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Investigamos a presenca de mutagdes em criangas infectadas verticalmente pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) que conferem resisténcia aos agentes
antiretrovirais. Amostras de sangue periférico foram coletadas de sessenta e seis pacientes
em seguimento no do Ambulatério de Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas. A partir de leucdcitos destas amostras foi extraido o DNA, apds
diversas lavagens e precipitacdes. Foi preparado um Mix para 20 reacdes contendo 100l
de Buffer (50 mM de cloreto de potéssio; 20 mM de Tris-HCI - pH 8,4); 100 ul de cloreto
de magnésio (25mM); 12ul da mistura desoxirribonucléica - ANTPs (dATP, dGTP, dCTP;
dTTP) a 25mM, 10ul de cada “primer” (25pmoles/ul); 0,5ul de Tag DNA polimerase e
0,5 ul do DNA a ser estudado, para a realizacdo da PCR. As condi¢des da reacdo foram:
Desnaturacdo: 95°C - 3 minutos; Anelamento: 55°C — 1 minuto; Extensao: 72°C - 1 minuto
(3 ciclos). Desnaturac@o: 95°C — 1 minuto; Anelamento: 55°C — 45 segundos; Extensao:
72°C — 1 minuto e Extensdo final: 72°C por 10 minutos (35 ciclos). As bandas foram
visulizadas em gel de agarose 1%, obtendo-se uma banda de 1008 pares de bases. Os
produtos selecionados foram submetidos a seguinte reacdo de seqiienciamento: 1,0 ul do
produto da PCR; 4,0 ul de Premix (Amersham); 1,0 pl de primer 5 uM; Completar com
dH,0O para 10,0 pl de reagdo. Apds a amplificacdo, os fragmentos foram analisados pelo
Software MegaBACE™ Sequence Analyzer, em seguida alinhados e comparados com o
banco de dados publico (GenBank), com o virus selvagem, e com o programa Phred, Phrap,
Consed. As principais mutagdes encontradas no gene da Transcriptase reversa foram:
M184V(42,6%), M41L (39,3%), D67N (27,9%), T215Y (26,2%) e K70R (18%). No gene
da Protease as principais encontradas foram: L63P (42,6%), LOOM e M36I (32,8%), V771
(29,5%), 193L (24,6%), V82A (16,4%), 154V (14,8%) e K20R (13,1%). Concluimos que
este método é muito eficaz para andlise das seqii€ncias, auxiliando na observacdo das
mutacoes. Este exame deveria ser implantado na rotina para os pacientes portadores deste
virus, pois auxiliaria os clinicos na escolha de uma terapia ideal para cada paciente. As
criancas que apresentavam estas mutacdes associadas as drogas antiretrovirais estavam com
o quadro clinico afetado e a maioria dos esquemas terapéuticos nao reduziam a carga viral

em niveis desejaveis.
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In this work our purpose was to determine the subtype, prevalence of drug-resistance
mutations, and assess genotypic profiles in HIV-1 infected children under antiretroviral
treatment, from Campinas, Sao Paulo, Brazil. Blood samples from sixty six vertically
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infected Brazilian children were studied for
antiretroviral drug resistance. Combination therapy with protease (PR) and reverse
transcriptase (RT) inhibitors can efficiently supress human immunodeficiency virus (HIV)
replication, but the emergence of drug resistance variants correlates strongly with
therapeutic failure'. DNA was extracted from peripheral blood mononuclear cells (PBMc)
samples, and a 1.0 kb fragment containing HIV-1PR and RT-coding sequence were
amplified by Nested Polymerase Chain Reaction, sequencing and subtyping. The HIV-1
subtyping based on the polymerase (pol) gene sequences (protease and reverse
transcriptase-RT regions) was as follow: subtype B (83,6%), subtype F (9,8%) and B/F
viral recombinant forms (6,6%). We found fifty five sequences presented significant
mutations and thirty five presented common polymorphism conferring resistance to
protease inhibitors (PIs). Forty one presented mutations associated with resistant to

nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs).

The entire viral protease and codons 1 to 219 of the reverse transcriptase gene from 61
HIV-1 isolates were amplified and sequenced for genotyping. Two major protease
inhibitor-resistance associated mutations, M36I and L90M, were most prevalent in our
samples (32,8%) and the polymorphism L69P (42,6%). Minor mutation were also found at
the protease gene: V771 (29,5%), V82A (16,4%), 193L (24,6%), 154V (14,8%), K20R
(13,1%). Many mutations associated with reduced susceptibility to nucleoside or non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors were detected: M41L (39,3%), M184V (42,6%),
D67N (27,9%), T215Y (26,2%), L210W (21%), K70R (18%) and E44D (11,5%). This
study demonstrated that 98,3% of the studied population from the Campinas, showing
evidences of therapy failure, presented viral genomic mutations associated with drug
resistance. The main antiretroviral to which this population showed resistance were PI
nelfinavir (54%), and ritonavir with lopinavir (18%), and the NNRTIs efavirenz (18%) and
nevirapine (3,2%), and the NRTIs zidovudine (60,6%), didanosine (47,5%), lamivudine
(45,9%). Ninety-eight percent of patients under antiretroviral therapy and with high viral

load counts showed resistance to at least one of the antiretroviral analyzed.
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1- Historico
1.1- A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)

A doenca foi descrita pela primeira vez em 1981, nos Estados Unidos, entre os
assim classificados “grupos de risco” que correspondiam a homossexuais, bissexuais
masculinos, hemofilicos, usudrios de drogas endovenosas e politransfundidos, nos grandes
centros urbanos (GALLO er al., 1988; SCHLEUPNER, 1988; CLEWLEY, 1989;
LIFSON et al., 1990; RUBINI, 1995; GALEL et al, 1995). Entre os homossexuais, do sexo
masculino, constatou-se que havia um nimero elevado, entre eles, que apresentavam
infeccoes consideradas raras em individuos imunocompetentes, como sarcoma de Kaposi e
pneumonia por Pneumocystis jeroveci (SANCHO et al., 2003). O virus foi isolado no final
de 1983, por um grupo de pesquisadores liderados por Luc Montaigner, do Instituto Pasteur
de Paris, Franca, que o denominou associado a linfoadenopatia (lymphadenopaty associated
virus — LAV). Simultaneamente, o grupo de Robert Gallo, trabalhando no Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), dos Estados Unidos, relatou o isolamento de um
novo virus linfotropico de célula T humano (human T-lymphotropic virus — HTLV),
denominando-o HTLV do tipo III, pois acreditavam que um HTLV poderia ser o agente
etiolégico da AIDS. Posteriormente, ficou comprovado que os virus descritos eram os
mesmos. Em 1984, ocorreu o primeiro isolamento do virus em individuos assintomaticos,
indicando o estado de portador, sendo este denominado de retrovirus associado a AIDS
(LEVY et al, 1996; CUNNINGHAM et al., 1996). Devido a confusdo causada pelas vérias
terminologias para um mesmo agente, em 1986, o International Committee on Taxonomy
of Viruses (ICTV) recomendou o uso da denominacao virus da Imunodeficiéncia Humana

(HIV) para esse novo agente.

1.2- AIDS no Brasil

No Brasil, ja foram notificados cerca de 371 mil casos de AIDS. Este nimero
representa as notificacoes feitas pelo Ministério da Saude, desde a identificagdo do primeiro

caso de AIDS, em 1980, até junho de 2005. A taxa de incidéncia foi crescente até metade
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da década de 90, alcancando, em 1998, cerca de 17 casos de AIDS por 100 mil habitantes
(www.aids.gov.br -25/04/2006).

O Sudeste e Sul sdo as regides que apresentam maior nimero de casos de
AIDS, apresentando uma taxa de 80%. O Sudeste € a regido mais atingida desde o inicio da
epidemia e, apesar da alta taxa de incidéncia, mostra moderada estabilizacdo desde 1998.
Na regido Sul observa-se aumento das taxas de incidéncia de casos até 2003, apresentando

queda da taxa em 2004 (www.aids.gov.br- 25/04/2006).

Os casos de AIDS pedidtrica seguem os padrdes gerais da epidemia quanto a
distribuicdo geogréfica. H4, desde o inicio, um predominio de casos na Regido Sudeste
nunca suplantado por outra regido. Ao longo da década de 90, a epidemia vem se
expandindo na Regido Sul, enquanto as regides Nordeste, Centro-Oeste e Norte apresentam

os menores valores quantitativos (www.aids.gov.br- 21/11/2004).

O Parceiro UDI [ Parceiro El H Farceiro HIV
D Parceire c/miltiples = Mae c/imiltiplos ® Parceiro Hemo/Transf.

Griéfico 1- Distribuicao proporcional dos casos de AIDS por transmissdo vertical, segundo
caracteristicas da parceria da mae na categoria de exposi¢do heterossexual.

Brasil. 1993 a 1999 (www.aids.gov.br - 21/11/2004).
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Um fato bastante importante ocorrido na epidemiologia da AIDS foi o aumento
na incidéncia desta doenca em mulheres tendo como conseqiiéncias o aumento nas
transmissoes verticais. Estimativas do ano de 2003 mostram 10.577 novos casos de AIDS
em criangas com menos de treze anos, representando 3,4% do total geral de casos no Brasil.
Desse nimero, 8.843 casos, ou 86,3%, sdo de criancas infectadas por transmissdo vertical

(www.aids.gov.br- site acessado dia 27/07/2006).

1.3- Ambulatério de Imunodeficiéncia Pedidtrica do Hospital das Clinicas da

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)

O Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp,
Campinas, SP, teve seu primeiro caso clinico de transmiss@o vertical do virus HIV-1 em
1989. Dados de outubro de 2005 mostram que o numero total de criangas infectadas pelo
HIV em tratamento no Ambulatério de Imunodeficiéncia Pedidtrica da UNICAMP foi de

145 criangas.

1.4- Taxonomia Viral

O virus da Imunodeficiéncia Humana € um retrovirus nio-oncogénico, um

lentivirus, membro da familia Retroviridae, e ¢ o agente etiolégico da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

1.5- Estrutura viral

O HIV-1 é um virus de formato esférico, com aproximadamente, 10nm de
didmetro, constituido de uma membrana lipidica ou envelope, que envolve o
nucleocapsideo viral de formato conico (LUCIW, 1996). Apresenta um genoma de,
aproximadamente, 10kb (LUCIW, 1996), que codifica diversas proteinas, como as

estruturais do core ou cerne viral e as com atividade enzimatica. As proteinas do envelope
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sdo codificadas pelo gene env, as proteinas do core s@o codificadas pelo gene gag e as
proteinas com atividade enzimaética sdo codificadas pelo gene pol. As proteinas estruturais
do HIV sdo importantes, uma vez que é contra elas que se produz a maior parte dos
anticorpos detectados pelas técnicas laboratoriais rotineiras. J4 as proteinas com atividade
enzimatica, t€m a funcdo de transcriptase reversa, ligase e endonuclease e sao responsaveis

pela diversidade genotipica do HIV-1.

A proteina da membrana externa do HIV (envelope-gp120) esta ligada ao virus
pela glicoproteina da transmembrana (gp41). As regides destas glicoproteinas,
particularmente a gp 120, podem apresentar ampla variacdo, configurando diferentes cepas
de HIV, que aumentam, em nimero com o avanc¢o da infec¢do, tornando-se, o maior
problema para o desenvolvimento de uma vacina efetiva contra o virus (PLANTIER et al.,
1998). As proteinas p24 (kDa), pl17 (kDa), p7 (kDa) sdo originadas de uma proteina de
55 kDa e formam as proteinas do nucleocapsideo (ANTONI et al., 1994).

O nicleo com forma de cone, dentro do envelope viral, do HIV-1/HIV-2
consiste na proteina p24, que possui formato conico, e envolve o RNA diploide gendmico
do virus. A proteina da matriz P17, envolve o capsideo viral e a p7 estd associada ao RNA
genOmico viral. A integrase, RNAse (LUCIW, 1996) e a protease sdo partes da
transcriptase reversa pois, trata-se de um complexo proteico pertencente ao gene pol do

HIV.
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Figura 1- Estrutura do HIV-1 bmb.pharma.hr/predavanja/ molmed/sld021.htm- site
acessado dia 03/05/2005.

1 = Bicamada Lipidica
2 = Proteina matriz
3=RNA

4 = Nucleocapsideo

5 = Protease

6 = Integrase

7 = Transcriptase Reversa
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1.6- O Genoma do Virus HIV-1

O HIV-1 apresenta DNA gendmico composto por genes estruturais gag, pol e
env, que sdo comuns a todos os retrovirus (ROSEN & PAVLVIKS, 1990), além de dois
genes regulatorios, tat e rev, e de quatro acessorios, nef, vif, vpr € vpu, que regulam a
replicacdo do HIV através da produgdo de suas proteinas caracteristicas, conforme mostra a
figura 02 (CUNNINGHAM et al.,1996). Nas terminacdes 3’ e 5°, ha longas seqiiéncias
repetidas denominadas long terminal repeats- LTRs. (WIGG et al., 2002).

5 LTH] 3 LIR

MA | CAINC | P8

| gag [vi] |- rev -l

U 1 T
T 1
HIV-1 T
f— (S

Figura 2- Organizacio gendmica do virus da Imunodeficiéncia Humana

www.google.com.br-http://www.aids.havard.edu/images/laboratories/ficure HIV1and2.jpg

25/04/2005).

1.6.1- Genes Estruturais

Gene gag (p24, pl7, p9 e p7), regido do capsideo - grupo especifico de

antigeno.

As proteinas codificadas pelo gene gag formam a estrutura do capsideo. A
proteina precursora codificada pelo gene gag apresenta 55kDa (p55) (JACKS et al., 1988);
esta sofre adicao do 4cido miristico e através de clivagens proteoliticas dao origem a quatro

proteinas menores de 17kDa (p17), 24kDa (p24), 9kDa (p9) e 7kDa (p7).
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A p24 ou capsideo € uma particula nuclear, que apresenta de 24-27kDa e 240
aminodcidos. A proteina pl7 ou proteina matriz apresenta 130 aminodcidos e esta
relacionada com o ciclo de vida viral (LUCIW, 1996). Ela estd localizada na superficie
interna da membrana do envelope, e parece ser 0 maior componente da cdpsula protéica,
apresentando simetria icosaédrica (ANTONI, STEIN, RABSON, 1994). As p7/p9
pertencem ao nucleocapsideo viral, possuem de 7-9 kDa e sdo compostas por

70 aminoacidos (LUCIW, 1996).
Gene env

O gene env codifica uma proteina precursora, gp160, que é clivada originando
duas outras glicoproteinas, gp41 e gp120. A gpl120 é a mais externa do HIV, responsavel
pela interacdo viral com a molécula de CD4 do linfécito T auxiliador e macréfagos,
principais células hospedeiras do HIV, tendo como fun¢do a adsor¢cdo do HIV na célula
hospedeira (ANTONI et al., 1994). A gp4l é uma proteina transmembrana, que &
responsavel pela ligacio da gpl20 com o virus. Ambas sdo alvos para anticorpos
neutralizadores, que impedem a penetracdo e replicacdo do virus nas células, prevenindo

muitas vezes, a ligagdo a proteina CD4 (CUNNINGHAM et al., 1996).
Gene pol

Os produtos do gene pol sdo: a integrase, a RNA e a protease, que sdo partes da
transcriptase reversa (ANTONI, STEIN, RABSON, 1994). Esta possui 51-66 kDa e traduz
o RNA viral em DNA, logo apds a entrada do HIV na célula, para, posteriormente, esse
DNA ser inserido nos cromossomos da célula hospedeira. A integrase apresenta 31kDa e
integra o DNA viral ao genoma desta célula. A protease possui 10 kDa, sendo constituida
por 99 aminodcidos (LUCIW, 1996). Ela atua especificamente na clivagem dos
polipeptideos precursores das proteinas funcionalmente ativas, dos genes gag e pol do
HIV-1 (SHAW, 1996). A RNAse degrada a fita de RNA viral deixando apenas a fita de
DNA viral , para posterior formagdo da sua fita complementar (ANTONI et al., 1994).

Transcriptase reversa (p66 e pS1): enzima responséavel pela transcrigdo reversa,

com fun¢do de DNA polimerase-RNA dependente.

Introdugdo

51



Protease (pl1): enzima que realiza o processamento das poliproteinas

precursoras virais.

Integrase (p32): realiza a integragdo do DNA proviral, ou seja, insere o genoma

viral no DNA celular.

1.6.2- Genes Regulatorios

Gene tat (pl4): Composto por uma seqiiéncia de 16 kDa, possui localizacdo
nuclear e codifica uma proteina com 86 aminodcidos (ROSEN & PAVLAKIS, 1990), cuja
fungdo essencial é a replicacio do HIV-1. E responsédvel pela transativacio, pois é um
potente transativador da expressdo das extremidades LTR do HIV (ANTONI et al., 1994).
A proteina desse gene acelera a producdo de particulas virais (HALSELTINE, 1989).

Gene rev (p19): Composto pér uma seqiiéncia de 19 kDa , com localizacao
nuclear e codifica uma proteina de 116 aminodcidos (ROSEN & PAVLAKIS, 1990). E o
segundo transativador da expressao viral, pois a proteina que ele produz estd ligada ao ciclo
de replicacdo e de todas as particulas virais. Ele é responsdvel pela regulacdo da expressao
do RNA mensageiro viral, resultando na producdo de altos niveis de proteinas estruturais

do HIV (ANTONI et al., 1994).

Gene nef (p27): A proteina codificada por esse gene possui entre 25-27 kDa e
localizagdo citoplasmatica. Sdo encontrados anticorpos contra a proteina desse gene em
pacientes com AIDS (ANTONI et al., 1994). Ha controvérsias sobre a fung¢do desse gene,
pois ele pode atuar indiretamente para reduzir a transcricao do terminal longo do HIV-1, e
em outros casos demonstra estimular a habilidade do virus em infectar uma variedade de

células (COFFIN, 1990), podendo ser um fator negativo, aumentando a infecciosidade.

Gene vif (p23): A proteina codificada pelo gene vif possui 23-27 kDa, e estd
relacionada a replicacdo do HIV (LUCIW, 1996). Ele auxilia na sintese do DNA proviral
e/ou empacotamento do virus. E denominado “viral infective factor”, pois aumenta a

infecciosidade viral, capacitando o virion a infectar células livres e a transmissdo
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célula-célula in vitro (ANTOIN, STEIN, RABSON, 1994), sendo responsavel pelo
aumento da infectividade viral fora da célula (HOGLUNG et al., 1994).

Gene vpr (p15): A proteina desse gene apresenta 15 kDa (LUCIW, 1996) e estd
presente nas particulas do virion. Facilita o transporte do DNA do HIV, para dentro do

nucleo da célula, regulando o ciclo celular e auxiliando na replicagao viral.

Gene vpu (pl6): A proteina que esse gene codifica possui 16 kDa
(LUCIW, 1996) e € responsavel pela maturacdo viral e auxilia na liberagdo do virion

(ANTONI, STEIN, RABSON, 1994).

Gene vpx: Codifica uma proteina de aproximadamente, 14-16 kDa e ¢é

encontrado apenas no virus da imunodeficiéncia humana tipo 2 (LUCIW, 1996).

1.7- Biossintese Viral

O virus do HIV, circula pelo sangue e atinge todo o organismo.

Figura 3- Particulas Virais. (www.msichicago.org/ exhibit/AIDS/AIDSIc5.html -
05/02/05).
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Existem trés mecanismos bdsicos de defesa do nosso organismo:

- Através dos macrofagos, que englobam todos os invasores;

Figura 4- Macréfagos (www.msichicago.org/ exhibit/AIDS/AIDSIcS.html - 05/02/05).

- Anticorpos;

Figura 5- Anticorpos (www.msichicago.org/ exhibit/AIDS/AIDSIcS.html - 05/02/05).
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- células T killer, que destrdem as células que foram infectadas pelo virus.

Figura 6- Células Natural Killer (www.msichicago.org/ exhibit/AIDS/AIDSlcS.html -
05/02/05).

O HIV infecta os linfécitos T auxiliares (helper), um tipo de célula imune, que
possui a molécula CD4 como marcadora de superficie. Estas células constituem uma
importante parte do sistema imunoldgico, porque ajudam a controlar a resposta do

organismo as infecc¢des, que poderiam ser fatais caso elas ndo existissem.

Figura 7- Receptores CD4. O virus da AIDS atacando os linfécitos pelo receptor CD4.
(www.msichicago.org/ exhibit/AIDS/AIDSIcS.html - 05/02/05).
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O ciclo de replicagdo do HIV-1 inclui as seguintes etapas: Adsorcdo viral,
penetracdo por fusdo, desnudamento, transcri¢do reversa, integracdo, expressdo génica,

empacotamento, brotamento ¢ maturagao.

1.7.1- Adsorsdo e Fusao

A primeira etapa do ciclo de replicagdo do HIV-1 € a interacdo de proteinas do
envelope viral com receptores da superficie da célula, através de glicoproteina do envelope
gpl120 a molécula receptora CD4, que € expressa em células T auxiliares e células da
linhagem dos macréfagos. Por intermédio de um segundo receptor ou co-receptor, que é
representado por algumas moléculas receptoras para quimiocinas, principalmente CCRS
(protefna receptora das P-quimiocinas ) e CXCR4 (proteina receptora das &-quimiocinas ),
o HIV-1 realiza o processo de adsor¢do e conseqiiente fusdo do seu envelope com a
membrana citoplasmadtica da célula infectada, por exposi¢cdo do dominio hidrofébico da

glicoproteina gp 41.( http://www.ajc.pt/cienciaj/n23/invivo.php acessado dia 02/04/2005).

1.7.2- Desnudamento

Ap6s a fusdo do envelope viral com a membrana da célula a ser infectada, o

complexo nucleoproteico € liberado no citoplasma.

Figura 8- Liberacdo das particulas virais no meio extracelular. (www.msichicago.org/

exhibit/AIDS/AIDSIcS.html - 05/02/05).
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1.7.3- Transcricao Reversa

No citoplasma, pela acdo da enzima transcriptase reversa, que utiliza um RNA
transportador (RNAt) presente no virion, como iniciador, ocorre a transcri¢ao das fitas de
RNA em uma fita complementar negativa de DNA. A transcricdo reversa também atua
como ribonuclease H degradando a fita de RNA e, a seguir, sintetizando uma fita positiva
de DNA, originando um duplo filamento. Durante a sintese do DNA, ocorre a duplicagcdo
das seqiiéncias de cada extremidade do genoma (U3 e US5) que fixam os LTRs em ambas as
extremidades. Dessa maneira, o DNA sintetizado é maior do que o RNA viral. Esse

processo possibilita a integracdo e cria seqiiéncias ativadoras e promotoras da transcri¢ao.

Figura 9- Fita de RNA sendo transcrita em DNA (www.msichicago.org/

exhibit/AIDS/AIDSIcS.html - 05/02/05).

1.7.4- Integragao

A fita de DNA de duplo filamento € transportada para o nucleo da célula, onde
pode ocorrer a integragcdo (provirus) no genoma da célula, através da enzima viral integrase,

ou a permanéncia na forma circular ndo integrada.
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1.7.5- Expressao Génica

O provirus € transcrito, pois € ativado por fatores de transcricdo celulares, pela
RNA polimerase II celular, em RNAs mensageiros virais, que vao para o citoplasma. Eles
dardo origem a proteinas ndo estruturais que serdo responsaveis pela regulacdo da
transcricdo de outros RNAs mensageiros, para a sintese de das proteinas estruturais dos
virus. O transcrito primério do HIV-1 € um RNA mensageiro idéntico ao RNA viral que é

traduzido em proteinas gag e gag-pol.

1.7.6- Empacotamento e Brotamento

Produtos de outros RNAs mensageiros processados originam véarias proteinas
regulatorias e acessorias que podem afetar a replicacdo do HIV em diferentes tipos de
células. No citoplasma, ocorre a reunido das poliproteinas estruturais, que sao sintetizadas
por ribossomas livres, com os RNAs virais e migram para a membrana, em locais onde ha

acumulo de glicoproteinas virais, saindo da células pelo mecanismo de brotamento.

1.7.7- Maturagdo

No momento em que as particulas virais estdo sendo liberadas no meio
extracelular, elas sao imaturas e ndo infecciosas, mas logo apds a sua liberacdo, a protease
viral sofre auto-ativacdo, passando a clivar as poliproteinas geradas pelos genes gag e
gag-pol, de modo que a particula viral apresenta o nucleocapsideo em forma de cone, sendo

entdo considerada infecciosa.

Apés a destrui¢do de vdrias células T, o individuo € considerado com AIDS.
Ele desenvolverd uma ou mais infec¢Oes oportunistas, devido a fragilidade do sistema

imune, podendo ir a ébito por causa de tais infecgdes.
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Figura 10-Destruicao de linfécitos T (www.msichicago.org/ exhibit/AIDS/AIDSIcS.html
- 05/02/05)

1.8- Manifestacoes Clinicas

A infeccio pelo HIV pode ser dividida nos seguintes estiagios:
Infeccdo aguda, fase assintomdtica ou laténcia clinica, fase sintomdtica inicial, fase

sintomdtica intermedidria, fase sintomdtica tardia e infeccao avancada.

A classificacdo da infeccao pelo HIV baseia-se em parametros clinicos e
imunoldgicos e o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), em 1994, propds as

seguintes categorias:

Categoria N- Assintomdtica, ou seja, auséncia de sinais e/ou sintomas, ou com

apenas uma das condicdes da categoria A.

Categoria A- Sao aquelas criangas que apresentam sintomas e/ou sinais leves,
podendo apresentar duas ou mais manifestacdes abaixo listadas, porém sem nenhuma das
categorias B e C: linfonodopatia; hepatoesplenomegalia; esplenomegalia; parotidite;

infecgdes persistentes ou recorrentes de vias aéreas superiores (otite média ou sinusite).
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Categoria B- Criangas que apresentam sinais e/ou sintomas moderados, como,
por exemplo: anemia, neutropenia ou trombocitopenia; meningite bacteriana, pneumonia ou
sepse; candidiase oral; miocardiopatia; infec¢dao por Citomegalovirus; diarréia recorrente ou
cronica; hepatite; estomatite pelo virus Herpes simplex; pneumonite ou esofagite por HSV;
nefropatia; herpes zoster; pneumonia intersticial linfocitica (LIP); nocardiose; febre

persistente; toxoplasmose e varicela disseminada ou complicada.

Categoria C - Criancas que apresentam sinais e/ou sintomas graves, exceto LIP,
como, por exemplo: infec¢des bacterianas graves, multiplas ou recorrentes: septicemia,
pneumonia, meningite, infeccdes osteo-articulares, abscessos de 6rgaos internos; candidiase
esofdgica ou pulmonar; coccidioidomicose disseminada; criptococose extra-pulmonar;
criptosporidiase ou isosporiase com diarréia; CMV em locais além do figado, baco ou
linfonodos; infeccdo por HSV, leucoencefalopatia multifocal progressiva; tlceras
mucocutaneas, pneumonite ou esofagite; sarcoma de Kaposi; linfoma primério do cérebro
e outros linfomas; histoplasmose disseminada; Mycobacterium tuberculosis disseminada ou
extra-pulmonar; Mycobacterium avium ou M. kansaii disseminados; Mycobacterium ou
outras espécies disseminadas; pneumonia por Pneumocystis jeroveci; salmonelose
disseminada  recorrente;  toxoplasmose  cerebral,  encefalopatia  pelo  HIV

(www.aids.gov.br- site acessado dia 27/04/2006).

Pela historia natural da AIDS pediétrica, sabe-se que a evolugdo clinica varia de
acordo com diversos fatores, incluindo época da infeccdo, genétipo e fendtipo viral, carga
viral, resposta imune e constituicdo genética individual. Portanto, acompanhamento clinico,
avaliacdo imunoldgica e viroldgica seriados sdo fundamentais para avaliar o progndstico e

orientar decisdes terapéuticas.

1.9- Diagnostico Laboratorial

Os testes laboratoriais para a detec¢do de infec¢dao pelo HIV-1 sdo realizados,
basicamente por trés razdes: identificar pacientes com infec¢do, para a aplicacdo do
tratamento antiretroviral; identificar portadores (nos casos de doadores de sangue ou de

orgdos, gestantes e parceiros sexuais) e confirmar o diagnéstico de AIDS.
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Os testes laboratoriais podem ser divididos em quatro grupos: detec¢do de

anticorpos, deteccao de antigenos, cultura viral e amplificacdo do genoma viral.

O teste de deteccdao de anticorpos apresenta excelentes resultados na triagem
inicial, e ¢ menos dispendioso, porém, € incapaz de identificar pessoas infectadas
recentemente devido ao que se chama janela imunolégica, que é o periodo em que o
individuo j4 estd infectado, mas a quantidade de anticorpos ndo estd no limite de deteccio
do teste imunoenzimdtico empregado. Devido a isso, eles devem ser aplicados entre 4 a 6
semanas apds a exposi¢do ao virus, tempo em que come¢am a ser detectados anticorpos

circulantes.

Enquanto os testes soroldgicos detectam a resposta do hospedeiro contra o
virus, as outras trés técnicas detectam o virus ou seus antigenos. Essas técnicas sdo menos
utilizadas rotineiramente, sendo aplicadas em situagdes especificas, tais como: exames
sorolégicos indeterminados ou duvidosos, acompanhamento de pacientes e avaliacdo da

carga viral durante o tratamento com antiretrovirais.

Com a finalidade de maximizar o grau de confiabilidade na emissdo dos
resultados dos testes para a presenca de anticorpos anti-HIV, bem como minimizar a
ocorréncia de resultados falso-positivos ou falso-negativos, o Ministério da Satde, através
da Portaria n° 488, de 17 de junho de 1998, estabeleceu-se obrigatoriedade de um conjunto
de procedimentos seqiienciados para os testes em individuos com idade acima de dois anos.

Os procedimentos sdo agrupados em trés etapas:
- Etapa I-Triagem soroldgica;

- Etapa II - confirmacdo soroldgica pelo teste de imunofluoréscencia indireta

para o HIV-1;

- Etapa Ill-confirmagdo sorolégica pelo teste de Western Blotting para
HIV-1. Ha a obrigatoriedade da utilizacio combinada de dois testes
diferentes, na primeira etapa de testes. Esses dois testes devem apresentar
principios metodoldgicos e/ ou antigenos distintos. Pelo menos um dos

testes deve ser capaz de detectar anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2.
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1.9.1- Testes para a deteccao de anticorpos

As técnicas para diagnoéstico do HIV, por métodos de detec¢do de anticorpos
contra o virus foram introduzidas nos Estados Unidos em 1985, (JOSEPHSON et al,
1989), quando foram licenciados pelo Food and Drug Administration — FDA, para triagem
de doadores de sangue (LACKRITZ et al., 1995). Os anticorpos 1Gg podem persistir na
crianca até os primeiros 18 meses de vida (MOLINA et al., 2004). Os testes mais utilizados
sdo: 0 método soroldgico imunoenzimatico ELISA, para triagem e o Western Blot como
teste confimatério, embora vdrios outros testes estejam disponiveis, como
radioimunoprecipitagdo e a imunofluorescéncia indireta, que foram desenvolvidos para
estudos de campo e triagem de grandes populagdes, pois sdo testes rapidos

(KIFFER et al., 1995).

1.9.1.1- Elisa

E um teste imunoenzimdtico, sendo o método sorolégico mais utilizado para a
detec¢do de anticorpos contra o HIV (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1989;
MOLINA et al., 2004). Ele utiliza-se de antigenos virais produzidos em cultura de células
(testes de primeira geragcdo) ou através de tecnologia molecular recombinante. Os antigenos
virais sdo adsorvidos por cavidades existentes em placas de pléstico e a seguir, adiciona-se
o soro do paciente (HUSSON et al., 1990). Se o soro possuir anticorpos especificos contra
o HIV, hia a formagdo do complexo antigeno/anticorpo, havendo aglutinacdo. Esse
fendmeno pode ser observado com a adicio de uma anti-imunoglobulina humana

conjugada a uma enzima, por exemplo, a peroxidase (KIFFER et al., 1995).

Essa técnica é amplamente utilizada como teste inicial para a deteccdo de
anticorpos contra o virus (MARGNI, 1996), devido a sua facilidade de automagdo e custo
relativamente baixo. Além disso, detecta quantidades extremamente pequenas de antigenos
e anticorpos (FERREIRA & AVILA, 1996), apresentando sensibilidade e especificidade de
98% (HUSSON et al., 1990), sendo atualmente o teste mais utilizado. A sensibilidade e a
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especificidade podem variar entre diferentes kits, laboratérios e populacdes testadas

(FALLON et al., 1989).

Os testes rdapidos, como, por exemplo, de aglutinacio em litex e
hemaglutinacdo, também podem ser utilizados. Apesar disso, o teste de Elisa pode
apresentar resultado falso positivos (MOLINA er al, 2004), procedimentos mais
especificos devem ser utilizados, como o Western Blot e imunofluorescéncia indireta,

usado como teste confirmatorio.

1.9.1.2- Western Blot

O Western Blot é um teste mais especifico, e usado para confirmar a presenga
de anticorpos contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 € 2 em amostras de soro
(CHIANG et al., 1989; KAMMERER et al., 1995; SAYRE et al., 1996). Neste método ha
a separagdo das proteinas virais por eletroforese em gel de poliacrilamida, que separa os
antigenos virais, de acordo com seus respectivos seus pesos moleculares (HUSSON et al,
1990). Posteriormente, ocorre transferéncia eletroforética dos antigenos para uma
membrana de nitrocelulose (KIFFER et al., 1995; STITES et al., 2000), e ela é bloqueada
com proteinas que sdo adsorvidas por sitios ndo ocupados pelos antigenos e colocada em
contato com o soro pesquisado. As reacdes antigeno-anticorpo sao detectadas por meio da
reacdo com anti-imunoglobulina humana, conjugada com um radioisétopo ou uma enzima e
a revelacdo € feita por auto-radiografia ou por substrato cromogénico. Apresenta alta

especificidade e sensibilidade (KIFFER et al., 1995).

1.9.1.3- Imunofluorescéncia Indireta

E usada para a confirmacio da infec¢do pelo HIV, em testes iniciais
(KIFFER et al., 1995). E uma técnica muito poderosa para a identificacio de moléculas
ligadas a anticorpos em células ou seccoes de tecidos, infectado pelo HIV, na qual um

corante fluorescente € ligado de forma covalente diretamente ao anticorpo, por iSso a reagao
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¢ denominada imunofluorescéncia indireta. A presenca dos anticorpos € revelada por meio
de microscopia de fluorescéncia. Embora Albert Coons tenha inicialmente criado esta
técnica para identificar as células plasmaticas como fonte de anticorpos, ela pode der usada

para detectar a distribuicao de qualquer proteina (HENRY, 1999; JANEWAY et al., 2000).

1.9.1.4- Radioimunoprecipitacao

Este método utiliza reacdes com antigenos radioativos para a detec¢do de
anticorpos. Esses antigenos sdo obtidos de células infectadas mantidas na presenca de
radioisotopos durante a sintese de proteinas virais, ou seja, a replicacdo das células ocorre
em presenga de aminodcidos marcados radioativamente; esses aminodcidos sdo
incorporados na proteina viral durante a replicacdo. Precipitados formados da reacdo desses
antigenos com anticorpos especificos sdo sedimentados, dissociados com detergentes e
posteriomente analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguindo-se a
autoradiografia (KIFFER et al., 1995). Em alguns lugares € uma técnica também bastante

utilizada para a confirmacdo de diagndstico.

1.9.1.5- Outros Testes

Outros testes para deteccdo de anticorpos: um grande nimero de testes rapidos
para estudos de campo, triagens de grandes populacdes e para decisdes terapéuticas em
situacOes de emergéncia vém sendo desenvolvidos, geralmente baseados em técnicas de

aglutinacdo em latex e hemaglutinagdo (HENRY, 1999).

1.9.2- Teste de detecgdo de antigeno viral
1.9.2.1- Pesquisa de antigeno P24

Ensaio imunoenzimdtico para a detec¢do do antigeno viral nuclear p24, é
comumente utilizado para o diagndstico da infec¢do pelo HIV (HUSSON et al., 1990). A

pesquisa de antigeno p24 quantifica a proteina viral presente no plasma ou no sobrenadante
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de cultura de tecido (KIFFER et al., 1995). Este teste ¢ comumente utilizado para o
diagnostico da infec¢do pelo HIV (HUSSON et al., 1990). Embora esta proteina esteja
presente no plasma de pacientes em todos os estdgios da infeccao pelo HIV, sua maior
prevaléncia ocorre antes da soroconversdo, ou seja, na fase inicial da infeccdo
(STRATHDEE et al., 1995) e na fase final da doenca. Esse periodo no plasma apresenta
uma sensibilidade de 18% no diagndstico do HIV, durante o periodo neonatal

(ZOLLNER et al., 1996; MOLINA et al., 2004).

1.9.2.2- Técnica de cultura viral

Esta técnica ¢ utilizada para detec¢do do virus da imunodeficiéncia humana tipo
1 em células de sangue periférico e plasma de individuos com anticorpos para o virus
(CASTRO et al., 1988), pois ndo ¢é utilizada rotineiramente para diagndstico, ja que
envolve dificuldades técnicas, pois exige condi¢cdes laboratoriais especiais de seguranca,
nao disponiveis na maioria dos servicos (EDWARDS et al., 1989; KELLOG et al., 1990).
Além disso, consome muito tempo para resultados confidveis, levando em média de 3 a 4
semanas para se evidenciar o crescimento do virus (DORENBAUM et al, 1997),
apresentando uma sensibilidade de aproximadamente 28-48% (ZOLLNER et al., 1996). E
uma técnica bastante sensivel para a deteccao do HIV em recém-nascidos com suspeita de

transmissao vertical (MOLINA et al., 2004).

1.9.2.3- Detec¢ao do Genoma Viral

Introduzida em 1985 (SAIKI et al., 1985), a reacdo em cadeia da polimerase é
amplamente utilizada para detectar a infeccdo pelo HIV-1 (SLAVIK et al, 1995;
ZAZZI et al., 1995) e tem como principio a amplificacdo de fragmentos especificos do
DNA alvo, através de repetidos ciclos de separacdo das hélices de DNA, com temperaturas
variando entre 90°C - 95°C; a ligacdo complementar entre iniciadores (‘“primers”) e o
DNA, com temperatura de aproximadamente 37°C- 50°C e sintese de DNA pela DNA Taq
polimerase a temperaturas de 67°C - 72°C (CLEWEY et al., 1989), conforme mostra a
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figura 11. A orientacdo dos “primers” faz com que a sintese de DNA ocorra na regiao
interna entre eles. Assim, o produto da extensdo de um iniciador € utilizado como substrato
para outro, o que resulta em cada ciclo, na duplicagdo da quantidade de DNA no ciclo
precedente, aumentado exponencialmente o nimero de fragmentos amplificados

(COSTA et al., 1992).

A “Nested PCR” tem sido muito aplicada para aumentar a sensibilidade e
especificidade do método, e consiste numa segunda PCR, com a utilizacdo de pares de
“primers” internos aos da primeira reacdo de amplificagio (ALBERT & FENYO, 1990). A
PCR utilizada para diagndstico do DNA do HIV-1 amplifica regides conservadas do virus,
ja que o HIV-1 é um patégeno capaz de sofrer considerdveis variacdes gendOmicas em certas
regides de seu codigo genético (ZIEGLER et al., 1996; BARIN et al, 1997). Permite a
deteccao rapida da infec¢do do HIV antes da soroconversdao (WILLIAMS et al., 1990).
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Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)
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Figura 11- Reacdo em Cadeia da Polimerase

1.9.2.4- Fenotipagem Viral

Por definicdo metodoldgica, os testes de fenotipagem sdo aqueles que mais se
assemelham aos antibiogramas cldssicos, de susceptibilidade de cepas bacterianas aos
antibidticos. Na fenotipagem viral, no entanto, sdo testados isolados virais do paciente na
sua capacidade replicativa em cultura de células sensiveis a infec¢do quando expostos a

diversas drogas antiretrovirais.
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Os testes de sensibilidade aos agentes antivirais determinam a capacidade de
replicacdo do HIV sob diversas concentragdes dos medicamentos em comparagdo com uma
cepa viral de laboratdério sensivel a estes agentes ou com a cepa isolada previamente do

mesmo paciente (HIRSCH et al., 1999).

Um estoque de virus gerado por qualquer uma dessas técnicas € entdo cultivado
in vitro na presenca de diferentes concentracOes das diversas drogas terapéuticas
conhecidas ou escolhidas para a avaliacido. Neste teste, as células sdo infectadas com uma
quantidade fixa do in6culo viral; e varias concentragcdes do medicamento sdo testadas para
determinar a concentracdo necessdria para inibir a replicacdo viral (determinar a curva
dose/resposta) em comparacdo com células de controle infectadas, mas nao tratadas. Os
resultados de susceptibilidade do virus sdo reportados como diferentes IC50 (concentracio
necessaria para inibir o crescimento viral em mais de 50% em cultura) ou IC90
(concentragdo necessdria para inibir o crescimento viral em mais de 90% em cultura). Esses
valores dependem do ensaio utilizado, do tipo de célula empregada, do indculo viral

aplicado, do marcador da replicacio viral escolhido e do tempo em cultura

(HIRCSH et al., 1999).

Os testes de fenotipagem viral nem sempre conseguem detectar o
desenvolvimento de resisténcia (HIRSCH et al., 1999). Além disso, apenas as populacdes
virais predominantes na circulagdo sdo analisadas para obter esses valores, sendo que as
espécies resistentes minoritdrias que contribuem para a faléncia do tratamento ou

transmissao dos virus resistentes nem sempre sio detectadas (HIRCSH et al., 1999).

1.9.2.5- Genotipagem Viral

A genotipagem viral é uma forma direta e rdpida para identificar o padrao
genético das mutacdes virais que podem conferir resisténcia bioldgica a uma ou mais
drogas das diferentes classes terapéuticas (HERTOGS et al., 1998). Ela aponta no genétipo
viral as mutacdes ja anteriormente descritas na bibliografia como sendo responsaveis ou

associadas ao comportamento viral de resisténcia. Este teste se tornou uma excelente
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alternativa ao alto custo e demora na confeccio dos testes de fenotipagem.
(www.roche.com.br -21/11/2001). Em geral, sdo necessarias amostras de plasma com mais

de 10.000 cépias/ml de RNA do HIV para se obter bons resultados (HIRSCH, et al., 1999).

Os ensaios para detectar mutacdes do genoma viral do HIV-1 estdo baseados na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como primeira etapa metodologica (HIRSCH et al.,
1999). Na segunda etapa, existem dois métodos para seqiienciar o fragmento amplificado:
seqlienciamento automdatico com terminadores dideoxinucleotideos fluorescentes e
seqilienciamento por hibridiza¢cdo de alta densidade em micro-chips de DNA (“micro array

DNA chips”).

O seqiienciamento automdtico com terminadores dideoxinucleotideos
fluorescentes € o método mais utilizado, pois sua vantagem reside no fato de acessar

diretamente a seqii€ncia dos genes alvo de mutagdes de resisténcia.

Sao analisadas as seqiiéncias de DNA dos genes da protease viral completa e da
transcriptase reversa (RT) em sua porcdo inicial. Apds seqiienciamento automdtico do
cDNA dos genes da RT e protease virais, as duas seqiiéncias obtidas sio comparadas com
as respectivas seqiiéncias de um isolado viral-referéncia ja publicado, reconhecidamente

sensivel as drogas utilizadas.

A genotipagem tem como objetivo ajudar os clinicos na escolha
(BAHIA et al., 2004) de um regime efetivo para o tratamento antiviral. Deve-se analisar a
mutacdo identificada, a interpretacdo da susceptibilidade as drogas e a sugestdo para o

tratamento (BAXTER et al., 2000).

Caso haja um aumento na prevaléncia de mutagdes em uma populagdo em
particular, o teste de resisténcia a drogas antiretrovirais deve ser considerado na escolha do
regime inicial de antiretrovirais (WEGNER ef al, 2000) e de rotina (MAGUIRE
et al., 2000).
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2- Antiretrovirais

O desenvolvimento de uma nova geracao de drogas antiretrovirais contra o HIV
conduziu a mudancgas dristicas na terapia antiretroviral e no tratamento da AIDS
(CARIDE et al., 2000). As opgdes de terapia para o controle do HIV-1 incluem inibidores
andlogos nucleosideos da transcriptase reversa (INRTSs), inibidores nao-nucleosideos da
transcriptase reversa (INNRTSs) e inibidores da protease (IPs) (NETTLES ez al., 2004). O
Tratamento Antiretroviral Altamente Ativo (HAART) consiste em combinacgdes de drogas
antiretrovirais incluindo dois inibidores andlogos da transcriptase reversa ou dois inibidores
andlogos nao-nucleosideos e uma ou mais drogas inibidora da protease (NETTLES et al.,
2004). Os inibidores nucleosideos da transcriptase reversa utilizados sdo a zidovudina
(AZT), didanosina (ddI), zalcitabina (ddC), lamivudina (3TC), estavudina (d4T) e abacavir
(ABC), e agem de forma similar, como terminadoras da cadeia da reacdo da transcriptase
reversa apds a fosforilacdo pelas quinases intracelulares (TANTILLO et al., 1994),
impedindo a adi¢ao de novos nucleotideos a cadeia de DNA que estd sendo sintetizada. Os
inibidores nao-nucleosideos sdo delavirdina (DLV), efavirenz (EFV) e nevirapina (NVP) e
agem inibindo alostericamente a replicacdo do HIV-1 pelo deslocamento dos residuos
cataliticos relativos de aspartato do sitio de ligacdo da polimerase (TANTILLO et al., 1994;
SIMONETTI et al., 2003). Os inibidores de protease sao indinavir (IDV), amprenavir
(APV), nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV), saquinavir (SQV) e lopinavir/ritonavir. Eles nao
necessitam uma ativacao intracelular e sim de uma ligacdo forte ao sitio ativo da protease
competindo com o substrato natural e produzindo virions inativos e ndo-infecciosos
prevenindo a divisdo de poliproteinas virais precursoras Gag e Gag-Pol em proteinas

estruturais e enzimas virais. (SIMONETTI et al., 2003).

A introducdo deste tratamento como terapia para o HIV, tem diminuido a
morbidade e a mortalidade dos casos de AIDS (PARKIN et al., 2000; MAGUIRE et al.,
2000; NETTLES et al., 2004).

O objetivo da terapia antiretroviral € diminuir a replicacdo viral ao méaximo
grau possivel (PARKIN et al., 2000), podendo reduzi-la a niveis indetectdveis
(CARIDE et al., 2000; STINGELE et al., 2001). Esta redu¢do permite uma reconstrucao

considerdvel do sistema imunoldgico na maioria dos pacientes (NETTLES et al., 2004),
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beneficiando-o clinicamente (CARIDE et al., 2000). O sucesso da terapia antiviral em
pessoas aderentes ao tratamento pode reduzir a carga viral no sangue e nas secregdes
genitais, reduzindo o HIV e o risco de transmissdo (WAINBERG & FRIEDLAND, 1998).
A combinacdo de trés ou mais drogas demonstrou ser a melhor opcdo para pacientes
virgens de tratamento e para pacientes ja tratados, pois nesses conseguiu-se reduzir a
quantidade de RNA viral no sangue abaixo dos limites de detec¢do, ou seja, menos de
20 copias/ml (WAINBERG & FRIEDLAND, 1998; BIRK et al., 2000). E rara a completa
supressdo da replicacdo do HIV-1 apenas com o uso de mono e biterapias, por esta razao é
recomendavel combinacdo de trés ou mais drogas no minimo (CARIDE et al., 2000). Na
ultima década, vdrias drogas foram disponibilizadas para o tratamento de individuos
infectados pelo virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1), o que mudou a
morbidade e a mortalidade nesses pacientes em relagdo a infeccdo pelo HIV-1

(HERTOGS et al., 1998).

2.1- Resisténcia a drogas antiretrovirais

O desenvolvimento da terapia combinada de trés ou mais drogas antiretrovirais
(HAART) em pacientes infectados com o HIV, tem sido de grande importancia no combate
a evolu¢do do quadro clinico da AIDS (BAXTER et al., 2000). O sucesso da terapia
anti-HIV depende da habilidade das drogas em suprimir a replicagdo viral
(HERTOGS et al., 1998; WEGNER et al., 2000). Porém, o aparecimento da resisténcia
viral aos agentes antiretrovirais usados para no tratamento da infec¢do pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana é uma causa importante de faléncia terapéutica (BAHIA et al.,
2004) e limita as op¢des dos esquemas antiretroviras alternativos (HIRSCH et al., 2000).
Em pacientes com uso do HAART para o HIV-1, a resisténcia viral € a principal causa de
falha terapéutica (BAHIA et al., 2004). A prevencao, a caracterizacdo e o controle clinico
dessa resisténcia sdo de interesse crescente para O sucesso terapéutico antiretroviral
(HIRSCH et al., 2000). Foram descritas mais de cem mutacdes associadas a resisténcia,
abrangendo as regides codificadoras da protease e da transcriptase reversa

(HERTOGS et al., 1998). Mutagdes resistentes 4 estes inibidores tem sido identificadas até
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em pacientes nao tratados (HIRSCH et al., 2000), e a resisténcia a drogas aparece antes da

falha do tratamento (PARKIN et al., 2000).

A maior preocupacgdo da satide publica estd em determinar até quando a terapia
estd, realmente, reduzindo a carga viral, ndo somente no sangue, mas também nos fluidos
genitais, que sdo os principais veiculos de transmissdo do HIV em todo mundo

(WAINBERG & FRIEDLAND, 1998).

A falha do tratamento com HAART pode ser causada pela pouca aderéncia a
terapia inadequada poténcia ou biodisponibilidade da droga, ou resisténcia a drogas
antiretrovirais (NETTLES et al., 2004). Além disso, muitos pacientes nao respondem
adequadamente a esta terapia, gerando um dos mais importantes obstaculos para o sucesso

do tratamento (BAXTER et al., 2000; CARIDE et al., 2000).

A incompleta supressdo da replicagdo viral causada pelo regime inicial
inadequado de drogas pode diminuir os beneficios clinicos do paciente e pode promover o
desenvolvimento de resisténcia a drogas que podem inativar o préximo tratamento
(WEGNER et al., 2000). O uso do regime com diversas drogas e o aumento da prevaléncia
de resisténcia entre o HIV-1 em pacientes infectados tem aumentado a probabilidade de
resistentes ao HIV-1 a uma ou mais classes de drogas antiretrovirais serem transmitidas

(WEGNER et al., 2000).

No Brasil, pesquisa realizada com 500 pacientes da Rede Nacional de
Genotipagem (Renageno) demonstrou que somente 7% ndo apresentavam resisténcia a
nenhum dos antiretrovirais. Outro estudo feito na Escola Paulista de Medicina, com 791
pacientes, revelou que 94,7% eram resistentes aos inibidores andlogos nucleosidicos da
transcriptase reversa (INRTs), 58% aos inibidores da protease € 48% aos inibidores
andlogos ndo nucleosidicos da transcriptase reversa (INNRTs). Na Europa e na América do
Norte, a prevaléncia da resisténcia primédria a zidovudina € varidvel e oscila entre 0% e 10%

das cepas isoladas (HIRSCH et al., 2000).

Num paciente infectado por virus RNA, a populacdo viral pode ser descrita
como uma “semi-espécie”’, o que pressupde a existéncia de variantes virais geneticamente

diferentes, que evolufram a partir do virus inoculado de inicio (NAJERA er al., 1995;
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CARIDE et al., 2000). Essas variantes sdo geradas porque os mecanismos de revisdo do
DNA, que preservam a composicdo genética dos organismos com genomas de DNA de fita
dupla, ndo existem nos virus de RNA. Desse modo, a medida que os virus RNA de fita
simples replicam-se, cada genoma recém-copiado difere do virus primitivo em média por

um nucleotideo (HIRSCH et al., 2000).

Quando a pressdo seletiva dos agentes antivirais for aplicada contra as
“semi-espécies” virais deste paciente, estas com resisténcia aos medicamentos, que até
entdo eram numericamente insignificantes, tornam-se predominantes. O desenvolvimento
destas cepas selecionadas pelas drogas ocorre por uma série de substituicdes de
aminoécidos nos alvos atingidos pelas enzimas protease (PR) e a transcriptase reversa. Esta
ultima, responsdvel pela transcricdo reversa do RNA viral in vivo (SANDSTROM &
FOLKS, 1996), apresenta uma elevada taxa de erro por incorpora¢do de nucleotideos no
genoma (WAINBERG & FRIEDLAND, 1998; HERTOGS et al, 1998). Logo, a droga
teraputica ndo cria as mutacdes, mas seleciona aquelas pré-existentes. Apesar destas
mutacdes estarem presentes em grande parte do genoma do virus, o uso da terapia
antiretroviral potente tem melhorado substancialmente o quadro clinico da infec¢dao pelo

HIV-1 (DETELS et al., 1998).

s

E muito importante classificar as mutacdes de resisténcia em primdrias e
secunddrias. As mutacdes primdrias sdo geralmente selecionadas numa fase precoce do
processo de acumulag¢do das mutagdes de resisténcia, sdo relativamente especificas para
cada inibidor, dificultando a ligacdo deste, podendo produzir um efeito detectivel na
sensibilidade do virus aos agentes antiretrovirais (HIRSCH er al, 2000). As mutagdes
secunddrias acumulam-se nos genomas virais que ja apresentaram uma ou mais mutagdes

primdrias (HIRSCH et al., 1999).

Uma importante consideracao referente a este assunto € o conceito de “barreira
genética”, pois para alguns medicamentos antiretrovirais, como a lamivudina, a nevirapina
(WAINBERG & FRIEDLAND, 1998) e alguns inibidores ndo nucleosidicos da
transcriptase reversa, uma unica mutacdo pode conferir niveis elevados de resisténcia, e
quando usados em combinagdo que suprimem, apenas, parcialmente a replicagdo do HIV,

os mutantes resistentes predominam depois de algumas semanas (HIRSCH et al., 2000).
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Deve-se, portanto, reservar estas drogas para o uso em conjunto com outros agentes, pois
sua utilizacdo em esquemas menos supressores resultaria mais rapidamente em niveis
elevados de resisténcia (HIRSCH et al., 2000). Em contraste estdo a zidovudina, o indinavir
e os inibidores de protease, que possuem um processo geneticamente complexo,
envolvendo a acumulacdo de diversas mutagdes (WEGNER et al,, 2000), pois s6 tem
potencial de conferir resisténcia quando outras mutacOes estdo  presentes

(WANG et al., 2000), denominadas resisténcia cruzada (STINGELE et al., 2001).

A transmissdo dos mutantes do HIV-1 resistentes a zidovudina foi descrita, pela
primeira vez, em 1992 (DETELS et al., 1998; HIRSCH et al, 2000). A resisténcia a
zidovudina € um reflexo do uso difundido deste componente no tratamento da infecgao
desde 1980, e a transmissdo de cepas resistentes tem sido relatada por uma variedade de
vias: homossexual, heterossexual, uso de drogas injetdveis, transmissdo perinatal e entre
criancas no contato familiar envolvendo a sua exposicdo com sangue (WAINBERG &

FRIELAND, 1998).

Dados demonstraram que o desenvolvimento de mutacdes relacionadas &
zidovudina € suprimida quando um inibidor de protease € combinado com
zidovudina/lamivudina. A informacao genotipica deve ser considerada como uma rotina na

escolha de uma nova terapia para pacientes (MAGUIRE et al., 2000).

Os principais padroes de mutagdes encontradas no Brasil, independente do
subtipo, sao K70R, M184V, e T215F/Y. Com menos freqiiéncia, encontram-se a L210W,
QI51M, Y115F, G333D/E, F116Y, L74I, entre outras (CARIDE et al., 2000). Algumas
delas, como a mutacao M184V, M41L/T215Y, foram encontradas em isolados de pacientes
com carga detectdvel e com baixa viremia (NETTLES et al., 2004) e em células do sangue
periférico, particulas virais contendo a mutacdo M184V relacionada com resisténcia a
lamivudina (WAINBERG & FRIEDLAND, 1998). Atualmente, as mutacdes mais
encontradas sdo M184V, K65R, e M41L/T215Y (NETTLES et al., 2004).
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As mutagdes resistentes as drogas identificadas no periodo de falha do
tratamento estdo associadas a baixa resposta a combinac¢do das drogas utilizadas. Ha fortes
evidéncias de que o tratamento guiado pelo conhecimento das mutacdes resistentes pode ser
muito mais efetivo (STINGELE et al., 2001). A alternacdo de terapia com duas ou mais
drogas pode ser uma boa estratégia para a prevengdo ou retardo do aparecimento desta

resisténcia (FITZGIBBON et al., 1993).
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Este trabalho teve como objetivo a padronizacdo da “Nested-PCR” para
genotipagem do virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1, para a deteccdo de mutacdes
localizadas em regides do gene pol (protease e transcriptase reversa) do HIV-1 em amostras
obtidas de pacientes pedidtricos infectados por via perinatal, que possivelmente causariam

resisténcia as drogas antiretrovirais utilizadas no controle desta doenca.

As classes de drogas envolvidas na possivel resisténcia eram as utilizadas pelas
criancas que incluiam os inibidores andlogos nucleosideos da Transcriptase Reversa, os

inibidores analogos ndo nucleosideos da Transcriptase Reversa e os inibidores da Protease.

Na classe dos Inibidores nucleosideos da Transcriptase Reversa as drogas
utilizadas foram: zidovudina, lamivudina, didanosina, zalcitabina e abacavir. Na classe dos
Inibidores ndo nucleosideos da Transcriptase Reversa utilizaram: efavirenz, nevirapina e
tenofovir. Entre a classe dos Inibidores da Protease incluiam: nelfinavir, ritonavir e

ritonavir+lopinavir.

As mutagdes foram analisadas e relacionadas com as drogas, de acordo com

a classe terapéutica que estavam associadas.
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3.1- Selecao da populacio de estudo

Foram estudadas 66 criangas infectadas verticalmente pelo virus HIV-1, em
seguimento no Ambulatério Imunodeficiéncia Pediatrica, do Hospital das Clinicas —
Unicamp. Tais pacientes recebiam tratamento com droga antiretroviral e apresentavam

carga viral com valor de 10.000 copias por ml ou mais elevada.

3.2- Metodologia utilizada

Os métodos utilizados para a deteccao da presenca do HIV-1 nos pacientes
estudados foram: Extragcdo do DNA; Amplificacdo génica do gene pol do HIV-1 pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR); Deteccdo do fragmento amplificado pela PCR;
Seqiienciamento direto do fragmento de DNA a ser estudado; Alinhamento deste fragmento
no programa Phred Phrap; Analise do fragmento pelo programa padrao do HIV da
Universidade de Stanford.

3.3- Extracao de DNA de sangue periférico
3.3.1- Preparacdo das amostras

Foram coletados cerca de cinco mililitros de sangue periférico, colhidas em
tubo com anticoagulante (EDTA), foram centrifugadas a 2.500 rpm durante 10 minutos

para a separa¢do do plasma, o qual foi descartado.

3.3.2- Lise das hemacias

As hemacias (sedimentadas) foram lisadas com uma mistura de solugdes de
cloreto de amonio (NH4Cl), a 0,444M — 5 vezes o volume de células e bicarbonato de
amoénio (NH4HCO3) a 0,01M — 0,5 vezes o volume de células. O hemolisado foi
centrifugado durante 10 minutos a 3300 rpm, esta etapa foi repetida mais de uma vez, e
posteriormente o sobrenadante foi removido e o precipitado de leucdcitos submetido a

etapa seguinte.
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3.3.3- Lise dos leucocitos

Os leucocitos foram lisados com lavagens de solugdo TKM1 (Tris-HCI 10 mM
(pH=7,6); KCl1 10 mM; MgCI2 10 mM e EDTA 20 mM), sendo centrifugados por
10 minutos a 3300 rpm, por duas vezes consecutivas, quando foi adicionado de 2 a 3 gotas
de Triton X-100 (Nuclear), na primeira lavagem. O sobrenadante foi descartado e apos essa
etapa, foi acrescentado ao precipitado, 800ul da solugao TKM?2 (contendo Tris-HC1 10 mM
(pH=7,6); KC1 10 mM; NaCl 0,4 M; MgCI2 10 mM; EDTA 2 mM) e 50ul de duodecil
sulfato de sodio (SDS) 10%. Em seguida o material foi incubado de 30 a 40 minutos a uma
temperatura de 56°C e entdo foi adicionado 150ul de NaCl 5M gelado e, entdo,
centrifugado a 3300 rpm por 10 minutos. Nesta etapa o precipitado foi descartado e o

sobrenadante transferido para um tubo (falcon) estéril.

3.3.4- Precipitagdo do DNA

Ao sobrenadante foi adicionado 4,0 ml de etanol absoluto gelado, ocorrendo
precipitagdo do DNA. O DNA precipitado foi removido e colocado em tubo “eppendorf” e
seco a temperatura ambiente e, posteriormente, solubilizado em agua destilada, deionizada

e estéril (dH20) e levado a temperatura de 4°C.

3.3.5- Purificagao do DNA com fenol cloroformio

Nestas amostras foram adicionados 500ul de cloroférmio/alcool isoamilico e
500ul de fenol saturado sendo centrifugando a 12000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
foi transferido para outro eppendorf, e desta vez foi adicionado 1000ul de
cloroféormio/alcool isoamilico e centrifugado nas mesmas condigcdes descritas
anteriormente. O sobrenadante foi retirado, transferido para um novo eppendorf,
adicionou-se 10 % do volume do sobrenadante de acetato de s6dio 3M pH 5,2 e 1ml de
etanol absoluto gelado e centrifugou-se 4 12000 rpm por 3 minutos. Novamente o

sobrenadante foi descartado, adicionando-se 1000ul de etanol 70 % gelado e centrifugando-
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se & 12000 rpm por 5 minutos. Decartou-se o sobrenadante e deixou o DNA secando em
temperatura ambiente. Foi ressuspendido em dgua deionizada e estocado em geladeira para

entrar em solugdo para, posteriomente congelar.

3.4- Amplificacao génica pela reacao em cadeia da polimerase (PCR)

3.4.1- Deteccao da Amplificagcdo génica da regido da transcriptase reversa e protease

pela rea¢do em cadeia da polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase seguiu, com algumas modificagdes, o
método descrito por Saiki e cols. (1985). Foi preparado um Mix para 20 reagdes contendo
100ul de Buffer (50 mM de cloreto de potassio; 20 mM de Tris-HCI - pH 8,4); 100 pul de
cloreto de magnésio (25mM); 12ul da mistura desoxirribonucléica - ANTPs (dATP, dGTP,
dCTP; dTTP) a 25mM, 10ul de cada primer (25pmoles/pl); 0,5ul de Tag DNA polimerase
e 0,5 ul do DNA a ser estudado.

As condicdes da reagdo foram:

- Desnaturacao: . 95°C - 3 minutos

- Anelamento: 55°C — 1 minuto 3 ciclos

- Extensao: 72°C - 1 minuto

- Desnaturagao: . 95°C — 1 minuto

- Anelamento: 55°C — 45 segundos 35 ciclos

- Extensdo: 72°C — 1 minuto

- Extensdo final: 72°C — 10 minutos.

Foram utilizados como controle positivo da reagdo, a amostra de um paciente
da pediatria com desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), e
como controle negativo, amostras de individuos com auséncia de infecg¢@o pelo HIV e agua,

considerado o branco da reagao.
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O protocolo de amplificacdo para a “Nested” PCR, seguiu o descrito
anteriormente ¢ uma aliquota de 0,5 ul do DNA amplificado na primeira PCR, foi

reamplificado com pares de “primers” internos aos primeiros.
Visualizacdo da banda

4,0 pl do produto da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% corado com brometo de etideo 0,1ul/ml, juntamente com 2,0 ul de solugdo corante de
azul de bromofenol. Em todas as amostras observou-se um fragmento de 1008 pares de
bases correspondente a regido do gene flanqueada pelos “primers” utilizados demonstrados

na tabelal.

Tabela 1- Seqiiéncia de “primers” utilizados para amplificagdo de fragmento do gene pol

resultando um produto de 1008 pares de bases.

PRIMER GENE POSICAO SEQUENCIA

DP10

(Externo) POL 1605-1630 5 TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG 3’
LR54

(Externo) POL 2679-2699 5 TAGGCTGTACTGTCCATTTAT 3’

DP16

(Interno) POL 1663-1684 5" CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 3

RTI12

(Interno) POL 2644-2670 5 ATCAGGATGGAGTTCATAACCCATCCA 3’

Seqiiéncia de primers gentilmente obtida pelo Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular da Fiocruz-

Rio de Janeiro.
3.5- Purificacio dos produtos de PCR

Os produtos da PCR foram purificados com o kit Quiagen purification PCR

products e submetidos ao seqiienciamento.
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3.6- Seqiienciamento

MegaBACE 1000, ¢ um sistema de andlise de DNA de 96 capilares com a
tecnologia Amersham Biosciences. As reacdes de seqiienciamento sao realizadas de acordo
com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase). Os produtos da PCR
purificado, quantificado através de gel de agarose 1,5% utilizando um marcador de massa
molecular (Low Mass Ladder —Invitrogen) selecionados foram submetidos a seguinte

reacdo de seqiienciamento:
- 1,0 pl do produto da PCR purificado;
- 4,0 ul de solugdo Dyenamic ET Reagent Premix (Amersham);
- 1,0 ul de iniciador 5 uM (sense e antisense);
- Agua destilada para completar 10,0 ul de reagao.

A reacdo, distribuida em placa propria de seqlienciamento, foi protegida da luz
com papel aluminio. As amostras foram submetidas a desnaturagdo inicial de 94° C por 2

minutos seguido do ciclo:

94° C - 20 seg
57°C— 15 seg 35 ciclos
60° C — 1 min

Tabela 2- Seqiiéncia de “primers” utilizados para o seqiienciamento da regido amplificada

na PCR.

PRIMER GENE POSICAO SEQUENCIA

LR49 POL 2026-2045 5" CAATGGCCATTGACAGAAGA 3’

LR51 POL 2222-2246 5" TGTGGTATTCCTAATTGAACTTCCC 3’
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3.7- Purificacio para o Seqiienciamento

Foi adicionado a cada tubo 2,0 ul de acetato de amonio (7,5 M) e 50,0 ul de
etanol absoluto e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a
4000 rpm por 30 minutos, descartando o volume com cuidado e adicionando 100,0 ul de
etanol 70%. Centrifugou-se novamente nas mesmas condigdes descritas acima, o
sobrenadante foi descartado e esperou-se secar. Adicionou-se 10,0pl de Loading Buffer
(Amersham) e foi submetido a eletroforese em sequenciador automatico MegaBACE1000

Sequence Analyzer (Amersham Pharmacia Biotech).

O gel para a eletroforese ¢ 0 MegaBACE Long Read Matrix com poliacrilamida
linear, as condigcdoes de eletroforese foram as seguintes Voltagem de injecdo da
amostra —3KV, tempo de inje¢do da amostra 60 segundos, voltagem de corrida -9 KV,

tempo de corrida 90 minuto, poténcia do Laser- 40W.

Apos a amplificagdo, os fragmentos foram analisados pelo Software
MegaBACE™ Sequence Analyzer, em seguida alinhados ¢ comparados com o banco de
dados publico (GenBank), com o virus selvagem, e com o programa Phred, Phrap, Consed.
Este programa permitiu que fossem analisadas véarias seqiiéncias simultaneamente,
observando suas analogias e diferencas. Além desta vantagem, permitia a utilizagdo de até
dois aminoacidos, caso ocorresse duvida em esclarecer qual aminoacido pertencia a
determinada posi¢do. Apos alinhada a seqiiéncia, ela era langada no programa de Stanford
especializado em detectar mutacdes referentes aos agentes antiretrovirais — hivdb Program
(genotyping resistance interpretation) analysis sequences (enter complete sequences)
(hivdb.stanford.edu), no qual era fornecido um relatério com todas as mutacdes presentes e
quais possivelmente eram responsaveis por esta resisténcia.Além de analisar as mutagdes
que conferem resisténcia aos agentes antiretrovirais, as seqiiéncias obtidas foram utilizadas
para verificar qual subtipo pertencia cada paciente. Na analise dos subtipos virais,
utilizou-se a seqliéncia j& alinhada com os programas descritos acima e langadas no site

Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov- Retrovirus Resource — Tools genotyping — Human

Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1).
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3.8- Amplificacao génica pela reacao em cadeia da polimerase (PCR)

3.8.1- Deteccao do gene da B-globina

A amplificacio do fragmento do gene da [B-globina humana evidencia a
viabilidade do DNA da amostra ¢ funciona como controle da reacdo de PCR. A nao
amplificacdo desse gene demonstra que o DNA presente na amostra avaliada ndo € vidvel e,
portanto, deve ser excluido da reacdo. Essa amplificacdo seguiu a metodologia descrita por
Saiki et al. (1985), com algumas modificagcdes. O produto amplificado foi usado como

controle interno da reagdo. O fragmento obtido indicou a presenca de DNA.

5,0 pl do produto da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2% corado com brometo de etideo 0,1ul/ml, juntamente com 2,0 pl de solugdo corante de
azul de bromofenol. Em todas as amostras observou-se um fragmento de 110 pares de bases
correspondente a regido do gene flanqueada pelos “primers” utilizados demonstrados na

tabela 3.

Tabela 3- Seqiiéncia de “primers” utilizados para detec¢ao da B-globina, com amplificagao

de um fragmento com 110 pares de bases.

PRIMER SEQUENCIA
PCO3+ 5> CTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC 3’
PCO4+ 5" TCACCACCAACTTCATCCACGTTCACC 3’

Seqiiéncia de primers gentilmente obtida pelo Laboratdrio de Biologia Molecular da UNESP-Botucatu e

extraida de SAIKI et al., 1988, com algumas modificacdes.

As condi¢des da reacao foram:

- Desnaturacdo: 94°C - 45 segundos

- Anelamento: 55°C - 45 segundos 35 ciclos

- Extensao: 72°C - 1 minuto
Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturagdo inicial a 94°C

durante 5 minutos e, 7 minutos de extensao final a 72°C.
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3.9- Normas utilizadas para evitar contaminacio das amostras

Durante a execu¢do da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), vérios
cuidados foram tomados, a fim de evitar qualquer tipo de contaminacdo nas amostras

manipuladas. Os cuidados foram:

e As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em salas diferentes

(sala pré-PCR) daquela onde amplificagdo foi feita.

e As amostras de fluidos humanos foram estocadas em geladeira diferentes

das que armazenavam os reagentes.

e Antes da abertura de tubos tipo “eppendorf’, era efetuada rapida
centrifugagdo em microcentrifuga, para concentrar o liquido, contido no

tubo, na regido inferior deste e evitar a dispersao do mesmo por aerosol.

e Todo material plastico (ponteiras tubos do tipo “eppendorf”) era novo e

estéril, ndo autoclavado.
e Trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o processo.

e Uso de hipoclorito a 10% e etanol 70%, antes e depois do uso da bancada e

objetos utilizados.

e Ponteiras com filtro foram utilizadas, para se evitar a contaminagdo via

aerosol.
e Jogo de pipetas para cada bancada.
e Sala da preparacdo e corrida do gel de agarose era separada das demais.

e Pratica labotatorial meticulosa foi realizada.
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Foram incluidas neste estudo, 66 amostras de criangas infectadas verticalmente
pelo virus da Imunodeficiéncia Humana e sob terapia antiretroviral, em seguimento clinico
no Ambulatorio de Imunodeficiéncia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP. Estes pacientes ja eram sabidamente HIV-1 positivos,
pois apresentavam dois testes de Elisa positivos e um confirmatorio, podendo ser o Western

Blot ou a PCR.

A padronizagdo da primeira PCR e da “Nested-PCR” para a amplificacdo da
regido pol do HIV-1 foi realizada com éxito e optou-se pela aplicacdo da “Nested-PCR”
com a finalidade de aumentar a especificidade e sensibilidade do método. Entretanto a
banda obtida, em algumas amostras, ndo era apropriada para o seqiienciamento, pois
apresentavam rastros. Foi realizada a purificagdo destas bandas com o QIAquick PCR
Purification Kit, da Quiagen. Apds a purificacdo foi obtida uma banda nitida e de boa
intensidade, na altura correspondente ao produto amplificado, tornando-a ideal para o
seqlienciamento, conforme demostrado na figura 14. Entre as amostras, 64 apresentaram
resultado adequado (amplificagdo de um fragmento de 1008 pb), entretanto, foi possivel o
seqiienciamento e posterior genotipagem viral adequada, em apenas 61 amostras. A

“Nested-PCR” foi padronizada com o mesmo ciclo utilizado para a PCR.

Nas amostras para a genotipagem foram obtidas bandas de 1008 pares de base,
como mostra a figura 13, ao passo que ndo foi amplificado nenhum fragmento no controle

negativo da reacao.

Tabela 4- Caracteristicas dos 61 pacientes portadores do HIV-1, com possivel resisténcia a

drogas (idade e sexo).

Total de criancas 61
Idade (média) 7,45
Sexo (M/F) 37/24
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Tabela 5- Classificacdo Clinica dos 61 pacientes segundo o Guia de Tratamento clinico da

infec¢do pelo HIV em criangas, do Ministério da Saude.

Classificacao Pacientes Porcentagem (%)
Al 2 3,2

A2 4 6,5

A3 3 4,9

Bl 8 13,0

B2 14 22,9

B3 6 9,8

Cl 2 32

C2 3 4,9

C3 19 31,0

A = Criangas com sinais/sintomas leves; B = Crian¢as com sinais/sintomas moderados; C = Criangas com
sinais/sintomas graves. 1 = Criangas com auséncia de alteragdes imunolédgicas; 2 = Criangas com alteragdes

imunolégicas moderadas; 3 = Criangas com alteragdes imunologicas grave.

Tabela 6- Principais manifestacdes clinicas dos pacientes estudados.

Manifestacoes Clinicas Pacientes Porcentagem (%)
Otite Média Aguda 31 50,8
Moniliase Oral 20 32,7
Pneumonia 47 77,0
Baixo ganho pondero estatural 24 39,3
Anemia 33 54,0
Diarréia 19 31,1
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Tabela 7- Carga viral dos pacientes estudados antes da terapia, no momento da realizagao

do exame, os menores € 0s maiores valores obtidos.

MENOR VALOR MAIOR VALOR ANTES DOS
Valor no exame de genotipagem
DS REL RETROVIRAIS

CDh4 CD8 Rel CDh4 CD8 Rel CD4 CD8 Rel
1 530 1386 0,38 246 848 113
2 753 1118 0,67 734 1127 1127 1852 0,60
3 319 1124 0,28
4 334 2266 0,15 118 1200 0,12 576
5 1364 889 1,53 234 172 1,36 4825 2970 1,62 4825 2970 1,62
6 585 1035 0,57 812 1215 1215 1278 1,00
7 125 3000 0,04 8 933 0,01 1013 2000 0,51
8 565 991 0,57 34 722 0,50 783 1859 0,42 194 1268 0,20
9 560 981 0,57 407 1298 0,31 882 1166 0,76 626 1549 0,40
10 643 337 1100 0,34 643 1982 0,32 502 1162 0,43
11 928 1834 0,51 928 1834 0,51 1931 2000 0,97 1545 2870 0,54
12 127 931 0,14 127 931 0,14 694 1163 0,60 694 1163 0,60
13 290 540 0,57 282 1083 0,26 1665 954 2000 0,48
14 184 1150 0,16 26 1026 0,03 4019 2070 0,49 1019 2070 0,49
15 514 1471 0,35 400 1390 0,29 813 1579 0,51 425 1270 0,30
16 955 970 0,98 741 1642 0,45 1567 1177 1,33 741 1642 0,45
17 626 1054 0,59 563 1587 0,35 1020 1355 0,75 854 1954 0,44
18 796 2000 0,40 614 1635 801 1818 0,44
19 523 2000 0,26 373 890 0,42 625 1664 0,38 449 1981 0,23
20 204 244 0,84 84 111 0,76 226 180 1,26 172 893 0,19
21 162 1029 0,16 37 553 0,07 793 1354 0,59 793 1354 0,59
22 985 1068 0,92 857 1811 0,47 2000 1754 1,14 2791 3102 0,90
23 267 864 0,31 24 263 125 1345 0,09
24 79 273 0,29 79 273 0,29 235 585 0,4 235 585 0,4
25 364 1078 0,34 259 594 0,44 733 1702 0,43 626 1429 0,44
26 1535 1698 0,90 955 1073 0,89 2437 1470 1,65
27 825 1140 0,72 456 963 0,47 1981 3147 0,60 1351 1437 0,90
28 478 2022 0,24 52 479 0,10 484 1884 0,26 123 977 0,12
29 510 731 0,70 445 610 0,33 817 818 1,00 471 929 0,51
30 859 1562 0,55 151 284 0,53 2040 3910 0,52 2040 3910 0,52
31 316 923 0,34
32 454 1183 0,38 285 974 0,29 1120 2000 0,56 579 2524 0,20
33 674 1707 0,39 423 1233 0,34 2636 4889 0,54 2636 4889 0,54
34 275 982 0,28 123 416 0,29 535 255 1,5 426 898 0,50
35 546 1299 942 388 852 0,46 721 979 0,74 411 2000 0,21
36 28 604 0,05 28 604 0,05 1863 3056 0,61 549 2994 0,20
37 645 748 0,80 645 1067 811 2124 0,38
38 439 600 0,67 439 600 0,67 2392 1613 1,48 1273 1259 1,01
39 1476 957 1,54 1190 1852 1316 1388 0,9
40 453 1665 0,27 453 1665 0,27 1222 461 2000 0,23
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

967
821
814
1085
607
567
467
161
540
395
475
241
1852
528
457
954
1285

876
1206
395

1023
2000
2156
2000
1831
627

1678
1038
2000
2000
875

1087
1931
1387
1159
2000
1578
352

1733
2000
235

0,95
0,41
0,38
0,54
0,33
0,90
0,28
0,16
0,27
0,20
0,54
0,22
0,96
0,38
0,39
0,50
0,81
0,02
0,51
0,60
1,68

625
729
661
580
159
100
299
146
406
306
475
191
1114
440
311
505
937

60
790
100

868
1291
1773
1365
131
1095
1365
550
1001
2000
875
951
1135
1227
1292
1766
1773
352
738
2000
90

1425
1336
1686
2285
2400
1067
1071
161

1135
530

528

640

2752
980

967

1613
2055
1570
1143
1496
1630

2865

2000
2295
3130
1763
2000
1038
1734
2246
649

1303
2562
2671
4021
3771
1733
1505
1668
2000
860

0,50

0,84
1,00
0,77
0,60
0,54
0,16
0,65
0,24
0,81
0,49
1,07
0,40
0,24
0,40
1,20
1,04
0,69
0,75
1,90

1425
729
1380
817
607

603
307

2752
980
499
1613
2055
123
183
1103
1560

2865
1291
5435
625

1831

1472

1130
2562
2671
1959
3771
1733
1429
1452
1222
1380

0,50
0,56
0,25
1,30
0,33

De acordo com o estudo deveriam ser realizadas quatro coletadas de cada

paciente. Isto ndo foi possivel devido a disponibilidade e a desisténcia de alguns pacientes,

portanto foi utilizada apenas uma coleta. A tabela mostra apenas os dados dos pacientes que

foi possivel a genotipagem (sessenta e um).

Resultados

96



Tabela 8- CD4, CDS ¢ a relagao destes valores dos pacientes estudados em quatro ocasides
(antes da terapia, no momento da realizacdo do exame de genotipagem, os

menores ¢ 0s maiores valores).

MENOR VALOR
Copias/ml  Log MAIOR VALOR VALOR NA COLETA  ANTES DO RETROVIRAL

1 3100000 6,50 3100000 6,50 1900000 6,30
2 190 2,30 7400 4,90 13874 4,10 2800 4,40
3 9777 4,00

4 2333 3,40 221489 5,30 158230 5,20 sem dados

5 Indetectavel >12000000 7,10 Indetectavel >12000000 7,10
6 66 1,80 620000 5,80 72 1,90 620000 5,80
7 4483 3,70 4900000 6,70 45193 4,70 4900000 6,70
8 Indetectavel 1400000 6,10 5482 3,70 sem dados

9 Indetectavel 270000 5,40 9580 4,00 270000 5,40
10 10000 4,00 2800000 6,40 2000000 6,30
11 98 2,00 1600000 6,20 23301 4,40 1600000 6,20
12 Indetectavel 1600000 6,20 13281 4,10 790000 5,90
13 2425 3,40 950000 6,00 26543 4,40 950000 6,00
14 370000 5,60 3324 3,50 370000 5,60
15 3500 3,50 270000 5,50 5204 3,70 270000 5,50
16 2760 3,40 150000 5,20 3476 3,50 130000 5,10
17 689 2,30 160000 5,20 36341 4,60 160000 5,20
18 58 1,80 89349 5,00 77738 4,90 9500 4,00
19 Indetectavel 76000 4,90 22272 430 54000 4,70
20 265 2,40 584 3,40 2584 3,40 Sem dados

21 Indetectavel 370000 5,60 26034 4,40 180000 5,30
22 3653 3,60 2100000 6,30 14360 4,10 160000 5,20
23 16144 4,20 29000 4,50
24 15019 4,20 >500000 5,70 15019 4,20 >5000000 5,70
25 131 2,10 14000 5,10 29875 4,50 140000 5,10
26 599 2,80

27 2945 3,50 53000 4,70 3830 3,60 53000 4,70
28 4539 3,70 160000 5,20 15459 4,20

29 Indetectavel 74000 47,90 14440 4,20 74000 4,90
30 2434 3,40 110000 5,00 2434 3,40 110000 5,00
31 40040 4,60

32 1100 3,00 4788130 7,00 4100 3,60 320000 5,50
33 140 2,10 1200000 6,10 84923 4,90 1200000 6,10
34 290 2,50 460000 5,40 19145 4,30 460000 5,40
35 Indetectavel 32000 4,50 Indetectavel 32000 4,50
36 44516 4,60 2800000 6,40 133682 5,10 2800000 6,40
37 21149 4,30 91000 4,90
38 2054 3,30 120000 5,10 3032 3,50 120000 5,10
39 Indetectavel 530000 5,70 7199 3,90
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40 8380 3,90 88000 4,90

41 Indetectavel 2800000 6,40 28277 4,50 2800000 6,40
42 43600 4,60 210000 5,30
43 830 2,90 71000 4,90 14977 4,20 830 2,90
44 Indetectavel 4600000 6,60 20689 4,30 4600000 6,60
45 4652 3,70 9500 4,90 7378 3,90 9500 4,90
46 2989 3,50 28000 4,40 13569 4,10

47 592 2,80 105308 5,00 18967 4,30 4400 3,60
48 900 2,90 84936 4,90 84936 4,90

49 3400 3,50 85000 4,90 9341 4,00 41000 4,60
50 846 2,90 170000 5,20 3088 3,50 10000 4,00
51 3180 3,50 15604 4,20 114000 4,10

52 Indetectavel 220000 5,40 13681 4,10 37000 4,56
53 1439 3,20 180000 5,20 9537 4,00 850000 6,00
54 9929 4,00 110000 5,00 29293 4,50 31000 4,50
55 19299 4,30 1600000 6,20 35146 4,50 1600000 6,20
56 340 2,50 700000 5,80 3929 3,60 52000 4,80
57 1127 3,10 68000 4,80 2133 4,00 33000 4,50
58 99000 5,00 4000000 6,60 427183 5,60 220000 5,34
59 80 1,90 909 3,00 909 3,00

60 6031 3,80 710000 5,90 20320 4,30 710000 5,90
61 2100 3,30 400000 5,60 2153 3,30 400000 5,60

As informacdes referentes aos pacientes estudados foram obtidas através da
analise do prontudrio médico. Alguns pacientes ndo apresentam valor devido a dificuldade
de consulta de seu prontuario médico, pois eram pacientes com maiores complicagdes
clinicas. A carga viral da maioria dos pacientes apresentava um valor alto, com valores

baixos de contagem de células CD4+.

Resultados

98



M C+1 2345 67 C-

Figura 12- Foto da amplificacao das amostras pré-purificacio. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo, demonstrando a amplificacdo de
um fragmento de 1008 pb do DNA do HIV-1 com os primers DP16 ¢ RT10
(produtos da Nested-PCR") em criancas infectadas verticalmente pelo HIV-1.
M (Marcador de peso molecular -Ladder 100 pb, Gibco-BRL -LIFE
TECHNOLOGIESTy, USA); C+ (controle positivo da reagdo; 1,2, 3,4, 5,6, 7
(Pacientes positivos para HIV-1); C- (Controle negativo).
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M 12 34 5 6

Figura 13- Foto da amplificaciao pos- purificacdo. Amplificagdo de 1008 pb do DNA do
HIV-1 com os primers DP16 e RT10 (produtos da Nested-PCR") com a
realizacdo da purificagdo para maior especificidade e sensibilidade da técnica.
M (Quantificador de peso molecular- Low DNA Mass Ladder Invitrogen- Life
Tecnologies); 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 (Pacientes positivos para o HIV-1).

Genotipagem do HIV-1 através do Seqiienciamento génico

O seqiienciamento génico da regido do gene da protease e da transcriptase
reversa, além de comprovar que o produto amplificado visualizado em gel pertencia ao
HIV-1, também permitiu a caracterizacdo dos diferentes subtipos virais. Na analise das
seqiiéncias foram encontrados dois subtipos do HIV-1, B, F e recombinantes B/F, que sao

prevalentes no Brasil.
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Quadro 1- Seqiiéncia de DNA amplificada da regido do gene da protease e da transcriptase

reversa do HIV-1

17444

...... caactcc ccctcagaag caggagccga tagacaagga  actgtatcct ttaacttccc

tcaggtcact ctttggcaac gacccctcgt —cacaataaag ataggggggc aactaaagga

agctctatta gatacaggag cagatgatac agtattagaa gaaatgagtt  tgccaggaag

atggaaacca aaaatgatag ggggaattgg aggttttatc ~ aaagtaagac agtatgatca

gatactcata gaaatctgtg gacataaagc tataggtaca gtattagtag — gacctacacc

tgtcaacata attggaagaa atctgttgac tcagattggt  tgcactttaa attttcccat

tagccctatt  gagactgtac cagtaaaatt aaagccagga atggatggce  caaaagttaa

acaatggcca ttgacagaag aaaaaataaa agcattagta gaaatttgta — cagagatgga

aaaggaaggg aaaatttcaa aaattgggcec tgaaaatcca tacaatactc  cagtatttgc

cataaagaaa aaagacagta ctaaatggag aaaattagta gatttcagag aacttaataa

gagaactcaa gacttctggg aagttcaatt aggaatacca catcccgeag —ggttaaaaaa

gaaaaaatca gtaacagtac tggatgtggg tgatgcatat  ttttcagttc ccttagatga

agacttcagg aagtatactg catttaccat acctagtata aacaatgaga caccagggat

tagatatcag tacaatgtgc ttccacaggg atggaaagga tcaccagcaa tattccaaag

tagcatgaca aaaatcttag agccttttag  aaaacaaaat ccagacatag  ttatctatca

atacatggat gatttgtatg  taggatctga cttagaaata  gggcagcata gaacaaaaat

agaggagctg agacaacatc  tgttgaggtg gggacttacc acaccagaca  aaaaacatca

gaaagaacct ccattccttt ggatggotta tgaactccat  cctgataaat ggacagtaca

Quadro 1- Seqiiéncia utilizada para a genotipagem

Legenda referente ao Quadro 01

Seqiiéncia do “primers sense” — em cor azul

Seqiiéncia do “primers antisense” — em cor rosa

As setas numeradas correspondem a posi¢ao do nucleotideo inserido na seqiiéncia
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Das 61 amostras analisadas, 51 apresentaram-se como portadoras do subtipo B,

4 do subtipo F e 5 do recombinante B/F do HIV-1 (Tabela 09).

Tabela 9- Resultado da subtipagem do Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 (HIV-1)

em pacientes infectados, através da utilizagdo do “primers” sense.

Paciente Subtipo Subtipo Numero de seqiiéncias descritas
(Stanford) (Genbank) comparadas
001 B B 117
066 B B 117
054 B B+CRF12, 07 ¢ 03 117
165 B B 117
124 B B +CRF03 ¢ 07/F 117
153 B B+ F1+CRF12+F2+A2+D 117
126 B B+ G+CRF 06 ¢ 13 117
145 B B 117
067 B B+CRF08 ¢ 16 117
017 B F1+J+CRF09 ¢ 12 117
074 B B+CRFO03 ¢ 12 117
142 B B 117
065 B B+CRFO03 ¢ 12 117
068 B B +CRF12 117
171 B B+D+CRF12 117
157 B B+CRFO08 ¢ 12 117
169 B B 117
159 B B 117
057 B B 117
167 B/F B+ F1 + CRF12 117
146 B B + CRF08 117
174 F F1+F2+CRF05 el2 117
133 B B+ CRF03 117
155 B/F B+ F1+ CRF12 117
150 F F1+F2+CRFO01 ¢ 05 117
076 B B+ CRF03 el2 117
176 B B + CRF07 117
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Paciente Subtipo Subtipo Niimero de seqiiéncias descritas
(Stanford) (Genbank) comparadas

141 B B+CRF12+A2 117
064 B B 117
035 B B+F1+G+CRF03,12 ¢ 16 117
179 B F1+CRF12 117
123 B B+CRF12 117
148 B B+CRF07 e 08 117
140 B B 117
087 B/F B 117
036 F F1+CRFO05+F2 117
158 B + CRF12 117
170 B B+ CRFO08 117
147 B B+ CRFO03 117
042 B/F B+ F1+CRF 06 e 09 117
056 B B 117
131 B B 117
008 F A1+CRF04,09¢ 10 117
173 B B + CRF12 117
130 B/F B+ F1+CRF04, 09 ¢ 16 117
168 B B 117
110 B B+CRF03 117
143 B B + CRFO08 117
043 B B+CRFI12¢ 16 117
101 B B+ CRF03 e 12 117
135 B B+ crf03 E 12 117
161 B D+CPZ+ CRFO08 93
034 B B 117
156 B B+CRF07 116
134 B B+ CRF03, 07 ¢ 08 117
175 B B 117
154 B B+CRF08 e 11 117
115 B B+ CRFO08 117
016 B B + CRF12 117
047 B B 117

CRF = Formas recombinantes em circulagdo do HIV (Circulating recombinant forms).
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As seqiiéncias obtidas tiveram analogia com uma média de 117 seqiiéncias

descritas no GenBank.

Grifico 2- Grafico demonstrativo da presenga predominante do Subtipo B do HIV-1 em amostra

do paciente 730184-9 através da andlise comparativa com seqiiéncias descritas no

genbank, acesso em: (www.ncbi.nlm.nih.gov) — Retrovirus resource — Tools

genotyping — Human Immunodeficiency Virus Tipe I (HIV-1).

As seqiiéncias foram expressas em cromatografo, que faz parte da composigdo

do seqiienciador automatico Megabace 1000, como mostra a figura 14.
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Figura 14- Cromatografia da seqiiéncia obtida pelo seqiienciador automatico Megabace
1000, de paciente, indicando a presenga do Subtipo B do HIV-1, ap6s analogia

com seqiiéncias descritas no GenBank.

4.1- Resisténcia as drogas antiretrovirais

Figuras 15, 16 e 17. Eletroferogramas referentes a mutagdes no gene da

Transcriptase Reversa.

T
LA G A G G A A A oA T TCAAGAAGGCCTGAAAATCCATACA,

M41L

-l NMM Wl

P S

\

Figura 15- Cromatograma representando o seqiienciamento automatizado para a regido da

Transcriptase reversa. (A) Amostra do paciente 076 com a troca do aminoécido
metionina (M) para leucina (L), que confere resisténcia ao gene da transcriptase

reversa.
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Figura 16- Cromatograma do paciente 068 da regido que apresenta muta¢do que confere

resisténcia ao gene da transcriptase reversa. Neste seqiienciamento ndo ha

mudancga no codon 184, portanto sem alteragcdo da proteina formada.

T B T & T = a A T a (5 G T =) G A T G A T T T G T & T
M184V

M‘AM , ‘M J

Figura 17- Cromatograma do paciente 066 da regido que apresenta mutagdo que confere

o i

resisténcia ao gene da transcriptase reversa. Este seqiienciamento mostra a
mudan¢a do aminodcido de metionina (M) para valina (V), conferindo
resisténcia ao inibidor da transcriptase reversa Lamivudina. A seta em

vermelho mostra que o paciente ¢ heterozigoto.
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Figura 18- Cromatograma representando o seqiienciamento automatizado para a regido da

o0 NNLA

i

transcriptase reversa do virus HIV-1. Amostra do paciente 035 sem muta¢do no

codon 215.

Figura 19- Cromatograma representando o seqiienciamento automatizado para a regido da

transcriptase reversa do virus HIV-1. Amostra do paciente 068 sem mutacdo no

cddon 215.
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Figura 20- Cromatograma representando o seqiienciamento automatizado para a regido da
transcriptase reversa do virus HIV-1. Amostra do paciente 016 com a mutacao
no céddon 215, com mudanca do aminoicido de triptofano para tirosina,

conferindo resisténcia ao gene da transcriptase reversa.

Resultados
108



Figuras 21 e 22. Eletroferogramas referentes as mutagdes no gene da protease

i1s0 190 200 210
T T T & & ©C T T T > G G C C| 4a T C 4T T C C T G C T T C &4 & T T T T & C

&lhh‘m‘m h“l AU“,L A.LM‘M

Figura 21- Cromatografia da seqiiéncia obtida pelo seqiienciador automatico MegaBace

A

1000, de paciente analisado (016), da regido da Protease, indicando a presenca
da mutacdo M36I, com troca do aminoacido metionina para prolina. Esta

mutagdo, na presenga de outras mutagdes confere resisténcia aos inibidores da

Protease.

[0 100 11dq i1zo 130
4 > G CC C A A T T T T TG &L A A T T T TT|IC C G|T C C T T T T CC &AG T T C T G T A C 4

L&A .LA .~AJQ&ALA VAN W 1 0 YA, “‘Lm. i M

Figura 22- Cromatografia da seqiiéncia obtida pelo seqiienciador automatico MegaBace

ey

1000, de paciente analisado, da regido da Protease, indicando a presenca do
polimorfismo L63P, com troca do aminodcido leucina para prolina. Este

polimorismo, na presenga de outras mutagdes confere resisténcia aos

inibidores da Protease
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Tabela 10- Principais mutagdes apresentadas referente aos inibidores de transcriptase

reversa.
Mutacoes RT Ocorréncias Subtipo Porcentagem (%)
A62A 1 B 1,6
A62V 3 B 49
A98G 3 F,B 4,9
D67E 2 B 3,3
D67N 17 B/F,F,B 27,9
E44A 2 B 3,3
E44D 7 B/F,F,B 11,5
E44E 2 F,B 3,3
F116Y 2 B 33
F77L 1 B 1,6
GI190A 2 B 3,3
G190Q 1 B 1,6
KI101E 3 B 4,9
KI101K 1 B/F 1,6
K101T 1 B/F 1,6
K103N 5 B/F,B 8,2
K103R 1 B 1,6
K103S 1 B 1,6
K219N 1 B 1,6
K219Q 2 B 33
K70R 11 F,B 18,0
L210W 13 B/F,F,B 21
L741 1 B 1,6
MI184V 26 B/F,F,B 42,6
M41L 24 B/F,F,B 39,3
M41M 1 B/F, 1,6
QI51L 1 B 1,6
QI51M 2 B 33
T215F 1 B 1,6
T215N 2 B 33
T2158 2 B 3,3
T215T 2 B 33
T215V 1 B 1,6
T215X 1 B 1,6
T215Y 16 B/F,B 26,2
T69A 2 B 3,3
T69D 5 B/F,B 8,2
T69G 2 B 3,3
T691 1 B 1,6
T69N 4 B 6,6
T69S 3 B 49
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Mutacoes RT Ocorréncias Subtipo Porcentagem (%)

T69T 2 B 33
V1061 2 F 33
V106M 1 B 1,6
V1081 1 B 1,6
V1181 6 B 9,8
V118V 1 B 1,6
V179D 1 B 1,6
V751 1 B 1,6
V75M 3 F,B 4,9
Y181C 2 F,B 33
Y181S 1 B 1,6
Y181Y 1 B 1,6
Y188N 1 B 1,6
Y188Y 1 B 1,6

A = Alanina; G= Glicina; V= Valina; L= Leucina; I= Isoleucina; S= Serina; C= Cisteina; M= Metionina;
Y= Tirosina; F= Fenilalanina; W= Triptofano, H= Histidina; R= Arginina; K= Lisina; D= Aspartato;

E=Glutamato; N= Asparagina; Q= Glutamina; P= Prolina; T= Treonina.

Distribuicao das Mutacoes RT

30

Ocorréncias

Mutacgoes

Grafico 3- Prevaléncia das mutagdes encontradas no gene da Transcriptase reversa, dos

pacientes estudados.

Resultados

111



Tabela 11- Principais mutacdes apresentadas referentes aos inibidores de protease.

Mutacao IP Ocorréncias Subtipo Porcentagem (%)
AT1A 1 B 1,6
A711 2 B 33
AT1T 4 B 6,6
ATV 4 F,B 6,6
D30N 6 B/F,B 9,8
D60E 6 B/F,F,B 9,8
G73A 2 B 33
G73C 1 B 1,6
150V 1 B 1,6
154V 9 B 14,8
193F 1 F 1,6
1931 2 F,B 33
193L 15 F,B 24,6
193v 1 F 1,6
K201 3 B 4,9
K20K 2 B 3,3
K20M 1 B 1,6
K20P 4 B 6,6
K20R 8 B/F, B 13,1
K20T 4 F,B 6,6
L10I 6 B 9,8
L10L 1 B 1,6
L10V 2 B 33
L33F 2 B 33
L331 1 B 1,6
L33M 1 B 1,6
L33V 1 B 1,6
L63A 2 B 33
L63H 4 B 6,6
L63L 4 FB 6,6
L63P 26 F,B 42,6
L63S 1 B 1,6
L63T 2 B 33
L90L 3 B/F,B 49
L9OoM 20 B/F,F, B 32,8
M361 20 B/F,F,B 32,8
M36L 1 B 1,6
M36V 2 B 33
M461 5 B 8,2
M46L 2 B 33
N88D 5 B/F, B 8,2
N88S 1 F 1,6
V321 3 F,B 4,9
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Mutacao IP Ocorréncias Subtipo Porcentagem (%)

V771 18 B/F,F,B 29,5
V82A 10 B/F,B 16,4
V&M 2 B 33

A = Alanina; G= Glicina; V= Valina; L= Leucina; I= Isoleucina; S= Serina; C= Cisteina; M= Metionina; Y=
Tirosina; F= Fenilalanina; W= Triptofano, H= Histidina, R= Arginina; K= Lisina; D= Aspartato;

E=Glutamato; N= Asparagina; Q= Glutamina; P= Prolina; T= Treonina.

Distribuicao das Mutacoes IP
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Grafico 4- Prevaléncia das mutagdes encontradas no gene da Protease, dos pacientes

estudados.
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Graficos 05, 06 e 07. Demonstracdo do uso das classes de antiretrovirais

utilizadas no momento da realizacdo do exame de genotipagem:
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Grifico 5- Classe dos Inibidores Nucleosidicos da Transcriptase Reversa;
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Grafico 6- Classe dos Inibidores da Protease;
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Grafico 7- Classe dos Inibidores Nao- Nucleosidicos da Transcriptase Reversa;
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Tabela 12- Tabela das drogas antiretrovirais utilizadas por cada paciente desde o

nascimento.
Paciente INRT’s IP’s INNRT’s
01 DDI*, D4T* NFV, IDV, RTV, LPV+RTV* NVP
02 D4T, DDI, 3TC*,AZT* NFV*, LPV+RTV
03 AZT*, DDI*,D4T NFV
04 DDI*, D4T* NFV, RTV, LPV+RTV* EFV*
05 DDI*, AZT*, D4T LPV+RTV, RTV*
06 AZT*, 3TC* NFV*
07 AZT*, 3TC*, DDI, D4T RTV, NFV, RTV+LPV* EFV, TDF*
08 3TC*, AZT, DDI, D4T* NFV*, RTV EFV*
09 3TC, AZT*, DDI* NFV EFV
10 AZT*, DDI* NFV*
11 AZT*, 3TC* NEV*, RTV
12 DDI, AZT*, 3TC* NFV*, RTV, RTV+LPV TDF, EFV
13 DA4T, DDI 3TC*, AZT* NFV* EFV
14 AZT, 3TC*, DDI, D4T* RTV, NFV*, PLV+RTV
15 AZT*, DDI*
16 AZT*, DDI* RTV*
17 AZT*, DDI* NFV*
18 AZT*, DDI, 3TC* RTV, NFV*
19 3TC, DDI*, AZT* NFV* EFV
20 AZT, DDI*, DAT* NFV*
21 D4T, 3TC, DDI*, AZT* NFV*, LPV
22 AZT, DDI, 3TC*, D4T* NFV* NVP*
23 AZT*, 3TC*, DDI RTV+LPV, NFV
24 AZT, D4T*, 3TC*, DDI NFV, LPV+RTV* EFV
25 3TC, DDI*, AZT* NFV
26 AZT*, DDI* NFV*
27 AZT*,3TC, DDI*
28 3TC*, DAT*, ABC NFV*, LPVARTV EFV*
29 DDI, AZT*, 3TC* NFV* EFV
30 AZT, 3TC*, DAT*, DDI NFV*
31 AZT, 3TC, DDI*, DAT* RTV+LPV, NFV*, RTV
32 AZT*, DDI* NFV*
33 AZT*,3TC*, DDI, D4T NFV* EFV
35 AZT*, 3TC* NFV*
36 AZT*3TC, DDI* RTV*, NFV
37 AZT, 3TC, DDI*, D4T* RTV, NFV*
38 3TC*, D4T*, DDI, AZT NFV*
39 DDI*, D4T* NFV*
40 AZT*, DDI* NFV EFV*
41 DA4T, AZT*, DDI*, 3TC RTV, NFV, LPV+RTV EFV
42 AZT*, 3TC*, DDI NFV*
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Paciente  INRT’s IP’s INNRT’s
43 AZT*, DDI*, ABC, 3TC NFV*, LPV+RTV NVP
44 AZT*, DDI* NFV*
45 DDI*, D4T* NFV*
46 AZT*,3TC*, DDI, D4T RTV, NFV* EFV*
47 AZT*,3TC, DDI* RTV
48 AZT*,3TC*, DDI RTV*,NFV, LPV+RTV
49 AZT*, 3TC*, DDI RTV*, LPV+RTV EFV
50 AZT*,3TC* RTV, NFV*
51 AZT*, 3TC, DDI* NVP, EFV*
52 AZT*,3TC*, DDI NEV*, LPV+RTV EFV
53 AZT*, 3TC*, DDI RTV, NFV*
54 AZT*,3TC*, DDI
55 AZT*, 3TC*, DDI DAT NFV*, RTV, LPV4+RTV, SQV TDF
56 AZT*,3TC*, DDI NFV*, RTV
57 AZT*, DDI* NFV*
58 3TC*, DAT*, DDI, AZT LPV+RTV*, IDV, NFV, RTV EFV*
59 AZT, 3TC*, DDI, DAT* RTV*, NFV EFV*
60 AZT*, DDI* RTV*
61 AZT*, DDI*, 3TC, ABC NFV*, RTV EFV
e = As drogas que carregam este simbolo indicam aquelas que estavam sendo administradas no momento
da realizagdo do exame de genotipagem.
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Tabela 13- Tabela com as mutagdes encontradas no gene da transcriptase reversa

Paciente Subtipo Mutacoes no gene da Transcriptase reversa
01 B M41L, E44D, D67N, V1181, T215Y, K103N, Y181C
02 B E44D, D67N, K70R, M 184V
03 B -
04 B M41L, L210W, T215Y, K101E, K103R, G190A
05 B L210W
06 B -
07 B M41L, E44D, D67N, L741, V1181, T215Y, V1061, V1081
08 B A62V, M184V, K103S, V106M
09 B M41L, D67E
10 B -
11 B _
12 B M41L, M184V, L210W, T215Y
13 B -
14 B -
15 B M41L, D67N, K70R, T215Y, K219Q
16 B T69INST, K70R
17 B M41L, T215NSTY
18 B M41L, M184V
19 B -
20 B/F -
2 B M41L
22 F M41L, V75M, M184V, L210W, A98G, Y181C
23 B -
24 B/F T215Y, K103N
25 F M41L, E44DE, D67N, L210W, V1061
26 B -
27 B -
28 B D67N, T69N, K70R, M184V, K101E, K103N
29 B MI184V, T215Y
30 B -
31 B M41L, E44D, D67N, T69D
32 B D67N, K70R, V1181, M184V
33 B -
34 B M184V, L210W
35 B -
36 B/F M41L, E44A, D67N, V1181, L210W, T215Y, K219N, K103N
37 F M41L, E44D, D67N, T69D, L210W, T215Y
38 B D67N, K70R
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Paciente Subtipo Mutacoes no gene da Transcriptase reversa

39 B A62V, T6ONT, V751, F77L, F116Y, Q151M
40 B -
41 B/F M41LM, M184V
42 B M184V, L210W
43 B D67N, L210W, Y188NY, T215Y
44 F M41L, K70R
45 B T69N, F116Y, Q151LM
46 B/F M41L, T215Y, K101KT
47 B E44A, D67N, T69D, M 184V
48 B M41L, D67E, T69SG
9 B M184V
50 B M41L, T69A,M184V, T215Y
51 B -
52 B M41L, D67N, K70R, M184V, T215Y, K219Q
>3 B M184V
> B M184V
55 B AG62AV, T69SG, K70R, M184V
56 B M41L, E44D, D67N, T69D, V1181, L210W, T215X
57 B T69A
58 B M41L, D67N, K70R, V75M, M184V, L210W, T215Y, V179D, G190Q
59 B M41L, L210W, A98G, K101E, G190A
60 B T215Y
61 B -
Mutagdes primarias em vermelho.
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Tabela 14- Tabela com as mutacdes encontradas no gene da Protease

Paciente Subtipo Mutacoes no gene da Protease
01 B D30N, N88D, K20I, L63LP, V771

02 B N88D

03 B L10I, L33V

04 B V321, L10V, K20T, L63H, A71T

05 B B

06 B V771

07 B M461, G73C, L90M, L63P, V771

08 B M46L, 154V, V82A, A71V

09 B L63H

10 B L90M, L63P, A7IT

11 B L63P, V771, 193IL

12 B D30N, N88D, L90M, M36I, L63P

13 B L63P, 1931

14 B M36I, L63LP

15 B L63P, V771, 193L

16 B -

17 B -

18 B D30N, M36I, V771

19 B M36l, D60E, L63P

20 B/F L63P, 193L

21 B D30N, N88D, K20K, M36I, D60E

22 F N88S, K20T, M361

23 B L63T, I93L

24 B/F K20R

25 F M36l, D60E, V771

26 B L10I, L63P, 193L

27 B -

28 B V321, M46l, 154V, V82A, L90M, L33M, L63P
29 B M46l, L90OM, L63P, A711, V771

30 B M361, L63P, V771

31 B M46L, 154V, V82A, LOOM, L101I, K20R, M36l, L63T, A71V, 193L
32 B G73A, L90OM, L63P, V771, 193L

33 M36l, L63S

34 B V771

35 B V771

36 B/F 154V, V82M, L90M, K20R, M361, D60E
37 F L90M, M36I, D60E, V771

38 B L63LP, V771

39 B D30N, N88D, K20KM, L63P, 193L
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Paciente Subtipo Mutagdes no gene da Protease

40 B L10I, I93L

41 B/F L90LM, M361

42 B L90M, K201, M36V, L63H

43 B D30N, M46l, L63A, A71AT, V771

44 F V321, L90M, K20T, M36I, D60E, A71V, V771, I93FILV
45 B L63P

46 B/F V82A, K20R, M361

47 B V82M, L90M, M361, L63P

48 B 154V, V82A, L63P

49 B L90M, L10IL, K20KR, M36IM

50 B L90M, K20T, M361, L63LP, A71V

51 B M361

52 B V771

53 B V82A, L90M, L10V, K20M, L331, M36l, L63P, I93L
54 B L10L L63P, V771, 193L

55 B 154V, V82A, L90M, D60E, L63P, A71T

56 B L90LM

57 B -

58 B L33F, M46L, 150V, 154V, V82A, K20R, M361, L63P, A71V
59 B L33F, 154V, V82A, L90M, L10V, M36L, L63H

60 B 154V, V82A, K20R, M36I, L63A

61 B L63P, V771, 193L

Mutagdes primarias em vermelho.
Mutag¢des secundarias em azul.

Mutagdes em preto ndo sdo significantes.

Controle interno da reacao de amplificacao

Como controle interno da reagdo de amplificagdo, todas as amostras foram
submetidas a PCR para amplificagdo de uma regido especifica do gene da B-globina
humana. A figura 23 representa a amplificacdo dessa regido, sendo observado um
fragmento de 110 pb nas amostras positivas. Somente as amostras com PCR positivo foram

incluidas em nosso estudo.
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Figura 23- Amplificacdo de 110 pb do DNA da B-globina humana com os “primers” PCO3
e PCO4. M (Marcador de peso Molecular -Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA);

C+ (Controle positivo da reacdo); 1, 2, 3, 4, 5, 6 (Pacientes positivos para a
Beta globina); C- (Controle negativo)
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5- DISCUSSAO
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O objetivo da Terapia Antiretroviral Altamente Ativa (HAART) € diminuir a
morbidade e a mortalidade associada ao HIV-1, reduzindo ao médximo a replicacao viral.
Apesar dessa terapia ter alcancado seu objetivo, o desenvolvimento de virus resistentes &
estas drogas é freqiientemente observado apds a falha do tratamento (PARKIN et al., 1999;

RACE et al., 1999; PARKIN et al., 2000).

De acordo com HERTOGS et al. (1998), a Terapia Antiretroviral pode falhar
por diversas razdes incluindo: poténcia da droga, ndo aderéncia ao tratamento, fatores
farmacoldgicos e aparecimento de cepas virais resistentes as drogas. A aderéncia, que pode
ser definida como o quanto um paciente toma a medicacao da forma como foi prescrita pelo
médico responsdvel, pode ser um fator determinante para o nimero de mutagdes presentes
(MACHTINGER & BANGSBERG, 2005). A taxa média de aderéncia a terapia
antiretroviral € de, aproximadamente, 70%, enquanto a taxa ideal para um sucesso clinico e

virolégico, ocasionando uma supressao viral, seria em torno de 100%.

Mais de cem mutagdes associadas a resisténcia aos agentes antiretrovirais foram
descritas, abrangendo a regido da transcriptase reversa e da protease (SCHINAZI, et al.,
1998; HERTOGS et al., 1998). Conseqiientemente métodos para a detec¢do de resisténcia e
da resisténcia cruzada sdo necessdrios para o manejo clinico dos pacientes

(HERTOGS et al., 1998).

O Brasil é um pais que apresenta diferencas nos padrdes de subtipos de HIV-1
em suas regides. O subtipo B é o mais prevalente neste pais, seguido do subtipo F
(ROSSINI et al., 2001; MORGADO et al., 2002; TANURI et al., 2002; GADELHA et al.,
2003, SOARES et al., 2003). Apesar do subtipo B ser o de maior prevaléncia no Brasil,
estudos mostram que os subtipos ndo-B estdo se espalhando, e dentre eles merece destaque
o subtipo F, segundo em prevaléncia em diversas regides do Brasil, como, Sdo Paulo,
Distrito Federal e Ceara (SA-FILHO et al., 2003; CERQUEIRA er al., 2004,
GADELHA et al., 2003; BRINDEIRO et al., 2003; SOARES et al,, 2003). O Brasil
responde por 47,5% das seqii€éncias do subtipo F correspondentes a regido da protease
depositada na base de dados de resisténcia aos antiretrovirais de Stanford, seguido pela
Roménia, apontando 22,4%. Na América Latina, a Argentina detem uma prevaléncia

significativa do subtipo F e recombinantes B/F (CARIDE et al., 2000). Apesar desta
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disseminagcdo do subtipo F, pesquisas brasileiras, como por exemplo, a realizada por
FERNANDEZ et al. (2005), mostrou que cerca de 92% dos virus circulantes no estado no
Rio de Janeiro pertence ao subtipo B. Em outro estudo realizado no estado de S@o Paulo,
83,93% das criancgas eram do subtipo B e 16,07% do subtipo F1 (MOLINA et al., 2005),

reforcando a idéia de prevaléncia do subtipo B no nosso pais.

No nosso estudo, observamos que 51 criangas (83,6%) pertencem ao subtipo B,
seis amostras (9,8%) eram formas recombinantes dos subtipos B e F, que também j4 foi
descrita no Brasil (RAMOS er al., 1999; GADELHA et al., 2003; CERQUEIRA et al.,
2004; MOLINA et al., 2005), e quatro sdao do subtipo F (6,6%).

Dos pacientes analisados, 0os que apresentavam carga viral superior a 10.000
copias/ml (67,2%) tiveram maior nimero de mutacOes. Entre os pacientes com carga
inferior a este valor (32,8%), um ndo apresentou mutagdes e dezenove apresentaram até dez
mutacdes. Entre estes pacientes, notou-se que, havia predominancia, nos mais velhos, de
mutacdes no gene da Transcriptase Reversa e entre os mais novos, mutacdes no gene da
Protease. Estudos realizados por JAPOUR et al. (1993) e TUDOR et al. (1992)
demonstraram que a resisténcia a zidovudina, causada por mutacdes no gene da
transcriptase reversa, ocorre durante o tratamento prolongado e estd relacionado a

progressao da doenga, estando de acordo com os nossos resultados.

A zidovudina tem sido largamente utilizada como agente antiretroviral contra o
HIV nos tltimos dez anos (MOHAMED et al, 1998). Segundo The Pediatric AIDS
Clinical Trials Group (ACTG), o estudo do protocolo 076, tem demonstrado que a
zidovudina, reduz significativamente o risco de transmissdo materno-fetal, do virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (EASTMAN et al., 1998). O uso deste medicamento é
aconselhdvel durante a gestagdo; no trabalho de parto, por via intravenosa; e deve ser
prolongado a crianca entre 8-12 horas apds o nascimento, estendido por seis semanas
(MATHESON et al., 1995). Apesar da terapia com esta droga durante o periodo gestacional
ter propiciado uma reducao na transmissao materno-fetal do HIV-1, ainda ndo foi possivel a
eliminacdo total da transmissdo, mas continua sendo a melhor profilaxia adotada. Apesar
destas vantagens, esta droga possui fortes evidéncias que estejam associadas ao genétipo de

resisténcia dos pacientes com HIV. No Hospital das Clinicas de Campinas, desde 1998, a
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medida profildtica para gestantes infectadas pelo HIV € baseada no uso deste medicamento,
a partir do terceiro trimestre de gestacdo, no momento do parto e apds o nascimento do feto.
Devido a este fato, todas as criancas nascidas desde entdo ja foram usudrias dessa droga,
relacionando a alta prevaléncia de mutagdes relacionadas com a sua resisténcia, como por

exemplo, as mutagdes M41L, D67N, K70R, L210W e T215Y.

Outra mutacdo comum, que quando associada as mutacdoes M41L e a T215Y, ¢
a D67N, e geralmente vem acompanhada de mutacdes nas posi¢des 70 e 215. Das
seqiiéncias estudadas foram encontradas 17 (27,8%) seqiiéncias com esta mutacao, e destas,

38,8% apresentaram também a mutacao na posi¢ao 70 e 50% na posi¢do 215.

Analizando a resisténcia associada as mutagdes dos inibidores do gene da
transcriptase reversa foi observada que a mutagdo M41L foi prevalente entre os subtipos B
e ndo-B. Esta mutacdo geralmente vem acompanhada da mutacdo T215Y, que quando
juntas, conferem alta resisténcia a zidovudina e a estavudina (SHAFER et al., 1998). As
associacdes detectadas entre mutacdes e exposicdo a uma droga especifica foram

estatisticamente significantes: o uso da zidovudina estd associado a mutacdo M41L.

Em outros estudos, pacientes que estavam recebendo a zidovudina
apresentaram risco de selecionar variantes com mutagdes de resisténcia no cédon pol 215
ou nos codons pol 215/ pol 41 (LARDER and KEMP, 1989; RICHMAN, 1993;
RICHMAN et al., 1994; SHAFER et al., 1994; BRUN-VEZINET et al., 1997; REY et al.,
1998). No nosso estudo, treze pacientes apresentaram a mutacdo pol 41 associadas a
mutagdo pol 215. Alguns estudos, como por exemplo, BOUCHER et al. (1992),
RICHMAN (1993) e BRUN-VEZINET er al. (1997), mostraram que estas mutagdes
surgem em seqiiéncia. Pacientes que carregam as mutacdes de resisténcia a zidovudina
apresentam carga viral alta, indicando que os mutantes se replicam em um alto nivel
in vivo. De acordo com JAPOUR et al. (1995), a presenga destas mutagdes em ambos os
cddons pol 215 e pol 41 também conferem um aumento do risco de progressdao da doenca e

morte. Em nossa pesquisa, trés pacientes com estas mutagdes foram a 6bito.

Neste estudo, as principais mutagcdes referentes ao gene da transcriptase reversa,
em pacientes que estavam recebendo a terapia antiretroviral, ocorreram nos cédons M41L,

M184V, D67N, T215Y, L210W, K70R, E44D, V118l e KI103N. Foram encontradas
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39 seqiiéncias com pelo menos uma destas mutacdes. Em trabalho realizado com a
populacdo da Bahia (BAHIA er al., 2004), as principais mutagdes encontradas foram
M184V, M41L, D67N, L210W, K70R, VI118I, T215Y e E44D, nesta ordem de
prevaléncia. Em estudo envolvendo pacientes do Estado do Rio de Janeiro, realizado por
Simonetti (SIMONETTI er al, 2003), foram descritas estas mesmas mutagdes, com
excecdo da K70R, demonstrando que provavelmente estas mutacdes sdo prevalentes no

Brasil.

Treze pacientes apresentaram a mutacao L210W, observando uma relacdo entre
esta mutagdo e as drogas zidovudina/lamivudina, pois dez receberam estas duas drogas. Por
outro lado, um estudo realizado por CARIDE et al. (2000), realizado no Brasil demonstrou
que esta mutacdo estava presente em 67% dos isolados, estando associada a resisténcia a
todos os inibidores da transcriptase reversa, com excec¢do da lamivudina e ocorre
geralmente com as mutagdes M41L e T215Y simultaneamente. Em nosso estudo, das
13 seqiiencias com a mutacdo L210W, sete delas apresentavam a M41L e uma apresentava

a T215Y.

Outra droga muito usada no Brasil é a lamivudina, devido a sua praticidade e
baixa toxicidade (WAINBERG er al, 1995). A mutacdo primaria selecionada por esta
droga (HAVLIR et al., 2000), a M184V foi encontrada em grande nimero nas amostras
estudadas (42,6%) e sua freqiiéncia € alta na maioria dos estudos como descritos de
pacientes com falha do tratamento do HIV, como o estudo de WAINBERG et al. (2004).

Dos dezessete pacientes com estas mutagdes, para nove criancas administrou-se a droga

lamivudina em sua terapia e trés fizeram uso desta droga em terapias anteriores.

No estudo de Karmochkine et al. (2000), foram estudados 13 pacientes, onze
apresentavam mutacoes primdrias nos codons 46 e 82, e um paciente com a mutacao D30N.

Neste mesmo estudo, também foi encontrada a mutacao L90OM em 23% dos pacientes.

Em nosso estudo foram encontradas, em pacientes tratados exclusivamente com
nelfinavir e ritonavir, dezenove seqiiéncias com a mutacdo L90OM. Nosso trabalho
apresentou resultados semelhantes ao de Karmochkine (2000), pois quando feita anélise nas

seqiiéncias de pacientes que receberam tratamento com base em apenas um tipo de inibidor
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de protease verificou-se a presenca de trés mutacdes descritas, como criticas para a
resisténcia aos inibidores utilizados: D30N, V82A, L90OM. Entre elas, a D30N, que foi
encontrada em seis seqiiéncias. A mutagdo V82A, considerada a principal para a maioria
dos inibidores da protease, foi encontrada em dez seqii€éncias. Segundo HERTOGS et al.,
(1998), ela é freqiientemente selecionada pelo ritonavir, indinavir e lopinavir. As mutagdes
V82A e L90OM foram encontradas em cinco seqiiéncias € 0 L90M e D30N em apenas uma.

Mutagdo no cédon 46 foi encontrada em seis seqii€ncias.

Segundo o estudo de WU et al. (2003), algumas posi¢des sdo conhecidas por
estarem associadas a diferentes niveis de resisténcia a IPs para o subtipo B: L10I, K20R/T,
D30N, E53D, M46L, 154V, D60E, L63P, A71V, V82A, 184V, N88D, L9OM e I93L.
Comparando este estudo com o nosso trabalho, foram encontradas 33 seqii€éncias com pelo

menos duas destas mutacoes e 20 seqii€ncias com pelo menos trés destas mutagdes.

Algumas mutacdes secunddrias do gene da protease foram observadas em alta
freqiiéncia em nosso trabalho, como, a M36I e L9OM (32,8%), V771 (29,5%) e 193L
(24,6%). As mutacOes mais importantes deste gene foram detectadas em 52,4% das
amostras, na qual a L90M e a M36I foram as mais prevalentes (32,8%). A mutacdo descrita
V771 esta presente neste estudo, e € um polimorfismo comum associado com a resisténcia

ao nelfinavir.

Analisando o perfil do gendtipo de resisténcia aos inibidores da protease a
mutacdo L63P foi a mais prevalente em nosso estudo. Trata-se de um polimorfismo
(RHEE et al.,, 2003), associado a resisténcia em presenga de outras mutacOes. Ela foi
observada na maioria das amostras com freqiiéncia de 42,6%, entre elas apenas uma nao

estava acompanhada de outras mutacdes.

Um estudo realizado com amostras de pacientes ndo tratados no Rio de Janeiro
(DURMANS et al., 2002) demonstrou um grupo capaz de conferir resisténcia moderada ao

nelfinavir, constituido por quatro mutacdes secundarias - M361, L63P, A71V e V771.

Nosso estudo comprovou estes resultados apresentando mutagdes em quarenta e
seis das sessenta e uma seqii€ncias analisadas, observando a presenga de pelo menos uma

delas nas seqiiéncias analisadas. Em uma seqii€ncia foi encontrada a presenga concomitante
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das mutagdes M36I, L63P e V771, em duas verificou-se a presenca destas mesmas
mutacdes, com excecdo da V771, no lugar dela a V71A e em outras oito verificou-se a
presenca da combinacdo M36l e L63P consideradas mutacdes acessorias na protease do
subtipo B. V771, é um polimorfismo relacionado com a resisténcia ao nelfinavir e foi

encontrada em dezessete seqiiéncias.

Como citado por HIRSCH et al. (1999), os inibidores ndo nucleosidicos da
transcriptase reversa, selecionam mutacdes em duas regides diferentes da transcriptase
reversa, que geralmente estdo associadas aos cédons 98 a 108 e 179 a 190. Em nosso estudo
vinte e seis pacientes (42,6%) apresentaram estas mutacdes, sendo que para dezessete

pacientes j4 havia sido administrado medicamento desta classe de drogas.

Um estudo realizado por DEEKS er al. (2001), avaliou algumas mutagdes,
revelando uma significante associacdo entre a exposi¢do da nevirapina com as mutagdes
nos cédons 98G, 1811 e 190A/S, causando resisténcia a esta droga. A avalia¢do associada a
resisténcia aos inibidores nao nucleosidicos da transcriptase reversa revelou uma forte
associacao entre a Nevirapina, Efavirenz e Kaletra (Lopinavir+Ritonavir) com as mutacdes
encontradas nos cédons KI101E, K103N, Y181CYS, pois em todos os pacientes que

receberam estas drogas foram encontradas estas mutagdes.

A selecdo e circulagdo de cepas resistentes podem representar um sério
problema de satide publica, comprometendo todo o programa brasileiro de apoio aos
pacientes com AIDS, que controla a transmissdo e a morbidade/mortalidade do HIV pelo
uso dos agentes antiretrovirais. Além disso, estas cepas de resisténcia podem ser
transmitidas a pessoas ndo infectadas, contribuindo para disseminacdo dessa resisténcia
para toda populacdo brasileira (BRENNER er al, 2000; LITTLE et al., 2002;
TANURI et al., 2002; HIRSCH et al., 2003). E fundamental a manutencdo de programas de
genotipagem para detectar resisténcia do HIV-1 em pacientes com falha terap€utica, pois €

uma importante ferramenta para o manejo da Terapia Antiretroviral Altamente Ativa.

Em resumo, todas as mutacgdes detectadas pela andlise genotipica de resisténcia
foram associadas ao tratamento prescrito e quase 100% das criangas portadoras do HIV-1
com falha no tratamento apresentaram diversas mutagdes no genoma viral associadas a

resisténcia as drogas utilizadas na terapia.
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6- CONCLUSAO
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O subtipo mais encontrado foi o subtipo B, em 83,6% das criancgas, o subtipo F
em 6,6% e o recombinante B/F em 9,8%. Em relacdo 4s drogas inibidoras da transcriptase
reversa, a mutacdo mais encontrada foi a M184V que confere alto indice de resisténcia a
droga lamividina, evidente em 26 pacientes (42,6%). As mutacdes M41L e a T215Y,
geralmente encontram-se acompanhadas, foram também muito encontradas, a primeira em
39,3% das amostras e a segunda em 26,2%. Entre os inibidores da protease, o polimorfismo
L63P teve uma taxa de incidéncia de 42,6%, presentes em 26 pacientes. As mutacdes mais
encontradas relacionadas com os inibidores da protease foram a L90M e a M36l1, que estdao

relacionadas com todos os inibidores de protease.

Foram utilizados os métodos da PCR, Nested- PCR, seqiienciamento e andlise
das seqiiéncias obtidas para a deteccdo de mutagdes que conferem resisténcia aos agentes
antiretrovirais. Em seu conjunto, os dados deste trabalho, aliados a literatura, indicam que o
emprego desta técnica mostrou ser adequada para a andlise dessas mutagdes do HIV-1,

auxiliando o clinico na escolha da terapia ideal para cada paciente.
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7- ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados foram expressos em percentagem e propor¢cdao (nimero de
amostras positivas/ total de amostras testadas). Foram utilizadas tabelas de freqiiéncia para
as diversas mutacdes ocorridas no gene da Transcriptase Reversa e da Protease. Os
resultados foram definidos como estatisticamente significantes em relagdo a quantidade de

amostras testadas em nosso estudo.
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CONSENTIMENTO POS - INFORMACAO

Titulo do Projeto: Resisténcia a drogas antiretrovirais em criangas infectadas pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1).

e Pesquisadores: Beatriz Aparecida Passos Bismara, Dra. Sandra Cecilia B. Costa

Paciente:

HC:

Idade:

Endereco:

responsavel ou tutor legal da  CrIANCA.........coocieiiiiiiiiieerie et e e e seee s
aceito que esta venha a colaborar com um estudo que estd sendo realizado na Universidade Estadual
de Campinas, para a Resisténcia a drogas antiretrovirais em criangas infectadas pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1). para sua deteccdo precoce. Sei que serd realizada de uma
a quatro coletas de sangue periférico (por pungdo venosa, de 03 a 05 ml)) para realizagcdo de PCR
(método mais sensivel e mais rdpido para o diagndstico). Essa investiga¢do ndo acarretard gastos a
minha pessoa nem riscos a saide da crianca. Foi assegurado que os resultados serdo fornecidos
quando for de minha vontade, bem como foi garantido sigilo quanto as informagdes. Poderei
suspender a participagdo da crianca no projeto se assim desejar, sem prejuizo do atendimento

normalmente feito pelos profissionais responsaveis.

Qualquer esclarecimento, entrar em contato com os responsaveis pelo estudo, nos telefones:

* Beatriz Aparecida Passos Bismara- (0XX15) 9719-3373 ou no Lab. de Diagnédstico de Doengas
Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular - (0XX19) 3788-7095, Dra. Sandra C. B. Costa -
(0XX19) 9605-3494 ou, com o Comité de Etica em Pesquisa - (0XX19) 3788-8936.

Campinas, de de 2003.

Responsavel ou tutor Pesquisador

legal pelo paciente
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