodutiva no sexo feminino (19 a 34 anos).
No sexo masculino nota-se numero expressivo de casos acima dos 60 anos de idade. Esses
dados corroboram o perfil nacional do aumento de casos da infeccdo pelo HIV-1 entre essas
faixas etarias. O aumento da infeccdo pelo HIV-1 entre individuos de 60 a 69 anos deve-se
em grande parte ao aumento da atividade sexual entre 0s idosos, porém, com resisténcia em
usar o preservativo como medida de protecdo sexual (SAVASTA, 2004; OLIVEIRA et al,
2013).

Em relacdo a categoria de exposicao, observa-se prevaléncia de casos por via sexual,
possivel hemotransfusdo e pelo UDI. No inicio da epidemia de aids no Brasil houve um
predominio das categorias homossexual e bissexual, o que representava até o inicio da década
de 90, mais de 50% dos casos no sexo masculino (CASTILHO; CHEQUER, 1997). Hoje, o
contato heterossexual mostra crescimento substancial em quase todas as regides brasileiras
(RODRIGUES-JUNIOR; CASTILHO, 2004; SILVA et al, 2009).

H& também aumento da proporcdo de casos de HSH com HIV/aids na regido centro-
oeste, quando em 2004, a prevaléncia era de 36,1% e em 2013 houve aumento para 45,8%
(CARDOSO et al, 2009; FERREIRA et al, 2011; PFRIMER et al, 2012; SILVEIRA et al,
2012; BRASIL, 2014). E importante destacar que, neste presente estudo, a prevaléncia de
HSH/homossexuais/bissexuais pode estar subestimada, pois as respostas dadas pelos
individuos muitas vezes ndo correspondem a sua real preferéncia. E ao contrario, a
prevaléncia da categoria heterossexual pode estar aqui superestimada. No Brasil, a questdo da
homossexualidade e bissexualidade é muitas vezes disfarcada por questées morais e culturais,
e os individuos tendem a ressaltar suas relacfes heterossexuais.

Destaca-se também que neste estudo ndo estdo confirmados os casos de transmissdes
do HIV-1 pela transfusdo de sangue e pelo UDI. Desde a década de 90, no Brasil, houve
reducdo do numero de casos de infeccdo por transfusdo sanguinea, chegando a uma
frequéncia de 0,1% no ano de 2014 (BRASIL, 2014a). Essa reducdo é em grande parte devido
a facilidade ao conhecimento do status soroldgico do individuo e aos avangos das tecnologias
aplicadas na triagem laboratorial dos doadores de sangue que, garantem maior qualidade e
segurancga na transfusdo. A implantagéo dos CTAs no Brasil, por volta de 1996, permitiu que
a populacdo pudesse ter acesso aos resultados sorologicos para a infeccdo pelo HIV/aids
gratuitamente e de forma andnima, sem necessitar buscar os bancos de sangue para este fim,
apesar de muitos ainda o fazerem (KUPEK, 2004). Além disso, desde 2013, o ensaio
molecular, “Tecnologia de Amplificacio de Acidos Nucleicos” (Nucleic Acid Amplification

Technology — NAT), esta sendo implantado nos laboratorios de referéncia de todo o Brasil.
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Em relacdo ao HIV, este ensaio apresenta a capacidade de amplificar sequéncias de acidos
nucleicos virais, permitindo diminuir a janela imunoldgica, quando ndo é possivel a deteccdo
de anticorpos pelos testes soroldgicos convencionais (BRASIL, 2013b).

De igual modo, também pode estar subestimada o nimero de casos da infeccéo pelo
HIV via UDI no sudoeste goiano. Estudos anteriores j& mostravam proporcdes preocupantes
de casos de infeccdo pelo HIV por UDI nas regiGes centro-oeste, sudeste e sul, o que
corroboram a ideia de que a oferta e 0 acesso as drogas ilicitas nestas regides sao frequentes
(CASTILHO; CHEQUER, 1997; SZWARCWALD et al, 1997). Estudos mais recentes
realizados em pacientes do estado de Goids mostraram uma prevaléncia de 2% de UDI com
infeccdo pelo HIV/aids (CARDOSO et al, 2009; CARDOSO; STEFANI, 2009). Em relagdo
ao uso e circulacdo de drogas, o municipio de Jatai é considerado como uma das principais
rotas internacionais do trafico de drogas. A rota de escoamento do trafico é facilitada pela
proximidade dos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, que fazem fronteira com 0s
paises Paraguai e Bolivia e chegam ao sudoeste goiano pela BR-364, de onde vao para
grandes centros como Goiania, Brasilia e Sdo Paulo.

Outra grande preocupacao, apesar dos grandes avangos da HAART, sdo as doencas
relacionadas a aids, pois sdo importante causa de hospitalizacdo e morte devido
principalmente a dificuldade em realizar seu diagnostico. Em grande parte da literatura, as
infeccbes oportunistas que mais se destacam s@o a pneumocistose, neurotoxoplasmose,
tuberculose pulmonar atipica ou disseminada e a meningite criptococica. A pneumonia por
Pneumocystis jiroveci € a infeccdo oportunista mais prevalente em pacientes com aids, e
juntamente com a neurotoxoplasmose, que é a causa mais comum de lesdes neuroldgicas
focais, atinge principalmente individuos com contagem de células T CD4" menor que 200
célulassmm® (PEDERSON et al, 1989; MESQUITA et al, 2010; JUNIOR et al, 2012;
GALISTEU et al, 2015). A tuberculose é também considerada um fator de risco para tal,
sendo considerada a principal causa de morbidade e mortalidade entre os pacientes HIV+
(BREEN et al, 2006; LAWN et al, 2005). Outro importante agente etiologico de doencas
oportunistas que acometem pacientes com aids € a infeccdo por fungos. A criptococose é a
micose sistémica mais observada em pacientes imunosuprimidos, principalmente na forma de
meningoencefalite, sendo uma importante causa de mortalidade (JARVIS; HARRISON,
2007). Entre os pacientes atendidos no SAE-Jatai que apresentaram doengas oportunistas no
periodo do trabalho, a pneumocistose foi a infeccdo oportunista mais frequente, seguida da
neurotoxoplasmose, tuberculose e neurocriptococose. E estes pacientes apresentaram a

primeira admissdo médica, contagem de ceélulas T CD4+ muito baixa. A diferenca das
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medianas de contagem de células T CD4" dos pacientes com doengas oportunistas (284
células/mm3) e sem nenhuma doenca (410 células/mm?3) ¢ estatisticamente significante. Estas
doencas dificultam o tratamento, pois se torna mais dificil preservar o sistema imunolégico da
PVHA, acelerando a progressdo para a aids e morte.

Neste estudo, apesar de que a taxa de letalidade (15,4%) foi superior a taxa da regido
centro-oeste (5,8% em 2013), essa taxa no municipio de Jatai é considerada baixa quando
comparada a outros estudos descritivos realizados em cidades da regido norte, nordeste e sul
do pais (FONSECA; BARREIRA, 2000; GRANGEIRO et al, 2006; SILVA et al, 2009;
BRASIL, 2014a). Estas regifes brasileiras mostram altas taxas de letalidade, correspondendo
em torno de 29 a 44%, ainda no inicio do tratamento. Isso indica que nestas regiGes o
diagnostico da infeccdo pelo HIV/aids ainda é tardio e este fator pode desencadear o
surgimento de infeccBes oportunistas, agravando o quadro clinico do paciente. Entre os 6bitos
ocorridos no municipio de Jatai, foi identificado uma frequéncia de 60,2% por infeccBes
associadas a aids. Isso demonstra que a disponibilidade da terapia sozinha ndo é suficiente
para garantir a sobrevida dos PVHA. Outros fatores como o diagndstico tardio, dificuldades
técnicas no diagnostico de doencas oportunistas e a baixa aderéncia ao tratamento podem ter
impacto negativo na ocorréncia destas mortes associadas a aids. O SAE/CTA de Jatai vem
cumprindo as metas do PN DST/Aids do MS e UNAIDS (2015) que recomenda o diagndstico
precoce, com a oferta dos testes de diagnostico da infeccdo pelo HIV, o estabelecimento
universal da TARV, além de administracdo de quimioprofilaxia, exames laboratoriais de
monitoramento terapéutico, como a quantificacdo da carga viral plasmatica, a contagem de
células T CD4" e o teste de genotipagem quando apropriado.

Os pacientes HIV/aids atendidos no SAE-Jatai realizam com periodicidade os
exames de monitoramento do estado imunolégico (células T CD4") e de viremia. A
comparacdo das analises dos valores de contagem de células T CD4* e da quantificacdo da
carga viral plasmatica na primeira admissdo médica e os atuais mostra o beneficio da terapia
ARV na recuperacéo do estado imunolégico e reducdo da viremia. A mediana da contagem de
células T CD4" atual entre os pacientes em TARYV é o dobro do valor da mediana na primeira
admissdo médica. E ao inicio, a maioria dos pacientes em TARV apresentava carga viral
acima de 10.000 copias/mL, sendo 27 deles com carga viral acima de 500.000 copias/mL e
somente 33 pacientes de 305 pacientes em TARV com carga viral abaixo do limite de
deteccdo. Os resultados de exames mais recentes desses pacientes em TARV, mostram a

inversdo de valores, com 245 pacientes com carga viral abaixo de 1.000 copias/mL (sendo
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89% destes com carga viral abaixo do limite de detec¢do) e somente 1 paciente apresentando
carga viral acima de 500.000 copias/mL.

Um fator limitante deste estudo descritivo trata-se do método empregado com coleta
de dados a partir de registros nos prontuarios médicos, os quais, por sua vez, alguns eram
incompletos e na percepgdo dos profissionais de saude que os preenchiam. A auséncia de
registros como regido geogréfica de procedéncia, comportamento de risco, sintomatologias,
causa Obito, dados laboratoriais de seguimento, entre outros, prejudica significantemente a
descricdo do padrdo epidemiologico do estudo. Apesar de que ndo foi possivel uma analise
mais completa que abordasse o perfil geogréfico e temporal da infeccdo pelo HIV-1 em
pacientes do sudoeste goiano, este estudo descritivo permitiu tracar o perfil epidemioldgico e
clinico dos pacientes atendidos no SAE de Jatai no periodo de 2005 a 2015.

No Brasil, os testes de genotipagem para resisténcia aos ARVs sdo limitados a alguns
pacientes que preenchem os critérios estabelecidos pelas diretrizes terapéuticas do PN
DST/Aids do MS. Para a genotipagem pré-tratamento sdo incluidas as gestantes HIV+ e
individuos infectados por parceiros em TARV. E para o teste de genotipagem na vigéncia da
TARYV sdo elegiveis os pacientes em falha virologica confirmada e carga viral acima de 1.000
copias/mL (BRASIL, 2015). Essa situacdo compromete parcialmente a tentativa de avaliar
nacionalmente a prevaléncia de resisténcia aos ARVs, além do que impossibilita a adequacédo
da terapia de cada paciente. Um recente estudo brasileiro mostrou que estes testes podem
apresentar um 6timo custo-beneficio, resultando em uma menor possibilidade de aumento da
carga viral, falha terapéutica, custos financeiros com a introducéo de novas classes de ARVs
ao HAART e aumento da sobrevida das PVHA (LUZ et al, 2015).

De janeiro a julho do ano de 2015, foram coletadas 26 amostras de pacientes em
TARV do municipio de Jatai para serem submetidos ao teste de genotipagem para
identificacdo de mutacbes de resisténcia aos ARVS. Destas 26 amostras, 21 isolados
amplificaram pela “nested”-PCR e tiveram o gene da PR e fragmento da TR sequenciados. A
prevaléncia de resisténcia secundaria identificada entre os pacientes HIV/aids de Jatai foi de
52,4%. No Brasil, existem variacbes na prevaléncia de resisténcia aos ARVs, entre as
diferentes regides geograficas, que variam de 15,2% a 98% (SUCUPIRA et al, 2001;
BRINDEIRO et al, 2002; TANURI et al, 2002; CERQUEIRA et al, 2004a, CERQUEIRA, et
al, 2004b; MACHADO et al, 2004a; MACHADO, et al, 2004b; CAVALCANTI et al, 2007,
CARDOSO; STEFANI, 2009; CARDOSO et al, 2010; ALCANTARA et al, 2012). Essas
diferencas, de uma forma geral, variam desde os grupos populacionais de cada estudo e o

tempo de exposicao as drogas que, podem variar entre 0s pacientes com recente introducdo a
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TARV ou longa exposicdo e até gestantes HIV+ que fazem o uso da terapia profilatica
momentanea para evitar a transmissdo vertical.

Todavia, alguns estudos apontam uma maior prevaléncia de resisténcia secundaria
em pacientes da regido sudeste e centro-oeste do Brasil, e também com um maior nimero de
isolados multirresistentes (SUCUPIRA et al, 2001; BRINDEIRO et al, 2002; CERQUEIRA
et al, 2004b; CARDOSO; STEFANI, 2009). A regido sudeste, além de ser o epicentro da
epidemia do HIV/aids, foi a primeira regido a ter acesso a TARV no Brasil. Ja a regido
centro-oeste foi a segunda regido do Brasil a ter acesso as drogas ARVs. Os primeiros estudos
de resisténcia secundaria nesta regido foram realizados com pacientes do estado do Distrito
Federal, onde foi detectada uma prevaléncia de resisténcia secundaria de 84% (CERQUEIRA,
2004A, CERQUEIRA, 2004B). A partir do ano de 2009, varios estudos de resisténcia do
HIV-1 aos ARVs foram realizados no estado de Goias, em diferentes grupos de pacientes em
TARV profildtico ou terapéutico, mostrando que a prevaléncia de resisténcia secundaria
variou de 15% a 79%, respectivamente (CARDOSO; STEFANI, 2009; CARDOSO et al,
2010; ALCANTARA et al, 2012).

No presente estudo ndo foram identificados isolados multirresistentes. No entanto,
mais da metade dos isolados de HIV-1 dos pacientes em TARV apresentaram mutacOes de
resisténcia a mais de uma classe de ARV. Além disso, a maioria dos pacientes com multiplas
mutacdes estavam em uso de HAART, combinacdo de 3 classes diferentes de ARVS,
composto por NRTI+NNRTI+IP. Durante a vigéncia da dupla terapia (NRTI+NNRTI) um
grande nimero de mutacgdes na regido da TR pode surgir e se acumular lentamente no genoma
viral. Apés falha viroldgica com a dupla-terapia e com a necessidade de introduzir a tripla
terapia (HAART), o acimulo prévio de mutacdes pela dupla terapia pode prejudicar o
impacto positivo do tratamento e aumentar as chances de falha terapéutica (BRINDEIRO et
al, 2002; MACHADO et al, 2004a; MACHADO et al, 2004b, MEDEIROS et al, 2007).
Além disso, a resisténcia cruzada em decorréncia do acimulo de mutagfes, pode levar ao
aumento da carga viral em individuos tratados e consequentemente a uma resposta subotima
ao tratamento (SHAFER, 2002)

O tempo de exposicao a terapia esta também diretamente relacionada ao acimulo de
mutacdes de resisténcia e neste trabalho, essa relacdo foi estatisticamente significativa. Este
dado corrobora o estudo de Cardoso; Stefani (2009), cuja prevaléncia de resisténcia
secundaria no gene pol do HIV-1 foi de 79% entre pacientes em TARV do estado de Goiés.
Além de apresentar o mesmo padréo significante entre o acimulo de mutagdes e o tempo de

exposicéo ao tratamento, também mostrou que pacientes apresentando multirresisténcia foram



62

aqueles que estavam em maior tempo de tratamento (CARDOSO; STEFANI, 2009). Portanto,
a histéria de exposicdo ao ARV e o tempo desta exposi¢do sdo fatores determinantes para a
projecao de um regime de terapia de resgate mais confiavel.

A adesdo ao tratamento € outro fator importante para a eficacia terapéutica e, sua
falta pode levar a concentragfes subdtimas da droga e resultar em falha terapéutica e selecdo
de isolados virais resistentes (SHAFER, 2002). A maioria dos pacientes deste estudo com
mutacdes de resisténcia a duas classes de ARVs mantinha irregularidade ao tratamento e/ou
apresentavam perda de seguimento a TARV. Dependendo do tempo de abandono, ou seja, ja
na auséncia de TARV, as mutagdes selecionadas pelo HIV-1 na presenca da droga, tendem a
declinar com o tempo e, com isso a populacdo de virus selvagens podem se sobressair em
relacdo a populacdo de virus com mutacdes de resisténcia (SPIRA et al, 2003). Neste estudo,
ndo foi possivel aferir confiavelmente o grau de adeséo dos pacientes somente com as analises
dos dados médicos. Haveria a necessidade de uma revisdo sistematica qualitativa dos fatores
associados a adesdo 8 HAART (MALTA et al, 2010).

Neste estudo, ndo houve diferenca estatistica entre as medianas da contagem de
células T CD4" e células T CD8" e quantificacdo da carga viral entre o grupo de pacientes
com resisténcia e 0 grupo de pacientes sem resisténcia. Todavia, mais da metade dos
pacientes apresentaram contagem de células T CD4* abaixo de 500 células/mm?3. Além disso,
apesar de que quase a metade dos isolados com inUmeras mutacGes de resisténcia
apresentavam carga viral alta, também foram identificados isolados resistentes em pacientes
com carga viral baixa (de 100 a 4.433 coOpias/mL). Isso indica o acimulo de resisténcia a
multidrogas mesmo em pacientes no seguimento para a supressao viral. Sabe-se que existe
forte associagdo entre a presenca de falha virolégica e o surgimento de resisténcia aos ARVs,
da qual pode ocorrer em mais de 90% dos casos (SUCUPIRA et al, 2001; HUANG et al,
2008). Apesar disso, isolados resistentes apresentam capacidade replicativa defeituosa e
baixa capacidade de transmissibilidade e, por isso, ndo se pode deixar de considerar que
muitos dos pacientes deste estudo ainda ndo séo considerados virologicamente suprimidos e
podem certamente representar potenciais fontes de virus ja com resisténcia as drogas.

O impacto da presenca de mutaces na eficicia terapéutica € um grande problema
para os “guidelines” que orientam o tratamento para a infeccdo pelo HIV-1. A principio e
mais preocupante neste estudo é a alta prevaléncia de mutacdes associadas aos NRTIs e
NNRTIs, escolhas estas preferenciais para a primeira linha de tratamento. A mutacdo mais
frequente identificada foi a mutacdo M184V. Esta mutagdo se encontra no gene da TR e esta

associada aos NRTIs. Causa alto nivel de resisténcia ao 3TC e FTC (reducdo da
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suscetibilidade a esses ARVS, acima de 100 vezes) e baixo nivel de resisténcia ao ddl e ABC.
Apesar disso, a presenca da mutagdo M184V aumenta a suscetibilidade a outros ARVs, como
AZT, TDF e d4T, diminuindo o surgimento de resisténcia por essas drogas. Desta maneira,
para pacientes contendo isolados com a mutacdo M184V, e com boa adesdo a TARV, néo é
recomendada a descontinuacdo do tratamento com 3TC (DIALLO et al, 2003; WINTERS et
al, 2003). Esse procedimento também esta associado a uma significante reducéo da replicacéo
viral (CLARKE et al, 1999; MANDELBROT et al, 2001). Dessa maneira, a combinacao dos
NRTIs: TDF, AZT ou d4T associado ao 3TC/FTC pode inibir parcialmente virus com a
mutacdo M184V.

A segunda mutacdo mais frequente foi a K103N no gene da TR associada aos
NNRTIs. A K103N causa alto nivel de resisténcia a NVP (~50 vezes) e EFV (~20 vezes)
(BACHELER et al, 2001). Esta mutacdo foi identificada isolada ou em combinacdo com
outras mutacdes. Assim, nesse trabalho, ocorreu em associagdo com a mutacdo L100I,
G190A, H221Y ou P225H, aumentando ainda mais o nivel de resisténcia aos NNRTIs. A
classe dos NNRTIs apresenta baixa barreira genética, ou seja, uma Unica mutacdo pode
conferir resisténcia a toda a classe (BACHELER et al, 2000; MELIKIAN et al, 2014). Além
disso, mutacOes associadas aos NNRTIs, apesar de terem pouca interferéncia na capacidade
replicativa do HIV-1, podem persistir por mais tempo e serem mais rapidamente detectadas
pelos testes de genotipagem que outras mutacdes de outras classes, como dos NRTIs. Dessa
maneira, as mutacdes para os NNRTIs podem ser consideradas como mutacgdes sentinelas e,
poderiam indicar a presenca de mutacdes de resisténcia adicionais, abaixo do limite de
deteccdo do método de sequenciamento (PINGEN et al, 2011; FERREIRA et al, 2013). Neste
caso, os testes de genotipagem também podem deixar o clinico em alerta para interferir no
regime terapéutico quando apropriado.

Neste estudo também foram detectadas isolados com mutacdes associadas a timidina
(TAMs). As TAMs sdo mutacgdes selecionadas pelos analogos a timidina, como 0 AZT e d4T.
Estas mutacOes reduzem a suscetibilidade dos NRTIs facilitando a excisdo de nucleotideos ja
incorporados na cadeia de DNA (por pirofosfordlise) (MENENDEZ-ARIAS, 2011). As
TAMs podem ocorrer em dois padrdes distintos (TAMs Tipo 1 e TAMs Tipo 2), como
mutacgdes individuais ou sobrepostas. As TAMs Tipo 1, incluem as mutagdes M41L, L210W
e T215Y. Jaas TAMs Tipo 2 incluem as muta¢fes D67N, K70R, T215F e K219Q/E (COZZI-
LEPRI et al, 2005; DE LUCA et al, 2006). Trés dos 11 isolados de HIV-1 com resisténcia
deste estudo apresentaram TAMs (D67N, M41L, L210W e T215Y), de forma isolada ou

sobrepostas e também na presenca de outras muta¢ées ndo-TAMs. Um isolado apresentou a



64

mutacdo M41L em combinagdo com a T215Y. Esse padrdo de combinacéo de TAMs é muito
comum em pacientes em TARV (BRUN-VEZINET et al, 2003; CARDOSO; STEFANI,
2009; CARDOSO et al, 2010). Ambas as mutacdes conferem alto nivel de resisténcia ao AZT
e d4T e nivel intermediario de resisténcia ao ABC, ddl e TDF. Outro isolado apresentou a
mutacdo D67N em combinacdo & mutacdo T215Y promovendo reducdo da suscetibilidade a
quase todos os ARVs da classe dos NRTIs. Outro isolado deste estudo apresentou a mutagédo
L210W em combinacdo com as mutacBes M41L e T215Y. Juntas, estas mutacdes conferem
alto nivel de resisténcia ao AZT e d4T e nivel intermediario de resisténcia ao ABC, ddl e TDF
(YAHI et al, 2000).

Todos os isolados deste trabalho que apresentaram TAMSs também apresentaram a
mutacdo M184V. Esta associacao, selecionada na vigéncia de falha viroldgica, enfraquece
significantemente a suscetibilidade do virus a acdo dos NRTIs, levando a falta de opc¢éo do
uso desta classe de ARVs no esquema terapéutico destes pacientes (DIALLO et al, 2003). O
acumulo de TAMs pode levar a diferentes niveis de resisténcia, além de resisténcia cruzada
entre 0s NRTIs, representando obstaculo aos regimes terapéuticos (CLAVEL; HANCE,
2004). Nesse sentido, destaca-se a importancia dos testes de genotipagem para resisténcia que
auxiliam na otimizacdo do tratamento para cada paciente, além de orientar na terapia de
resgate.

Em relacdo aos IP, a mutacdo M461 foi detectada em dois isolados em combinacédo a
outras mutacdes (V32l, 147A ou I50L e VV82A). Estas combinag6es reduzem a suscetibilidade
a maioria dos IP, causando resisténcia cruzada. Além disso, a M461 aumenta a eficiéncia
catalitica da enzima PR (SCHOCK et al, 1996; HENDERSON et al, 2012). As mutagdes no
gene da PR foram menos frequentes que as mutacdes na regido da TR sequenciada. Isso pode
ser explicado pela alta barreira genética para os IPs em relacdo a barreira genética dos
inibidores da TR e também pela pouca exposi¢do destes pacientes aos IP (WU et al, 2003;
DEFORCHE et al, 2008a).

Inimeros polimorfismos, em diferentes regides da TR e principalmente da PR, foram
identificados na maioria dos isolados deste estudo. Os polimorfismos também denominados
mutacdes acessorias podem ser selecionados naturalmente, na auséncia de TARV, ou podem
surgir na vigéncia da terapia (SPIRA et al, 2003). Como as mutagdes de resisténcia podem
reduzir a capacidade replicativa do virus, o surgimento destas mutacdes acessorias pode
compensar essa perda, aumentando a carga viral plasmatica do paciente, com minimo efeito
na reducdo de suscetibilidade aos ARVs (DEFORCHE et al, 2008b).
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Outras mutagdes incomuns também foram detectadas como a T69V (NRTI) e E138K
(NNRTI). Esta altima mutagdo confere baixo nivel de resisténcia & RPV, uma droga ainda ndo
utilizada no Brasil (RIMSKY et al, 2012; XU et al, 2013). No entanto, a E138K vem sendo
identificada com frequéncia em pacientes de outros estados brasileiros (MOURA et al, 2015a;
MOURA et al, 2015b).

N&o se pode deixar de considerar que seguramente existem outras mutacdes fora das
regides do HIV-1 analisadas neste estudo e que também podem conferir resisténcia para
outros ARVs e até mesmo a existéncia de inumeros outros polimorfismos. Neste presente
estudo, o gene da PR foi inteiramente amplificado e sequenciado (297 pb). Porém, para a
regido da TR, a amplificacdo desta regido correspondeu a aproximadamente 2/3 do total do
gene da TR (=750 pb). Assim, sugere-se que possa haver outras mutacdes de resisténcia
localizadas externamente ao fragmento da TR analisado, como por exemplo, as mutac6es
P236L, L238I e Y318F ja descritas em outros estudos (BROWN et al, 2000, SANTOS et al,
2008). No entanto, é aceitavel o estudo do fragmento da TR ao invés de seu gene total para o
monitoramento de mutagGes de resisténcia na TR (STEEGEN et al, 2010). Assim, € evidente
0 beneficio do teste de genotipagem para a orientacdo da conduta terapéutica dos pacientes.

A maioria dos pacientes em que ocorre selecdo de variantes genéticas resistentes aos
ARVSs necessita de novos esquemas terapéuticos, denominados esquemas de resgate (TURAL
et al, 2002). No entanto, estudos anteriores em grupos de pacientes com mdltipla resisténcia a
HAART, demonstraram a presenca de mutacdes de resisténcia em outras regides do HIV-1,
como na regido gp4l do gene env e na regido da IN, que interferem na reducdo de
suscetibilidade aos inibidores de fusdo (ENF) e aos INI (RAL), respectivamente, mesmo sem
nunca ter sido exposto a essas novas drogas (CARDOSO; STEFANI, 2009; OLIVEIRA et al,
2009; OLIVEIRA et al, 2014; REIS et al, 2014). Dessa maneira, mutacdes de resisténcia ja
identificadas em outras regides do HIV-1 contribuem para a reducdo das opcGes de tratamento
de resgate e ainda, pode aumentar a possibilidade de transmissdo de isolados com resisténcia.
Neste estudo, ndo foi possivel realizar o teste de genotipagem para outras regides do HIV-1,
como para a regido do envelope e da IN. Por esse motivo, ndo se exclui a existéncia de
mutacdes de resisténcia nessas outras regides, mesmo sem exposi¢do prévia aos ARVS com
acao para essas regioes.

Nesse contexto, a prevaléncia de mutacfes deste estudo pode estar subestimada,
visto que, o valor preditivo negativo do ensaio de sequenciamento baseado no método de
Sanger et al (1977) ¢ baixo. Por este método, as mutacfes de um determinado isolado podem

ser identificadas se estas variantes mutantes se encontram presentes em uma frequéncia maior
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que 20% em relacdo a populacao total de virus. Com isso, variantes minoritarias (constituindo
menos de 20%), carreando mutacgdes de resisténcia importantes, podem nédo ser detectadas
(BARBOUR et al, 2004). Nestes casos, outros métodos mais sensiveis, como 0 PCR em
tempo real (RT-PCR) e o sequenciamento de alta performance (deep-sequencing) podem ser
empregados (GUNTHARD et al, 1998; LI et al, 2012).

Baseado nos testes de genotipagem, foram realizadas alteracbes nos esquemas
terapéuticos no sentido de aumentar mais classes de ARVs ativas (acrescentando um IP/r ou o
RAL ou um IP/r/RAL). Nesses casos, mesmo na presenca de mutacOes de resisténcia, essas
novas classes introduzidas a TARV, aumenta a chance de supressdo viral associada a
atividade residual das classes de NRTIs que ja se encontrava no esquema anterior. No entanto,
essa conduta deve ser individualizada, considerando-se o risco de toxicidade e as op¢oes
terapéuticas ainda disponiveis. Ja o teste de genotropismo foi solicitado para 2 pacientes,
tendo em vista que este deve ser solicitado sempre que a associa¢do de DRV/r e RAL oferecer
pequena possibilidade de obtencdo de supressédo viral a niveis indetectaveis (BRASIL, 2015).

Em relacdo a conduta de manter a TARV para 0s pacientes que ndo apresentaram
mutacdes de resisténcia no teste de genotipagem e para aqueles cujos isolados virais nao
foram amplificados pela “nested”-PCR, se deve a probabilidade de m& adeséo aos esquemas.
Entre esses pacientes com esquema de TARV mantida, 7/15 apresentaram aumento
significante da carga viral (comparacdo entre a carga viral na admissdao e no momento da
coleta). A deteccdo de carga viral muito elevada em paciente sob TARV, principalmente sem
resisténcia ou em um baixo grau de resisténcia aos ARVs, pode ser um marcador de ma
adesdo. Nesse caso, a adicdo de novos ARVs pode aumentar o risco de rapida selecdo de
resisténcia e perda adicional de opgbes. Além disso, a inclusdo de um nimero maior de ARV
no esquema pode dificultar ainda mais a adesdo (SARI et al, 2009; VENKATESH et al,
2010).

A caracterizacao da diversidade genética do HIV-1 no Brasil é um outro componente
importante da epidemia de aids e juntamente com o estudo da resisténcia viral aos ARVs séo
essenciais para o desenvolvimento de estratégias de prevengdo, controle e recomendagdes no
manejo dos pacientes HIV+. Este estudo confirma a prevaléncia do subtipo B no Brasil, e
poucos isolados foram identificados como ndo subtipo-B: 3 casos de subtipo F1 na regido da
PR e TR em pacientes do sudoeste goiano. Esses dois isolados do subtipo F1 apresentaram a
mutacao polimdrfica L89M, comum em subtipos ndo-B, considerada uma mutagdo assinatura
do subtipo F1. Esses dados vdo ao encontro aos estudos de diversidade genética do HIV-1
realizado no estado de Goias (CARDOSO et al, 2009; CARDOSO; STEFANI, 2009;
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PFRIMER et al, 2012). No entanto, na maioria destes estudos foram identificados o subtipo C
e formas recombinantes do HIV-1, que neste estudo ndo foram observados. Apesar disso,
varios estudos brasileiros indicam a disseminacdo dos subtipos C e F1 na regido centro-oeste,
bem como o aumento da disseminacgédo das formas recombinantes, principalmente envolvendo
0s subtipos B/F1 e B/C (CARDOSO et al, 2009; CARDOSO; STEFANI, 2009; CARDOSO
et al, 2010; ALCANTARA et al, 2012; ALCANTARA et al, 2013).

Admite-se que amostragem deste estudo de resisténcia aos ARVS € pequena
comparado a outros estudos realizados no estado de Goias (CARDOSO et al, 2009;
PFRIMER et al, 2012). No entanto, com o municipio de Jatai representando a regional de
salde - Sudoeste I, e tendo este municipio de médio porte uma das maiores taxas de deteccéo
de casos de infeccdo pelo HIV/aids do estado, o tamanho da amostra deste estudo é
representativo entre os pacientes com infec¢éo pelo HIV-1 do sudoeste goiano brasileiro.

Nesse sentido, os dados apresentados neste estudo contribuem para 0 mapeamento da
diversidade do HIV-1 e da vigilancia da resisténcia aos ARVs em pacientes do interior do
Brasil. Esses dados estdo sendo utilizados como fonte de conhecimento para o planejamento
de acdes especificas de vigilancia epidemioldgica local da epidemia de HIV/aids no sudoeste

goiano.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo do perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes HIV+/aids do sudoeste
goiano mostra equivaléncia ao perfil epidemioldgico da infec¢do pelo HIV-1 no Brasil, com
predominio da infecgdo no sexo masculino, e importante prevaléncia da infecgdo pelo HIV-1
nas faixas etarias reprodutivas. A via sexual conta como a categoria possivel de exposi¢ao ao
HIV-1 mais frequente, com a heterossexualizacdo evidenciada em ambos 0s sexos, embora
néo deixando de se preocupar com as categorias de UDI e HSH na populagéo desta regiéo.

Apesar de que entre os anos de 2010 a 2012, a cidade de Jatai se configurou como a
cidade com a maior taxa de deteccdo de casos de HIV/aids do estado, atualmente esse cenario
vem sendo modificado positivamente. Esse fato demonstra as acdes do SAE/CTA de Jatai
para o diagndstico precoce e introducdo da TARV, bem como acGes de prevencao, assisténcia
e vigilancia dos pacientes com HIV/aids. No entanto, visto que ainda é alta a proporcdo de
doencas relacionadas a aids entre os pacientes deste estudo, acdes para o controle e profilaxia
destas doencas devem ser privilegiadas, ja que, aumentam os custos hospitalares, além de
aumentar as chances de evolugdo para a imunodeficiéncia severa e 6bito.

Entre os pacientes em TARV, a prevaléncia de 52,4% de resisténcia secundéria é
preocupante, apesar de que com o decorrer do tratamento estes pacientes conseguem atingir
contagem de células T CD4" satisfatéria e carga viral baixa. No entanto, a presenca de
maltiplas mutagcdes de impacto pode comprometer a TARV vigente e até mesmo futuras
opcoes terapéuticas com novas classes de ARVS.

Nesse sentido, os testes de genotipagem aliados aos ensaios de monitoramento da
infeccdo pelo HIV-1 (contagem de células T CD4" e quantificacdo da carga viral) auxiliam na
adequacao do regime terapéutico do paciente, com a introducdo de ARVSs ativos ao esquema.

Portanto, no contexto da propagacéo da epidemia de HIV-1 para o interior do Brasil
e 0 amplo acesso e exposicdo aos ARVs para todos os pacientes, este estudo mostra o
beneficio da caracterizacdo do perfil populacional local da infecgdo pelo HIV para
perspectivas no auxilio de medidas preventivas da infeccdo e de monitoramento da resisténcia

do HIV-1 aos ARVs no sudoeste goiano.
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APENDICE 1 - Parecer do Comité de Etica (Estudo 1)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ) Clataforma
GOIAS - UFG - asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil Clinico-Epidemiolégico e Resposta Imune de Pacientes Portadores de HIV da
Regido Sudoeste do Estado de Goias

Pesquisador: Marcos Lazaro Moreli

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 35153514.7.0000.5083

Instituigdo Proponente: Campus Jatai - Unidade Riachuelo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 926.441
Data da Relatoria: 14/12/2014

Apresentagdo do Projeto:

Projeto CAAE 35153514.7.0000.5083, submetido em 25/08/2014. Trata-se de um estudo observacional e
pesquisa experimental com pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), da regiao
sudoeste do Estado de Goias atendidos no SAE (Servico de Assisténcia Especializada), o qual funciona em
uma instituigdo municipal de saide, o Centro Médico Municipal Dr. Serafim de Carvalho, localizado no
municipio de Jatai-Goias, e atende usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS). Estes pacientes, de acordo
com critérios clinico-laboratoriais, serdo divididos em quatro grupos diferentes e também serao coletadas
amostras de individuos saudaveis, sendo realizadas analises comparativas entre estes grupos,
considerando critérios clinicos, epidemiolagicos, laboratoriais, moleculares do virus e de resposta imune dos
hospedeiros.

Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo Geral da Pesquisa consiste em caracterizar o perfil clinico-epidemiolégico e a resposta imune de
pacientes portadores do HIV da regi&o sudoeste atendidos no SAE (Servigo de Assisténcia Especializado)
no municipio de Jatai entre o periodo de 2005 a 2016 e ainda genotipar amostras de virus circulantes na
regido. Em especifico: Caracterizar clinicamente, epidemiologicamente, laboratorialmente, os pacientes HIV
(Analise de CD4 e Carga Viral), associando com a doenga
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oportunista mais incidente; Realizar a Genotipagem do virus HIV; Agrupar os pacientes HIV em: pacientes
progressores virémicos, pacientes progressores lentos, pacientes tratados com sucesso e pacientes
controladores de elite; Avaliar o perfil de ativagao tais como CD69, CD38, HLA-DR, CD25 de linfocitos T e B
e mondcitos de sangue periférico dos individuos HIV, comparando com os individuos saudaveis, nao
portadores de HIV; Avaliar a express3o de marcadores de regulagdo tais como CTLA-4, PD-1, CD160 em
linfécitos e monécitos de sangue periférico dos individuos HIV positivos, comparando com células de
individuos saudaveis; Avaliar as subpopulagdes de células T CD4+ e T CD8+ de memdria produtoras de
Interferon-Gama (IFN-), Interleucina -2 (IL-2), Fator de Necrose Tumoral (TNF- ), em resposta a antigenos
do HIV de sangue periférico de pacientes dos diferentes grupos sendo células T de memdoria central
(CD3+CD4+0uCDB8+CD45RA- CCR7+CD27+), memoria efetora (CD45RA-CCR7-CD27-) e memoria
altamente diferenciada (CD45RA+CCR7-CD27-); Investigar o perfil de citocinas no plasma de pacientes HIV
-positivos dos diferentes grupos e de individuos saudaveis; Comparar as respostas de producéo de citocinas
e a expressdo de marcadores de ativagdo e de regulagao com a carga viral e contagem de linfocitos T CD4
dos individuos HIV positivos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Como riscos, o pesquisador informa que durante a coleta de sangue podera haver desconforto, dor local, e
potencial risco de formagédo de hematomas (manchas roxas) no local da coleta. Também, por se tratar de
um grande volume de sangue (80 a 100ml), informa que pode ocasionar hipotensao arterial, vertigens e
outras alteracoes, e assim, a coleta sera realizada dentro de um ambiente hospitalar e na presenca da
médica pesquisadora para atender & qualquer intercorréncia.

Os beneficios sdo indiretos e estio descritos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante, bem fundamentada, com bibliografia atualizada e apresenta equipe com
conhecimento para sua realizagdo, bem como laboratérios com infra-estrutura adequada. O orgamento
proposto também esta adequado, e o pesquisador se compromete a realizar a pesquisa com recursos
proprios, assim como de programa de Pés-Graduacao e ainda, informa fazer a solicitagao a agéncias de
fomento.

O Cronograma proposto esta adequado, assim como a previsdo para inicio do recrutamento e coleta de
amostras, considerando a avaliacdo pelo CEP.

Os objetivos estdo em conformidade com a metodologia proposta no projeto.

As adequagbes solicitadas foram atendidas em sua maioria, restando apenas algumas recomendacbes.
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Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Foram anexados os seguintes documentos: - Projeto de Pesquisa Completo

- Projeto Comité Plataforma Brasil

- Interface REBEC

- Folha de rosto assinada pelo pesquisador responsavel e representante da instituigdo proponente

- Termo de compromisso assinado pelo pesquisador responsavel e demais participantes do estudo

- Curriculo Lattes do pesquisador responsavel e demais membros da equipe

- Termo de Anuéncia Institucional assinado por representante da Secretaria Municipal de Salide de Jatai
- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Recomendacoes:

As adequacdes solicitadas pelo pleno foram atendidas em sua maioria, restando apenas a recomendacio
de que para o TCLE, solicita-se que seja incluida a possibilidade de ligagdo a cobrar ao Pesquisador
Responséavel, bem como de ligagdo ao CEP.

Uma consideragdo a ser feita, & em relagdo ao procedimento de coleta de sangue que foi estabelecido para
um grupo da pesquisa, com um volume de 80mL. Embora permanece um grande volume, o Pesquisador
Responsavel atendeu a solicitagéo de esclarecer os procedimentos de coleta, explicitar os riscos no TCLE,
bem como a forma de atendimento ao sujeito da pesquisa: "a coleta de sangue podera haver desconforto,
dor local, e potencial risco de formagdo de hematomas (manchas roxas) no local da coleta. Também, por se
tratar de um grande volume de sangue (80 a 100ml), informa que pode ocasionar hipotensao arterial,
vertigens e outras alteragdes, e assim, a coleta sera realizada dentro de um ambiente hospitalar e na
presenca da médica pesquisadora para atender a qualquer intercorréncia.”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

As adequagbes foram atendidas, e o projeto foi considerado aprovado.
Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Informamos que a Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a
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importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o pesquisador responsével devera
encaminhar ao CEP-UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagoes
decorrentes deste, de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n°. 466/12. O prazo para entrega do
Relatorio & de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa, prevista para conclusdo outubro de 2017 .

GOIANIA, 23 de Dezembro de 2014

Assinado por:

Jodo Batista de Souza
(Coordenador)
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MINISTERIO DA EDUCACAO
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PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA/CEP U FG

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Meu nome
é MARCOS LAZARO MORELI, Prof° Dr. da Universidade Federal de Goias e o pesquisador
responsavel junto a mestranda REGYANE FERREIRA GUIMARAES DIAS, médica
infectologista. Ap6s ler com atengdo este documento e ser esclarecido (a) sobre as
informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine em todas as folhas e
ao final deste documento, que estd em duas vias e também sera assinado por mim,
pesquisadora, em todas as folhas. Uma delas € sua e a outra & do pesquisador responsavel.
Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a Dra Regyane
Ferreira Guimaraes Dias no telefone: (64)3632-8705.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

88

Titulo do Projeto: PERFIL CLINICO-EPIDEMIOLOGICO E RESPOSTA IMUNE DE PACIENTES

PORTADORES DE HIV DA REGIAO SUDOESTE DO ESTADO DE GOIAS

A epidemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) continua a ser um dos grandes desafios
para a saude global, sendo a doenga infecciosa que causa o maior numero de ébitos em todo o mundo.
O nosso organismo tenta se defender e destruir o virus HIV através do sistema imune o que na maioria
das vezes ndo consegue, pois o virus promove uma destruicdo lenta e gradual das células T CD4+, que
tém um papel central nesse sistema de defesa contra agentes infecciosos. A introducdo do tratamento
com combinacgdes de drogas inibidoras do virus foi um grande avango no controle da doenga e em geral
as pessoas infectadas respondem bem, conseguindo manter os niveis do virus bem baixos e os niveis
das células T CD4+ mais altos, o que diminui o estado de imunodeficiéncia, evitando o desenvolvimento
de outras doengas infecciosas e certos tipos de cancer. No entanto, alguns individuos infectados pelo
HIV mantém carga viral indetectavel e niveis elevados de linfécitos T CD4, mesmo ndo fazendo uso de
antirretrovirais. O objetivo desse projeto é caracterizar o perfil clinico-epidemioldgico e imunoldgico de
pacientes vivendo com HIV/AIDS do SAE de Jatai, no periodo de agosto de 2005 a agosto de 2014, assim
como realizar a genotipagem do virus HIV destes pacientes. Os resultados obtidos poderdo fornecer
informagbes importantes para o entendimento de fatores relacionados a protecdo e ao
desenvolvimento da AIDS,favorecendo o desenvolvimento de futuras vacinas e/ou intervengdes
terapéuticas, além de determinar gendtipo viral mais incidente em nossa regido.

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo por se encontrar em uma das seguintes situacdes:
l. Controladores de ELITE (EC) -

» Infecgéo pelo HIV diagnosticada por métodos sorolégicos, documentada, ha no minimo 7 anos,

» Contagem de células CD4 positivas em sangue periférico igual ou maior que 500 células/mm® no
momento da avaliagdo para entrada no estudo

» Quantificagdo de RNA viral em sangue periférico (carga viral), por qualquer método,

indetectavel ou que seja menor que o limite de detecgdo do teste utilizado. Sem uso

continuo de anti-retrovirais desde o diagnostico até o inicio do estudo. Inclusive mulheres

que usaram anti-retrovirais durante a gestacgao, para evitar transmissao vertical do HIV, que

tenham usado drogas anti-retrovirais apenas durante a gestacdo e que mantenham as

caracteristicas acima definidas por pelo menos 2 anos apos o parto, poderdo ser incluidas

no estudo.

Sem infec¢des oportunistas ativas no momento de entrada no estudo;

Sem uso de vacinas e drogas imuno-estimuladoras nos ultimos 30 dias.

Idade igual ou maior de 18 anos

vV VvV
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Il. Long-term non-progressors ou progressores lentos (LTNP) -

» Infecgéo pelo HIV diagnosticada por métodos sorologicos, documentada, ha no minimo 7
anos,

» Contagem de células CD4 positivas em sangue periférico igual ou maior que 400
células/mm?® no momento da avaliagéo para entrada no estudo

» Qualquer valor de quantificacdo de RNA viral em sangue periférico (carga viral), por

qualquer método. Sem uso continuo de anti-retrovirais desde o diagnoéstico até o inicio do

estudo. Inclusive mulheres que usaram anti-retrovirais durante a gestacdo, para evitar

transmissdo vertical do HIV, que tenham usado drogas anti-retrovirais apenas durante a

gestacdo e que mantenham as caracteristicas acima definidas por pelo menos 2 anos apés

o parto, poderdo ser incluidas no estudo.

sem infec¢des oportunistas ativas no momento de entrada no estudo;

Sem uso de vacinas e drogas imuno-estimuladoras nos Ulltimos 30 dias.

Idade igual ou maior de 18 anos

Y VvV

lll. Individuos Tratados com sucesso

Infecg@o pelo HIV diagnosticada por métodos soroldgicos, documentada ha no 2 anos.

Contagem de células CD4 positivas em sangue periférico igual ou acima de 400

células/mm® no momento da avaliagdo para entrada no estudo, com qualquer carga viral

indetectavel ou <50 copias /ul (Avirémicos ou tratados com sucesso). A contagem de

CD4 maior ou igual a 400 copias/ml e Carga viral indetectavel devem ter sido mantidas

nesses valores no minimo durante os Ultimos 12 meses, sem infecgdes oportunistas

ativas;

» Sob tratamento com ARV prolongado; sem uso de vacinas e drogas imuno-estimuladoras
nos Ultimos 30 dias.

» Idade igual ou maior de 18 anos

YV

IV. Individuos Progressores viremicos (VR)

» Infecgdo pelo HIV diagnosticada por métodos sorolégicos, documentada por no minimo 6
meses.

» Contagem de células CD4 positivas em sangue periférico igual ou acima de 350
células/mm® no momento da avaliagdo para entrada no estudo, com qualquer carga viral
detectavel (acima de 50 copias /ul).

» Sem uso de tratamento com ARV; sem uso de vacinas e drogas imuno-estimuladoras nos
ultimos 30 dias.

» Idade igual ou maior de 18 anos

V. Individuos Saudaveis nao-infectados pelo HIV

» Diagnostico negativo para HIV.
» Sem uso de vacinas e drogas imuno-estimuladoras nos ultimos 30 dias.
» ldade igual ou maior de 18 anos

O sangue do grupo de individuos infectados sera colhido no momento de entrada no estudo.
Alem da analise da resposta imunolégica, analisaremos na mesma amostra de sangue colhida
as caracteristicas do HIV de cada pessoa, bem como o genoétipo do virus. O sangue das
pessoas do quinto grupo (grupo controle) sera usado como parametro de resposta imunolégica
normal.

Objetivos da pesquisa: O objetivo desse projeto ¢ identificar fatores relacionados a protegao
na infecg@o pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), pela comparacgéo da resposta imune
dos individuos que néo desenvolvem AIDS (controladores de elite) com as repostas dos
individuos infectados pelo HIV que sdo progressores da infecgdo, além da genotipagem do
virus, determinando qual o subtipo predominante na nossa regiao.
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Informagdes sobre quem esta aplicando o termo de consentimento: Prof° Dr. Marcos
Lazaro Moreli, professor da UFG e coordenador responsavel pelo projeto, mestranda Regyane
Ferreira Guimardes Dias, infectologista responsavel pelo CTA-SAE de Jatai, e outros
pesquisadores envolvidos no projeto.

Duracgao do estudo: Esse estudo esta previsto para durar 2 anos.

Procedimentos a serem seguidos durante o estudo: Espera-se que um total de 200
individuos sejam incluidos para participar desse estudo. O seu sangue sera colhido no dia da
consulta médica feita regularmente no Ambulatério ou no dia da realizagdo dos exames de
rotina para o seguimento da sua doencga. O seu prontuario médico também sera revisado, para
que os resultados de todos os exames que vocé ja realizou sejam avaliados pelos
pesquisadores.

Serao colhidos 80-100 mL de sangue de sua veia para realizagéo de testes que avaliarao:

- Como seu organismo defende-se dos agentes infecciosos: avaliagdo do numero e fungéo
das células do sistema de defesa, avaliagdo do tipo e quantidade de substancias
secretadas pelas células de defesa;

- Quais as caracteristicas do HIV-1 em cada pessoa.

- Genotipagem do virus HIV

Caso existam problemas técnicos com os testes ou se necessario algum exame complementar,
talvez seja necessaria uma nova coleta do mesmo volume de sangue em outra data, vocé
podera ou ndo concordar em fazer essa nova coleta. Se caso vocé concordar, poderemos
realizar uma coleta unica de uma quantidade maior de sangue, colhida em uma bolsa para
doacgdo (500 ml). Essa amostra de sangue sera utilizada para os mesmos testes de defesa
imunolégica e estudo do HIV.

Desconfortos e riscos potenciais: Os riscos da coleta de sangue sao desconforto, dor local e
formacdo de hematomas (manchas roxas) no local da coleta.

Beneficios que poderdo ser obtidos: Vocé nao recebera qualquer beneficio direto
participando deste estudo. As informacgbes obtidas a partir desta pesquisa poderdo beneficiar
outros por promoverem melhor entendimento de fatores relacionados a protecdo ao
desenvolvimento da AIDS e favorecer o desenvolvimento de futuras vacinas e/ou intervencgdes
terapéuticas.

Compensacdes e custos: Todas as consultas, procedimentos e testes laboratoriais feitos
especificamente para este estudo serdo fornecidos a vocé sem nenhum custo. Qualquer
cuidado médico que nao for especificamente necessario para este estudo, mas que seja parte
de seu cuidado medico pessoal sera pago por vocé ou por seu convénio médico. Vocé nao
recebera pagamento por sua participagdo nesse estudo.

Descontinuagao do Estudo:

Vocé podera deixar de participar deste estudo pelas seguintes razdes:

v se 0 médico investigador julgar oportuno a sua retirada do estudo;

v se decidir descontinuar a participagao;

v se o pesquisador e/ou 0 Comité de Etica em Pesquisa decidirem pelo término do estudo.

Esclarecimentos dados sobre garantias do sujeito da pesquisa:

v Vocé tera a garantia, a qualquer tempo de que recebera as informagées sobre
os procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive sobre
o esclarecimento de qualquer divida;

v Vocé tem liberdade para se recusar a participar ou retirar seu consentimento e
descontinuar sua participacao a qualquer tempo. A participagéo € voluntaria e a
recusa em participar ndo envolvera nenhuma penalidade ou perda de
beneficios. Recusa ou descontinuagédo nao irdo de nenhuma forma colocar em
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risco seu direito de receber tratamento agora ou no futuro no Servigo de
Assisténcia Especializada de Jatai. Seu médico e os demais investigadores
desse estudo tratardo sua identidade com padrdes profissionais de
confidencialidade. Seus registros permanecerdo confidenciais. Os
investigadores e a Comissdo de Etica podem pedir para rever seus registros.
Nomes de participantes ou materiais identificando participantes nao serdo
liberados sem permissédo escrita, exceto se exigido por lei. Os participantes n&o
serao identificados em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.
Uma copia deste consentimento informado serd mantida nos seus registros
médicos e uma sera dada a vocé.

v" Todos os procedimentos e consultas deste estudo lhe serdo fornecidos sem
nenhum custo. Assisténcia medica n&o relacionada com este estudo sera de
sua responsabilidade.

Nome e Assinatura dos Pesquisadores:

Marcos Lazaro Moreli

Regyane Ferreira Guimaraes Dias
CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, ,RG

CPF , n° de prontuario , n° de
matricula , abaixo assinado, concordo em participar do
estudo Perfil Clinico-epidemioldgico e Resposta Imune de pacientes portadores de HIV
da Regido Sudoeste do Estado de Goias , sob a responsabilidade do Prof° Marcos Lazaro
Moreli. Fui devidamente informado e esclarecido pela pesquisadora Regyane Ferreira
Guimaraes Dias sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do
sujeito em participar.

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

* Observagbes complementares:
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APENDICE 3 - Questionario (Estudo 1)

FICHA DE IDENTIFICACAO/QUESTIONARIO

Obito ( ) Transferéncia ( ) Abandono ( )

1-Paciente:
2-Ano do diagndstico:
3-Data da 12 consulta:

Ultima:
4-1dade:
1- 19a24anos () 5-40a49anos ()
2- 25a29anos () 6-50a59anos ()
3- 30a34anos () 7->60anos ()
4- 35a39anos ()
5-Sexo
1- Masculino () 2- Feminino ()
6-Raca
1- Branca () 4- Parda ()
2- Negra () 5- Ignorado ()
3- Amarela ()
7-Via de transmissao:
1- Sexual () 3- Hemotransfusdo ()
2- Usodedrogas () 4- Ignorado ()
8-Preferéncia sexual:
1- Heterossexual () 3- Bissexual ()
2- Homossexual () 4- Ignorado ()
9-Sinais e sintomas ao diagnostico:
1- Febre () 8- Lesbes Orais ()
2- Perda Ponderal () 9- Linfadenomegalia ()
3- Sudorese noturna () 10- Dermatite seborreica ()
4- Fadiga () 11- Moniliase oral ()
5- Cefaléia () 12- Infec¢Bes bacterianas ()
6- Alteracdes Neuroldgicas ( ) de repeticao
7- Diarréia () 13- Herpes Zoster ()
14- Assintomatico ()
15- Ignorado ()
10-Doencas oportunistas ja apresentadas:
1- Penumocistose () 5- Histoplasmose ()
2- Neurotoxoplasmose () 6- Retinite por CMV ()
3- Neurocriptococose () 7- Micobacteriose atipica ()
4- Tuberculose () 8- Neoplasias ()
()

9- Nenhuma
11-Terapia Antiretroviral:
1- Sim () - Quais:
2- Nao ()

12-Gendtipo:



13-CD4 Inicial:

1- <100 () 4-351-500 ()
2- 100 - 200 () 5->501 ()
3- 201 -350 ()

14-CDS8 Inicial:

15-Carga Viral Inicial
1- Indetectavel () 4-10.001 a 99.000 copias ()
2- <2000 copias () 5- > 100.000 copias ()
3- 2000 a 10.000 copias ()

16-Ultimo CD4:
1- <100 copias () 4- 351 a 500 copias ()
2- 100 —200 copias () 5- > 501 copias ()
3- 201 —-350cépias ()

17-Ultimo CD8:

18-Ultima Carga Viral:

1- Indetectavel () 4-10.001 a 99.000 copias ()
2- < 2000 cdpias () 5- >100.000 copias ()
3- 2000 a 10.000 copias ()
19-Sorologias reagentes:

1- VDRL () 5-HBsAg ()

2- Chagas () 6- Anti-HBs ()

3- Citomegalovirus IgG () 7- Anti-HCV ()

4- Toxoplasmose IgG () 8- Anti-HBc ()

9- Nenhuma ()

20-PPD :
1- Reator ()
2- N&o reator ()
3- Ignorado ()



APENDICE 4 - Parecer do Comité de Etica (Estudo 2)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
. GOIAS - UFG %oﬁl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de Resisténcia aos Antirretrovirais e Diversidade Genética em Pacientes
HIV+/Aids do interior do Estado de Goias

Pesquisador: Ludimila Paula Vaz Cardoso

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 39631114.1.0000.5083

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Goias - UFG

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.009.763
Data da Relatoria: 06/04/2015

Apresentagdo do Projeto:

Titulo da Pesquisa: Estudo de Resisténcia aos Antirretrovirais e Diversidade Genética em Pacientes
HIV+/Aids do interior do Estado de Goias. Pesquisadora responsavel: Ludimila Paula Vaz Cardoso. CAAE:
39631114.1.0000.5083. Pesquisadores participantes: Camila Tavares; Mariane Martins de Araudjo Stefani;
Ménica Nogueira da Guarda Reis; Regyane Ferreira Guimaraes Dias; Simone Gongalves da Fonseca. Serdo
coletadas 200 amostras esta prevista a coleta de 200 amostras de sangue de pacientes infectados pelo HIV-
1 (cerca de 80 amostras de sangue de pacientes virgens de tratamento e cerca de 120 amostras de
pacientes em TARV) atendidos no SAE do municipio de Jatai/Go que recebe praticamente todos os casos
novos de HIV e pacientes em TARV do municipio de Jatai e de outros municipios da regido sudoeste

de Goias, como Rio Verde, Mineiros, Caiapbnia, Itaruma, Aparecida do Rio Doce, Cacgu, Cachoeira Alta,
Serranépolis e Perolandia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar a prevaléncia de mutagdes do HIV-1 as drogas antirretrovirais e o perfil de
resisténcia transmitida e secundéria no gene pol e env do HIV-1 em amostras de pacientes HIV+/Aids
provenientes de municipios do sudoeste do estado de Goias e caracterizagdo de possiveis novas formas

recombinantes (CRF) pela analise do genoma completo.

Enderegco: Prédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74,001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep.prpi.ufg@gmail.com
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Continuagao do Parecer: 1.009.763

Objetivo Secundario:

1.Descrever as mutacdes de resisténcia primaria e secundaria no gene pol do HIV-1 associada aos
antirretrovirais INRT, INNRT, IP e Raltegravir (inibidor de integrase);2.Descrever as mutagdes de resisténcia
primaria e secundaria no gene env do HIV-1 associada ao antirretroviral T-20 (inibidor de fus&o); 3.Associar
o perfil de resisténcia (baixo, intermediario e alto nivel de resisténcia) das mutagdes aos
antirretrovirais;4.Descrever os polimorfismos no gene pol e env de isolados do HIV-1; 5.Descrever os
subtipos no gene pol e env do HIV-1;6.Associar os subtipos e a frequéncia de mutagdes de resisténcia e
polimorfismos;7. Caracterizar, por sequenciamento do genoma completo, alguns isolados com subtipos

discordantes nos genes pol e env do HIV-1 para identificagdo de possiveis CRF.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Relatam que: Aproximadamente 10 mL de sangue venoso serdo coletados no momento do recrutamento do
paciente em dois tubos contendo o anticoagulante EDTA. Esta coleta de sangue ndo apresenta risco a
saude e integridade fisica dos pacientes.Relatam ainda que os pacientes terdo o resultado dos exames.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O cronograma estad adequado a execugdo do projeto. Informam que os participantes da pesquisa sdo
maiores de 18 anos e a coleta das amostras de sangue sera realizada na presencga do médico. Os curriculos

dos pesquisadores sdo compativeis com a pesquisa proposta.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresentam os seguintes documentos: PB XML INTERFACE REBEC.xml; PB INFORMA(;OES BASICAS
DO PROJETO 439141.pdf; Folha Rosto.pdf; Questionario CEP.docx; Projeto Pesquisa 2014 CEP.doc; TCLE
- 2014 - CEP.doc; Ata do Conselho Diretor.2014.pdf; Termo Anuéncia.pdf; Termo Compromisso.pdf; TALE
2014 - CEP.doc; PB INFORMAGOES BASICAS DO PROJETO 439141.pdf;

PB XML INTERFACE REBEC.xml; termo aceite financiamento.pdf. O TCLE encontra-se adequado, com
linguagem clara, garante o sigilo, a confidencialidade e possibilita ao participante a desisténcia e informa
contatos. PB PARECER COLEGIADO 970585.pdf; PB PARECER CONSUBSTANCIADO CEP 970592.pdf;
Projeto Pesquisa 2014 CEP.doc; PB INFORMAGOES BASICAS DO PROJETO 439141.pdf; PB XML
INTERFACE REBEC.xml.

Enderego: Prédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep.prpi.ufg@gmail.com
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Continuagéo do Parecer: 1.009.763

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Apods analise dos documentos postados verifica-se que houve a adequag&o do cronograma quanto ao inicio
da coleta de dados para 20/04/2015 a 30/11/2016. Somos favoraveis a aprovagéo do presente protocolo de
pesquisa.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos que a Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios eticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagbes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n°. 466/12. O prazo para entrega do Relatdrio é de até 30 dias

apo6s o encerramento da pesquisa, prevista para 29/12/2017.

GOIANIA, 02 de Abril de 2015

Assinado por:
Joao Batista de Souza

(Coordenador)
Enderego: Prédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131
Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep.prpi.ufg@gmail.com
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APENDICE 5 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Estudo 2)

n
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS - REGIONAL JATAI “
DEPARTAMENTO DE MEDICINA - CAMPUS RIACHUELO ‘ ‘
Rua Riachuelo, CP 03, CEP 75804-020 ‘.
Telefone: (64) 3606-8130 U F G

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidado para participar como voluntario em uma investigagéo sobre
infeccdo pelo HIV/AIDS. Vocé sera informado sobre todas as etapas da investigacdo. Caso
vocé aceite participar da investigacdo, assine ao final deste documento. Caso nédo queira
participar, vocé ndo sofrerd nenhum tipo de prejuizo no seu tratamento, assisténcia, cuidado
ou acompanhamento.
Informacdes sobre a Pesquisa
Titulo do Projeto: ESTUDO DE RESISTENCIA AOS ANTIRRETROVIRAIS E
DIVERSIDADE GENETICA EM PACIENTES HIV+/AIDS DO INTERIOR DO ESTADO
DE GOIAS
Responsavel: Dra Ludimila Paula Vaz Cardoso — Universidade Federal de Goiés/Regional
Jatai
Descricédo da Pesquisa
O virus que causa a aids é chamado de HIV-1. Vérios estudos realizados em diferentes paises
e no Brasil indicam que este virus é muito varidvel e apresenta varias formas genéticas
diferentes chamadas de subtipos. Além disto o HIV pode mudar seu material genético e ficar
resistente a drogas que sdo normalmente utilizadas no tratamento da infec¢do. O objetivo
deste estudo € identificar o tipo de HIV-1 responsavel pela sua infeccdo e analisar se este
virus apresenta alteracdes que fazem com que o virus ndo seja destruido pelas drogas usadas
para combaté-lo.
Procedimento da Pesquisa
Se vocé concordar em participar desse estudo, nds iremos fazer perguntas sobre fatores que
podem levar a maior risco para infeccdo pelo HIV e coletar uma Gnica amostra de sangue que
ndo apresenta risco a saude.
Tudo o que soubermos sobre vocé através do estudo e andlise de prontuario
médico(resultados de exames, entrevista) sera confidencial. A sua identidade jamais sera
revelada e mesmo na divulgacdo dos resultados nenhum participante sera identificado de
nenhuma maneira.
Os resultados sobre o tipo de HIV-1 que causou sua infeccdo e se este virus sofreu alteracdo e
pode ndo responder ao tratamento serdo repassados ao laboratério onde vocé faz seus exames
de carga viral e contagem de CD4 ou ao médico responsavel pelo seu acompanhamento. Se
vocé tem alguma ddvida relacionada ao estudo neste momento ou durante a investigacgéo,
vocé podera contactar o Departamento de Medicina da Universidade Federal de Goias, Prof
Dra Ludimila Paula Vaz Cardoso, telefone (64) 3606-8130 ou (64) 9602-1135 que estara
disponivel para esclarecer suas duvidas.
Participagdo
A sua participagdo e voluntaria, vocé pode recusar e retirar o seu consentimento a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo na realizacdo dos exames de rotina de acompanhamento ou
no tratamento da infecgdo pelo HIV.
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A sua participacdo voluntaria ndo ir4 além da coleta de sangue e entrevista, ndo havendo,
portanto, nenhum tipo de risco a sua salde e integridade fisica, ndo cabendo, pois, qualquer
tipo de indenizacao por danos, pois estes ndo existem.
CRITERIOS DE INCLUSAO - Pacientes HIV positivos/aids, provenientes ou com domicilio
no estado onde faz acompanhamento clinico e laboratorial.
CRITERIOS DE EXCLUSAO - Pacientes HIV positivos/aids que ndo morem nem sejam
provenientes da area de estudo, pacientes HIV positivos/aids que tenham os 2 altimos
resultados de Carga Viral indetectavel ou resultados de contagens de CD4 inferiores a 200
células/pL pois nestes casos, as chances de recuperacdo do virus nas amostras de sangue sao
reduzidas.

Confidencialidade
Todos os dados da pesquisa serdo confidenciais, somente usados pelos pesquisadores para
fins cientificos. Nenhum nome ou resultado individual sera divulgado, permanecendo em
sigilo. O paciente terd acesso aos resultados a qualquer tempo.

Consentimento

Eu,

,RG/CPF n°. concordo em participar deste estudo. Certifico que
fui informado sobre o estudo, estou ciente que minha participacdo é voluntéria, que
responderei a um questionario e serei submetido a uma Unica coleta de sangue. Sei que posso
desistir de participar deste estudo em qualquer momento sem ter nenhum tipo de prejuizo no
meu tratamento/assisténcia ou acompanhamento. Concordo, inclusive, com a possivel
publicacdo dos resultados dessa pesquisa em forma de resumos e/ou artigos cientificos em
revistas, pois sei que os pacientes serdo identificados por codigos. Informo que aceito
participar/ou que o menor de 18 anos sob minha responsabilidade participe da investigacéo.

Assinatura do participante ou responsavel pelo menor Assinatura do
entrevistador

Data: / /

Assinatura do Pesquisador

Espaco para digital (quando for o caso)
Testemunhas ndo vinculadas a equipe de pesquisadores:
Assistimos a informacao sobre o estudo, solicitacdo do consentimento e o aceite do
voluntario em participar
Nome
Assinatura
Nome
Assinatura




APENDICE 6 - Questionario (Estudo 2)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS - REGIONAL JATAI
DEPARTAMENTO DE MEDICINA - CAMPUS RIACHUELO

Rua Riachuelo, CP 03, CEP 75804-020
Telefone: (64) 3606-8130

DADOS GERAIS

Tipo de Exposicéo:

() parceiro heterossexual HIV +/aids () parceiro homossexual HIV +/aids

() usuério de drogas injetaveis () transfusdo de sangue

() transmissdo vertical (mae/filho) () OULIO v

Tem Filhos? ( )Nado ( )Sim Quantos?................
Tem Algum Filho com HIV/aids? ( ) Ndo ( ) Sim Quantos?......... Qual Idade?...........

Assinatura do responsavel pelo Questionario



