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Pilotto, J H. Perfil de resisténcia genotipica do hiv-1 aos anti-retrovirais em uma
populacdo de mulheres infectadas pelo hiv-1 expostas a quimioprofilaxia com
anti-retrovirais para prevencdo da transmisséo vertical do hiv-1 durante a
gestacdo. Rio de Janeiro, 2008. 197 f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em
Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

Introducédo: As diretrizes do Ministério da Saude recomendam que as gestantes que iniciam
esquemas anti-retrovirais de alta poténcia (HAART) para prevencgdo da transmissao vertical
do HIV-1, e que ndo necessitam destes para a sua saude, interrompam o uso dos
medicamentos apos o parto. Entretanto, pouco se sabe sobre a emergéncia de mutagdes de
resisténcia com esta estratégia.

Objetivos: avaliar a prevaléncia de mutagdes de resisténcia primaria em gestantes virgens
de terapia anti-retroviral na visita de inclusdo em uma coorte de gestantes virgens de terapia
anti-retroviral; avaliar o desenvolvimento de novas mutacbes apds a interrupcdo do
esquema HAART apés o parto; avaliar os subtipos do HIV-1; avaliar infecgao recente pelo
HIV-1 usando o Calypte BED Incidence EIA; avaliar a taxa de transmissao vertical do HIV-1
nessa populacao de gestantes.

Métodos: Desde margo de 2005, foi iniciada uma coorte de gestantes portadoras de
infeccdo pelo HIV-1 no Hospital Geral de Nova lguagu. Terapia anti-retroviral de alta
poténcia (HAART) foi usada para prevencao da transmissao vertical de acordo com as
diretrizes Brasileiras. As seguintes avaliagdes imunoldgicas e viroldgicas (CD4, RNA do HIV-
1 e genotipagem) foram realizadas na visita de inclusdo na coorte, 6 a 8 semanas apods o
inicio dos anti-retrovirais, parto e pos-parto [15 dias, 1 més e 6 meses].
Resultados: 250 gestantes foram incluidas e seguidas no HGNI. A idade média foi de 25,3
anos; 69,8% das gestantes ndo brancas, mediana da idade gestacional no inicio do pré-
natal foi de 24 semanas. A mediana de CD4 na visita de inclusdo na coorte foi 518
células/mm® e do RNA do HIV-1 7.800 coépias/mL. Esquemas anti-retrovirais contendo
ITRNN e IP foram prescritos em 22,3% e 77,7% das gestantes, respectivamente. A mediana
de tempo de uso dos anti-retrovirais foi de 84 dias; 76% das gestantes tinham RNA do HIV-1
< 400 coépias/ml no parto. A prevaléncia de resisténcia primaria foi 11,3%; 13,8% das
gestantes desenvolveram mutagdes de resisténcia apds a introducao e interrupg¢ao dos anti-
retrovirais no parto. Infec¢ao recente pelo HIV-1 foi detectada em 13,9% das gestantes no
momento de inclusdo na coorte. Na analise multivariada a presenca de resisténcia primaria
mostrou ser um fator independentemente associado a incidéncia de mutagdes no parto e
apos a interrupcao dos anti-retrovirais. Mulheres com RNA do HIV-1 detectavel no momento
do parto apresentaram um risco de deteccao de mutacdo no parto/pés-parto 3,5 vezes
aquele observado entre as mulheres com RNA do HIV-1 indetectavel neste mesmo
momento. O tempo de uso de HAART mostrou-se independentemente associado a
incidéncia de resisténcia apds a introdugcdo da quimioprofilaxia para a prevencdo da
transmissao vertical nessa coorte, sendo que quanto maior o tempo de uso desse esquema
maior a chance de deteccao de mutacoes.

Concluséo: Alta prevaléncia de mutacdes de resisténcia primaria no momento da inclusédo
na coorte; 13,8% das gestantes desenvolveram mutag¢des de resisténcia apds a introdugéo
e interrupcado dos anti-retrovirais no parto. Infec¢do recente pelo HIV-1 foi detectada em
13,9% das gestantes no momento de inclusdo na coorte. O subtipo B to HIV-1 foi o mais
prevalente. Nao houve transmissao vertical do HIV-1 nessa populagéo estudada.

Palavras-chave: 1. HIV. 2. Gestantes. 3. Quimioprofilaxia. 4. Anti-retrovirais. 5. Resisténcia
genotipica.
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Pilotto, J H. HIV-1 Genotypic resistance profile to antiretroviral drugs in women
infected by HIV and exposed to antiretroviral prophylaxis for the prevention of
HIV vertical transmission during pregnancy. Rio de Janeiro, 2008. 197 f. PhD
Thesis [PhD thesis in clinical research in Infectious Deseases] — Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

Background: Brazilian guidelines stipulate that HIV+ pregnant women initiating HAART for
PMTCT, who do not otherwise need ARV for their own health, discontinue antiretrovirals
after delivery. However, it is unknown how frequent drug resistance is with this strategy.
Objectives: to evaluate HIV-1 primary resistance at baseline visit, the impact of antiretroviral
discontinuation, following delivery for the emergence of genotypic resistance, HIV-1 subtype,
HIV-1 recent Infection using the Calypte BED Incidence EIA, and the rates of HIV-1 vertical
transmission in this population of HIV-1 pregnant women.

Methods: Since January 2005, an HIV+ pregnant women cohort has been established at
Hospital Geral de Nova Iguacu. HAART for PMTCT was used according to the Brazilian
Guidelines. Clinical/lab evaluations (CD4, HIV-RNA and genotyping were performed at
baseline, 6-8 weeks after HAART, delivery and postpartum [15 days, 1 month and 6
months]).

Results: 250 women/babies have been enrolled and followed. Median age is 25.3 years;
69.8% women are non-white, median gestational age at prenatal care initiation is 24 weeks.
Median CD4 cell count at baseline is 518 cells/mm?® and HIV-1 VL 7.800 copies/mL. A NNRTI
and Pl based regimen was prescribed for 22.3% and 77.7% of the women, respectively. The
median time on ART was 84 days; 76% had HIV-1 RNA <400 copies/ml| at delivery. The
prevalence of HIV primary drug resistant was 11.3% at baseline visit and 13.8% of the
women developed new mutations after ART interruption at delivery. HIV-1 recent infection
was detected in 13.9% pregnant women at baseline visit. In the multivariate analysis, HIV-1
primary resistance was independently associated with the development of new resistance
mutations at delivery/post-partum. Pregnant women with detectable HIV-1 RNA at delivery
had a RR of detection of mutations at delivery/post-partum 3.5 times the one for women with
undetectable HIV-1 RNA at delivery. The exposure to HAART was independently associated
with the incidence of resistance after ART initiation for PMTCT.

Conclusion: High prevalence of HIV-1 primary resistance at baseline visit; 13.8% of the
women developed new mutations after ART interruption after delivery. HIV-1 recent infection
was detected in 13.9% pregnant women at baseline visit. HIV subtype B was the most
prevalent. There was no HIV-1 vertical transmission.

Keywords: 1. HIV. 2. Pregnancy. 3. Chemoprophylaxis. 4. Antiretroviral. 5.Genotipic
resistance.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos importantes avangos no conhecimento sobre a patogénese da
infeccdo pelo HIV e do advento da terapia anti-retroviral potente, a epidemia de

HIV/AIDS continua a crescer, especialmente na populagéo feminina (UNAIDS 2007).

De acordo com a ultima atualizagdo global sobre a epidemia de AIDS pela
UNAIDS (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS), o numero total de
mulheres vivendo com HIV/AIDS cresceu de 1.2 milhdes entre 2004 e 2006 para um
total de 17.7 milhdes de mulheres, representando 48% da populagao total de adultos
vivendo com HIV/AIDS em 2007 (UNAIDS 2007). Esse aumento da prevaléncia nas

mulheres tem sido observado em cada regiao e continente.

A morbidade e mortalidade relacionadas ao HIV/AIDS tém tido impacto
crescente entre os mais pobres e desfavorecidos e entre os mais jovens, estando as
mulheres sempre extensivamente representadas nestes grupos. O numero
crescente de mulheres vivendo com HIV/AIDS é um achado dominante na evolugao
desta epidemia no Brasil (MS 2007). A epidemia de AIDS no Brasil conta hoje com
cerca de 470 mil casos confirmados da doencga, dos quais 160 mil sdo mulheres,

estimando-se que ha cerca de 600 mil infectados vivendo com HIV e AIDS.

Anualmente, 3 milhdes de mulheres dédo a luz no Brasil. Segundo estudo
realizado em 2004, numa amostra representativa de parturientes de 15 a 49 anos de
idade de todas as regides do pais, a taxa de prevaléncia de infecgdo pelo HIV em
mulheres no momento do parto € de 0,42%, o que corresponde a uma estimativa de
cerca de 13 mil parturientes com HIV/AIDS por ano (MS 2007). Diante desta
situagdo epidemioldgica e da existéncia de esquema profilatico altamente eficaz

contra a transmissao materno-infantil do HIV, torna-se de grande importancia o



conhecimento, o0 mais precocemente possivel, do estado soroldégico das gestantes, a
fim de iniciar a terapéutica da doenca e/ou profilaxia adequada da transmissao

vertical do virus.

O uso de quimioprofilaxia com anti-retrovirais para mulheres gravidas
infectadas pelo HIV-1 representou um importante avango na prevencao da
transmissao vertical (Connor, Sperling et al. 1994; 1998; Dabis, Msellati et al. 1999;
Pieniazek, Ellenberger et al. 1999; Shaffer, Chuachoowong et al. 1999; Shaffer,
Roongpisuthipong et al. 1999), tendo aumentado a expectativa de vida entre os
portadores de infeccéo pelo HIV (Palella, Delaney et al. 1998) e reduc&o do risco de
transmissao materno infantil do HIV para menos de 1% nos paises desenvolvidos
(Study 2005; Craft, Delaney et al. 2007). Como resultado, mulheres com HIV nao
devem diferir substancialmente das mulheres n&o portadoras do virus no que diz
respeito as questdes reprodutivas e a intengao de ter filhos (Craft, Delaney et al.
2007; Heard, Sitta et al. 2007; Ogilvie, Palepu et al. 2007; Stanwood, Cohn et al.
2007; van Leeuwen, Prins et al. 2007).

Entretanto, o amplo uso de agentes anti-retrovirais e o aumento da
prevaléncia de cepas do HIV resistentes as drogas anti-retrovirais trazem
questionamentos sobre as possiveis implicacdes da resisténcia aos anti-retrovirais
quando utilizados no ambito da prevencdo da transmissao perinatal do HIV-1

(Colgrove and Japour 1999; Masquelier, Descamps et al. 1999).

O desenvolvimento de resisténcia € motivo especial de preocupagao no caso
de esquemas de quimioprofilaxia com barreira genética limitada, tais como os que
contém Nevirapina. Tal situagdo poderia acarretar o desenvolvimento de resisténcia
a este medicamento, e consequentemente a outros anti-retrovirais da mesma classe.
Ja esta bem documentado que regimes de dose Unica de nevirapina para prevengao
da transmissdo materno infantil do HIV podem resultar em resisténcia anti-retroviral,
mesmo virgens para terapia anti-retroviral (Jackson, Becker-Pergola et al. 2000;
Eshleman, Becker-Pergola et al. 2001).

O desenvolvimento de resisténcia pode, potencialmente, comprometer futuras

opgcoes terapéuticas para as mulheres expostas a quimioprofilaxia com anti-



retrovirais, bem como comprometer o uso posterior de quimioprofilaxia em gestacdes

subsequentes.

Existem poucos dados disponiveis na literatura que esclarecam as possiveis
repercussdes da utilizacdo da terapia anti-retroviral de alta poténcia (HAART), no
que diz respeito a toxicidade para o feto, mudangas na histéria natural da infecgao
pelo HIV na mulher, desenvolvimento de resisténcia viral, eventual transmisséo de
cepas virais resistentes para o feto e limitagao de futuras opcdes terapéuticas para a

mulher e para a crianga infectada verticalmente (Lyons, Coughlan et al. 2005).

O Brasil se destaca entre os paises em desenvolvimento por oferecer acesso
universal ao tratamento anti-retroviral. Além disso, sdo disponibilizados também,
gratuitamente, exames de contagem de linfocitos CD4+/TCD8+, quantificagdo de
RNA-HIV-1 e testes de resisténcia aos anti-retrovirais. Ao final de 2007, cerca de
160.000 individuos infectados pelo HIV se encontravam em tratamento anti-

retroviral.

As recomendagdes do Ministério da Saude de quimioprofilaxia com anti-
retrovirais para gestantes portadoras de infecgdo pelo HIV-1, embora permitam o
uso de terapia anti-retroviral potente (HAART) para mulheres com carga viral para o
HIV-1 maior que 1.000 cépias/mL, continuam admitindo o uso isolado de Zidovudina
para aquelas que apresentam Carga Viral do HIV-1 até 1.000 cépias/mL. Além disso,
€ recomendada, como em outros paises, a suspensao da quimioprofilaxia anti-
retroviral apds o parto para as mulheres que ndo necessitem do uso de anti-
retrovirais para tratamento da infeccao pelo HIV. Devido a logistica em realizar
exames de carga viral na rede publica, na maior parte das vezes, a suspensao dos
anti-retrovirais ocorre sem que a quantificacdo de RNA viral seja de fato avaliada, e,
em alguns casos, sem que a carga viral para o HIV-1 esteja indetectavel no plasma
(MS 2006).

O Hospital Geral de Nova Iguagu (HGNI) é um centro de referéncia para
acompanhamento de gestantes portadoras de infeccédo pelo HIV e seus bebés
expostos, para toda a Baixada Fluminense. Em 2005, foi estruturada uma coorte de
gestantes infectadas pelo HIV, com o objetivo principal de estudar a historia natural

da infeccéo pelo HIV nesta populagdo e o impacto da quimioprofilaxia anti-retroviral



para prevencgao da transmissao vertical do HIV-1 na inducédo e desenvolvimento de
mutacdes de resisténcia aos anti-retrovirais, nas gestagbes subsequentes e no
momento em que houver necessidade de inicio de terapia anti-retroviral. Os
resultados aqui apresentados sao fruto de um trabalho realizado em colaboragao
com diversos pesquisadores da Fundacdo Oswaldo Cruz e do Hospital Geral de
Nova Iguagu (HGNI).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFECCAO PELO HIV EM MULHERES

A epidemia de HIV/AIDS no Brasil assumiu dimensdes nacionais, nao se
restringindo aos grandes centros urbanos. Atinge atualmente mais da metade dos
municipios brasileiros, sendo que, nos ultimos anos, avangou entre 0os municipios
pequenos, que tém a menor renda per-capita. Apesar do registro de casos de AIDS
em todos os estados, a epidemia nao se distribui de forma homogénea, observando-
se uma maior concentragdo nas regides Sudeste e Sul, as mais desenvolvidas do
pais (MS 2007).

Desde o inicio dos anos 90, a transmissao heterossexual passou a ser a
principal via de transmissdo do HIV, promovendo crescimento consideravel na
frequéncia de casos entre mulheres, tendéncia que vem se mantendo até os dias
atuais. Dentro deste perfil atual da epidemia, onde a transmissao heterossexual é
predominante, a AIDS deixou de ser uma doenga exclusiva ou predominantemente
de segmentos populacionais sob particular risco e disseminou-se progressivamente
na populagdo geral, obedecendo a dindmicas distintas nos diferentes segmentos

populacionais.

Nos ultimos anos, a epidemia de AIDS no Brasil vem apresentando
importantes mudangas no seu perfil, caracterizando-se pela interiorizacao,
feminilizacao, juvenilizagdo e pauperizagdo. De 1980 a junho de 2007, foram
identificados um total de 474.273 casos de AIDS, sendo 314.294 (66%) casos no
sexo masculino e 159.793 (34%) no sexo feminino (MS 2007). Observa-se que a
razdo de sexo (Homens: Mulheres) no Brasil vem diminuindo ao longo da série
histérica, passando de 15 homens para cada mulher (15,1: 1) em 1986 para 15
homens para cada 10 mulheres (1,5: 1) em 2005. A partir de 1998 houve inversao
da razdo de sexo dos casos de AIDS em jovens de 13 a 19 anos, tendo por

referéncia a totalidade dos casos do Brasil em que o sexo masculino predomina. Em



2005, esse indicador atingiu o valor de 0,6: 1 (H:M), ou seja, 6 homens para cada 10
mulheres, representando uma taxa de incidéncia de 1,7/100.000 hab. e 2,8/100.000
hab., respectivamente. Em jovens de 20 a 24 anos a inversdo da razédo de sexo n&o
foi observada. E importante ressaltar que na faixa etaria de 13 a 19 anos ha uma
clara inversao na razédo de sexo a partir do ano de 1998. Entre 1980 e 2007 observa-
se que, do total de casos identificados em homens, 78% estdo na faixa etaria de 25
a 49 anos. Para as mulheres, essa proporgao corresponde a 71%. Atualmente a
AIDS é uma das principais causas de morte entre as mulheres nos municipios de

Sao0 Paulo e Rio de Janeiro.

Em nivel mundial, a transmissao heterossexual € responsavel pela infecgao
de quase 90% das pessoas que vivem com HIV/AIDS, tendo a maior parte dos
individuos infectados pelo HIV adquirido a infecgao através de exposicdo sexual a
fluidos seminais ou secregcdes cérvico-vaginais (Mostad and Kreiss 1996). Varios
fatores comportamentais e bioldgicos estdo associados a transmissdo do virus e
sugerem um risco potencialmente maior de transmissao heterossexual para a mulher
a partir de seu parceiro infectado pelo HIV (Plummer, Simonsen et al. 1991). As
mulheres sao biologicamente mais vulneraveis, por serem a parte receptiva na
relacdo heterossexual. Uma extensa superficie da mucosa vaginal é exposta ao
sémen, que contém maior quantidade de virus que as secre¢des cérvico-vaginais.
Isto as torna mais vulneraveis que o homem a infecgao pelo HIV ou a qualquer outro

patdgeno sexualmente transmissivel.

As mulheres representam atualmente 48% dos adultos vivendo com
HIV/AIDS no mundo, sendo esta proporgao crescente ao longo do tempo (UNAIDS
2007). A infeccdo pelo HIV atinge as mulheres em idade mais precoce que os
homens e o crescimento dos casos de AIDS na populagao feminina, especialmente
entre as mulheres em idade reprodutiva, tem resultado no aumento dos casos de
AIDS em criangas adquiridos através da transmissao vertical, sendo esta categoria
responsavel pela quase totalidade dos casos de AIDS ocorridos em criangas (MS
2007).

Para obter mais conhecimento sobre essa situagcdo em nosso pais, o
Ministério da Saude (MS) vem realizando, desde 1997, através de seu Programa

Nacional de DST/AIDS, estudos de prevaléncia do HIV em parturientes. O ultimo



estudo, realizado em 2004 (MS 2007), demonstrou uma prevaléncia média de
0,41%, o que corresponde a cerca de 12.635 gestantes infectadas/criangas expostas
ao HIV por ano, no Brasil (estimativa baseada no numero de nascidos vivos —
SINASC). Com o mesmo objetivo foi instituida também pelo Ministério da Saude a
vigilancia epidemioldgica da gestante portadora de HIV. Desde sua implantagédo, em
2000, foram notificados no SINAN 36.326 casos. Em 2005, as regides Sul e Sudeste
apresentaram maiores coeficientes de detecgao de gestante HIV+, respectivamente,
4.8 e 2,3/1.000 nascidos vivos (MS 2007).

Em meédia, 55% dos casos notificados estdo entre as gestantes de 20 a 29
anos e nao existem variagdes significativas na tendéncia da distribuicdo dos casos
por faixa etaria nos anos analisados. Com relagao a escolaridade, observa-se que
51% do total de casos tém entre um e sete anos de estudos concluidos, 23,8% tem
oito anos ou mais e 3,4% nenhum, ressaltando-se que existem 22% de casos em
que essa informac&o encontra-se ignorada, o que compromete a analise das
tendéncias temporais desse indicador. Quanto a variavel raca/cor, 39,5% sao nao

brancas ou pardas, 46,1% brancas, 0,2% indigenas e 0,8% amarelas (MS 2007).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude e da UNAIDS,
estimava-se que, até o final de 2007, 2,5 milhdes de criancas em todo o0 mundo com
idade inferior a 15 anos estivessem vivendo com HIV/AIDS (UNAIDS 2007). Em
2007, 330.000 criangas menores que 15 anos morreram com HIV/AIDS ou com

patologias associadas.

No Brasil, o primeiro caso de transmissao vertical foi notificado em 1985, no
estado de Sdo Paulo. O numero de casos notificado nessa categoria aumentou até
1999, quando passou a ser observado um declinio do numero absoluto de novos
casos. Em relagdo aos casos de AIDS em menores de 13 anos notificados no
Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo (SINAN) de 1980 a 2007, na
categoria de exposigao transmissao sexual, em 2005, observou-se maior propor¢gao
na subcategoria heterossexual, representando 9,2% dos casos. Essa subcategoria
vem crescendo proporcionalmente ao longo do periodo observado. A categoria de

exposi¢ao transmissao vertical é responsavel por 81,6% dos casos.



Embora a sindrome da imunodeficiéncia adquirida, com o avango da
epidemia, tenha se tornado a causa que lidera a morbi-mortalidade materna em
muitas regides do planeta, com o advento da terapia anti-retroviral (TARV), usada na
rotina da assisténcia as gestantes infectadas pelo HIV e seus recém-nascidos, o
mundo vem assistindo a desfechos bem diferentes para maes e bebés que residem
em paises desenvolvidos e nao-desenvolvidos. Com base em evidéncias
provenientes de diversos estudos, aceita-se hoje que a gravidez cause quase
nenhum efeito na progressdo da infeccdo pelo HIV em mulheres com infecgao
recente ou portadoras assintomaticas, causando progressdo mais rapida da doenga
apenas em mulheres com infecgdo em estagios mais avancados (Johnston and Hoth
1993; Bakas, Zarou et al. 1996; Johnston 1996; Brocklehurst and French 1998).

Em relagdo aos efeitos da infecgcéo pelo HIV na evolugéo da gestacao, alguns
autores encontraram os seguintes desfechos indesejaveis da gravidez em mulheres
infectadas: abortamentos espontdneos precoces; natimortalidade; partos
prematuros; recém-nascidos (RN) de baixo peso ao nascer; ruptura prematura das
membranas amnioéticas; co-infeccbes com outras doencgas de transmissao sexual;
infeccbes bacterianas e outras complicagbes infecciosas. Os coeficientes de
complicagdes variam de estudo a estudo, refletindo talvez a extensao da epidemia e
a natureza das doencas relacionadas ao HIV nos diferentes paises, reflexo de uma
interacdo complexa entre condicbes médicas e sociais que afetam a gravidez (Miotti,
Dallabetta et al. 1992; Johnston and Hoth 1993; Temmerman, Chomba et al. 1994;
Langston, Lewis et al. 1995; Shearer, Quinn et al. 1997; D'Ubaldo, Pezzotti et al.
1998).

2.2. TRANSMISSAO VERTICAL DO HIV

As taxas de transmissado vertical do HIV variam nas diferentes regides
geograficas do mundo, sendo que nos EUA estas taxas variavam entre 15-30%
antes da introducdo de qualquer intervencao especifica. Na Europa estas taxas
eram um pouco mais baixas, situando-se entre 13-15%. Por outro lado, na Africa,

num contexto em que as intervencdes preventivas ainda sdo pouco sistematicas, a



transmissao perinatal do HIV ainda mostra-se bastante elevada, situando-se entre
40-50% (UNAIDS 2007).

A taxa de transmissao vertical do HIV, sem qualquer intervencao, situa-se
em torno de 20% (Connor, Sperling et al. 1994). No entanto, diversos estudos
publicados na literatura médica demonstram a reducédo da transmissao vertical do
HIV para niveis entre zero e 2% com o uso de anti-retrovirais combinados, com a
cesariana eletiva e quando a carga viral € menor do que 1.000 cépias/mL ao final da
gestacéo (CDC 2000).

Estima-se que a transmissdao ocorra antes do nascimento em
aproximadamente 30 a 50% dos bebés infectados (em média 38%), definida através
de cultura positiva ou Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) ao nascimento e que
as 50 a 70% infecgdes restantes ocorram durante o processo de trabalho de parto e
parto em populagdes que ndo praticam aleitamento materno (Kind, Rudin et al.
1998).

Com relagdo aos fatores relacionados a transmissao vertical do HIV, os
estudos tém demonstrado que sao varios os associados ao aumento do risco dessa
transmissao, dentre os quais pode-se citar: (a) fatores virais: carga viral materna;
gendtipo, fenotipo viral e diversidade viral circulante; resisténcia viral; (b) fatores
maternos: estado clinico e imunoldgico; estado nutricional; (c) fatores obstétricos: via
de parto; condigdes das membranas amnidticas e tempo de ruptura; hemorragia
intraparto; uso de procedimentos invasivos; (d) fatores comportamentais: pratica
sexual; uso de drogas; (e) fatores inerentes ao RN: prematuridade; baixo peso ao

nascer; amamentagao.

A associagao entre carga viral materna e risco de transmissdo materno-
infantil do HIV foi demonstrada por varios autores (Sperling, Shapiro et al. 1996;
Cao, Krogstad et al. 1997; Coll, Hernandez et al. 1997; Mayaux, Dussaix et al. 1997,
Thea, Steketee et al. 1997; O'Shea, Newell et al. 1998; Shaffer, Chuachoowong et
al. 1999). A taxa de transmissdo aumenta proporcionalmente a viremia materna,
sendo maior nos casos de doenga materna avangada e no periodo entre a aquisigao
da infeccdo e a soroconversdo, ocasido em que se observam altos niveis do

antigeno p24 na corrente sanguinea da mae (Mayaux, Blanche et al. 1995; 2002).
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Varios estudos demonstraram que o AZT foi capaz de reduzir a transmissao
materno-infantii em todos os niveis de carga viral apresentados pelas méaes
(Dickover, Garratty et al. 1996; Sperling, Shapiro et al. 1996; Newell, Gray et al.
1997). O uso de TARV combinada, em virtude de promover maior redu¢do na carga
viral materna, € mais efetivo na prevencéo dessa transmissdo (Bulterys and Lepage
1998).

A presencga de carga viral detectavel nas secregdes cervicovaginais e no
leite materno tem se mostrado importante determinante de risco de transmisséao
intraparto e pela amamentagdo (John and Kreiss 1996). Foi demonstrado que os
niveis de HIV nesses fluidos estédo correlacionados com os niveis de carga viral e de
linfécitos T-CD4+ no sangue (Nduati and John 1995; Nduati, John et al. 1995; John
and Kreiss 1996; John, Nduati et al. 1997). Outros estudos (Fang, Burger et al. 1995;
Thea, Steketee et al. 1997) demonstraram que mais da metade das mulheres com
carga viral maior que 50.000 copias de RNA viral/mL, no momento do parto,
transmitem o virus para seus filhos. Mulheres com maiores chances de transmissao
apresentam em média carga viral de 16.000 cépias de RNA viral/mL, enquanto que
as com menores chances de transmissao apresentam em meédia carga viral de 6.600
copias de RNA viral/mL. Apos controle pelos valores de contagem dos linfécitos T-
CD4+ (Thea, Steketee et al. 1997), esse estudo demonstrou que as mulheres com
carga viral mensuravel foram quase seis vezes mais transmissoras que aquelas com
carga viral indetectavel. Outro estudo demonstrou que, com o decréscimo de
linfocitos T-CD4+, a transmissdo vertical do HIV aumenta quase que linearmente
(1996), demonstrando outros estudos associacdo semelhante (Lallemant, Le Coeur
et al. 1994; Pitt, Brambilla et al. 1997).

Sendo o0 momento do parto a ocasido de maior exposi¢cao da crianga ao
sangue e secreg¢des infectados de sua mae, varios fatores obstétricos foram
identificados como importantes para essa transmissao. Dentre eles: hemorragia
intraparto; procedimentos obstétricos invasivos e parto prematuro (Mandelbrot,
Mayaux et al. 1996).

Varios estudos demonstraram que criangas prematuras tém mais chances
de se infectarem pelo HIV que as de termo (Datta, Embree et al. 1994; 1996; Tovo,

de Martino et al. 1996; Newell, Gray et al. 1997). A duragdo do parto, embora
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relevante, tem menos importancia ao ser comparada a duracdo de ruptura das
membranas amnioéticas (Minkoff, Burns et al. 1995; Pitt and Cotton 1997). A ruptura
prolongada das membranas amnidticas foi citada como importante fator de risco
para transmissado do HIV (1994; Biggar, Miotti et al. 1996; Mandelbrot, Mayaux et al.
1996). Foi demonstrado que, independentemente do tipo de parto realizado, a
duracao de ruptura das membranas amnidticas por periodo maior que 4 horas quase
que dobrou o risco de infecgdo por transmissao vertical (1994). O habito de fumar e
o0 uso de drogas ilicitas, embora sejam fatores que de forma independente se
associam com maior taxa de transmissao vertical do HIV, também colaboram com

esse resultado por favorecer rupturas na placenta (Mofenson 1997).

A cirurgia cesariana eletiva (CCE) foi demonstrada como fator de protegao
para a transmissao vertical do HIV (1994; Dunn and Newell 1994; 1996; Kuhn, Bobat
et al. 1996; Read, Frasch et al. 1998; 1999; Study 2005). Outros estudos
demonstraram que a CCE representa acao protetora adicional mesmo quando essa
intervencdo € realizada em mulheres que receberam tratamento anti-retroviral e
apresentavam carga viral baixa no momento do parto (Kind, Rudin et al. 1998;
Mandelbrot, Le Chenadec et al. 1998).

Outros importantes fatores de risco para a transmissao vertical do HIV s&o:
co-infecgdes por outros patdgenos, tais como a sifilis; nutricdo fetal deficiente
(refletida no baixo peso ao nascer); estado imunologico fetal deficiente (Stiehm,
Mofenson et al. 1995), presente nas condi¢des mencionadas e na prematuridade.
No Brasil, estudo sobre sifilis em parturientes realizado em 2004 mostrou
prevaléncia de 1,6% de mulheres com sifilis no momento do parto. A partir desses
dados foi possivel estimar a ocorréncia de 50.000 casos de sifilis em gestantes no
pais para o ano de 2005 (MS 2007).

Sao aceitas pela comunidade cientifica mundial como verdadeiras
contribuintes para a redugdo da transmissdo vertical do HIV as medidas de
intervencao capazes de: reduzir a carga viral materna (uso de anti-retrovirais durante
a gestacao); proporcionar profilaxia pos-exposicao ao RN (uso do AZT intravenoso
durante o trabalho de parto e o parto propriamente dito e do AZT em solugao oral
pelos recém-nascidos); propiciar a realizagdo rapida do parto (CCE) e a nao

amamentacao.
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A amamentagédo aumenta substancialmente o risco de transmisséo do HIV-1
da mae para o filho; a taxa de transmissédo pela amamentagédo esta estimada em
pelo menos 16% e a amamentagéo prolongada quase que dobra a taxa de infecgao
pelo HIV-1 para os bebés (Tess, Rodrigues et al. 1998).

De acordo com as recomendacgdes para profilaxia da transmisséo vertical do
HIV e terapia anti-retroviral do Ministério da Saude brasileiro as gestantes portadoras
de infecgao pelo HIV deverdo receber sempre profilaxia com medicamentos anti-
retrovirais, com o objetivo de reduzir a transmissao vertical. A orientacdo de
tratamento, e ndo apenas de profilaxia, ira depender de critérios clinicos e
laboratoriais. A zidovudina, sempre que possivel, devera integrar qualquer esquema
terapéutico que venha a ser adotado para a gestante infectada pelo HIV. O uso de
profilaxia com anti-retrovirais deve ser iniciado a partir da 142 semana de gestacéao e
prosseguir durante o trabalho de parto e parto, até o clampeamento do cordao
umbilical (MS 2006).

No intuito de diminuir o risco de desenvolvimento de resisténcia viral quando
a mulher apresenta carga viral alta, recomenda-se que o esquema profilatico com
trés drogas seja o escolhido para mulheres que apresentem carga viral do HIV maior
que 1.000 coépias/mL (MS 2007).

2.3 RESISTENCIA VIRAL

Os virus RNA possuem taxa de replicagcdo mais elevadas quando
comparados aos demais patdgenos, tais como bactérias ou mesmo outros virus.
Este fenbmeno é particularmente observado no HIV-1, que apresenta alta taxa de
replicacédo e utiliza a enzima viral Transcriptase Reversa (RT) para seu ciclo
replicativo, acumulando erros de transcricdo que vao sendo passados ao longo de
geragbes virais, dando origem a um repertério vasto de formas genéticas

heterogéneas conhecidas como “quasiespécies” (Zhang, Carruthers et al. 1997).

O acumulo de mutagdes causado pela alta taxa de erro da enzima RT,

além de elevada frequéncia de replicacao, leva a formacao de diferentes populacoes
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virais que vao se diversificando ao longo do tempo, formando um conjunto de
variantes virais distintas, porém relacionadas entre si (Saag, Hahn et al. 1988),
presentes ndo apenas em diferentes individuos infectados, como coabitando em um
mesmo organismo. Algumas populagbes de virus que contém estas mutacdes
podem ser prejudicadas quanto a sua capacidade de transmissao, infecgao e
replicacdo (“fitness”), porém outras populagdes que sofrem diferentes mutacdes
podem utilizar este fato a seu favor, permitindo que determinados virus mutantes
consigam escapar do sistema imune e mesmo de tratamentos anti-retrovirais

utilizados previamente (Hirsch, Conway et al. 1998).

Sabe-se que a supressdo total da replicagdo viral durante um longo
periodo € um evento raro e a supressao parcial, mesmo com replicagdo ocorrendo
em baixos niveis, parece levar ao surgimento de resisténcia aos medicamentos
(Powderly, Saag et al. 1999). Desta forma, a aderéncia ao tratamento € um fator
critico no sucesso e uma pega chave na duragdo da supressédo virologica (DHHS
2008), considerando que eventuais falhas ao tratamento ocasionam acumulo de
mutacdes de resisténcias aos anti-retrovirais em pacientes portadores de infeccéo
pelo HIV-1.

Alguns estudos mostram que 73% dos pacientes HIV-1 positivos e virgens
de tratamento s&o susceptiveis a terapia anti-retroviral, mantendo a replicacao viral
suprimida por um periodo de diversos anos (Gallant 2004). Por outro lado, sabe-se
que mesmo sem a utilizagdo prévia de nenhum esquema de tratamento anti-
retroviral, um paciente infectado pode albergar virus resistentes a terapia, sendo

este evento conhecido como resisténcia primaria.

A resisténcia aos medicamentos pode ser descrita como um mecanismo de
selecao natural, onde a pressao seletiva do meio ambiente, causada pelo emprego
de medicamentos, seleciona positivamente uma determinada populagdo de virus
existentes que ira replicar-se de forma mais eficiente e continuara a se expandir. Em
pessoas infectadas pelo HIV-1, nas quais a diversidade de populacdes virais &
enorme, serao selecionados os virus que, de alguma forma, escapam da agéao

supressora do tratamento empregado (Vella and Palmisano 2005).
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Existem dois tipos de mutagdes relacionadas a resisténcia aos anti-
retrovirais: as mutagdes principais e as acessorias. A mutacdo principal € aquela que
confere perda significativa de susceptibilidade ao anti-retroviral cuja presenca
selecionou as populagbes virais que a apresentavam. A mutagdo acessoéria ou
secundaria é a que emerge naturalmente para recuperar o “fitness” perdido pelo
aparecimento da mutacao principal, propiciando uma perda de susceptibilidade ao
anti-retroviral que a selecionou. Um acumulo de mutag¢des secundarias pode levar a
uma perda de sensibilidade ao medicamento equivalente a proporcionada por uma

mutacao principal (Shafer 2002).

Quando analisamos as mutagdes que conferem resisténcia parcial ou total a
uma determinada classe de medicamentos, além das mutagdes principais sao
descritas mutagdes acessoérias relacionadas ao “fitness” viral. Em pacientes virgens
de tratamento muitas destas mutagdes ndao chegam a conferir resisténcia, mas
facilitam o surgimento de resisténcia posterior at¢é mesmo as demais classes de

medicamentos anti-retrovirais.

As mutagdes na regido do genoma viral que codifica a transcriptase reversa
(TR) implicam no surgimento de resisténcia aos inibidores nucleosidicos da
transcriptase reversa (ITRN) e aos inibidores nao-nucleosideos da transcriptase
reversa (ITRNN), enquanto as mutacbes na regido codificadora da protease

implicam no surgimento de resisténcia aos inibidores de protease (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Modelo estrutural da enzima Transciptase Reversa do HIV-1 com mutacdes
para os ITRN. Visao frontal em A e dorsal em B (Shafer 2002).
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Figura 2 - Modelo estrutural da enzima Transciptase Reversa do HIV-1 com mutagdes para os
ITRNN. As posig¢des associadas com a resisténcia aos ITRNN estédo indicadas, posicionadas préximo
ao dominio hidrofébico de ligagéo a estes farmacos (Shafer 2002)

Os inibidores da transcriptase reversa atuam inibindo a agdo desta enzima,
responsavel pela conversdo do RNA viral de fita simples em DNA de fita dupla. A RT
€ composta por um heterodimero e a estrutura espacial do dominio que exerce a
atividade de polimerase pode ser comparada a mao humana, com subdominios

referentes aos dedos, a palma da mé&o e ao polegar (Shafer 2002).

Os ITRN atuam como terminadores de cadeia que bloqueiam a extensao
adicional do DNA proviral durante a etapa de transcricdo reversa. Os ITRNN
competem com os deoxinucleosideos trifosfatos naturais (ANTPs) na incorporacao
durante a sintese de novas cadeias de DNA, promovendo o término da cadeia,
interferindo assim na replicagao viral por meio de inibigdo competitiva da RT (Huang,
Chopra et al. 1998).

Os inibidores de protease (IP) atuam na enzima protease viral (PR),
responsavel pelo processo tardio de maturagcao do virion. A enzima reconhece e
cliva diferentes substratos para dar origem as proteinas de matriz, capsideo,
nucleocapsideo e enzimas essenciais, transciptase reversa, integrase e protease
(Peng, Ho et al. 1989). A enzima contém uma aba flexivel que se fecha sobre o sitio
ativo apds a ligagdo do substrato. As estruturas tridimensionais da protease viral
selvagem e de varias formas mutantes resistentes (Figura 3) ja foram determinadas

por cristalografia (Ala, Huston et al. 1997; Mahalingam, Louis et al. 2001).
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Figura 3 - Modelo estrutural da protease do HIV-1 com mutagdes de resisténcia aos Inibidores da
Protease. Os polipeptideos das duas subunidades da protease séo representadas de 1 a 99. O sitio
ativo esta compreendido entre as posigcbes 25 e 27 de ambas as subunidades (Shafer 2002).

Os inibidores da protease podem atuar diretamente no sitio ativo de ligagéo
do substrato com a enzima, ou ainda fora do sitio, causando uma mudanga
conformacional na estrutura espacial da mesma, impedindo que ela desempenhe
sua funcéao, resultando na produgdo de precursores protéicos nao-processados e

virions n&o infecciosos com capsideos imaturos e defectivos.

A resisténcia a esta classe de medicamentos € mediada por pelo menos dois
diferentes tipos de mecanismos. Mutacbes no substrato causam resisténcia por
reduzir a afinidade de ligagdo entre o inibidor e a enzima mutante. Outras mutacgdes
presentes fora do sitio de ligagdo da droga com a enzima, tanto em sua aba flexivel
(Shafer 2002) quanto fora dela (Foulkes-Murzycki, Scott et al. 2007) conferem
polimorfismos conformacionais que também podem contribuir para o surgimento de

resisténcia.



17

2.4 RESISTENCIA PRIMARIA E SECUNDARIA AOS ANTI-
RETROVIRAIS

Um aumento na frequéncia de isolamento de HIV com mutacbes de
resisténcia aos anti-retrovirais, tanto em pacientes extensamente tratados quanto em
pacientes virgens de tratamento, embora a frequéncia nestes Utimos seja bem
menor (Grant, Hecht et al. 2002; Little, Holte et al. 2002).

A resisténcia do HIV aos anti-retrovirais pode ser primaria ou secundaria. A
resisténcia primaria € aquela ja presente mesmo antes do uso da medicagao pelo
individuo infectado, que pode ocorrer pela transmissdo de cepas resistentes ou
mesmo pela geracdo e fixagdo de mutantes resistentes em um individuo infectado
decorrente do alto indice replicativo do HIV-1. A presencga de resisténcia primaria
esta provavelmente mais relacionada a transmissao de cepas de HIV-1 resistentes
aos anti-retrovirais do que a geragéo espontanea. Um estudo realizado entre 2000 e
2002, que analisou 395 pacientes infectados por virus resistentes, verificou que 23%
dos pacientes tiveram sexo desprotegido nos ultimos 3 meses, 0 que resultou em
1.126 eventos de sexo desprotegido com 191 parceiros (Kozal, Amico et al. 2004).
Esses dados ajudam a explicar a crescente prevaléncia de resisténcia primaria e
enfatizam a necessidade e a importancia da implementagdo de estratégias para
reducdo do risco de transmissdo entre as pessoas infectadas. Resisténcia
secundaria € aquela que emerge em decorréncia da pressao de selegcao exercida

pela medicacao anti-retroviral.

Casos de transmissdo de virus resistentes tém sido relatados nos ultimos 10
anos (Erice, Mayers et al. 1993; Conlon, Klenerman et al. 1994; de Ronde, de Rooij
et al. 1996; de Ronde, Schuurman et al. 1996; Quigg, Rebus et al. 1997; Rubio, Leal
et al. 1997; Conway, Montessori et al. 1999; Garcia-Lerma and Heneine 2001;
Johnson, Petropoulos et al. 2001). Como o primeiro anti-retroviral a ser utilizado foi a
zidovudina, os primeiros relatos de transmisséo de virus com mutagao de resisténcia
relacionavam-se a mutacbes que conferem resisténcia a este composto
(Kamkamidze, Sullivan et al. 2001). Com a disponibilizagdo de outros anti-retrovirais,

iniciaram-se também os relatos de transmissao de virus com mutacdes relacionados
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a esses farmacos (Imrie, Beveridge et al. 1997; Hecht, Grant et al. 1998; Conway,
Montessori et al. 1999).

A determinacdo da prevaléncia de resisténcia primaria em diferentes
localidades do mundo é de extrema importancia para o monitoramento da
epidemiologia molecular do HIV-1, podendo teoricamente orientar a terapéutica
empirica inicial dos pacientes de determinada area geografica, variando de 0% a
32% dependendo do pais e da localidade estudados. Ressalta-se a alta prevaléncia
(16%) de resisténcia primaria aos ITRNN em individuos com infecgéo recente no sul
da Califérnia, EUA (Little, Daar et al. 1999). Outro dado importante € o aumento, ao
longo do tempo, da prevaléncia de resisténcia primaria nos EUA entre individuos
com infecgao primaria/recente, de 3,5% entre 1995-1998 a 14% nos anos de 1999-
2000 (Little, Holte et al. 2002).

No Brasil, um estudo conduzido pelo Ministério da Saude que avaliou 535
pacientes cronicamente infectados e provenientes dos Centros de Testagem e
Aconselhamento para o HIV-1 de todo o pais, revelou que a resisténcia primaria nao
ultrapassou no total a prevaléncia de 7%, sendo 2,2% para os IP, 2,4% para os ITRN
e 2,1% para os ITRNN (Brindeiro, Diaz et al. 2003).

Um estudo conduzido com 100 pacientes com infecgao recente pelo HIV-1
na cidade de Santos revelou prevaléncia de 22% de resisténcia aos ITRN, 15% aos

ITRNN e 13% aos IP, com indice de resisténcia cumulativa de 36% (Sucupira 2004).

Alguns estudos demonstram que a taxa de transmissdo de HIV com
resisténcia primaria a um ou mais anti-retrovirais tem crescido no decorrer dos
ultimos anos. As taxas de transmissdo entre os soroconvertores recentes variam
entre diferentes paises: 5% na Suiga; 10% na Franca; 13% na Alemanha; 14% no
Reino Unido; 16,5% em um pool de 9 cidades Americanas; 21% em Quebec e 26%
em Madrid (Brenner, Wainberg et al. 2000; Briones, Perez-Olmeda et al. 2001;
Duwe, Brunn et al. 2001; Yerly, Rickenbach et al. 2001; Grant, Hecht et al. 2002;
Little, Holte et al. 2002).
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Estudos longitudinais realizados nos Estados Unidos da Ameérica em
pacientes com infecgdo primaria demonstraram que apds um aumento crescente da
prevaléncia de resisténcia primaria de 1996 a 2000 (Little, Holte et al. 2002), houve
reducéo de 12,4% para 6,7% de 2000 a 2002. O mesmo foi demonstrado na coorte
Suiga, onde a resisténcia genotipica foi de 8,6% em 1996, 14,6% em 1997, 8,8% em
1998 e 5,0% em 1999 (Yerly, Rickenbach et al. 2001). Na Europa, de forma geral, o
mesmo tem ocorrido (Vernazza, Troiani et al. 2000; Wensing and Boucher 2003).
Estas analises sio de dificil interpretacao, visto que as pesquisas tém dificuldade de

avaliar os fatores de risco para aquisicdo do HIV-1 nas populacdes estudadas.

Nos estudos europeus, a queda na prevaléncia de resisténcia primaria pode
ter influéncia sobre o crescente numero de pessoas infectadas por virus subtipo néo-
B, uma vez que pacientes nesta situacdo normalmente s&o originarios de paises
africanos, onde o uso de anti-retrovirais € bastante restrito. Outro possivel fator
implicado nas recentes quedas observadas na prevaléncia de resisténcia primaria é
0 uso de esquemas de tratamento compostos por medicamentos cada vez mais
potentes. Pacientes tratados com esquemas mais potentes terdo uma chance menor
de transmissao do HIV, uma vez que a viremia desses pacientes € muito reduzida,

ficando dessa forma diminuido o risco de transmissao.

Varios estudos indicam que as mutagdes de resisténcia primaria persistem
por longos periodos de tempo mesmo na auséncia de tratamento (Brenner, Turner et
al. 2003; Barbour, Hecht et al. 2004; Delaugerre, Roudiere et al. 2005). A explicagéo
para isso reside no fato de que, no momento em que uma pessoa se infecta, adquire
uma populagao viral muito homogénea e nado uma mistura de cepas virais, em um
fendbmeno conhecido como transmissao seletiva. Desta forma, ndo haveria uma
populagdo de virus selvagens preexistentes que pudesse emergir na auséncia de

anti-retrovirais.

Uma outra tendéncia que se observa mundialmente com relagdo a
resisténcia primaria é o aumento proporcional de resisténcia aos ITRNN (Grant,
Hecht et al. 2002; Little, Holte et al. 2002; Brenner, Turner et al. 2003; Ross, Parkin
et al. 2004). Esse fenbmeno decorre do tratamento de escolha preconizado em
diversos guias terapéuticos ao redor do mundo nos ultimos anos, composto por

ITRNN em um momento inicial. Além disso, observa-se maior tempo de persisténcia
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das mutagdes que conferem resisténcia aos ITRNN, mesmo na auséncia de pressao
seletiva dos anti-retrovirais, ja que estas nao proporcionam uma perda significativa

da capacidade replicativa do virus.

Alguns estudos mostram que a eficacia do tratamento anti-retroviral fica
comprometida em pacientes infectados por virus resistentes (Little, Daar et al. 1999).
N&o existem, entretanto, muitos trabalhos de grande porte que avaliem a influéncia
da resisténcia anti-retroviral no desempenho do tratamento. A analise retrospectiva
de um estudo clinico com 571 pacientes tratados com FTC, ddl e efavirenz
comparados com d4T, ddl e efavirenz encontrou 16% de resisténcia primaria aos
ITRN ou ITRNN, obsernado-se falha significativamente mais freqliente no grupo de

pessoas com resisténcia primaria (Borroto-Esoda, Myrick et al. 2004).

O grupo de estudo CASCADE Virology Colaboration (Pillay, Bhaskaran et al.
2006) avaliou o impacto da transmisséo de virus resistente (TVR) a medicamentos
anti-retrovirais na histoéria natural da infeccédo pelo HIV-1. Foram acompanhados 300
pacientes portadores de infeccdo pelo HIV-1, virgens de tratamento anti-retroviral,
recrutados no periodo entre 1987 e 1993, nos quais os testes de resisténcia foram
feitos nos primeiros 18 meses apds o diagnéstico da infec¢do pelo HIV-1. Foi
avaliado o impacto da TVR no declinio subsequente de células CD4, na auséncia de
tratamento. O impacto observado parece ser tempo dependente, com maiores taxas
de declinio no primeiro ano que se segue a infeccdo pelo HIV-1. Nao foram
encontradas evidéncias a longo prazo do efeito da TVR na histéria natural da
infecgao pelo HIV-1. O rapido declinio de CD4 no primeiro ano apos infecgado com
TVR nao necessariamente persiste e esse fato deve ser levado em conta nas

decisoes sobre inicio do TARV.

Markowitz e colaboradores relataram um caso de transmissdo de virus
resistente que ficou conhecido como supervirus (Markowitz, Mohri et al. 2005). Neste
caso, ocorrido em Nova lorque, houve a transmissdo de um virus resistente a todos
os ITRN, ITRNN e IP tanto genotipica como fenotipicamente. Além disso, esse virus
era indutor de sincicio ou virus com tropismo X4. A progressao da doenga foi rapida

e a resposta ao tratamento limitada neste caso.
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Um estudo realizado na cidade de Sao Paulo por El-Far e colaboradores
analisou retrospectivamente a prevaléncia de resisténcia primaria em gestantes e a
correlagdo entre a resisténcia primaria e a eficacia da profilaxia anti-retroviral na
prevencao de transmissao vertical. Foi encontrado 20% de resisténcia primaria, o
que correspondia a oito mulheres, das quais quatro apresentavam a mutacao
M184V, duas a mutacdo K103N e duas a mutacdo L90OM. Todas as pacientes foram
tratadas com o medicamento ao qual os virus apresentavam resisténcia, e a apesar
disto todas alcangaram carga viral do HIV-1 indetectavel no momento do parto.
Apesar da eficacia em curto prazo observada neste trabalho, é dificil especular sobre
o desempenho destes tratamentos a médio e em longo prazo (El-Far, Medeiros et al.
2005).

2.5 TESTES DE RESISTENCIA ANTES DO INiCIO DO TRATAMENTO

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO) estimava que mais de dois milhdes
de pessoas tivessem iniciado terapia anti-retroviral (ARV) no final de 2006. Como o
desenvolvimento de resisténcia as drogas anti-retrovirais € inevitavel em populacdes
que fazem uso dos antivirais, a emergéncia de resisténcia deve ser contrabalancada
em relacado aos beneficios da provisao de anti-retrovirais e diminuicdo da morbidade

e mortalidade associadas ao HIV/AIDS.

Os programas de distribuicdo de anti-retrovirais devem operar na tentativa
de minimizar a emergéncia de resisténcia as drogas anti-retrovirais em populag¢des
recebendo terapia, e a resisténcia as drogas deve ser monitorada para assegurar a

eficacia da terapia utilizada.

A Organizagdo Mundial de Saude desenvolveu uma programa/pesquisa de
base populacional para avaliacdo do perfil de resisténcia primaria aos anti-retrovirais,
como estratégia de prevencdo para os paises em desenvolvimento (Bennett,
Bertagnolio et al. 2008; Bennett, Myatt et al. 2008) planejado para ser aplicado em
diversos paises em desenvolvimento, e em pelo menos 47 individuos em cada
regido. O nivel de resisténcia encontrado devera ser categorizado nas seguintes
classes: <5%, 5-15% ou > 15% (Bennett, Bertagnolio et al. 2008; Bennett, Myatt et
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al. 2008; Jordan, Bennett et al. 2008). Essas avaliagdes ja foram implementadas em

21 paises. Sete paises, que ja usam anti-retrovirais ha alguns anos, reportaram

resultados com niveis de resisténcia primaria < 5%: Malawi, Etiopia, Swazilandia,

Provincia Gauteng (Africa do Sul), Bangkok, Vietnam, Tanzania (Bennett,
Bertagnolio et al. 2008).

Alguns estudos indicam que se a prevaléncia de resisténcia primaria for

superior a 5%, (Hecht and Grant 2005) ou mesmo a 1% (Sax, Islam et al. 2005), a

realizagao do teste de resisténcia aos anti-retrovirais antes do inicio do tratamento é

custo-efetiva.

O quadro 1 resume as principais diretrizes com relacdo a indicagcao dos

testes de resisténcia antes do inicio do tratamento anti-retroviral.

EuroGuidelines British HIV

Quadro IAS-USA DHHS o RENAGENO
group Association

Infecgdo aguda e Recomendado Recomendado se Recomendado 1 Recomendado Nao recomendado
infeccdo recente tratamento a decisao a ser testar a amostra usar amostra

em pacientes

independente de

tomada é para o

mais recente

disponivel mais

virgens de anti- resultado do teste inicio da terapia disponivel. Nao préxima a
retroviral de genotipagem atrasar tratamento soroconversao
por resultados do
teste de
genotipagem
Infecgao crénica Recomendado Considerar Recomendado Recomendado N&o recomendado
(1-2 anos ou postergar a especialmente se | considerar / testar a usar amostra
mais) em terapia até que os houver alta amostra mais disponivel mais
pacientes virgens resultados de suspeita de recente se houver préxima a
de anti-retroviral teste de transmissao de elevada taxa de soroconversao
genotipagem virus resistente*. | transmissdo na area
estejam Ensaios ou no grupo de risco
disponiveis. disponiveis podem (>10%) ou alta
Ensaios nao detectar suspeita de
disponiveis podem espécies transmissao de virus
ndo detectar minoritarias resistente®
espécies resistentes as
minoritarias drogas
resistentes as
drogas
Tempo de Considerar Recomendado Nao recomendado
infecgao especialmente se usar amostra

desconhecido em
pacientes virgens
de anti-retroviral

a prevaléncia
regional de
resisténcia

for 2 5%

disponivel mais
proxima a
soroconversao

Quadro 1 - Recomendacgdes para teste de resisténcia genotipica

pacientes virgens de tratamento anti-retroviral (Diaz 2006).

antes do inicio da terapia em
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2.6 FARMACOCINETICA DOS ANTI-RETROVIRAIS E RESISTENCIA

A monoterapia anti-retroviral € um dos principais riscos para a emergéncia
da resisténcia, situacdo que pode ocorrer tanto no momento de interrupgéao de um
esquema terapéutico quanto em eventuais perdas das doses do tratamento
prescrito, em decorréncia das diferentes meias-vidas dos anti-retrovirais contidos em
um esquema. Quando interrompido um esquema com trés medicamentos que
possuem meias-vida diferentes, apds certo periodo de tempo somente duas delas
estardo presentes no sangue (terapia dupla) e, em um momento seguinte, somente
um destes medicamentos tera nivel acima do necessario para supressiao do HIV
(monoterapia). Estdo sob maior risco de selecdo de mutantes resistentes os anti-

retrovirais com meia-vida muito elevada, como os ITRNN.

A nevirapina apresenta uma meia-vida que varia entre 25 e 32 horas, e o
efavirenz, entre 40 e 55 horas (Mackie, Fidler et al. 2004). Em estudo conduzido em
Uganda (Eshleman, Guay et al. 2004), gestantes foram aleatoriamente selecionadas
para receber uma unica dose de nevirapina ou placebo no momento do parto.
Apesar da eficacia na prevencado da transmissao vertical do HIV, observou-se que
com o0 uso de nevirapina maes e recém-nascidos que nasceram infectados
apresentaram niveis em torno de 40% de resisténcia aos ITRNN, apresentando as
mutagdes K103N, V106A/M, Y181C ou G190A (Figura 4).
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Figura 4. Incidéncia e persisténcia de resisténcia a nevirapina em 157 mulheres e 21 criangas apds
uma unica dose da droga durante o parto. Estdo representadas as prevaléncias de mutagbes
detectadas apds 6 semanas e apds 6 meses do parto (Cressey, Jourdain et al. 2005).



24

Os niveis séricos de nevirapina apés uma unica dose neste estudo
persistiram por cerca de 21 dias (Cressey, Jourdain et al. 2005). E interessante notar
que a prevaléncia de resisténcia tanto em maes como em recém-nascidos diminuiu
aos 6 meses quando comparada as 6 semanas, demonstrando que a sensibilidade

dos testes de resisténcia neste caso diminui ao longo do tempo.

Além da meia-vida como fator relacionado ao risco de selecdo de mutacdes
de resisténcia, existe o tempo em que um determinado anti-retroviral permanece na
chamada zona de alta pressao seletiva, que € representada pelo tempo que as
concentracdes séricas do anti-retroviral permanecem entre o ICsp do virus do tipo
selvagem e o ICsp hipotético do HIV mutante. O tempo que um determinado anti-
retroviral permanece na zona de alta pressao seletiva é variavel e, quanto maior este
periodo de tempo, maior a chance de selecdo de mutantes resistentes. Se
compararmos o lopinavir-r com o nelfinavir, primeiro permaneceria 2,6 e 5,3 horas
nesta zona, e o segundo, entre 6 e 12 horas. Este seria um dos motivos que
explicariam a maior chance de selecdo de mutantes de resisténcia de uma droga
sobre a outra (Diaz 2006).

2.7 SELECAO DE RESISTENCIA

2.7.1 MutacOes para os Inibidores de Protease

As mutacdes no substrato do sitio ativo nas posicdes 23, 30, 32, 47, 48, 50,
82, 84, na aba flexivel nas posi¢des 46 e 54 e no interior da enzima nas posicoes 76,
88, e 90 reduzem a sensibilidade a um ou mais inibidores de transcriptase reversa.
As mutagdes nas posi¢cdes 24, 33, 53 e 73 sao mutagdes ndo polimérficas, que
podem ocorrer comumente, e tem efeitos para diferentes inibidores de protease
(Rhee, Taylor et al. 2006).

A resisténcia aos inibidores de protease é determinada por uma complexa
configuragdo de mutagdes, influenciada por diversos fatores. Por exemplo, enquanto
varias mutacdes podem reduzir a sensibilidade ao Nelfinavir, as mutacdes nas
posicoes L23I, D30N, M46l/L, G48V/M, 184V, N88D/S e L90M sao contra-indicagao
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para o uso de Nelfinavir, uma vez que uma resposta viroldgica inferior seria
esperada se comparado com a resposta com outros inibidores de protease (Patick,
Mo et al. 1996; Vray, Meynard et al. 2003; Johnston, Winters et al. 2004; Winters,
Montaner et al. 2008).

Pacientes em uso de esquemas contendo Nelfinavir desenvolvem
resisténcia ao Nelfinavir podendo apresentar trés padrdes distintos de mutacdes aos
Inibidores de Protease: D30N + N88D, L90M, e N88S (Patick, Mo et al. 1996; Patick,
Duran et al. 1998; Atkinson, Isaacson et al. 2000; Walmsley, Becker et al. 2001;
Shafer, Smeaton et al. 2003; Kempf, King et al. 2004; Mitsuya, Winters et al. 2006;
Deforche, Camacho et al. 2007). A mutagdo M46I1/L pode ocorrer sozinha ou com um
dos trés padrées de mutagdes. A mutacdo D30ON ocorre mais comumente que as
mutacdes L90OM e N88S no subtipo B, mas ndo em todos os outros subtipos. A
mutacdo L90M ocorre mais comumente no subtipo C (Grossman, Paxinos et al.
2004; Abecasis, Paraskevis et al. 2005; Abecasis, Deforche et al. 2005). A mutagéo
N88S tem sido reportada mais comumente no subtipo AE (Ariyoshi, Matsuda et al.
2003).

A partir da pressédo seletiva exercida por um medicamento, o virus pode
desenvolver algumas mutagdes especificas, seguindo vias de mutacéo distintas.
Estas vias mutacionais tém relevancia no sentido de que algumas delas podem
implicar em resisténcia cruzada e outras ndo; como exemplo a selecdo dos cédons
D30N ou L90M pelo Nelfinavir, cada um deles acompanhado de mutacdes
acessorias especificas, que emergem tanto in vitro quanto in vivo. Quando emerge a
mutacao do coédon 30, é possivel o tratamento de resgate com um outro inibidor de
protease, uma vez que esta mutacdo causa resisténcia praticamente exclusiva ao
nelfinavir e seu aparecimento oferece pouca possibilidade de resisténcia
cruzada.Por outro lado, quando a mutagéo do cdédon 90 é selecionada, o resgate &
bem mais dificil, ja que este € um codon de resisténcia comum a todos os inibidores
de protease. Quando o virus submetido a presséo seletiva do nelfinavir ndo é do
subtipo B, a via mutacional seguida & quase exclusivamente a do cdédon 90,
sugerindo que a via mutacional deve ter relagdo com a estrutura genética da cepa

viral.
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As mutagdes nas posic¢des 48, 54, 82, e 84 raramente ocorrem em pacientes
recebendo NFV como parte de esquema inicial com inibidor de protease, e, quando
sozinhas, podem causar baixo nivel de resisténcia fenotipica. Quando em
combinagdo com outras mutagdes, estdo associadas com alto nivel de resisténcia e

falta de resposta viroldgica (Rhee, Taylor et al. 2006).

A mutacdo L23l é uma mutacdo raramente selecionada pelo NFV, e
ocorrendo em <1% dos pacientes tratados com NFV (Johnston, Winters et al. 2004).
As mutacdes L33F e M46I/L, embora nao polimoérficas para a maioria dos subtipos,
ocorrem em 0,5 a 1% dos pacientes com subtipo A e CRF01_AE. Varias mutacdes
de resisténcia estdo associadas com aumento na sensibilidade aos inibidores de
protease, incluindo a mutagao I150L que aumenta sensibilidade a todos os inibidores
de protease, exceto para o Atazanavir (Colonno, Rose et al. 2004), as mutagdes
I50V e I54L que aumentam a sensibilidade para o Tipranavir (Schurmann, Elston et
al. 2006), a mutagdo N88S que aumenta a sensibilidade para o Fosamprenavir
(Ziermann, Limoli et al. 2000), e a mutagdo L76V que aumenta a sensibilidade para
o Atazanavir, Saquinavir e para o Tipranavir (Braun and Wiesmann 2007; Vermeiren,
Van Craenenbroeck et al. 2007). As mutacdes L33F e G73S/T/C/A sao selecionadas
pelo NFV e diminuem a sensibilidade ao NFV (Rhee, Taylor et al. 2006).

Em contraste aos inibidores de protease potencializados com Ritonavir,
varias mutagdes polimorficas, incluindo as mutagdes nos cédons 10, 20, 36, 71, e
77, podem estar associadas com diminuicdo da sensibilidade ao NFV e resposta
virolégica, mesmo na auséncia de mutagdes principais aos Inibidores de Protease
(Perno, Cozzi-Lepri et al. 2001). As mutagdes T74S e L89IV estdo mais comumente
associadas com resisténcia ao NFV em subtipos ndo B (Abecasis, Paraskevis et al.
2005; Abecasis, Deforche et al. 2005; Deforche, Silander et al. 2006).

2.7.2 MutacOGes para os Inibidores de Transcriptase Reversa Analogos aos

Nucleosideos

As mutagbes relacionadas aos timidinicos (TAMs) sdao as que mais
comumente ocorrem em pacientes recebendo regimes contendo  analogos
timidinicos (ZDV ou d4T). As mutacdes K70R e T215Y/F reduzem a sensibilidade

da ZDV em 04 a 10 vezes, respectivamente. Entretanto, combinag¢des de 04 ou mais
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TAMs reduzem a sensibilidade ao ZDV em centenas de vezes. Tem sido reportado
que o aparecimento das TAMs esta diminuindo em freqiiéncia, porque tanto a ZDV e
como o d4T estdo sendo usados menos frequentemente como parte de esquema
HAART inicial e mesmo quando esses ITRN sao utilizados a faléncia virolégica é
geralmente diagnosticada precocemente com o aparecimento da mutagdo M184V
(em resposta ao uso do 3TC ou FTC), e de mutacgao de resisténcia aos ITRNN (em
resposta ao uso de regimes com ITRNN) que podem estar presentes mesmo antes
das TAMs aparecerem (Shafer, Smeaton et al. 2003; Eron, Yeni et al. 2006; Gallant,
Dedesus et al. 2006). Apesar disso, o aparecimento das TAMs continua frequente
nos paises em desenvolvimento, nos quais o monitoramento virolégico € menos
frequente e os pacientes recebem como parte do regime HAART inicial, ZDV ou
d4T, por um periodo de tempo maior, antes que o diagnostico de faléncia virolégica
possa ser feito (Chaix, Rouet et al. 2005; Ferradini, Jeannin et al. 2006; Wallis 2007).

Em relacdo a Zidovudina, uma das vias de selegdo de mutantes resistentes
leva em um momento inicial a selegdo dos coédons M41L, L210W e T215Y,
mutacgdes tipo | e outra aos cddons D67N, K70R e K219Q/E/M, mutacdes tipo I
(Yahi, Tamalet et al. 1999; Gonzales, Belitskaya et al. 2003; Marcelin, Dalban et al.
2004; Miller 2004; De Luca, Di Giambenedetto et al. 2006). A chance de seguir por
qualquer uma destas vias € a mesma. A via mutacional que envolve os cédons 41,
210 e 215 leva a um maior nivel de resisténcia a AZT ou a d4T e a resisténcia
cruzada a Tenofovir. No caso das mutacdes associadas aos analogos timidinicos
(TAMs), ap6s o momento inicial em que uma das vias prevalece, vai haver um
acumulo progressivo de mutagdes e alguns pacientes muito experimentados podem
ter 5 ou até 6 TAMs. As mutacbes chamadas reversoras T215C/D/E/S/I/V sao
mutacdes geralmente detectadas em pacientes primariamente infectados com virus
contendo a mutagédo T215Y or F (Goudsmit, de Ronde et al. 1997; de Ronde, van
Dooren et al. 2001; Garcia-Lerma and Heneine 2001). Essas mutagdes ndo reduzem
a sensibilidade aos ITRN, mas sugerem que a mutagaoT215Y/F estivesse presente
em algum momento (Garcia-Lerma and Heneine 2001). Existem dados sugerindo
esquemas de iniciais sejam menos efetivos em pacientes com virus contendo a
mutacao reversora T215 (Violin, Velleca et al. 2004; Van Laethem, Pannecouque et
al. 2007).
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A mutacdo M184V causa alto nivel de resisténcia a Lamivudina (3TC), com
reducao na sensibilidade em mais de 300 vezes. Em pacientes com virus contendo a
mutacdo M184V existe algum beneficio em continuar com o uso do 3TC, porque os
virus com a mutagdo M184V replicam menos que os virus selvagens, além do fato
de que essa mutagdo aumenta a sensibilidade a ZDV, d4T, e ao TDF (Larder 1995;
Nijhuis, Schuurman et al. 1997; Campbell and Katzenstein 2005). Entretanto, o
beneficio da manutenc&o do uso continuo do 3TC sera menor do que o beneficio do

seu uso em pacientes com virus selvagem.

A mutacédo K65R reduz a sensibilidade ao 3TC em 15 vezes (Rhee, Taylor et
al. 2006). Esse nivel de resisténcia parece ser insuficiente para interferir
completamente com a atividade do 3TC in vivo, porque quase todas as falhas
virolégicas em pacientes recebendo essa droga ocorrem com virus contendo a
mutacao M184V, mesmo se a mutagcao K65R ja estiver presente. A mutagédo K65N é
uma mutacgdo rara que tem efeito na sensibilidade aos ITRN semelhante a mutagao
K65R (Margot, Lu et al. 2006; Ross, Parkin et al. 2006).

O Complexo Q151M tem pouco efeito na sensibilidade ao 3TC. Entretanto, a
combinagao da mutagdo Q151M com as mutagdes V75I, F77L, e F116Y reduzem a

sensibilidade ao 3TC em 10 vezes (Shafer and Merigan 1995).

A presengca de 04 ou mais TAMs (M41L, D67N/E/G, L210W, T215F/Y, e
K219E/Q/N/R) esta geralmente associada a uma redugéo de sensibilidade ao 3TC
em 05 vezes. O significado clinico dessa redugao, entretanto, ndo é conhecido. As
mutacgdes M41L, L210W, e T215Y parecem ter o maior impacto na sensibilidade ao
3TC.

A insergdo na posicao 69 ocorre em ~1% dos pacientes tratados, quase
sempre em combinacdo com multiplas TAMs. Essa combinagdo leve a um nivel

intermediario de resisténcia ao 3TC (redugao da sensibilidade em mais de 20 vezes).

A mutacdo E44D e V118l sdo mutacgdes acessoérias que habitualmente
ocorrem com multiplas TAMs. Elas contribuem com algum grau de resisténcia a
cada um dos ITRN, incluindo 3TC e FTC (Lin, Gonzalez et al. 1999; Hertogs, Bloor et
al. 2000; Delaugerre, Mouroux et al. 2001; Montes and Segondy 2002; Romano,
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Venturi et al. 2002; Romano, Venturi et al. 2002; Girouard, Diallo et al. 2003;
Gianotti, Galli et al. 2006).

A regiao do Terminal-C da Transcriptase Reversa (RT) inclui o dominio de
“‘conexao” (289-423) e o dominio da Ribonuclease H (Rnase H) (424-560). A
atividade da RNase H é requerida para clivar parte do RNA dos intermediarios de
replicacdo do RNA/DNA. Polimorfismos na posicdo G333D/E tém sido associados a
resisténcia dupla ao AZT e 3TC (Miller, Sturmer et al. 1998; Gallego, Corral et al.
2002), enquanto que na posi¢cao Y318F tém sido associados a diminuigdo da
sensibilidade aos ITRNN (Harrigan, Salim et al. 2002). Mais recentemente, Nikolenko
e colaboradores mostraram que mutagées no dominio do Terminal — C da RT podem
aumentar, marcadamente o nivel de resisténcia ao AZT, uma vez que essas
substituicbes de aminoacidos estejam combinadas com TAMs classicas (Nikolenko,
Delviks-Frankenberry et al. 2007).

As mutagbes E312Q, G335C/D, N348l, A3601/V, V365I, e A376S no dominio
de conexdo da RT do HIV-1 estdo associados a aumento na resisténcia ao AZT, e
essas mutagdes foram identificadas em amostras de pacientes portadores de
infeccdo pelo HIV-1 (Nikolenko, Delviks-Frankenberry et al. 2007). Em contraste,
mutagdes na RNase H que sao vistas na pratica clinica ndo parecem contribuir para
resisténcia ao AZT (Nikolenko, Delviks-Frankenberry et al. 2007; Ntemgwa,
Wainberg et al. 2007).

Evidéncias independentes do papel das mutagdes no dominio da conexao e
da Rnase H na resisténcia ao AZT derivaram de experimentos in vitro (Brehm,
Koontz et al. 2007). Os autores reportaram o aparecimento da mutagdo A371V no
dominio da conexdo e da mutacdo Q509L no dominio da RNase sob pressao
seletiva do AZT. Ambas as mutagdes, junto com TAMs, aumentam a resisténcia ao
AZT e também causaram aumento na resisténcia cruzada ao 3TC e Abacavir. A
despeito desses avangos na caracterizagado da regido do terminal-C da RT do HIV-1
e 0 seu envolvimento na inducdo de resisténcia aos ITRN, a relevancia clinica das
mutagdes do dominio da conexédo e da Rnase H ainda se mantém elusivos (Cane,
Green et al. 2007; Roquebert, Wirden et al. 2007).
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Soo-Huey Yap e colaboradores reportaram uma caracterizagdo clinica e
bioquimica da mutagao N348l no dominio da conexao (Yap, Sheen et al. 2007), que
se mostrou uma mutagao bastante interessante por diversas maneiras. Os autores
coletaram amostras no British Columbia Center, Vancouver, Canada, e compararam
a sequéncia de individuos com histéria de tratamento prévio (n = 1,009) com
amostras de pacientes virgens de terapia anti-retroviral (n = 368), observando que a
mutacdo N348| estava altamente associada a mutacdo M184V e varias outras
TAMs; entretanto, as analises das amostras de 31 pacientes que ndo tinham
mutacdo na visita inicial nem histdéria de tratamento prévio sugerem que essa
mutacao apareca precocemente, logo apdés o inicio da terapia anti-retroviral.
Observou-se ainda que o tratamento com AZT e o tratamento combinado com AZT e
o ITRNN Nevirapina (NVP) estava associado com aumento na detec¢gdo da mutacéo
N348I. Posteriormente, outros autores reportaram que o aparecimento da mutagcao
N348I| estava associado com um aumento significativo na carga viral, que era
comparavel com o que ocorria com cada uma das TAMs classicas individuais nas
posicbes 219, 215, 210, 70, 67, e 41. Entretanto, os dados deixam claro que a
mutacado N348l ndo interage com os efeitos de resensibilizagdo da mutagao M184V,
resultados consistentes com achados prévios (Nikolenko, Delviks-Frankenberry et al.
2007; Ntemgwa, Wainberg et al. 2007). A mutagdo N348] também conferiu
resisténcia a NVP, e esse efeito foi ampliado com a existéncia de um background da
mutacdo K103N. Com a excecdo de raras mutagdes que causam déficit no “fitness”
viral, e talvez os efeitos de mudangas na posicdo 181 na Estavudina, esse € o

primeiro exemplo de resisténcia dupla a ITRN e ITRNN.

2.7.3 MutacOes para os Inibidores de Transcriptase Reversa Ndo Anélogo aos

Nucleosideos

Mutacgdes principais nas posi¢des 103, 181, 190, 188, e 106 sdo comuns em
pacientes com faléncia virolégica quando em uso de esquema contendo ITRNN, ou
profilaxia com dose unica de Nevirapina (Eshleman, Mracna et al. 2001; Grossman,
Paxinos et al. 2004; Jourdain, Ngo-Giang-Huong et al. 2004; Kantor, Katzenstein et
al. 2005; Deshpande, Jauvin et al. 2007; Kassaye, Lee et al. 2007; Seoighe,
Ketwaroo et al. 2007).
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As mutagcbes K103N, Y181C, G190A/S, Y188L, e V106A/M reduzem a
sensibilidade a NVP em 50 vezes, com a redugao na sensibilidade dependente da
acgao sinergistica de polimorfismos (Rhee, Taylor et al. 2006; Ceccherini-Silberstein,
Cozzi-Lepri et al. 2007; Ceccherini-Silberstein, Svicher et al. 2007). As TAMs
aumentam a sensibilidade aos ITRNN, mas & provavel que ndo restabelecam a
eficacia virolégica na presenca de mutacbes de resisténcia aos ITRNN (Tozzi,
Zaccarelli et al. 2004).

Mutacdes nos codons A98G, V108l e V179D/E sao mutagdes comuns de
resisténcia para os ITRNN que reduzem a sensibilidade a Nevirapina e ao Efavirenz
entre duas a cinco vezes (Rhee, Gonzales et al. 2003). Entretanto, a mutacéo
V179D, e raramente a mutacdo A98G e V108I, sdo observadas em pacientes que
nunca tenham sido tratados com ITRNN (Shafer, Rhee et al. 2007).

A mutacdo K103R é um polimorfismo que nao é selecionado pelos ITRNN;
mas quando presente com a mutagao V179D determina redugao na sensibilidade a
NVP de 15 vezes (Parkin, Gupta et al. 2006). As mutagdes K103S/T/H sdo mutacdes
raras que também causam alto nivel de resisténcia a NVP (Harrigan, Hogg et al.
2005). As mutagdes Y181I/V e G190E/Q/C/T sdo mutagbes raras que também
causam alto nivel de resisténcia a NVP A mutacdo Y188H/C ocorre menos
comumente que a mutagao Y188L e reduz a sensibilidade a NVP de 10 a 15 vezes,

enquanto a mutagédo V106A reduz a sensibilidade a NVP em mais de 50 vezes.

A mutacado V106M ocorre comumente em portadores de virus do subtipo C
que estejam recebendo NVP, e causa alto nivel de resisténcia a NVP (Loemba,

Brenner et al. 2002; Brenner, Turner et al. 2003; Grossman, Paxinos et al. 2004).

As mutagdes acessérias L100I, K101P, P225H, e K238T/N geralmente
ocorrem em combinagao com a mutagao K103N, e juntas reduzem a sensibilidade a
NVP em mais de 100 vezes (Pelemans, Esnouf et al. 1998; Bacheler, Jeffrey et al.
2001; Parkin, Gupta et al. 2006; Rhee, Taylor et al. 2006).

A mutacdo K101E reduz a sensibilidade a NVP entre 5 - 10 vezes (Rhee,
Taylor et al. 2006), enquanto a mutagdo F227L geralmente ocorre com a mutagéo

V106A, e sinergicamente reduz a sensibilidade a NVP (Balzarini, Pelemans et al.
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1998). A mutacdo M230L geralmente ocorre com outras mutagdes de resisténcia
aos ITRNN; mas sozinha € capaz de reduzir a sensibilidade a NVP em 40 vezes . As
mutacdes A98G, V108I, e V179D/E, cada uma isoladamente, é capaz de reduzir em
duas vezes a sensibilidade a NVP. A mutacdo V179D ocorre em 1% - 2% das

pessoas ndo tratadas.

As mutagdées A98G e V108I ocorrem em 0.5% dos individuos virgens para
os ITRNN. Entretanto, o significado clinico dessas mutagdes na resposta aos
regimes de HAART contendo NVP, ainda n&o € conhecido. A mutagédo N348I é uma
mutacao reportada recentemente que, aparentemente, parece ser selecionada tanto
pela ZDV como pela NVP, e reduz a sensibilidade da NVP e DLV entre 5 e 20 vezes
(Hachiya, Sriwiriyanont et al. 2007; Yap, Sheen et al. 2007).

A mutacdo E138K é uma mutacdo rara selecionada in vitro pela Etravirina, e
que pode causar resisténcia de a NVP (Brillant 2004; Sun, Wang et al. 2007). A
mutacdo V179F ocorre quase que exclusivamente em combinagcdo com a mutagao
Y181C e pode causar alto nivel de resisténcia a NVP e Delavirdina, assim como a
Etravirina (Rhee, Gonzales et al. 2003; Vingerhoets, Azijn et al. 2005). A mutagao
F227C é uma mutagao rara associada a ETR, que aparentemente parece reduzir a
sensibilidade a NVP e EFV (Andries, Azijn et al. 2004; Vingerhoets, Azijn et al.
2005).

Varias mutacdes altamente polimérficas para a Transcriptase Reversa, tais
como as mutagdes K101Q, 1135T/M, V179l e L283Il, reduzem a sensibilidade a
Nevirapina e ao Efavirenz em duas vezes e podem atuar sinergisticamente com
mutagdes de resisténcia primaria aos ITRNN (Brown, Czapiga et al. 2007;
Ceccherini-Silberstein, Cozzi-Lepri et al. 2007; Ceccherini-Silberstein, Svicher et al.
2007). Outras mutagdes, tais como L74V, H221Y, K223E/Q, L228H/R e N348I sao
selecionadas primariamente por ITRN, mas podem reduzir a sensibilidade aos
ITRNN (Kleim, Rosner et al. 1996; Rhee, Fessel et al. 2005; Koval, Dykes et al.
2006; Ceccherini-Silberstein, Cozzi-Lepri et al. 2007; Ceccherini-Silberstein, Svicher
et al. 2007; Dykes and Demeter 2007; Yap, Sheen et al. 2007).
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2.8 BARREIRA GENETICA PARA RESISTENCIA AOS ANTI-
RETROVIRAIS

A barreira genética para resisténcia aos anti-retrovirais representa a
distancia genética necesséaria para que se obtenha o desenvolvimento de uma
resisténcia completa a um anti-retroviral. Podemos dividir a barreira genética em trés
grupos: um que leva em consideragdo o numero de mutagdes necessarias para o
decréscimo do efeito anti-retroviral e que tem relacdo fundamental com os inibidores
de protease; o segundo grupo, que leva em conta a rapidez com que uma mutacgao é
selecionada e tem mais relagcdo com os inibidores de transcriptase reversa; e um
terceiro grupo, que leva em consideragao o perfil de mutagbes necessarias para
resisténcia a um esquema anti-retroviral. Enquanto a capacidade de supressao a
niveis indetectaveis tem relagdo com a poténcia da droga ou do esquema anti-

retroviral, a durabilidade do tratamento tem relacdo com a barreira genética.
2.8.1 Barreira genética e numero de mutacdes

Normalmente os inibidores de transcriptase reversa apresentam menor
barreira genética relacionada ao numero de mutagdes para que haja resisténcia, e
uma unica mutagao pode causar um impacto consideravel na suscetibilidade a droga
em questdo. Por sua vez, os inibidores de protease necessitam de um numero maior
de mutagdes para que a resisténcia seja completa. Quando usados sem o
incremento do ritonavir, sdo necessarias pelo melo menos trés mutagdes, das quais
pelo menos uma deve ser a principal, ou mais de 4 mutagdes na auséncia de
mutagdes principais. Quando usados com baixas doses de ritonavir, os inibidores de
protease necessitariam de um numero maior de mutagdes, que variariam entre seis
a dez, para que haja resisténcia completa devido aos altos niveis séricos basais

alcancgados por estas combinacdes.
2.8.2 Barreira genética e facilidade na selecdo de mutagdes

Normalmente sdo necessarias poucas mutagdes para que haja resisténcia aos
ITRN, sendo que na maior parte das vezes uma unica mutacdo ja pode ser
suficiente. Algumas mutacdes sao selecionadas com muita facilidade e rapidez por

certas drogas, como a mutacdo M184V pelo 3TC. Da mesma forma, mutagdes
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selecionadas pela Nevirapina podem emergir com facilidade. Ja drogas como ddl,
por exemplo, necessitam também de uma unica mutacdo, mas estas sé&o
selecionadas a partir de um periodo de tempo bem superior de exposi¢cao a esta
droga (mutagdes especificas como as dos cédons 65, 69 e 74). O quadro 2 resume
este tipo de barreira genética e os diversos ITRN e ITRNN. Uma unica mutagéao
pode ser suficiente para proporcionar resisténcia completa, mas a chance de

selecdo entre as mutagdes varia de droga a droga (Diaz 2006).

Alta Intermediéria Baixa
ddl AZT 3TC
TDF aaT nevirapina
- abacavir -
- efavirenz -

Quadro 2 - Barreira genética e facilidade com que a mutagao é selecionada (Diaz 2006).

2.8.3 Barreira genética e associacdo de anti-retrovirais

Enquanto a poténcia de um anti-retroviral tem relagcdo com a amplitude de
queda da carga viral proporcionado por esta droga em monoterapia, a durabilidade
de um esquema combinado tem relagdo com a barreira genética que o medicamento
proporciona quando parte de um esquema combinado. Em um estudo piloto em que
se tratou 36 pacientes virgens de tratamento com a associagdo de Abacauvir,
Tenofovir e 3TC por 24 semanas foram detectadas 12 falhas virolégicas que
ocorreram precocemente, e os 12 pacientes apresentavam a mutacdo M184V,
enquanto 11 destes tinham também a mutacdo K65R. A mutacdo M184V leva a
resisténcia a 3TC, a K65R provoca a resisténcia ao tenofovir e a associacao de
ambas leva a resisténcia ao Abacavir. Portanto, sdo necessarias somente duas
mutacdes para que se obtenha resisténcia completa a um esquema como este,
inferindo uma baixa barreira genética (Landman, Descamps et al. 2005). O mesmo,
possivelmente, ocorre em esquemas que utilizam a combinacdo de AZT, 3TC e
Abacavir, em que somente duas mutacdes sdo suficientes para comprometer

seriamente a eficacia do esquema (cédons 215 e 184).
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2.9 ADESAO AO TRATAMENTO E RESISTENCIA ANTI-RETROVIRAL

Uma das limitagdes dos estudos envolvendo HAART diz respeito a adesao
ao tratamento. A principio, o grau de adeséao interfere no desfecho clinico, mas essa
informagéo geralmente ndo é obtida de modo sistematico na maioria dos estudos de
coorte, embora, de certa maneira seu impacto possa ser mensurado indiretamente

através das avaliacbes de carga viral (Park-Wyllie, Scalera et al. 2002).

Alguns autores sugerem que a adesao a um tratamento de longo prazo, de
modo geral, ndo ultrapassa os 50% apos um ano de uso de medicacéo e tende a
diminuir a medida que a terapia se torna mais complexa (Wright and Mackereth
1993; Steinbrook 1997).

De indiscutivel importancia para o sucesso do tratamento, a adesado a
terapia tornou-se um dos grandes desafios para as equipes de saude envolvidas no
atendimento de pacientes com infecgdo pelo HIV, incluindo a necessidade de
participacdo multiprofissional, além do esfor¢co do proprio paciente. A principal
dificuldade é o estabelecimento de métodos adequados e fidedignos para medir a
adesao e, mais que isso, solugdes individuais para manter o paciente confiante e
participante indefinidamente. A importancia da adesdo em termos de manutengéo da
resposta viral foi avaliada por Paterson e colaboradores (Paterson, Swindells et al.
2000), na Pensilvania, EUA, utilizando meios eletrénicos. Neste estudo, os frascos
dos medicamentos (IP) eram dotados de dispositivo eletrbnico que registrava a
abertura de suas tampas. Os autores encontraram relagao direta entre adeséao e
carga viral plasmatica sustentada abaixo de 400 copias/mL. Apos trés meses de
acompanhamento, 81% dos pacientes com adesdo maior que 95%, apresentavam
carga viral abaixo do Ilimite de deteccdo, comparados a percentuais
progressivamente menores, alcangando 6% para aqueles com adesao menor que
70%. Foram feitas avaliagcbes individuais por cada paciente e pelo médico, e a
adesdo nao diferiu significativamente do registro eletrbnico. A adesdo as
combinagdes contendo somente um IP foi mais favoravel que para as combinacdes
contendo dois IP (91% vs. 74%, respectivamente) e a diferenga entre combinag¢des

de duas vs. trés doses diarias nao foi significativa.
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Contrariamente, Melbourn e colaboradores (Melbourne, Geletko et al. 1999),
nos EUA, utilizando dois métodos para medir adesao, o relato dos pacientes e a
mensuracao eletronica, calculando os percentuais de doses tomadas em relagao as
doses prescritas, encontraram diferencas entre os dois métodos e concluiram que os
pacientes tendiam a esquecer suas falhas de tomada das medicacbes e acabavam

nao informando as perdas de doses.

Park-Wyllie e colaboradores (Park-Wyllie, Scalera et al. 2002) em revisédo da
literatura analisaram dez estudos identificados entre 1996 e 1999 e concluiram que
existe uma necessidade de concentrar esforcos no apoio ao uso da medicacao,

especialmente em relagéo aos efeitos adversos logo apés o inicio do tratamento.

Mais recentemente Lewis e colaboradores (Lewis, Colbert et al. 2006),
avaliaram o comportamento de pessoas que tinham 100% de adesao ao tratamento
baseada nos dados dos ultimos 30 dias, selecionando aleatoriamente participantes
de um estudo que utilizava o sistema de monitoramento eletrbnico de doses
(eletronic event monitoring - EEM). Este estudo tinha previsto de 12 semanas de
duracdo e a intervencdo de adesdo era realizada através de telefonemas. As
analises mostraram que o sucesso em “lidar” com a medicagao é o ponto principal,
tendo sido identificados como importantes os seguintes pontos: o esquema ou
combinagdo de AR, os proprios pacientes e o ambiente. Adotando expectativas
realistas e atitudes pragmaticas, a ades&do € estimulada quando a medicagao é
encarada como prioridade, quando o paciente acredita na eficacia de sua medicagao

e quando existe uma relagcdo medico-paciente solida.

Falhas no uso adequado do AR permitem que a replicagao viral ocorra na
presenca de niveis séricos aquém do ideal dos medicamentos, favorecendo a
selecao de virus resistente. No entanto, aparentemente a relagcdo entre adesao e

resisténcia viral € mais complexa do que se supunha.

Diferentes estudos vém sendo realizados na tentativa de definir qual seria o
grau de adeséo ideal para evitar resisténcia e quais os perfis de resisténcia entre as

diferentes classes de AR disponiveis.
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Dados de coortes com mensuragdes da adesdo consideradas adequadas
demonstraram a ocorréncia de resisténcia tanto aos IP quanto aos ITRN entre
pacientes com elevado grau de adesé&o ao tratamento (Bangsberg, Charlebois et al.
2003). Em estudos transversos, de Walsh e colaboradores (Walsh and Sherr 2002)
na Inglaterra, e de Howard e colaboradores (Howard, Arnsten et al. 2002) na Suécia,
demonstraram uma relagido linear entre a adesdo e o numero de mutagdes de
resisténcia viral. Gallego e colaboradores (Gallego, Ruiz et al. 2001), na Espanha,
identificaram que a resisténcia aos IP foi limitada para os pacientes com adeséao

maior que 90%.

Estudos longitudinais extensos medindo adesao e resisténcia confirmaram
os achados dos estudos transversos iniciais e concluiram que a adesao constituiria
um indicador independente de acumulo de mutagcbes de resisténcia entre os
pacientes com viremia persistentemente detectavel (Bangsberg, Charlebois et al.
2003; Miller, Liu et al. 2003). No estudo de Bangsberg e colaboradores (Bangsberg,
Charlebois et al. 2003), conduzido na Califérnia, foi encontrada uma associacao
significativa entre a adeséo e o maior tempo em tratamento (p < 0,0001) e supressao
viral (p < 0,0001). Analisando o subgrupo de pacientes que apresentava carga viral >
50 copias/mL, o acumulo de mutagdes esteve positivamente associado a duragao do
tratamento anterior (p = 0,03) e a adeséo (p = 0,002). Quando todos os pacientes
foram incluidos, inclusive aqueles com viremia indetectavel, foi estimado que 23% de
todas as mutagdes de resisténcia aconteceram em pacientes com adesao de 92% a
100% e cerca de 50% de todas as mutag¢des ocorreram na faixa de adesao de 79%
a 100%. Posteriormente, um modelo matematico baseado nesses dados estimou
que a populacao na qual a resisténcia acontece mais frequentemente é aquela com

adesao em torno de 81% (Bangsberg, Porco et al. 2004).

A média dos niveis de ades&o na maioria desses estudos iniciais ficava em
torno de 70%, e a maioria das coortes avaliadas nestes estudos tinha exposigao
prévia a monoterapia e utilizou esquemas anti-retrovirais de menor poténcia e menor
barreira genética a resisténcia, tais como associagédo de dois ITRN e um IP simples.
Desta forma, mesmo um elevado grau de adeséo nao seria suficiente para evitar a
emergéncia de resisténcia viral. Atualmente com a disponibilizagcdo de esquemas

mais potentes incluindo dois ITRN mais um ITRNN e/ou um IP com booster de RTV,
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estima-se que qualquer esquema que permita supressdao duravel com niveis de
carga viral < 50 copias/mL e adesao maior que 95% tera 45% menos resisténcia
quando comparado aos esquemas historicamente utilizados. Essa estimativa se
baseia nos achados do uso de esquemas de primeira linha contendo EFV ou LPV/r,
sendo que quanto maior a supressao viral, menor a chance de resisténcia entre

pacientes altamente aderentes (Bangsberg, Porco et al. 2004).

Dados mais recentes sugerem que as diferentes classes de AR tém padrdes
de relagao entre adesao e resisténcia diferentes. Desta forma, a escolha entre elas
torna-se mais complicada, tendendo a favor dos IP. O exemplo classico desse maior
risco no caso dos ITRNN é a frequéncia de mutagdes de resisténcia encontrada
entre as mulheres que utilizaram NVP em dose uUnica, ou combinada por curtos
periodos, durante a gestacdo, demonstrada nos estudos clinicos de prevengao da
transmissao materno infantil do HIV (Jackson, Becker-Pergola et al. 2000). Parienti e
colaboradores (Parienti, Massari et al. 2004) encontraram resisténcia aos ITRNN
associada a interrup¢des da terapia. Sethi e colaboradores (Sethi, Celentano et al.
2003) encontraram resisténcia entre a maioria dos pacientes tratados com ITRNN
associada a baixos niveis de adesdo, quando comparados aos pacientes tratados

com |P (Parienti, Massari et al. 2004).

Permanece como uma questdo o porqué da diferenca entre as classes de
AR no que tange a relacdo entre adesdo e resisténcia. Dados in vivo e dados
tedricos sugerem que os ITRNN (em especial o EFV) possuem varias caracteristicas
que podem resultar num perfil desfavoravel entre adesdo e resisténcia. Sao
medicamentos muito potentes, exercendo forte pressao seletiva sobre o virus, atuam
num local distante do sitio ativo de sua enzima-alvo, a mutacéao principal que confere
resisténcia ndo afeta o “fitness” ou capacidade de replicagdo do virus e por fim,
possuem meia-vida plasmatica muito longa que permite a persisténcia de niveis
insuficientes para supressao viral nos casos de perdas de doses, favorecendo a
replicagao viral, que acaba acontecendo com mutagdo. A ocorréncia de mutagao
nessa classe confere resisténcia cruzada a todos os outros ITRNN disponiveis até o
momento. Além disso, as mutagdes de resisténcia tendem a permanecer
indefinidamente apdés a suspensdao da medicagdo e, mesmo quando nao

identificadas nos testes de resisténcia, podem reemergir sempre que houver
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reexposicdo a essa classe. Contrariamente, muitos desses fatores citados nao
acontecem para os IP reforcados com RTV, para os quais sao necessarias varias
mutacdes de resisténcia para reduzir sua eficacia. Ademais, como a meia-vida dessa
classe é curta, a permanéncia de niveis aquém do ideal que propiciariam chance de
replicagao viral também é menor durante os periodos de ndo-adesado. Isso explica
porque as mutagdes de resisténcia aos |IP potencializados sdo menos frequientes na
falha viral detectada precocemente. Sugere-se ainda que nesses casos, algumas
dessas variantes mutantes teriam menor capacidade de replicagdo. Em resumo,
para IP ndo reforcado com RTV a maioria das mutagdes surge nos pacientes que
tomam a maioria das doses prescritas com maior incidéncia nas faixas de adesao de
70-80%. Para IP reforcado com RTV o surgimento de resisténcia € limitado
independentemente do nivel de adesao e, para os ITRNN a resisténcia € rara entre
aqueles altamente aderentes, mas muito comum se os niveis de adesao implicarem

supresséo viral apenas parcial (Bangsberg, Porco et al. 2004).

Recentemente, estudo realizado em S&o Paulo por Vaz et al. que tinha por
objetivo avaliar a influencia da gravidez no nivel de adeséo as drogas anti-retrovirais
numa coorte prospectiva composta por 72 gestantes portadoras da infeccdo pelo
HIV gravidas e 79 mulheres portadoras de HIV ndo gravidas. Na analise
multivariada, idade > 29 anos (OR: 3, 58, Cl 95% 0.10 — 0.75, p=0.011), numero
médio de pilulas/dia <6 (OR: 2,53, Cl 95% 1.07 - 6,01, p=0.035) e estar gravida (OR:
3.33, Cl 95% 1.36 - 8.13, p=0.008) estavam independentemente associados com

maior adeséo aos anti-retrovirais (Vaz, Barros et al. 2007).

2.10 DISTRIBUICAO DOS SUBTIPOS DO HIV-1 NO MUNDO

Os estudos sobre a epidemiologia molecular do HIV sdo fundamentais para
a compreensao da dinamica da epidemia, com implicagdes no melhor entendimento
da sua transmissibilidade, progressao clinica, resposta ao tratamento anti-retroviral e

das proprias circunstancias que envolveram o inicio da pandemia.

O HIV é subdividido geneticamente em dois tipos: HIV do tipo 1 e do tipo 2. o

HIV-1, o mais prevalente no mundo, é subdividido em 3 grupos: M (main), O (outlier)
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e N (new). O grupo M é o mais prevalente e subdividido em subtipos denominados
A, B, C, D, F1, F2, G, H, J, K e formas recombinantes circulantes (CRFs) que séo
hibridos entre subtipos diferentes. Todos estes virus encontram-se na Africa, que é o
berco da pandemia, mas o que circula quase com exclusividade na América do

Norte e Europa Ocidental é o virus do subtipo B.

O grupo M do HIV-1 é prevalente em todo 0 mundo e agrupa a maioria
dos virus responsaveis pela pandemia de AIDS (Figura 5). Os grupos N e O séao
geograficamente restritos a paises da Africa Ocidental e Central (Yamaguchi,
Bodelle et al. 2003). Atualmente, todos os tipos, grupos, subtipos e boa parte das

CRFs do HIV sdo encontrados na Africa (Osmanov, Pattou et al. 2002).

Os subtipos e as formas recombinantes do HIV-1 estdo distribuidos a
nivel mundial mostrando faixas de ocorréncia definidas (Figura 5). Atualmente, o
subtipo C é o mais prevalente no mundo, sendo também o responsavel pela
expansdo da epidemia mundial, responsavel aproximadamente pela metade do

numero de novas infecgdes (Alaeus 2000).

Figura 5 - Distribuicdo dos subtipos no mundo. Fonte: retirado e adaptado do site da Rede de
Isolamento e Caracterizagao do HIV; WHO-UNAIDS.
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O subtipo A1 é a forma viral mais prevalente na pandemia depois do
subtipo C, seguido pelo subtipo B que mostra uma maior distribuicdo em paises da
Europa, EUA e América do Sul (Osmanov, Pattou et al. 2002). Atualmente, a forma
recombinante CRF02_AG foi estimada como sendo a principal forma recombinante
do HIV-1 responsavel por novas infeccdes na Africa (Osmanov, Pattou et al. 2002).
O subtipo A predomina na Africa Central e tem apresentado um papel crescente
também na epidemia Russa (Bobkov, Kazennova et al. 2004). Os subtipos B e D séo
0s mais préximos do ponto de vista filogenético e provavelmente derivam de um
ancestral comum (Robertson, Hahn et al. 1995; Robertson, Sharp et al. 1995).
Recentemente, no estado do Rio de Janeiro, nosso grupo realizou a analise
filogenética de cinco amostras de pacientes infectados com o subtipo D, e chegou a
conclusao de que todas as amostras autoctones apresentavam relagéo filogenética
com amostras provenientes da Africa do Sul, mostrando que este subtipo ja se
encontra introduzido e circulante na regidao sudeste do pais (Couto-Fernandez, Silva-
de-Jesus et al. 2005). O subtipo F esta presente no Brasil (Morgado, Sabino et al.
1994; Morgado, Guimaraes et al. 1998; Morgado, Guimaraes et al. 1998), Argentina
(Campodonico, Janssens et al. 1996), Roménia (Apetrei, Buzdugan et al. 1994),
Bolivia (Velarde-Dunois, Guimaraes et al. 2000) e Venezuela (Castro, Echeverria et
al. 2003).

A presenca dos subtipos G e H foi documentada no Gabao, Russia e Uganda
(Janssens, Buve et al. 1997), enquanto que o subtipo J foi encontrado somente na
Africa Central e o subtipo K na Republica Democratica do Congo e Republica dos
Camardes (Korber, Allen et al. 1995; Korber, Learn et al. 1995).

Em muitos paises europeus, da América do Sul, América do Norte e

Australia observa-se amplo predominio do subtipo B (figura 5).

Na Franca, por exemplo, apesar a ocorréncia de multiplos subtipos, apenas
uma minoria de casos é atribuida a subtipos ndo-B (Couturier, Damond et al. 2000).
Aproximadamente, 12% da pandemia global do HIV correspondem ao subtipo B
(Osmanov, Pattou et al. 2002).
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2.10.1 Diversidade Genética do HIV-1 no Brasil

O HIV-1 foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1987 pelo grupo de
pesquisas em HIV/AIDS da Fiocruz a partir de um paciente do Rio de Janeiro
(Galvao-Castro, Ivo-Dos-Santos et al. 1987). A distribuicdo dos subtipos de HIV no
Brasil (Figura 6) é complexa quando comparada com outros paises da América do
Sul. O principal subtipo circulante é o subtipo B, embora resultados de varios
estudos realizados no pais mostrem a presenca dos subtipos C, principalmente no
Sul do pais (Bongertz, Costa et al. 1998; Stefani, Pereira et al. 2000), subtipo F
(Morgado, Sabino et al. 1994; Couto-Fernandez, Morgado et al. 1999; Stefani,
Pereira et al. 2000; Vicente, Otsuki et al. 2000), subtipo D (Morgado, Guimaraes et
al. 1998; Couto-Fernandez, Eyer-Silva et al. 2006), subtipo A (Caride, Brindeiro et al.
2000), além de genomas recombinantes B/F (Sabino, Shpaer et al. 1994; Couto-
Fernandez, Silva-de-Jesus et al. 2005) e B/C (Cornelissen, Kampinga et al. 1996;

Guimaraes, dos Santos Moreira et al. 2002; Guimaraes, Eyer-Silva et al. 2008).

Epidemiologia Molecular do HIV-1 no Brasil

C,D, A, CRF02_AG
CRF28_BF, CRF29_BF
CRF39 BF.CRF40 BF

B, F, B/C, F, B/F, A
CRF31_BC

Figura 6: Distribuicdo dos subtipos no Brasil. Fonte: Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2002; adaptado 2008.

Couto-Fernandez e colaboradores descreveram a primeira forma
recombinante africana CRF2_AG no Rio de Janeiro (Couto-Fernandez, Silva-de-

Jesus et al. 2005). As CRFs s&o virus recombinantes que se fixaram e se
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expandiram em uma determinada area geografica, o que impde mais complexidade
a epidemia. As duas CRFs descritas no mundo sdo recombinantes entre os subtipos
B e F brasileiros: as CRFs 28 e 29 (De Sa Filho, Sucupira et al. 2006), e mais
recentemente foi reportado a presenca de duas novas CRF_BF no Rio de Janeiro;
denominadas CRF_BF39 e CRF_BF40 (Guimaraes, Eyer-Silva et al. 2008).

Diferengas genéticas e antigénicas tém sido descritas entre os virus do
subtipo B circulantes no Brasil, com a ocorréncia de uma variante do subtipo B
denominada B’, que se difere do subtipo B classico por apresentar um motivo
GWGR no topo da alga V3 da glicoproteina do envelope gp120, ao invés de GPGR
em sua assinatura molecular (Potts, Kalish et al. 1993; Morgado, Sabino et al. 1994,

Covas, Biscaro et al. 1998).

A presenca do subtipo C no Sul do Brasil foi detectada primeiramente
em amostras colhidas em um estudo da Organizagdo Mundial da Saude, visando
descrever os subtipos virais em regides onde se planejavam futuros testes de
vacinas (1994). Posteriormente, estudos com amostras de Porto Alegre, obtidas em
1998 (Guimaraes, dos Santos Moreira et al. 2002) e do Rio Grande (de Martinez,
Barbosa et al. 2002) ja evidenciaram uma propor¢ao importante deste subtipo (30%)
nas amostras no sul do pais. Brindeiro e colaboradores, em um trabalho da Rede
Brasileira de Vigilancia de Resisténcia as Drogas (REVIRE) confirmaram a presencga
de uma alta propor¢ao do subtipo C em estados do sul, e o subtipo F como sendo o
subtipo ndo — B mais prevalente no resto do pais de maneira geral (Brindeiro, Diaz et
al. 2003).

Dados de Soares e cols mostraram que o subtipo C entrou no pais
através de uma introdug¢do unica ou através de um grupo de virus geneticamente
relacionados, pois quando comparados com outros virus do mesmo subtipo
formavam um grupo monofilético (Soares, Santos et al. 2003; Soares, De Oliveira et
al. 2003).

2.10.2 Subtipos virais e transmisséo vertical do HIV

Estudos recentes mostraram variagdes entre subtipos nas taxas de

transmissao vertical e alguns autores sugerem que o subtipo materno possa ter um
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papel importante na transmissibilidade e na patogenicidade da transmiss&o. Existem
evidéncias de que € mais comum que a transmissao ocorra com o subtipo D do que
com o subtipo A (Yang, Li et al. 2003), e o subtipo C é mais facilmente transmitido do
que os subtipos D e A (Renjifo, Chung et al. 2003). Estudos comparando a
diversidade genética de isolados virais maternos com o do recém-nascido indicam
que a heterogeneidade viral nestes € bem mais reduzida, sugerindo a ocorréncia de
selecdo de determinadas variantes virais durante a transmissao vertical (Wolinsky,
Wike et al. 1992). No entanto, o papel da variabilidade genética do HIV-1 na

transmissao vertical ndo foi ainda esclarecido.

2.10.3 Resisténcia Viral e Subtipos genéticos do HIV-1

Entre pacientes infectados com virus subtipo B e, provavelmente, também,
entre aqueles infectados por subtipos nao-B, (Weidle, Downing et al. 2003), o
aparecimento da mutagdo K103N com tratamento prolongado ndo supressivo com
NVP esta associado a resisténcia cruzada a toda a classe de Inibidores da
Transcriptase Reversa Nao Nucleosideos (ITRNN) e ao risco de faléncia de
tratamentos futuros com regimes anti-retrovirais que contenham ITRNN, como, por

exemplo, os que contém Efavirenz.

Embora os dados sejam limitados, alguns estudos sugerem que a
sensibilidade natural do HIV-1 as drogas anti-retrovirais pode ser influenciada pelo
subtipo viral (Apetrei, Descamps et al. 1998; Descamps, Apetrei et al. 1998), e
polimorfismos associados com resisténcia as drogas sao frequentemente detectados
em individuos virgens de drogas anti-retrovirais (ARV) com infecgao por subtipos
nao-B (Pieniazek, Rayfield et al. 2000).

No ensaio clinico HIVNET 012, conduzido na Uganda, a prevaléncia de
resisténcia apos profilaxia com dose unica de Nevirapina foi diferente para mulheres
infectadas com o subtipo A, comparadas as infectadas com o subtipo D (Eshleman,
Becker-Pergola et al. 2001). Isso sugere que a frequéncia de resisténcia secundaria
a exposicao a drogas anti-retrovirais pode variar de regido para regiao, dependendo,

entre outros fatores, da distribuicdo de subtipos do HIV-1.
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E possivel que haja um desempenho diferente de drogas que sao
inicialmente testadas em virus e pacientes dos Estados Unidos e da Europa
Ocidental, e temos visto como os polimorfismos naturais dos virus do subtipo ndo-B
podem alterar a suscetibilidade as drogas. Um dos exemplos € a possibilidade de
rapida resisténcia a ITRNN pelos virus do subtipo C por causa da selecdo da
mutacado V106M (Brenner, Turner et al. 2003). Normalmente, nos virus do subtipo B,
a mutacao de resisténcia relacionada ao codon 106 € a V106A (substituicdo de
GTG por GCA) ou V106l (GTG por ATT, ATC ou ATA), que ndo emerge com
facilidade. A mutacdo V106M (substituicdo de GTG por ATG) ocorre rapidamente
nos virus do subtipo C, levando a alto nivel de resisténcia. (Loemba, Brenner et al.
2002).

A prevaléncia das TAMs parece ser diferente entre os subtipos B e nao-B.
De modo geral, as mutagdes selecionadas nos codons 41, 210 e 215 sdao mais
freqlentes nos virus do subtipo B, enquanto as mutacdes no cédon 67 sdao mais

freqUentes nos subtipos ndo-B (Maggiolo, Ripamonti et al. 2004).

Com relagdo ao desempenho do tratamento, sabe-se que o HIV-2 nédo
apresenta suscetibilidade a ITRNN e tem suscetibilidade diminuida a AZT

(Witvrouw, Pannecouque et al. 2004).

Outro aspecto peculiar relaciona-se a um polimorfismo natural em virus do
subtipo F, o L89M, que leva a uma diminuicao de suscetibilidade a maior parte dos
inibidores de protease, especialmente ao Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir e

Amprenavir (Calazans, Brindeiro et al. 2005).

Especula-se que essa alteracao nos virus do subtipo F teria um impacto
semelhante a mutacdo L90M na protease dos virus do subtipo B. De fato, uma
analise retrospectiva mostra que a falha anti-retroviral em pacientes tratados com
AZT, 3TC e Indinavir € maior em pacientes infectados pelos virus do subtipo F do
que nos infectados pelos virus do subtipo B (Accetturi, Pardini et al. 2000). O
polimorfismo [93L, presente nos virus do subtipo C da protease leva a

hipersensibilidade ao Lopinavir (Gonzales, Belitskaya et al. 2003).
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2.11 TESTES DE GENOTIPAGEM

Os testes genotipicos determinam a sequéncia gendmica da regido que
codifica a transcriptase reversa e a protease do HIV-1. Dentre as abordagens
existentes temos a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) seletiva, PCR com
hibridizagdo pelo uso de sondas (LIPA) e sequenciamento gendmico. Os métodos
que utilizam o sequenciamento promovem uma avaliagdo mais ampla e especifica.
Dentre as metodologias temos o sequenciamento manual classico, o
sequenciamento automatizado (ABI, Pharmacia) e o sequenciamento em microchip
por hibridizacao (Affymetrix). Hoje, existem kits comerciais padronizados e
licenciados pelo FDA, como os kits comercializados pela Bayer e pela Abbott. A
sequéncia de nucleotideos, apds o sequenciamento automatizado de DNA, é
determinado e a tradugcdo em aminoacidos se da de forma que cada trinca de
nucleotideos codificara um aminoacido, e a interpretacado disto vai gerar um laudo

de genotipagem.

Varias técnicas foram desenvolvidas para a analise quantitativa da
prevaléncia de variantes virais de baixa frequéncia em quasiespecies virais. Esses
métodos incluem o Sequenciamento Simples do Genoma (Método SGS) e o teste de
resisténcia usando o Sistema Retrotransposon Ty-1 HIV RT e PCR-RT alelo
especifico. Essas técnicas foram utilizadas recentemente para avaliacdo de
variantes virais menores em pacientes participando do estudo ACTG 398 (Hammer,
Bassett et al. 2003),

Os testes laboratoriais que utilizam analise de acidos nucléicos, como é o
caso dos testes de genotipagem, s&o otimizados para os virus que circulam no
mundo desenvolvido, no caso os do subtipo B. Desta forma, o desempenho dos
testes comerciais aqui no Brasil eventualmente pode ficar um pouco prejudicado,

propiciando resultados falso-negativos.
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2.12 INTERVENCOES PARA PREVENCAO DA TRANSMISSAO
VERTICAL E EMERGENCIA DE RESISTENCIA ANTI-RETROVIRAL

Desde o final de 1994, com a publicacdo dos resultados do protocolo 076
sabe-se que o uso da zidovudina (AZT) a partir da 14 semana de gestagao, durante
o trabalho de parto e pelo recém-nascido, nas primeiras seis horas de vida, e até a
sexta semana de vida, pode reduzir em 67% o risco da crianga nascer infectada
(Connor, Sperling et al. 1994). Os resultados do ACTG 076 foram posteriormente
validados para mulheres com comprometimento imunolégico mais acentuado
(Mofenson 1997).

Depois desse estudo, varios outros estudos realizados nos Estados Unidos,
Europa, Africa e Asia, confrmaram a eficacia da zidovudina na reducgdo da
transmissao vertical (Dickover, Garratty et al. 1996; Sperling, Shapiro et al. 1996;
Newell, Gray et al. 1997; Dabis, Msellati et al. 1999; Shaffer, Chuachoowong et al.
1999; Wiktor, Ekpini et al. 1999), ainda que a intervengcdo com zidovudina se dé
tardiamente na gestacdo, mesmo quando administrada apenas para o recém-

nascido, até 48 horas apds o nascimento (Wade, Birkhead et al. 1998).

A transmissdo vertical também foi avaliada no ambito da vigilancia
epidemiologica no Estado de Nova York, nas gravidas infectadas pelo HIV que
receberam diferentes componentes do esquema completo com AZT. A transmissao
foi menor (6,1%) no grupo que recebeu os trés componentes do esquema (durante a
gestacao, intraparto e neonatal). A taxa de transmissao foi um pouco mais elevada
(10%) quando somente os componentes intraparto e neonatal foram incluidos de
fato na intervencdo. No grupo que recebeu exclusivamente o componente AZT
neonatal, as taxas de transmissao foram diferentes, de acordo com o momento de
inicio do AZT solucao oral para os recém natos: para aqueles que iniciaram o AZT
apos 48h de vida esta taxa foi de 18,4%. Nos casos em que o AZT né&o foi
introduzido em momento algum, a taxa de transmissdo observada foi de 26,6%
(Wade, Birkhead et al. 1998).
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Embora a terapia anti-retroviral hoje disponivel tenha um importante impacto
na mortalidade e morbidade por AIDS, o uso prolongado desses agentes anti-
retrovirais esta associado a toxicidades e ao desenvolvimento de mutacdes
especificas do HIV-1, que levam a resisténcia viral a agentes anti-retrovirais (Mellors
1998; Colgrove and Japour 1999; Masquelier, Descamps et al. 1999). A transmissao
vertical do HIV-1 de mulheres crébnicamente infectadas para os seus bebés reflete a

dindmica de diversos fatores imunoldgicos e virologicos.

Uma variedade de regimes anti-retrovirais e estratégias terapéuticas foram
estudadas em diferentes areas geograficas, e virtualmente todos os estudos
demonstraram redugdo da transmisséo vertical de magnitude semelhante ou maior
aquela observada no estudo PACTG 076 (Shaffer, Bulterys et al. 1999). No estudo
ACTG 316, a Nevirapina foi administrada no inicio do trabalho de parto em adigédo ao
esquema anti-retroviral utilizado pela gestante (mono, duplo ou triplo), ndo sendo
demonstrado beneficio em termos de reducdo da transmissao vertical. Além disso,
verificou-se a emergéncia de mutag¢des associadas a resisténcia aos ITRNN em 11%
(5/46) das maes com viremia detectavel > 400 cépias/mL. (Cunningham, Ank et al.
2001; Dorenbaum and Miserez 2001; 2003).

Posteriormente, o estudo HIVNET 012 demonstrou que uma dose Unica de
Nevirapina administrada a mée na hora do parto reduziu a transmisséo vertical do
HIV-1 em até 50% (Guay, Musoke et al. 1999; Jackson, Musoke et al. 2003). Essa
estratégia tem a vantagem da poténcia, farmacocinética prolongada da Nevirapina e
facil administragdo de uma unica dose, imediatamente antes do parto. Os estudos
PACTG 316 e HIVNET 012 evidenciaram um risco de 16 a 20% de resisténcia a
Nevirapina (NVP) entre as criangas nascidas de maes transmissoras (Jackson,
Becker-Pergola et al. 2000; Cunningham, Wara et al. 2001; Cunningham, Ank et al.
2001; Dorenbaum and Miserez 2001; Eshleman, Mracna et al. 2001).

O sucesso na redugao da transmissao perinatal do HIV ocorreu apesar de
um aumento na prevaléncia de resisténcia as drogas antivirais em individuos
multitratados, incluindo mulheres gravidas, e uma prevaléncia baixa, mas crescente,
de resisténcia a drogas anti-retrovirais entre individuos virgens de tratamento anti-
retroviral (Little, Holte et al. 2002; Susman 2002).
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Sabe-se que a resisténcia a Zidovudina (ZDV) e a Nevirapina (NVP) pode
aparecer quando essas drogas sao usadas para profilaxia perinatal. Entretanto, ndo
se sabe se 0 aparecimento de resisténcia comprometera o tratamento subsequente
da infecgéo pelo HIV-1 com regimes de combinagédo dessas drogas. A resisténcia é
relativamente incomum apés periodos breves de tratamento com monoterapia com
ZDV. Entretanto, a resisténcia a Nevirapina é frequentemente vista apds dose unica
de natureza similar (profilaxia), desaparecendo as mutagdes no plasma alguns
meses apos o parto. Nao se sabe se esta breve exposicdo a Nevirapina é suficiente
para o estabelecimento de variantes resistentes (isto €, em reservatorios latentes ou
como variantes menores no plasma) em niveis suficientes para comprometer
tratamentos subsequentes com um regime contendo Inibidores de Transcriptase N&o
Nucleosideos (ITRNN)

Dados de pacientes com experiéncia anterior por periodos mais longos de
monoterapia com ZDV, para tratamento de infecgdo pelo HIV-1, sugerem que a taxa
de resisténcia € baixa nos primeiros meses de exposi¢cao a droga (Richman, Grimes
et al. 1990). Estudos de resisténcia em mulheres que participaram do ACTG 076
demonstraram que somente uma mulher tinha selecionado a mutacdo K70R no
parto e nenhuma havia selecionado a mutagdo T215Y/F (Eastman, Shapiro et al.

1998). Entretanto, este estudo ndo analisou outras mutag¢des de resisténcia ao AZT.

Analise de resisténcia em mulheres que receberam ZDV durante a gestacao
no Swiss Collaborative HIV and Pregnancy Study (Kully, Yerly et al. 1999) e no
Women and Infant Transmission Study (WITS) apresentaram taxas maiores de
resisténcia a ZDV (Welles, Pitt et al. 2000).

Periodos curtos de monoterapia com ZDV também foram utilizados nos
paises em desenvolvimento, como estratégia para prevengcdo da transmissao
materno infantil do HIV-1. Em um estudo na Costa do Marfim em que a ZDV foi
iniciada em mulheres com 36 semanas de gestacgéo, virgens de tratamento para
ZDV, nao foi observada resisténcia ao AZT nas 20 mulheres que foram analisadas
(Ekpini, Nkengasong et al. 2002).

Bauer e colaboradores (Bauer, Welles et al. 2003) pesquisaram resisténcia

as drogas anti-retrovirais entre mulheres gravidas infectadas pelo HIV-1, incluidas no
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Women and Infant Transmission Study — WITS, uma das coortes mais antigas de
transmissao perinatal nos EUA. Os achados deste estudo parecem ter subestimado
o risco de transmissdo perinatal na presenca de virus materno com resisténcia
fenotipica a Zidovudina, levando-se em conta estudo anterior da coorte WITS, que
evidenciou risco de transmissdo aumentado em mulheres com virus com resisténcia

genotipica a Zidovudina (Welles, Pitt et al. 2000).

O desenvolvimento de resisténcia viral de alto nivel a Zidovudina requer
multiplas mutagdes no gen da transcriptase reversa, que geralmente aparecem
antes de quatro meses de tratamento continuo com a Zidovudina. Ha casos
documentados nos EUA de transmissdo de virus resistentes da mae para o bebé
(Frenkel, Wagner et al. 1995b; Frenkel, Wagner et al. 1995a; De Jose, Ramos et al.
2001).

Entre as mulheres virgens de tratamento anti-retroviral no momento em que
receberam profilaxia com Zidovudina para prevengao da transmissao vertical, dados
tanto do PACTG 076 quanto do ensaio clinico de Zidovudina de curso breve na
Costa do Marfim evidenciaram que o desenvolvimento de resisténcia viral a
Zidovudina no momento do parto foi infrequente, ndo havendo evidéncia de que as
mulheres que desenvolveram resisténcia viral a drogas anti-retrovirais estivessem
sob maior risco de transmissdo de virus resistente aos seus bebés (Eastman,
Shapiro et al. 1998; Ekpini, Nkengasong et al. 2002). E possivel que esses virus

resistentes sejam menos transmissiveis.

Em outro estudo que acompanhou a transmissao vertical de pares (WITS),
quando ambos, o virus selvagem e o virus com resisténcia com mutagdo no cédon
70 para a Zidovudina estavam presentes na mae, verificou-se que apenas o virus

selvagem foi transmitido para o bebé. (Colgrove, Pitt et al. 1998).

Alguns estudos que avaliaram o risco de transmissao da infec¢do pelo HIV
em mulheres extensamente expostas aos anti-retrovirais, cuja populagao viral
dominante era resistente a Zidovudina (resisténcia por terapia prolongada e nao por
profilaxia para prevencdo da transmissdao materno-infantil) foram inconclusivos.
Resultados do Women and Infant Transmission Study — WITS, e do estudo PACTG

185 sugerem aumento no risco de transmissdo materno-infantii do HIV entre
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mulheres com resisténcia viral a Zidovudina (Welles, Pitt et al. 2000; Mofenson 2002;
Bauer, Welles et al. 2003). Entretanto, dados de outra coorte perinatal, PACTS
(Perinatal AIDS Cohort Transmission Study), ndo evidenciaram associagao entre a
presengca de cepas resistentes em mulheres e o risco de transmissao (Palumbo,
Holland et al. 2001).

Diversas questdes relacionadas a prevencdo da transmissao vertical,
resisténcia as drogas anti-retrovirais e ao tratamento anti-retroviral tém
caracteristicas especificas nos diferentes paises. Uma questdo critica é se a
resisténcia aos anti-retrovirais entre gestantes extensamente tratadas com anti-
retrovirais e aumento das taxas de resisténcia primaria aos anti-retrovirais em
gestantes virgens de tratamento resultard em aumento nas taxas de transmisséo
perinatal do HIV-1, revertendo o curso do sucesso de prevencao da transmissao

perinatal.

O uso da Nevirapina em dose unica apresenta uma desvantagem, pois a
pressao seletiva desta droga quando administrada isoladamente, em dose unica,
seleciona virus resistentes aos ITRNN no plasma materno, detectaveis mesmo
quando avaliados com técnicas de sequenciamento viral pouco sensiveis
(Eshleman, Becker-Pergola et al. 2001; Beckerman 2003). Entretanto, utilizando-se
estas mesmas técnicas de sequenciamento menos sensiveis nao foi possivel
demonstrar variantes virais resistentes as drogas anti-retrovirais no plasma,

transcorridos alguns meses (Eshleman, Mracna et al. 2001).

No estudo ACTG 398 foi demonstrado que o sequenciamento viral padrao
nao foi capaz de detectar mutagdes de resisténcia viral aos ITRNN de baixa
frequéncia, evidenciaveis, no entanto, tanto pelo método de Sequenciamento
Simples de Genoma (SGS) como pelo teste de resisténcia usando o Sistema Ty-1
HIV RT, ambos capazes de detectar virus resistentes aos ITRNN de baixa
frequéncia numa proporcdo substancial destes pacientes. Além disso, quando se
procedeu a avaliagdo de relagdo genética viral em isolados obtidos de pacientes
com faléncia virolégica em uso de regimes contendo Efavirenz, observou-se que em
varios destes pacientes, os virus presentes no contexto de “falha viroldégica” eram
geneticamente relacionados as variantes virais minoritarias detectadas antes do

tratamento. Esses resultados sugerem que quasiespecies minoritarias de virus
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resistentes aos ITRNN desempenham um papel importante na faléncia as drogas.
Entretanto, ainda ndo se sabe se virus resistentes aos ITRNN selecionados por
curso breve de tratamento com regimes baseados com ITRNN para prevencao de
transmissdo materno-infantil poderiam igualmente comprometer a resposta

terapéutica futura a regimes que contenham ITRNN.

O uso de dose unica de Nevirapina (NVP) para mulheres gravidas na hora
do parto, tanto em dose Unica como enquanto complemento da terapia pré-natal
com Zidovudina (ZDV), ou combinagdes de anti-retrovirais, esta associado a
deteccéo transitoria no plasma materno de virus com mutagdes de resisténcia para a
NVP (Cunningham, Chaix et al. 2002).

A resisténcia a NVP foi detectada seis semanas apds o parto em 15-24%
das mulheres portadoras de infeccdo pelo HIV-1, virgens de tratamento anti-
retroviral, que receberam dose unica de NVP em estudos conduzidos na Uganda,
Tailandia, e EUA. Contudo, estes virus resistentes ndo eram mais detectados no

plasma materno 12 meses apds o parto.

Em virtude das cepas resistentes a NVP nao serem detectaveis na hora do
parto, mas apenas em algum momento do puerpério, apds uma unica dose de NVP,
presumiu-se que o impacto da profilaxia com NVP para prevencao da transmissao
vertical do HIV-1 seria insignificante. Dados esparsos sugerem que entre as
mulheres que amamentam e que apresentam virus resistentes a NVP no leite
materno e no plasma apdés seis meses do parto, a taxa de transmissao pods-natal de
virus resistente a NVP para o bebé parece ser baixa (Eshleman, Becker-Pergola et
al. 2001; Lee 2003).

Existem poucos dados sobre se a exposicao prévia a dose unica de NVP em
gravidez anterior poderia comprometer profilaxias para a prevengao da transmissao
perinatal do HIV-1 com esquemas de dose unica de NVP em gestagdes futuras. Da
mesma forma, uma vez que sejam administradas multiplas doses de NVP como
parte de esquemas anti-retrovirais, ndo se sabe se mutagdes de resisténcia ligadas
ao uso de NVP como a Y181C ou K103N, uma vez presentes, seriam mais
facilmente transmitidas da mae para os bebés do que a populagdo de virus

selvagem.
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Chi e colaboradores avaliaram a resposta clinica e imunolégica em mulheres
que iniciaram esquema contendo Inibidores da Transcriptase Reversa N&ao
Nucleosideos (ITRNN), e que tenham usado Nevirapina, em dose unica, para
prevengdo da transmissdo materno-infantii do HIV, em gestagdes anteriores. O
estudo foi realizado no Zambia com 6740 mulheres que estavam iniciando terapia
com ITRNN, das quais 751 mulheres estavam reiniciando esse esquema apos terem
feito uso de Nevirapina, em dose unica, em gestagdo anterior. Semelhante a outro
estudo (Lockman and Mclntyre 2007; Lockman, Shapiro et al. 2007), o estudo de Chi
revelou um aumento moderado no risco de faléncia ao tratamento em mulheres que
iniciaram esquema anti-retroviral contendo ITRNN, e haviam sido expostas a
quimioprofilaxia para prevenc¢ao da transmisséo vertical com Nevirapina nos ultimos
06 meses (Chi, Chintu et al. 2007b; Chi, Sinkala et al. 2007a; Chi, Sinkala et al.
2007).

O Ensaio Clinico SAINT, conduzido na Africa do Sul, comparou duas doses
maternas de Nevirapina (a primeira dose administrada durante o trabalho de parto e
a segunda 48h apds o parto), com sete dias de uso de ZDV e 3TC. O uso de duas
doses maternas de NVP resultou na selecdo de mutagdes de resisténcia em 67%
dos casos; trés vezes maior do que o observado no HIVNET 012 (19%). As
mutagdes predominantes foram K103N (62%) e Y181C (45%) (Welles, Pitt et al.
2000).

O desenvolvimento de resisténcia de alto nivel para 3TC e Nevirapina ocorre
rapidamente, e esta baseado em um unico ponto de mutagdo no genoma viral. A
resisténcia genotipica materna ao 3TC foi detectada numa proporgao substancial de
mulheres gravidas (39% - 60%), tanto pelo estudo ANRS 075 (Agéncia Nacional
Francesa de Pesquisa sobre SIDA) como pelo estudo PACTG 316, para as mulheres
que receberam mais de quatro semanas de profilaxia (Mandelbrot, Landreau-
Mascaro et al. 2001; Cunningham, Chaix et al. 2002). A preseng¢a de mutagao viral
detectavel ao 3TC em mulheres gravidas, evidenciada no momento do parto ou no
puerpério ndo teve impacto negativo na prevenc¢ao da transmissao perinatal do HIV,
uma vez que as taxas de transmissdo em geral foram muito baixas (<2%), no ambito

de ambos os estudos.
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Parker e colaboradores (Parker, Wade et al. 2003) encontraram 12,1% de
prevaléncia de resisténcia genotipica a drogas anti-retrovirais nos primeiros isolados
virais de 91 bebés nascidos em New York, de 1998 a 1999.

Entre pacientes infectados com virus subtipo B (e provavelmente também
entre aqueles infectados por subtipos n&o-B, baseado nos estudos de Weidle
(Weidle, Downing et al. 2003)), o aparecimento da mutagdo K103N com tratamento
prolongado nao supressivo com NVP esta associado a resisténcia cruzada a toda a
classe de Inibidores da Transcriptase Reversa Nao Nucleosideos (ITRNN) e ao risco
de faléncia de tratamentos futuros com regimes anti-retrovirais que contenham

ITRNN, como, por exemplo, os que contém Efavirenz.

Existem poucos dados na literatura, e, ainda assim, controversos sobre a
indugdo de resisténcia anti-retroviral em gestantes virgens de tratamento anti-
retroviral, que tenham feito uso de terapia anti-retroviral de alta poténcia (HAART)
para prevencgao da transmissao vertical do HIV-1. Essas taxas podem variar de zero
a 65%, dependendo do esquema anti-retroviral usado, do tempo de uso dos anti-
retrovirais, do momento da suspensdo das drogas, do momento de analise das
amostras e da técnica empregada (Lyons, Coughlan et al. 2005; Perez, Thomson et
al. 2006; Truong, Grant et al. 2006; Kakehasi, Tupinambas et al. 2007; Palacios,
Santos et al. 2007; Darwich, Esteve et al. 2008). Esses estudos se encontram

resumidos no quadro 3.

Lyons e colaboradores (Lyons, Coughlan et al. 2005) avaliaram o impacto da
interrupcdo da terapia anti-retroviral tripla na gestacdo e o aparecimento de
mutacdes de resisténcia em uma coorte de 50 mulheres que iniciaram terapia anti-
retroviral de alta poténcia (HAART) durante a gestagdo e que tinham na primeira
visita CD4 = 300 células/uL. A idade média das gestantes era 27 anos, a mediana de
CD4 na primeira visita era 480 células/uL (IQR, 300 — 1083) e a mediana de Carga
viral para o HIV-1 era 2.689 copias/mL (IQR, 50-34.753). Quatro mulheres (8%)
haviam feito uso de anti-retroviral em gestagdo anterior. Foram colhidas amostras
para genotipagem na visita pré-tratamento e seis semanas apés a interrupgao dos
anti-retrovirais. As gestantes que fizeram uso de Nevirapina como parte do esquema
anti-retroviral, suspenderam a Nevirapina no momento do parto e mantiveram a

Zidovudina e Lamivudina por mais 05 dias. Nessa coorte, 35 gestantes (90%) eram
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virgens de terapia anti-retroviral. A genotipagem foi feita usando o Bayer TruGene
HIV-1 Genotyping Kit. Sete mutagdes principais, V106A (uma), Y181C (duas),
G190A (uma), K101E (uma), M184V (uma), T215S (uma) foram detectadas em
cinco (13%) mulheres no pos-parto. Todas as mulheres que estavam fazendo
regimes que incluiam Nevirapina, eram virgens de tratamento anti-retroviral antes
dessa gestacdo analisada, e ndo tinham mutagcdo detectadas na amostra pre-

tratamento. A duragdo média de exposig¢ao aos anti-retrovirais foi 70 dias.

Prevaléncia de MutacGes de Resisténcia a anti-retrovirais em mulheres
que fizeram uso de HAART durante a gestagao.

Perido / Autor / ARY na gestacio Amplificado| Prevaléncia de qualquer
Pais (Virgen ART) (N total) mutacio para ARV
Z(I’_Oi r/] ;g?g‘?a AZT/3TC + NVP ou NFV apartir] oo 13% na TR
y de 28 semanas 6 semanas pads parto
2005 / Argentina,
Brasil, Bahamas, 01 ARV (10%) 16,1% mutacéo na visita
México 2 ARV (10%) 55(819) inicial ou
Duran et al 3 ARV (80%) 6-12 semanas pos parto
20?38/ Arg;antlma 20 gestantes que receberam o5 0% (NRTI, NNRTI, IP)
erezeta AZT+3TC+NVP 01 a 15 meses no pos-parto
2007/Vietnam 0% (NRTI, NNRTI, IP)
Truong et al 34 gestantes gue receberam 34 No parto, 02 e 08 semanas

AZT+3TC+NFV

2007 / Brasil AZT/3TC + NVP ou NFV ou
Palacios et al LPV/r a partir de 28 semanas 31 (44)
(33 virgens)

pos-parto

0% (NRTI, NNRTI, IP)
8 semanas pds parto

2007 / Brasil AZT+3TC+NFV- 63,3% 04/17(23,5%) pacientes
Kakehasi et al AZT+3TC+NVP-20% 30 com mutagio na protease
AZT-16,7% 06 meses pos-parto
2008/EUA WOMEN AND INFANT o .
Paredesetal | TRANSMISSION STUDY - 65% na TR - terapia dupla.
WITS 25% para os ITRNN -

114 (146) Nevirapina.
1,1% para IP - Nelfinavir
02 a 06 meses apds o parto

AZT+3TC+NFV- 75%
AZT+3TC+NVP - 8%
AZT+3TC -

Quadro 3 - Prevaléncia de Mutagdes de Resisténcia a anti-retrovirais em mulheres que fizeram uso
de HAART durante a gestacdo. Fonte: Elaborado pelo Autor.

Ja esta bem documentado que regimes de dose unica de nevirapina para
prevencao da transmissao materno infantil do HIV podem resultar em resisténcia
anti-retroviral, mesmo em mulheres previamente virgens para terapia anti-retroviral
(Jackson, Becker-Pergola et al. 2000; Eshleman, Becker-Pergola et al. 2001). A
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resisténcia provavelmente se deve ao lento clearence plasmatico da nevirapina,

resultando em monoterapia com niveis sub-6timos da droga por até 03 semanas.

Jourdain e colaboradores (Jourdain, Ngo-Giang-Huong et al. 2004),
reportaram que mulheres que posteriormente recebam esquema anti-retroviral de
alta poténcia (HAART) contendo nevirapina, tem menor probabilidade de ter
supressao viral. Pesquisadores acreditavam que usando terapia combinada durante
a gravidez e fazendo uma interrupgdo estrututrada da terapia anti-retroviral,
pudessem contrabalancar o lento clearence plasmatico da nevirapina e de outras
drogas com meia-vida plasmatica longa. Para corroborar isso, os estudos de
Mcintyre e colaboradores (Mcintyre 2005; Mcintyre 2005; Mcintyre 2006)
observaram menos resisténcia quando adicionavam Zidovudina/lamivudina ao
esquema de dose unica de Nevirapina e continuavam essas drogas por 4 a 7 dias
no poés-parto (Eshleman, Mracna et al. 2001). Entretanto, no estudo de Lyons
(Lyons, Coughlan et al. 2005) 13% das mulheres que desenvolveram mutacdes de
resisténcia para os ITRNN, e que haviam feito uso de Nevirapina como parte do
esquema anti-retroviral, suspenderam primeiro a Nevirapina e mantiveram a

Zidovudina e Lamivudina por mais 05 dias apds a interrupcédo da Nevirapina.

Um outro estudo que aborda o risco da emergéncia de resisténcia em
pacientes tratados com Nevirapina, chama atencdo para a prevaléncia de
populacdes minoritarias do HIV-1, expressando a mutacao de resisténcia K103N em
pacientes em falha com Nevirapina. Estudos prévios reportaram que a mutacao
K103N aparece rapidamente, com consequente falha de tratamento em pacientes
recebendo Efavirenz depois de falhar com uso de Nevirapina (Antinori, Zaccarelli et
al. 2002; Shulman, Hughes et al. 2002).

Lecossier e colaboradores reportaram a deteccdo de populagdo minoritaria
viral expressando resisténcia cruzada ao Efavirenz, sob a forma da mutagdo K103N,
em 04 de 16 pacientes falhando esquemas contendo Nevirapina (Lecossier,
Shulman et al. 2005). Essas populagbes minoritarias, indetectaveis inicialmente na
genotipagem padrao, foram identificadas por PCR com sequenciamento seletivo.
Chama atencao, o fato de que 04 de 05 pacientes sem a detecgao da mutacao
K103N na avaliagdo de populagdo minoritaria viral falharam subsequentemente com

terapia contendo Efavirenz. O PCR com sequenciamento seletivo encontrou a
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mutacdo K103N em 01 de 06 pacientes que interromperam a terapia com
Nevirapina; essa mutagdo nado havia emergido até 07 dias apos a interrupgado, mas
estava evidente com 26 dias pds tratamento. Esse estudo, apesar da casuistica
pequena, também mostra que a possibilidade de indu¢do de resisténcia pode ser
maior do que previamente pensado. O estudo também chama atengdo para a
ocorréncia de resisténcia ao Efavirenz, mesmo que n&o aparega a mutacdo K103N
no PCR com sequenciamento seletivo. Varios outros estudos conduzidos por
Frenkel e colaboradores, utilizando a metodologia OLA (Oligonucleotide Ligase
Assay), demonstraram a presencga de populagdées minoritarias virais com resisténcia
para M184V, K103N, Y181C e D30ON, que nao tinham sido detectadas pela
genotipagem padrédo (ViroSeq ou TruGene), pois estas metodologias nao foram

capazes de detectar populagdes virais < 20% (Frenkel, Wang et al. 2003).

Overton e colaboradores (Overton, Sungkanuparph et al. 2005) conduziram
um estudo retrospectivo numa coorte de gestantes portadoras de infecgdo pelo HIV-
1, em S' Louis-USA, incluidas no periodo de Janeiro de 1999 a Dezembro de 2004,
com intuito de avaliar resisténcia anti-retroviral em gestantes que tivessem feito uso
de anti-retroviral em gestacao anterior. Foram incluidas na analise 80 gestantes que
tinham genotipagem para o HIV-1 realizado antes do inicio da terapia anti-retroviral
na primeira gestac&o. Das oitenta gestantes incluidas na coorte, 21/80 (26%) tinham
sido expostas a anti-retrovirais em gestagdes anteriores. A idade média na primeira
gestagao era de 21 anos de idade e 51,9% haviam recebido esquema anti-retroviral
contendo Nevirapina. Em relagao a Carga Viral, 71,4% atingiram Carga Viral do HIV-
1 <400 copias/mL no momento do parto, enquanto 81% tinham Carga Viral do HIV-1
< 1.000 no momento do parto. Nao houve transmissdo materno infantil do HIV-1
nessa populacao estudada. Para a segunda gestagdo, a média de CD4 e Carga
Viral do HIV-1 no inicio da quimioprofilaxia anti-retroviral foi de 465 + 312 células/uL
e 3,8 £ 0.9 Logo copias/mL, respectivamente. Quando avaliaram o desenvolvimento
de resisténcia aos anti-retrovirais na segunda gestacgéo, encontraram 04/21(19%) de
resisténcia para os ITRN. Apesar da supressao viral prévia com esquema contendo
Nevirapina, duas mulheres desenvolveram a mutacido K103N. Todas as mutagdes
principais, exceto L210W, foram encontradas em gestantes que tinham sido

expostas a esquema contendo Zidovudina+Lamivudina+ Nevirapina.
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Perez e Colaboradores (Perez, Vignoles et al. 2008), encontraram baixa
prevaléncia de resisténcia anti-retroviral numa populagado de gestante portadoras de
infeccao pelo HIV-1, que fizeram uso de HAART com interrup¢do do esquema apos
o0 parto, e com nenhuma ou pouca exposi¢ao prévia aos anti-retrovirais. Foram
avaliadas 230 gestantes, das quais 20 foram incluidas nesse estudo, porque
preenchiam os critérios de inclusdo no estudo e fizeram uso nessa gestacédo de
Zidovudina (ZDV) +Lamivudina (3TC) +Nevirapina (NVP). O tempo mediano do uso
de anti-retrovirais foi de 120 dias e a mediana da Carga Viral para o HIV-1 no
momento do parto foi < 50 copias/mL. Vinte e cinco amostras de sangue foram
colhidas no periodo de 01 a 15 meses apoOs a interrupgdo dos anti-retrovirais,
mediana de 03 meses, para avaliagdo de sequenciamento padrédo (PCR) e
sequenciamento seletivo em tempo real (SPCR) do HIV-1. Nenhuma mutacéo
associada com resisténcia a 3TC ou NVP foi encontrada pelo sequenciamento
padrao, embora uma amostra tenha detectado a mutacdo M41L. Das 25 amostras
avaliadas, 22 (88%) tinham virus selvagem; 01 amostra tinha 0.13% e 02 amostras
tinham <0.1% de populagdo minoritaria viral com a mutagdo K103N. Nenhuma

dessas gestantes transmitiu o virus para o bebé.

Truong e Colaboradores (Truong 2007), assim como Perez e cols,
encontraram baixa emergéncia de mutagdes apos interrupgdo de anti-retrovirais em
gestantes com HIV-1, virgens de tratamento anti-retroviral, que fizeram
quimioprofilaxia com HAART para prevengao da transmissdo materno infantil do
HIV-1, e foram incluidas numa coorte de gestantes em Ho Chi Minh, Vietnam, no
periodo de 04/2005 a 04/2006. Foram acompanhadas 163 gestantes, das quais
83/163 (50,9%) receberam HAART. Destas, 59% receberam AZT+3TC e 40,9%
recebido AZT+3TC+Nelfinavir. Das 163 gestantes, 80/163 (49%) foram
diagnosticadas no parto, e desse grupo 60% receberam Nevirapina em dose Unica
no parto, enquanto 40% receberam Nevirapina dose unica no parto mais AZT+3TC
por 01 semana apo6s o parto. Genotipagem para o HIV-1 foi realizada em amostras
da primeira visita, do parto, de duas e oito semanas pdés-parto. A média de CD4 na
primeira visita era 418/mm? (39-1299). O subtipo mais frequente foi a CRF01-AE
(98,2%). A mutacdo M184V, associada a resisténcia ao 3TC, foi encontrada
respectivamente em gestantes usando AZT+3TC em 45% (5/11) no parto, 32,3%

(10/31) dos casos duas semanas pos-parto, e em nenhuma mulher 08 semanas pos-
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parto(0/38) Para as gestantes usando AZT+3TC+Nelfinavir, nenhuma mutacao foi
detectada no parto, 02 e 08 semanas pos-parto, e a diferenca entre os dois grupos
foi estatisticamente significativa (p<0.001). Resisténcia a Nevirapina foi encontrada
em 23,8% (5/21) na segunda semana pds-parto e em 8,3% (2/24) das mulheres que
fizeram uso de dose unica de NVP no parto. Nenhuma mutacao foi encontrada para
as mulheres que fizeram uso de Nevirapina dose unica no parto + AZT+3TC por uma
semana. As mutagbes mais frequentes para a NVP foram: K103K/N, Y181Y/C,
Y188Y/C, G190G/A.

Palacios e Colaboradores (Palacios 2007), também encontraram baixa
prevaléncia de mutacdes de resisténcia em gestantes que fizeram uso de profilaxia
com anti-retroviral e suspenderam a terapia apds o parto. Foram incluidas nesse
estudo 31 mulheres que fizeram acompanhamento entre os anos de 2000 e 2005, e
tinham amostra amplificavel na primeira visita e na visita de oito semanas apés a
suspensdo da profilaxia anti-retroviral. Oito mulheres tinham recebido terapia anti-
retroviral antes da profilaxia para esta gestacdo, 12 mulheres fizeram uso de
Zidovudina +Lamivudina + Nevirapina, enquanto 20 mulheres fizeram uso de
Zidovudina + Lamivudina +Inibidor de Protease (13- Nelfinavir — NFV, 9 Lopinavir —
LPVIr). Os gens da RT e Protease eram do subtipo B em 23/31 casos. Na analise
das sequéncias das 31 mulheres que tiveram amostra amplificavel oito semanas
apos a suspensao dos anti-retrovirais, ndo foram detectadas mutagdes principais de

acordo com o algoritmo da IAS-2007, para os ITRN, ITRNN, assim como para os IP.

Em contraponto aos estudos de Truong, Perez e Palacios , que encontraram
baixo desenvolvimento de mutagdes de resisténcia aos anti-retrovirais, Kakehasi e
colaboradores (Kakehasi, Tupinambas et al. 2007) reportaram alta incidéncia de
mutacdes para Protease em gestantes que fizeram uso de Nelfinavir como parte de
esquema anti-retroviral para prevencdo da transmisséo vertical do HIV-1. O grupo
avaliou o desenvolvimento de resisténcia anti-retroviral em mulheres expostas a
terapia anti-retroviral para prevencdo da transmissdo vertical do HIV-1, que
interromperam a terapia no parto, quando o CD4 era = 250 células/uL. A
genotipagem foi realizada para as pacientes que tinham amostras disponiveis antes
do inicio da terapia anti-retroviral e 24 semanas poés-parto. Trinta gestantes foram

elegiveis para o estudo. A idade média era 27 anos, a mediana da idade gestacional
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no inicio da terapia anti-retroviral foi de 22 semanas (IQR, 19-27) a mediana de CD4
na primeira visita era 446 células/uL (IQR, 353 — 686), e a mediana de Carga viral
para o HIV-1 era 8.560 copias/mL (IQR, 3.252-19.515). Na primeira visita, 96,7 %
eram assintomaticas (CDC93-A1/A2). Em relagdo ao esquema anti-retroviral
utilizado 63,3% das gestantes receberam Zidovudina+Lamivudina+Nelfinavir como
esquema anti-retroviral, 20% receberam esquema com Zidovudina+Lamivudina +
Nevirapina e 16,7% fizeram somente Zidovudina. O Subtipo B foi o mais prevalente
(70%). Quatro mulheres (8%) haviam feito uso de anti-retroviral em gestagao
anterior. As sequéncias foram analisadas no ABI Prism 3100 automated Sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA). A resisténcia ao Nelfinavir foi detectada em
04 (23,5%) das 17 gestantes expostas a essa droga anti-retroviral. Duas mutagdes
principais, D30N (1/17), L90M (1/17), e uma acessoéria N88S (2/17). Mutagbes para
RT estavam presentes nos cédons 44, 69, e 118 (1/28). Nao foram encontradas
mutacdes para os ITRNN. Nao houve transmissao vertical do HIV-1 nessa
populagdo. Todas as mulheres estavam fazendo regimes que incluiam Nevirapina,
eram virgens de tratamento anti-retroviral antes dessa gestagdo analisada, e n&o
tinham mutagdes detectadas na amostra pré-tratamento. A mediana de exposi¢ao

aos anti-retrovirais foi de 20 semanas (IQR, 14-22).

Em outro estudo, Duran e colaboradores (Duran, Losso et al. 2007),
avaliaram a presenca de mutacdes de resisténcia principal em mulheres recebendo
terapia anti-retroviral para prevencao da transmissdo materno infantii do HIV-1
incluidas numa coorte observacional do NISDI Perinatal Study, conduzido na
Argentina, Bahamas, Brasil e México, durante o periodo de Setembro de 2002 a
Margo de 2005. Os critérios de inclusdo eram o diagndéstico da infecgao pelo HIV-1
na gestacdo atual, ter recebido profilaxia com anti-retrovirais para prevengao da
transmissao materno infantil do HIV-1, e ter feito acompanhamento no pds-parto por
pelo menos 06 a 12 semanas. De 819 mulheres acompanhadas, cinquenta e cinco
mulheres tinham amostras para analise na primeira visita e no periodo de 06 a 12
semanas pos-parto. Na primeira visita do pré-natal, 98% eram assintomaticas, 62%
tinham Carga Viral do HIV-1< 1.000 copias/mL, 53% tinham CD4 = 500 células/uL.
Das cinquenta e cinco mulheres que tinham dados de genotipagem na primeira visita
e na visita de 06 a 12 semanas pdés-parto, 44(80%) nao tinham mutagdes na visita

inicial e na visita de acompanhamento. Em onze amostras (20%) foram encontradas
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mutacdes de resisténcia principal na visita inicial ou na visita de 06 a 12 semanas
pds-parto. Seis mulheres (6/55; 10,9%) tinham mutag¢ao nas duas visitas, trés (3/55;
5,5%) tinham mutacao identificada somente na primeira visita e duas mulheres (2/55;
3,6%) apresentaram mutagcdo somente na visita de 06 a 12 semanas pés-parto. A
mutacdo K70R foi detectada em cinco (9,1%) das amostras da primeira visita e em
trés (5,5%) das amostras da visita de acompanhamento. Nesse estudo, 16% das
mulheres receberam um esquema anti-retroviral contendo Nevirapina
desenvolveram mutagdes, mas nenhuma delas estava associada ao uso da
Nevirapina, diferentemente do estudo de Lyons. Quando observadas mutacdes
principais que tenham ocorrido em amostras de mulheres que tenham sido
amplificadas em um ou nos dois pontos, encontramos mutacdes de resisténcia em
16% (19/118) das mulheres.

Mais recentemente, Paredes e Cols. (Paredes 2008) encontraram alta
frequéncia de mutagdes para a Lamivudina e para os Inibidores de Transcriptase
Reversa Nao Nucleosideos (ITRNN) em gestantes que fizeram quimioprofilaxia com
anti-retrovirais para a prevencdo da transmissao vertical do HIV-1 nos Estados
Unidos da América - resultados do Women and Infant Transmission Study - WITS.
No entanto, diferentemente de Kakehasi e colaboradores (Kakehasi, Tupinambas et
al. 2007), ndo encontraram mutagcbes para a Protease. Foram avaliadas 146
gestantes , virgens de terapia anti-retroviral, que foram incluidas na coorte WITS no
periodo de 1998 a 2005, e que tinham amostras de plasma congeladas, colhidas 02
ou 06 meses poés-parto, com niveis de HIV-1 RNA > 500 copias/mL. As amostra da
primeira visita de inclusdo na coorte avaliadas pela sequenciamento padrao e pelo
sequenciamento alelo especifico para deteccdo das mutagdes M184V, D3ON e
K103N. A média de idade foi 26,7 anos. Dessas mulheres, 57% eram n&o-brancas e
35,6% eram hispanicas. A mediana de CD4 no momento do parto foi 575 células/uL
(IQR, 397-767), mediana de Carga Viral para o HIV-1 foi 4.780 copias/ mL (IQR,
1.352-18.121). Todas as mulheres receberam pelo menos Zidovudina + Lamivudina
como esquema profilatico anti-retroviral; 75%  receberam Nelfinavir e 8,2%
receberam Nevirapina como terceira droga. Dados de mutagdes de resisténcia anti-
retroviral foram avaliados para 114 mulheres (78%). Pela genotipagem padrao, as
taxas de aparecimento de mutagdes para os ITRN para as mulheres que fizeram uso
de 02 drogas no esquema (Zidovudina+ Lamivudina) foi: M41L=5,0%, D67N=5,0%,
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K70R=10%,, M184V/I=65% (95% pelo Sequenciamento Alelo Especifico),
T21Y=5,0%. Nas mulheres que fizeram uso de 03 drogas como parte do esquema
anti-retroviral, encontramos pela genotipagem padrdo: M41L=1,1%, D67N=1,1%,
K70R=1,1%, M184V/I=28,7% (51,6% pelo Sequnciamento Alelo Especifico),
T210F=1,1, K219Q=1,1%. As taxas para os ITRNN, para as mulheres que fizeram
uso de Nevirapina, pela genotipagem padréo foram: K103N=25% (37,5% pelo
Sequenciamento Alelo Especifico), Y188C=12,5%. As taxas para os Inibidores de
Protease, para as mulheres que fizeram uso de Nelfinavir, pela genotipagem padrao
foram: D30N=1,1% (1,1% pelo Sequnciamento Alelo Especifico) e L90M=1,1%. Na
analise multivariada, as variaveis associadas com a emergéncia da mutagao M184V
foram Terapia dupla X Terapia Tripla (OR=19,64 95%CI=2,47-156,25, p<0.01), e
prolongada exposigcdo a Zidovudina (OR por cada més adicional =1,29, 95%
Cl=1,03-1,63, p=0.03). Variaveis associadas com a emergéncia da mutagdo K103N
foram o uso de Nevirapina (OR=9,75 95%CI|=1,62-58,84, p=0.01) e tempo de uso da
Zidovudina com Lamivudina (OR por cada mé adicional =1,46, 95%CI=1,05-2,02,
p=0.02). A selecdo de resisténcia para a Lamivudina e para os ITRNN é frequente
induzida durante o uso da profilaxia com anti-retrovirais para prevencao da
Transmissao Vertical do HIV-1, mas a selegédo de muacdes para Inibidor de Protease
foi rara. O uso de terapia tripla anti-retroviral diminuiu o ODDS para a selegao da
mutacdo M184V.

2.13 DETECGCAO DE INFECGCAO RECENTE PELO HIV-1

A diferenciacdo de individuos recém-infectados pelo HIV daqueles
infectados de longa data é dificil, porém extremamente importante para a obtengao
de estimativas acuradas de incidéncia, permitindo uma melhoria nas estratégias de
acompanhamento clinico preventivo. Estudos de infecgdes recentes sédo ferramentas
Uteis para a verificacdo da eficacia de politicas publicas de controle da pandemia e
funcionam como sinalizadores de controle epidemiolégico, podendo servir de
indicador precoce na detecgado de uma eventual mudanga na dindamica da epidemia
nas populagdes afetadas (Rutherford, Schwarcz et al. 2000), permitindo inferir

tendéncias recentes da epidemia, da dindmica das populagdes virais, e a analise da
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resposta imune dos individuos soro convertidos, gerando informacgdes relevantes

para o desenvolvimento de vacinas.

Apos a infeccdo pelo HIV, verifica-se um periodo de pré-conversao
sorologica que dura em média, 22 dias. Neste periodo (anticorpos indetectaveis) o
diagndstico laboratorial pode ser efetuado através da detecgdo do antigeno p24 ou
pela técnica de reagéo da polimerase em cadeia (PCR) — detecgdo do RNA HIV ou
cDNA HIV. No periodo imediatamente apds a soroconversao, o diagndstico com
apenas um espécime clinico € muitas vezes dificil. Uma vez estabelecida a
soroconversdao (com plena deteccdo de anticorpos anti — HIV por ensaios
imunoenzimaticos e Western blot ou imunofluorescéncia), torna-se dificil determinar
a condicdo de infecgcdo recente, exceto nos casos em que haja indicagéo

epidemioldgica muito sugestiva (Rutherford, Schwarcz et al. 2000).

Com o objetivo de se estabelecer um diagnédstico diferencial entre infec¢ao
recente e antiga, Janssen e cols., em 1998, desenvolveram um algoritmo de
testagem sorologica para diagndstico reagente em teste de triagem, sem histérico de
diagndstico prévio e virgens de tratamento anti-retroviral (Janssen, Satten et al.
1998; Rawal, Degula et al. 2003). Janssen e cols. descreveram uma modificacdo em
um ensaio soroldgico comercial de primeira geragcdo para diagndstico visando a
deteccao de soroconvertidos recentes. O ensaio foi alterado na diluicdo da amostra
e no tempo de incubagdo, com o objetivo de diminuir sua sensibilidade.
Soroconvertidos recentes (SR) possuem titulos mais baixos de anticorpos quando
comparados aos que tém infeccédo de longo termo e sua infecgao néo é evidenciada
pelo teste 3A11-LS, enquanto os soroconvertidos de longo termo (SRL) possuem
reatividade para ambos os ensaios. Os CDC desenvolveram e distribuiram estes
reagentes para alguns laboratérios. O fabricante descontinuou a fabricagdo deste
teste, e um segundo teste comercial (Vironostika HIV —1 EIA, Organen Teknika) foi
modificado de modo similar (Vironostika LS- EIA) (Rawal, Degula et al. 2003), e tem
sido utilizado para a detecgao de infeccao recente (McFarland, Busch et al. 1999;
2001a; 2001b; Gouws, Williams et al. 2002; Weinstock, Dale et al. 2002; Weinstock,
Dale et al. 2002).

Ao longo do tempo, cresceu o interesse de implementar estes testes menos

sensiveis em outras regides do mundo. Entretanto, dois estudos demonstraram que
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tanto o 3A11-LS como o Vironostika LS-EIA tinham diferentes “janelas” para os
subtipos B e E, em populagdes testadas na Tailandia (Parekh, Hu et al. 2001;
Young, Hu et al. 2003). O maior periodo de janela obtido para os individuos
infectados com o subtipo E, foi atribuido a utilizagdo de derivados antigénicos do
subtipo B nestes ensaios. Devido a presenca de dois ou mais subtipos em diversas
partes do mundo e a crescente diversidade viral, ndo torna pratico a utilizagao
destes testes para estimar a incidéncia. Alguns estudos foram conduzidos na Africa
(Gouws, Williams et al. 2002) e na Asia (Gupta, Kingsley et al. 2003), todavia a
acuaria destas estimativas tém sido questionadas. Apesar da importancia de estimar
a incidéncia de infeccdo por HIV, os ensaios menos sensiveis nao tém sido
implementados amplamente em outras partes do mundo em funcdo dos multiplos
subtipos circulantes e das dificuldades de interpretagdo dos dados obtidos (Parekh
and McDougal 2005).

Entre os anos de 2000 a 2003, 16 centros nos Estados Unidos participaram
de um estudo dos CDC, que visava comparar os beneficios da realizacdo de testes
para o diagnéstico precoce (2003). Em 2003, passou-se a utilizar este teste em 35
centros de testagem, correspondente a uma cobertura de 93% dos locais de
detecgdo da infecgdo em todo os Estados Unidos. Os CDC relatam que este
algoritmo sorolégico tem sido considerado a melhor alternativa para a obtenc&o de
estatisticas fidedignas para casos incidentes podendo, dessa forma, atribuir maior
fidedignidade aos dados coletados a partir dos anos 90 em 25 estados americanos
(Rutherford, Schwarcz et al. 2000).

Na Africa do Sul, com a utilizacdo deste mesmo algoritmo, foi possivel
caracterizar altas taxas de incidéncia, alcangando até 24% por ano em mulheres
jovens (Gouws, Williams et al. 2002). No Brasil, esta metodologia tem sido utilizada
para caracterizar os casos incidentes em determinadas populacdes tais como:
gestantes, usuarios e ex-usuarios de drogas (Teixeira, Bastos et al. 2004) e em
Centros de Testagem e Aconselhamento, onde se objetivou esclarecer os fatores de
risco dos casos incidentes; como em estudo realizado em Santos (Alves, Shafer et
al. 2003).

Estudos mais recentes documentaram o desenvolvimento de um outro

método sorolégico de determinacdo de infecgdo recente, que se baseia em um
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ensaio de ELISA de captura, testando-se a reatividade de anticorpos de individuos
soropositivos para o HIV frente a peptideos sintéticos correspondentes a epitopos da

gp41 de diferentes subtipos virais (Parekh, Hu et al. 2001).

A vantagem deste método frente a seus antecessores € que o mesmo é
validado para uso frente a diferentes subtipos virais (Hu, Vanichseni et al. 2003;
Young, Hu et al. 2003), aspecto de grande relevancia para as regides onde circula
mais de um subtipo viral, como o Brasil. Além de ser uma ferramenta
epidemioldgica, a facilidade de execucgao técnica, o baixo custo, e o fato de néo
exigir nenhum outro recurso tecnologico além do necessario para a realizagdo dos
testes de escala, pode ser difundida por varios centros em nosso pais, contribuindo
assim de forma determinante para um melhor entendimento e vigilancia desta

pandemia em NnOsSsSoO meio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

> Avaliar o perfil de resisténcia genotipica do HIV-1 aos anti-retrovirais em
uma populacéo de gestantes infectadas pelo HIV, expostas a quimioprofilaxia
com anti-retrovirais de alta poténcia (HAART) apenas para prevencido da

transmissao vertical do HIV.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

> Caracterizagao sociodemografica, clinica, imunoldgica e virolégica das
gestantes acompanhadas na coorte do HGNI.

> Descrever as caracteristicas relacionadas a gestagao, ao parto e aos
recém-natos desta populagdo de gestantes.

> Avaliar a taxa de transmisséo vertical do HIV-1 nessa coorte.

> Comparar os niveis de linfécitos CD4 e do RNA do HIV-1 entre as
amostras obtidas antes do inicio de HAART e 6 meses apds a sua
interrupcéo.

> Avaliar a frequéncia de gestantes portadoras de infecgdo recente pelo
HIV-1, através do teste Calypte® HIV-1 BED Incidence EIA.

> Caracterizar os subtipos virais predominantes nessa populacdo de
gestantes.

> Avaliar o perfil de resisténcia primaria aos anti-retrovirais nas gestantes

portadoras de infecgdo pelo HIV-1, virgens de tratamento anti-retroviral por
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ocasido da gestacdo atual e que interromperam a profilaxia com anti-
retrovirais apds o parto da atual gestacéao.

> Avaliar o perfil de polimorfismos na visita pré-HAART e os fatores de
risco para novas mutacdes detectadas apds a introducédo dos anti-retrovirais
nesta populacéo de gestantes.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional prospectivo, de coorte,
envolvendo gestantes portadoras de infecggo pelo HIV-1 em
acompanhamento no ambulatério de pré-natal do Hospital Geral de Nova
Iguacu (HGNI/MS).

4.2 SELECAO DA INSTITUICAO

O Hospital Geral de Nova Iguagu (HGNI) € um hospital geral do
Ministério da Saude com 350 leitos e uma maternidade de alto risco, onde séo
realizados cerca de 3.000 partos/ano. Esta localizado proximo a periferia do
Rio de Janeiro e serve a uma grande populacdo empobrecida da Baixada
Fluminense, onde é o unico hospital publico. O Hospital Geral de Nova Iguagu
foi escolhido para a realizacdo deste estudo porque mantém colaboracéo
antiga com o Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas IPEC/FIOCRUZ, e
sua maternidade € o centro de referéncia para atendimento de gestantes
portadoras de infeccao pelo HIV-1 em toda a Baixada Fluminense, atendendo
cerca de 120 gestantes nesta situagdo por ano. Os departamentos de

Pediatria, Obstetricia/Ginecologia e Doengas Infecciosas contam com uma
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equipe treinada, voltada exclusivamente para a assisténcia integral a essas
gestantes e seus bebés. Existem trés turnos diarios de ambulatérios de preé-
natal no HGNI e o servigo conta com uma equipe multiprofissional especifica
para o atendimento e acompanhamento da gestante portadora de infeccao
pelo HIV-1.

4.3 SELECAO DOS SUJEITOS DA PESQUISA

Todas as gestantes com sorologia anti-HIV reagente confirmada, que
buscaram acompanhamento pré-natal no Hospital Geral de Nova Iguacgu
(HGNI/MS), no periodo compreendido entre Maio de 2005 e Dezembro de 2007,
foram avaliadas quanto a participagdo no estudo de acordo com os critérios de

inclusdo e de exclusao listados a seguir.

4.3.1 Critérios de inclusao

» Gestantes com idade igual ou maior que 16 anos.

» Gravidez confirmada através do BHCG na urina, e/ou ultra-sonografia.

» Evidéncia de infec¢ao pelo HIV-1 documentada por testes de anticorpos anti-
HIV 1/2 (ELISA), confirmada por imunofluorescéncia e/ou Western Blot.

» Gestantes virgens de terapia anti-retroviral, ou que usaram AZT injetavel em
parto anterior.

» Gestantes que nao apresentavam indicacdo clinica e/ou laboratorial de
tratamento da infecgao pelo HIV e, portanto interromperam a profilaxia anti-

retroviral apds o parto.

4.3.2 Critérios de exclusao
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= Mulheres que nao tiveram amostras coletadas apoés a inclusdo no estudo.

Observando-se os critérios de inclusao e de excluséao, participaram deste estudo
139 gestantes (Figura 7). Critérios de exclusdo especificos, como a carga viral
indetectavel e/ou a impossibilidade de amplificacdo das amostras, foram
considerados em determinadas analises, conforme descritos na se¢ao de analise

estatistica.

Coorte com 250
gestantes Infectadas

pelo HIV-1
V d
188 £2
Virgens o
de ARV prévio
- de ARV

interromperam
ARV no parto | |

\

ainda "
gestantes |

com ARV apos| |
0 parto

Figura 7 — Fluxograma da Coorte.. Fonte: Elaborado pelo Autor.
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4.4. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

4.4.1. Procedimentos referentes a gestante

& (ﬁ %) %) % o = 8
~ =<2 >|o| 2| 2 S 1B & o g
FLUXO DO ESTUDO - MAE 8|8 <& = I - g =
ElgE R g s EREg®
2|3 s | 3 s I° 5 o
IAVALIACAO INICIAL
Termo de Consentimento X HGNI
IAvaliagdo Socio-demografica X HGNI
Elegibilidade /Checagem de ELISA e Confirmatério para
v X HGNI
IAVALIACAO CLINICA
Historia Clinica e Obstétrica X HGNI
Exame Fisico X HGNI
Dispensacao dos Antiretrovirais X HGNI
IAdes&o aos Antiretrovirais X X XX X X HGNI
IAVALIACOES LABORATORIAIS
Hemograma X X X | X| X X HGNI
Bioquimica X X X[ X]| X X HGNI
PPD X HGNI
CD4+ /CD8+ X X X | X| X X LAB AIDS
Quantificacao de RNA para HIV-1 (Plasma) X X X| X| X X LAB AIDS
~ LAB IMUNO
Sorologia para Herpes Virus 2 IPEC
Sorologia para Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus X HGNI
Sorologia para Hepatite B e C X HGNI
Sorologia para Sifiles X X HGNI
Genotipagem para HIV-1 X X | X| X X LAB AIDS
Calypte BED Incidence Enzyme Immunoassay X LAB AIDS
Wet Mount X HGNI
PCR para Clamidia e Gonococo X HSE
ESTOCAGEM
Plasma X | X X X[ X]| X X LAB AIDS
Soro X | X X X | X| X X LAB AIDS
PBMC X | X X X|X| X X LAB AIDS

Quadro 4 — Procedimentos do estudo — Mae. Fonte: Elaborado pelo Autor.
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4.4.1.1. Visita de inclusdo na coorte de gestantes
4.4.1.1.1. Obtencao do consentimento

As gestantes que foram convidadas a participar do estudo receberam um
termo de consentimento livre (TCLE) e esclarecido com informagdes gerais sobre os
objetivos e o0s procedimentos do estudo. O TCLE também contemplou o
consentimento da gestante acerca da realizagdo da Quantificagdo de RNA para o
HIV-1(NASBA) no sangue do bebé nas primeiras 48 horas de vida, com um més de
vida e posteriormente aos quatro meses de vida e da contagem de linfocitos
CD4+/TCD8+.

4.4.1.1.2. Entrevista e coleta de dados

Os dados referentes a esta visita foram coletados mediante aplicagcao de
entrevista com formulario pré-estruturado onde foram capturadas informacgdes socio-

demogréaficas, clinicas e laboratoriais (ANEXO B).
4.4.1.1.3. Avaliacao clinica

= Histdria clinica e obstétrica.
= Exame fisico

» Aconselhamento para aderéncia ao tratamento anti-retroviral.
4.4.1.1.4. Prescricao de antiretrovirais para quimioprofilaxia da TV

O momento de inicio da quimioprofilaxia e o esquema de medicamentos
prescritos foram baseados nas recomendacgdes para profilaxia da transmissao
vertical do HIV-1 e terapia anti-retroviral para gestantes (MS, 2007). Terapia anti-
retroviral foi prescrita para todas as gestantes por ocasiao de idade gestacional igual
ou maior que 14 semanas no momento da inclusdo. Todas as gestantes foram

prescritas com esquema HAART.
4.4.1.1.5 Coleta de sangue e processamento das amostras

Cerca de 30 mL de sangue foram colhidos das participantes e distribuidos da

seguinte forma:
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> 10 mL em tubo sem anticoagulante visando a obtengao de soro;

> 10 mL em tubo com EDTA visando a obtengao de plasma, a realizacdo de
tipagem das subpopulag¢des de linfocitos T por Citometria de Fluxo e o preparo de
pellet de leucocitos para extragao de DNA;

> 10 mL em tubo heparinizado visando a obtencdo de plasma e células
mononucleares para estudos imunologicos. As células mononucleares restantes
foram criopreservadas em nitrogénio liquido.

> As amostras de plasma, soro, pellet de leucdcitos foram estocadas a -70°.
4.4.1.1.6. Avaliagbes Laboratoriais
Os seguintes exames laboratoriais foram realizados nas amostras de sangue:

» Hematologia (Leucograma com diferencial e contagem de plaquetas)

= Bioquimica (Glicose, Uréia, Creatinina, TGO, TGP, Fosfatase Alcalina, Gama
GT, Amilase)

» Sorologia para Lues, Herpes Virus2, Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalivirus

= PPD

» Sorologia para a deteccdo de infeccdo recente pelo HIV-1(Calypte BED
Incidence Enzyme Immunoassay).

= RNA de HIV-1 plasmatico.

» Citometria de fluxo para contagem de células CD4, CD8

= Genotipagem

= Coleta de Sangue para PBMC.

Os seguintes exames laboratoriais foram realizados na urina:

» Pesquisa de Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae na urina

utilizando a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR).
4.4.1.2 Visita 6 a 8 semanas apods inicio dos antiretrovirais

Esta visita ocorreu para todas as gestantes, exceto para aquelas que
realizaram a visita de inclusdo no estudo com idade gestacional superior a 33

semanas. Nas gestantes com idade gestacional entre 31 e 33 semanas na ocasiéo
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da visita de inclusao, esta visita coincide com a visita do momento do parto e foram

realizados os procedimentos referentes a ambas as visitas.
4.4.1.2.1 Coleta de sangue e processamento das amostras

Cerca de 30 mL de sangue foram colhidos das participantes e processados tal

como descrito na visita inicial.

4.4.1.2.2 Avaliagdes laboratoriais

» Hemograma

» Bioquimica

= RNA de HIV-1 plasmatico

= Citometria de fluxo para contagem de células CD4, CD8

» Coleta de sangue para PBMC

4.4.1.3 Visita pés-parto imediato

4.4.1.3.1 Coleta de sangue e processamento das amostras

Cerca de 30 mL de sangue foram colhidos das participantes e processados tal

como descrito na visita inicial.

4.4.1.3.2 Avaliagdes laboratoriais

= Hemograma
= Bioquimica
= RNA de HIV-1 plasmatico.

= Citometria de fluxo para contagem de linfécitos CD4 e TCD8.

= Sangue para Genotipagem

» Coleta de sangue para PBMC

4.4.1.3.3 Suspensao dos anti-retrovirais apés o parto

Os anti-retrovirais foram suspensos imediatamente apdés o parto e apds a

certificacao de que a mulher ndo apresentava indicacao clinica e/ou laboratorial para
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tratamento da infeccdo pelo HIV segundo os critérios estabelecidos pelo CDC -
1993.

4.4.1.4 Visita duas semanas, quatro semanas, seis meses e 12 meses apos o parto

4.4.1.4.1. Coleta de sangue e processamento das amostras

Cerca de 30 mL de sangue foram colhidos das participantes e processados tal

como descrito na visita inicial.

4.4.1.4.2. Avaliagbes laboratoriais

= Hemograma

= Bioquimica

= RNA de HIV-1 Plasmatico

= Citometria de fluxo para CD4, CD8
= Genotipagem

= PBMC

4.4.2. Procedimentos referentes ao bebé

4.4.2.1 Coleta de sangue e processamento das amostras

Cerca de 04 mL de sangue foram colhidos dos bebés nos seguintes
momentos: 48 horas de vida, um més de vida e quatro meses de vida, distribuidos
da seguinte forma:
> 02 mL em tubo com EDTA visando a obtengao de plasma, a tipagem das
subpopulagdes de linfocitos T por Citometria de Fluxo e a quantificagdo de RNA viral
para o HIV-1;
> 02 mL em tubo heparinizado visando a obtencdo de plasma e células
mononucleares para estudos imunologicos. As células mononucleares restantes
foram criopreservadas em nitrogénio liquido. As amostras de plasma, soro, pellet de

leucdcitos foram estocadas a -70°.

4.4.2.2. Avaliagdes Laboratoriais
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» Quantificagdo de RNA de HIV-1 (NASBA): dentro de 48 horas do nascimento,
quatro semanas, e quatro meses. Se qualquer em qualquer momento a
Quantificagdo de RNA para o HIV-1 for positivo, a crianga retornara logo que
possivel para repetir o teste.

» (CD4/ Carga Viral nas que tiverem resultado de Quantificacdo de RNA viral
para o HIV-1 detectavel.

= Genotipagem na segunda amostra de confirmagdo da Quantificagcdo de RNA

viral para HIV-1.

ESTOCAGEM 48 horas | 01 més | 04 meses | Coleta Extra® Laboratério de AIDS e
Imunologia Molecular
Quant.RNA para HIV-1 X X X X X
CD4+/CD8+ X X
Genotipagem para HIV-1 X X

Se Quant RNA HIV-1 positivo, coletar nova amostra 0 mais rapido possivel

Quadro 5 - Procedimentos do estudo — Bebé. Fonte: Elaborado pelo Autor.

4.5 CRITERIOS E TECNICAS UTILIZADOS PARA DIAGNOSTICO E
ESTADIAMENTO DA INFECCAO PELO HIV

4.5.1 Infecgao pelo HIV

O diagndstico de infecgao pelo HIV-1 seguiu o fluxograma estabelecido pelo
Ministério da Saude e baseou-se na pesquisa de anticorpos anti-HIV-1 no sangue
pelo método de ELISA, sendo os resultados positivos confirmados pela técnica de

Imunofluorescéncia Indireta ou Western-Blot.

4.5.2 Avaliagdo materna de infeccdo recente pelo HIV-1 através do teste
Calypte® HIV-1 BED Incidence EIA

As amostras sororeativas para anticorpos anti-HIV-1 detectadas na primeira

visita das gestantes foram submetidas a testagem “in vitro” por ensaio
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imunoenzimatico de captura, quantitativo, competitivo, para a determinagdo da
proporcao de IgG anti HIV-1 especifica em relacdo a IgG total, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Calypte HIV-1 BED Incidence EIA — Bula do Kit; Parekh et
al., 2002).

Ig 6 ndo-anti-HIV-1
Y Ig 6 Anti-HIV-1
Peptideo (gp41)

Soro ou Y Y HIV-1 - 1 BED

Plasma

mE sk IR
Y (Y

T (Y e INY YY
Estreptavidina-HRP

Conjugado

s 4

Figura 8 - Esquema do principio metodolégico do teste HIV-1 Incidence BED-CEIA. Fonte: Bula do

Fabricante

O teste parte da premissa de que os soroconvertores recentes (SR) tém uma
menor proporgao de IgG anti HIV-1 especifica no soro (ou plasma), se comparados
aos soroconvertores de longo termo (SLT). Embora altos valores de densidade ética
(OD) possam ser encontrados nos ensaios regulares de diagndstico, os valores de

OD no ensaio Calypte HIV-1 BED Incidence EIA sdo menores nos SR.

O Calypte HIV-1 BED Incidence EIA (BED-CEIA) foi testado para 137
amostras colhidas na primeira visita de pré-natal. As amostras com D.O.
normalizada (DO-n) 1.2 foram testadas novamente em triplicata para confirmar o
valor da DO-n. No teste confirmatério, quando a DO-n da amostra foi < 0.8, a
amostra foi classificada como pertencente a soroconvertora recente (SR) de

infeccao pelo HIV-1.
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O resultado do teste Calypte HIV-1 BED Incidence EIA (BED-CEIA) foi
pareado com o da contagem de linfécitos CD4 colhido na mesma data, para afastar
a possibilidade de caso falso incidente, uma vez que 2-3% dos portadores cronicos
de infecgdo pelo HIV-1, em fase de AIDS, podem ser classificados erroneamente

como portadores de infecgao recente.

4.5.3 Classificacéo dos casos de AIDS

Foi utilizada a classificacédo dos CDC de 1993 para classificacdo dos casos de
AIDS (MMWR,1992).

4.5.4. Avaliacao do Perfil Imunolégico

As alteracbdes imunolégicas foram medidas através da avaliacao quantitativa
das subpopulacdes de linfécitos T CD4+ e CD8+, linfécitos T totais CD3+ por

citometria de fluxo (Trucount; Facscalibur, B-D).

4.5.5. Avaliacdo do RNA do HIV-1

A quantificagdo da carga viral plasmatica foi feita no ambito da Rede de Carga
Viral, seguindo os procedimentos NASBA (Biomerieux) e b-DNA (Siemens). O
laboratério executor é certificado para estes procedimentos através do programa de
avaliacao externa da qualidade em Carga Viral, oferecido pelo PN-DST/AIDS, MS.
Os testes empregados apresentam, respectivamente, 80 cépias/ml (NASBA) e 50
cépias/ml (b-DNA) como limite para a detecgao de copias de RNA do HIV-1. Para
fins deste estudo, foi considerada como carga viral indetectavel todas as mulheres
que apresentaram carga viral indetectavel seja pelo método NASBA ou pelo método
b-DNA.
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4.5.6. Extracdo, amplificagdo e sequenciamento de nucleotideos do gene da
Polimerase (protease e transcriptase reversa) do HIV-1

O RNA viral foi obtido a partir do plasma de gestantes HIV-1 positivas
utilizando o método de extracao pelo Kit Viroseq HIV-1 v.2.0 (Abbott), de acordo com

as instrucdes do fabricante.

O RNA purificado foi submetido ao protocolo de retrotranscricido reversa
utilizando-se o0 modulo RT-PCR do kit Viroseq HIV-1 v.2.0. e amplificando um
fragmento de 1,8Kb correspondente a regido POL do genoma viral, que contém os
genes da protease e transcriptase reversa, sob as seguintes condig¢des: 1ciclo 50°C
10min. para ativacdo da UNG, 1ciclo 93°C 12min. para desativacdo da UNG e
ativacdao da AmpliTaq, 40ciclos 93°C 20seg. para denaturacdo do DNA, 1ciclo 64°C
45seg. para anelamento do primer, 1ciclo 66°C 3min., para extensdo do primer,

1ciclo 72°C 10min. para extenséo final e 4°C até nova operacéo.

O produto de PCR amplificado com o tamanho de 1,8Kb foi purificado
utilizando colunas MicroconYM-100 onde os produtos amplificados menores que
1,8Kb passaram pela coluna durante o processo de lavagem, sendo obtidos 35 pl
de DNA purificado.

O produto purificado foi quantificado em gel de agarose 1% em tampao TBE
1x corado com brometo de etideo 0,5ug/pl. A corrida foi realizada em voltagem de

150V por 35min e o gel foi fotografado sob luz ultra-violeta.

O produto amplificado ja purificado e quantificado sofreu diluicdes de acordo
com a concentracdo encontrada em cada amostra, e posteriormente submetido a
reacao de sequenciamento utilizando 7 diferentes primers contidos no Kit Viroseq
nas seguintes condigdes: 25ciclos 96°C 10seg. para denaturacdo do DNA, 1ciclo
50°C 5seg. para anelamento do primer, 1ciclo 60°C 4min. para extensao do primer e
4°C. O sequenciamento foi realizado utilizando o sequenciador automatico ABI
PRISM 3100 Applied Biosystem.
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4.5.7 Determinagédo do Subtipo Viral

A determinagao do subtipo viral e da ocorréncia de genomas recombinantes
foram realizadas a partir das sequiéncias de polimerase, obtidas a partir do sistema

ViroSeq, cobrindo a regido da protease e de parte da transcriptase reversa (1.3Kb).

Os subtipos virais foram determinados através do alinhamento das
sequéncias obtidas a partir das gestantes incluidas no estudo frente a amostras de
referéncia dos diversos subtipos virais do grupo M e de uma sequéncia externa
(SIVepz), disponiveis no banco de dados de Los  Alamos

(http://www.hiv.lanl.gov/content/index), seguindo-se de constru¢des filogenéticas

usando o modelo de “neighbor-joining” (Saitou and Nei 1987) com 100 replicatas
para a determinacdo dos valores de bootstrap. Foram considerados como
grupamentos significativos aqueles com valores ode bootstrap iguais ou superiores a
70. Os procedimentos de alinhamento e inferéncias filogenéticas foram realizados

através da ferramenta Mega versao 4.0 (Tamura, Dudley et al. 2007).
4.5.8. Determinacao das mutacdes de resisténcia

A regiao da polimerase do HIV-1, incluindo protease e transcriptase reversa,
foi amplificada e sequenciada no intuito de detectar a presenca de mutagdes
associadas a resisténcia aos anti-retrovirais, em isolados circulantes na populagao
de gestantes virgens de tratamento. As sequéncias foram editadas no programa
Viroseq v.2.7 gerando um fragmento de 1.3Kb para anélise do perfil de resisténcia

aos anti-retrovirais.

Depois da edi¢ao e analise das sequéncias no programa Viroseq® gerava-se
um laudo descrevendo todas as mutagdes encontradas e seu impacto respectivo na
acao de cada medicamento. Este procedimento foi realizado para cada gestante,

nos diferentes momentos de analise previstos no presente estudo.

Além do laudo fornecido pelo programa Viroseq®, todas as sequéncias foram
submetidas ao algoritmo HIVdb Stanford (disponivel em

http://hivdb.stanford.edu/pages/algs/HIVdb.html) para interpretacdo de resisténcia

genotipica.
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4.5.8.1. Analise de mutacdes de resisténcia primaria

Para a analise de mutagdes de resisténcia primaria utilizamos a lista de
mutacgdes de resisténcia a drogas para vigilancia epidemiolégica (Surveillance Drug
Resistance Mutation list - SDRM) que foi proposta para se obter uma medida
simples, ndo ambigua e estavel de Transmissdo de Virus Resistente a Drogas
(TVRD) (Shafer, 2007). Quando usada para acessar resisténcia nas sequéncias de
amostras de populagdes de individuos portadores de infec¢ao pelo HIV-1, virgens de
terapia anti-retroviral (TARV), essa lista € capaz de estimar a transmissao de virus

resistente a drogas de acordo com as diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude.

As mutacdes da lista SDRM foram selecionadas como indicadores de
transmissao de virus resistente as drogas, e estdo em concordancia com o0s
seqguintes critérios: (i) s&o comumente reconhecidas como fatores causais ou
associados a resisténcia; (ii) sdo nao-polimérficas em pessoas virgens de terapia

anti-retroviral; e (iii) sdo aplicaveis para todos os subtipos do HIV-1.

A lista SDRM também apresenta um grupo de mutagdes secundarias
consideradas como “borderline/suspeitas”. Essas mutacdes nao sao utilizadas no
computo do calculo da transmissao de virus resistente, mas estdo marcadas com as
mutacdes principais na lista SDRM para fornecer informacéao adicional, que pode ser

util na avaliagcao dos resultados.

As mutagdes consideradas como “borderline/suspeitas” sdo as que: (i) tém
associagcdo com tratamento anti-retroviral e ndao ocorrem como polimorfismos
naturais em um nivel maior que 0,5% em individuos virgens, mas que foram
excluidas da lista SDRM porque ndo preenchem os critérios de ser reconhecidas
amplamente como mutagdes relacionadas ao tratamento, ou (ii) que tém associacao
com o tratamento, mas que também ocorrem naturalmente ou como polimorfismos
raros perto do ponto de cut-off para consideragdo de polimorfismos naturais (entre
0,5 e 1,0%) ou como polimorfismos que sdo geralmente incomuns, mas que ocorrem

com elevada frequéncia em certos subtipos.

A sequéncia FASTA do gene pol (sequéncias de nucleotideos) foi colocada

no programa CPR — Calibrated Population Resistance Tool, versao 3.2, para analise
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das sequéncias da protease e RT e avaliacdo de mutacbes de resisténcia

(http://surveillance.stanford.edu/cpr/cpr.cqi).

4.5.9 Diagnéstico de infeccao por Chlamydia trachomatis e/ou Neisseria

gonorrhoeae

PCR Cobas Amplicor positivo na urina, de acordo com a bula do fabricante.

4.5.10 Diagnostico de sifilis

VDRL ou RPR reagente, qualquer titulo, confirmado por um teste treponémico
(TPHA).

4.5.11 Diagnostico de hepatite B

Foram consideradas portadoras de infecgdo aguda ou crénica pelo virus da
Hepatite B as gestantes que tinham sorologias com as seguintes combinagdes de
marcadores virais para Hepatite B: HbsAg+ e anti-HBc IgM+ ou HbsAg + e anti-HBc
IgG +, respectivamente. A sorologia para hepatite B foi feita pela metodologia ELISA

e o teste utilizado foi o ELFA BioMérieux.

4.5.12 Diagndéstico de hepatite C

Foram consideradas portadoras de hepatite C as gestantes que tinham
sorologia anti-HCV reagente. A sorologia para hepatite C foi feita pela metodologia
ELISA e o teste utilizado foi o ELFA BioMérieux.
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4.5.13 Diagnostico de Herpes simplex 2 (HSV-2)

Sorologia para HSV-2 foi realizada com o Focus HerpeSelect 2 ELISA IgG.
Os resultados foram reportados como valores indice em relagcdo ao calibrador cut-
off. Para calcular o indice, os valores de densidade otica dos espécimes foram
divididos pela média dos valores de absorbancia dos calibradores. Foram

consideradas reagentes as amostras com indices = 3,5.

4.5.14 Diagnostico soroldgico da Toxoplasmose, Rubéola e Citomegalovirus

As sorologias para Toxoplasmose /Rubéola/ Citomegalovirus foram feitas pela

metodologia ELISA, e o teste utilizado foi o ELFA BioMérieux.

4.6 LOCAL DA REALIZACAO DOS EXAMES LABORATORIAIS

Os exames de Hematologia e Bioquimica foram realizados no laboratério de

Patologia Clinica do Hospital Geral de Nova Iguacu.

Os exames sorolégicos para Toxoplasmose, Rubéola e Citomegalovirus
foram realizados no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Geral de Nova
Iguagu. Esse laboratério estd certificado pelo Colégio Americano de Patologia

Clinica (CAP) para realizagcado dessas sorologias.

A reacgao intradérmica de Mantoux foi realizada no ambulatério do Hospital

Geral de Nova Iguacu.

Os exames sorologicos para Herpes Simplex 2 foram realizados no
Laboratério de Imunologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas —
IPEC/FIOCRUZ.

Os exames sorologicos para lues foram realizados no Laboratério de

Patologia Clinica do Hospital Geral de Nova Iguagu. Esse laboratorio esta certificado
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pelo Colégio Americano de Patologia Clinica (CAP) para realizacdo da sorologia

para sifilis.

As sorologias para hepatite B e para hepatite C foram realizadas no
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Geral de Nova lguacgu. Esse laboratério
esta certificado pelo Colégio Americano de Patologia Clinica (CAP) para realizagéo

de sorologia para Hepatite B e C.

A pesquisa de Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae na urina
através da técnica de PCR foi realizada no Laboratério do departamento de doencas

infecciosas do Hospital dos Servidores do Estado.

Os exames soroldgicos para deteccao de infecgao recente pelo HIV-1
(Calypte BED Incidence Enzyme Immunoassay) foram realizados no Laboratério de
AIDS e Imunologia Molecular da FIOCRUZ, Instituto Oswaldo Cruz.

Os exames de contagem de células CD4/CD8 e quantificacdo de RNA viral
para o HIV-1 e os exames de genotipagem para o HIV-1 foram realizados no
Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular da Fiocruz, o qual € Centro de
Referéncia para o Ministério da Saude para a realizagdo e controle de qualidade
deste exame. e referéncia para a América Latina pelo VQA (Virology Quality

Assurance).

4.7. ASPECTOS ETICOS

As gestantes que participaram desse estudo foram informadas de que esta
pesquisa fazia parte de uma tese de doutorado conduzida pelo Dr. José Henrique
Pilotto, e que tinha como um dos seus objetivos avaliar o perfil de resisténcia
genotipica do HIV-1 aos anti-retrovirais numa populagdo de gestantes expostas a

quimioprofilaxia com HAART para prevencao da transmissao vertical do HIV-1.

As gestantes foram informadas também da relevancia de sua participagcao

nesta pesquisa e foram esclarecidas de que ndo eram obrigadas a participar, caso
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nao concordassem. Foram também informadas quanto ao sigilo e confidencialidade

acerca de todas as informagdes por elas disponibilizadas.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPEC-FIOCRUZ
em 17 de Janeiro de 2005. Os pesquisadores envolvidos no projeto estavam de
acordo com os Termos das Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos — Resolugdes n°s.196/96; 251/97 e 292/99 do Conselho
Nacional de Saude (CNS)/ Conselho Nacional de Etica em Pesquisa / Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Foram levadas em consideracdo as normas para uso de amostras estocadas
de acordo com a Resolugdo CNS N° 347, de 13 de janeiro de 2005, que regula o uso

de amostras estocadas.

4.8 REGISTRO E GERACAO DA BASE DE DADOS

Para este estudo, foram desenvolvidos dois formularios com questdes
padronizadas para atender aos objetivos gerais e especificos. Um deles, contendo
informagbes soécio-demograficas, comportamentais, clinicas, laboratorais, histéria
obstétrica e do pré-natal que foi realizado durante o estudo. O segundo, para o
registro da genotipagem e dos subtipos virais (ANEXO A). A entrada de dados foi
feita a partir da utilizagdo do software comercial Teleform (vers&do padrdo 6.1,
produzido pela Cardiff Inc.), mediante escaneamento dos formularios e
processamento sob forma de imagens digitais. O uso do Teleform possibilitou a
exportagao automatica, o controle de qualidade, a validagdo e o armazenamento dos
dados coletados, permitindo a integragdo com o aplicativo para gerenciamento e
anadlise de dados SAS, versdo 8.1, utilizado para as analises deste estudo. As

principais vantagens na implementacao do Teleform foram as seguintes:

» Reducdo de custos e erros em comparagao com solugdes que fizessem uso
de entrada manual de dados (digitagao tradicional);
= Diminuigdo consideravel do tempo de resposta entre coleta e analise dos

dados;
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» Grande flexibilidade na utilizagcdo de variados sistemas de gerenciamento e

analise de dados (portabilidade da base de dados).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

4.9.1 Andlise descritiva

Foram realizadas frequéncias relativas das variaveis categoricas e a média,
desvio-padrao (DP), mediana e intervalo interquartilico (IQR) para as variaveis
continuas para a caracterizacdo da populacdo estudada. Os resultados foram

interpretados para os valores validos.

4.9.2 Analise comparativa da contagem de linfocitos CD4 e do RNA do HIV-1,
segundo classificacao de infeccao recente pelo Calypte BED EIA

A contagem de linfocitos CD4 e o RNA do HIV-1 nas amostras coletadas na
visita inicial (pré-HAART) segundo a classificagdo de infecgcédo recente pelo Calypte
BED EIA foram comparadas através do teste ndao paramétrico Mann-Whitney. Foram
consideradas estatisticamente significativas as diferenga encontradas ao nivel de
5%.

4.9.3. Analise comparativa da contagem de linfocitos CD4 e do RNA do HIV-1
entre as amostras obtidas antes do inicio de HAART e 6 meses apds a
interrupcao da HAART

O critério de inclusao para participar desta analise consistiu em ter data de
parto até dezembro de 2007, de forma que as mulheres tivessem oportunidade de
coletar a amostra seis meses apds o parto, ou seja, a interrup¢gao de HAART. Como

critério de exclusédo, a reintroducdo de HAART anterior a coleta da amostra da visita
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de seis meses apods o parto e perda de seguimento anterior a coleta dessa amostra
de 6 meses. Desta forma, o nimero de observagdes para essa analise foi menor,
uma vez que esta so foi possivel para as mulheres que tiveram suas amostras
processadas para contagem de linfécitos CD4 e RNA do HIV-1 nas visitas de

inclusdo na coorte (pré-HAART) e de seis meses apos a interrupgao de HAART.

O teste pareado de Wilcoxon (Levin 1987) foi utilizado para avaliar as
diferencas da contagem de linfécitos CD4 e do RNA do HIV-1 entre as amostras

obtidas antes do inicio de HAART e 6 meses ap0s a sua interrupgao.

O teste pareado de Wilcoxon calcula as diferengas entre duas medidas (no
caso, coleta pré-HAART e 6 meses apods a interrupgdo da HAART) para um mesmo
individuo e compara o numero de diferengas positivas, negativas e de empates. As
diferengas positivas ocorreram quando as medianas da contagem de linfécitos CD4
e RNA do HIV-1 nas amostras obtidas 6 meses ap6ds a interrupgao de HAART foram
maiores do que as medianas calculadas para estes pardmetros nas amostras
obtidas antes do inicio de HAART. As diferengas negativas ocorreram quando os
valores observados nas amostras obtidas 6 meses apoés a interrup¢do do HAART
foram menores do que os valores observados nas amostras obtidas antes do inicio
de HAART. Os empates ocorreram quando as diferencas entre as medianas da
contagem de linfécitos CD4 e RNA do HIV-1 nas amostras obtidas para estes dois
momentos foram zero. O nivel de significancia de 5% (p-valor < 0,05) foi considerado

para afirmar que existe diferenca entre as medianas.

A contagem de linfocitos CD4 mais proxima da introducdo da HAART (anterior
a introducdo de HAART até 30 dias apds) foi considerada como referente a visita
inicial da gestante (pré-HAART). Qualquer medida de RNA do HIV-1 mais proxima
da introducdo da HAART, seja anterior ou até 3 dias apdés a sua introdugéo, foi
considerada como referente a visita inicial da gestante (pré-HAART). Para as
medidas da contagem de linfocitos CD4 e do RNA do HIV-1 referentes a visita de 6

meses apos a interrupcao da HAART foi admitido um intervalo de +/- 3 meses.
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4.9.4 Célculo das prevaléncias de resisténcia primaria e de polimorfismos na
visita pré- HAART

As mulheres com carga viral indetectavel (N = 16) foram excluidas destas
analises, dado a escassez de dados publicados que permitam assegurar que estas
mulheres ndo tenham de fato mutacdo. Sendo assim, o calculo das prevaléncias de
mutacéo primaria e de polimorfismos foi realizado em 123/139 amostras obtidas na

visita de inclusao (pré-HAART) das mulheres selecionadas para este estudo.

Para o calculo das prevaléncias das mutacdes de resisténcia primaria para os
ITRN, ITRNN e IP, foi considerado no numerador o total de gestantes que tiveram ao
menos uma mutacao principal da lista SDRM para cada classe de ARV supracitada

e no denominador o total de gestantes que tiveram amostras amplificadas (n = 123).

A prevaléncia de cada mutacgdo principal de resisténcia primaria, seja para
ITRN, ITRNN e IP, também foi calculada, sendo considerado no numerador o
nuamero de amostras com a mutagao principal especifica € no denominador o
numero de amostras amplificadas (n = 123). Procedeu-se de forma semelhante para
0 calculo das prevaléncias de mutagdes polimérficas (amostras pré-HAART),
entretanto no numerador foi considerado o total de gestantes que tiveram qualquer
mutacao acessoria polimoérfica. A prevaléncia de mutagdes polimoérficas também foi

calculada de acordo com o subtipo do HIV (Subtipo B e Subtipos nao-B).

4.9.5 Calculo das incidéncias cumulativas de detec¢cdo de mutacéo apoés
aintroducédo de HAART

As mulheres com carga viral indetectavel na visita de inclusdo no estudo (N =
16), também foram excluidas dos calculos de incidéncias de novas mutagdes apds a
introducéo de HAART.

O calculo da incidéncia geral de mutag¢des detectadas apds a introdugéao de
HAART foi realizado para estas mesmas 123 gestantes, uma vez que para todas foi

possivel obter ao menos uma amostra apos a introdugao de HAART.
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As mutacbes encontradas nas amostras da visita inicial (pré-HAART) de
gestantes e, portanto, consideradas como mutagdes primarias, nao foram
computadas como “nova mutacdo” no calculo das incidéncias, quando detectadas

nas amostras coletadas apods a introducao de HAART.

A incidéncia cumulativa de mutacdes detectadas apds a introducdo de
HAART também foi calculada para cada visita do estudo (parto, 2 e 4 semanas e 6
meses) considerando no numerador o total de gestantes que tiveram ao menos uma
mutacao principal ou acessoéria da lista de Standford para cada classe de ARV,
assim como também o total de gestantes que tiveram cada mutagéo especifica; nos
denominadores foram consideradas inicialmente apenas as gestantes que tiveram
genotipagens satisfatérias em cada visita. A incidéncia cumulativa também foi

calculada considerando no denominador o total de gestantes (n = 123).

4.9.6 Analise dos fatores preditores de detec¢do de mutagcdo apos a introducéo
da HAART

Foram consideradas para a analise dos fatores preditores de detecgcao de
mutacdo apds a introdugcdo da HAART 123/139 amostras obtidas na visita de
inclusdo (pré-HAART) das mulheres selecionadas para este estudo, para as quais

foi possivel a amplificagdo dos genes da protease e da transcriptase reversa.
4.9.6.1. Codificacao das covariaveis selecionadas

As covariaveis que foram analisadas no modelo univariado estdo descritas na
tabela 1, assim como as codificagdes a elas atribuidas. Para a definicdo da variavel
de exposicdo “RNA do HIV-1 no parto” foi considerada a medida no intervalo de 7

dias antes ou depois do parto.
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Tabela 1 - Codificacdo da variavel-desfecho, variavel de exposicdo e covariaveis

analisadas no modelo multivariado

Variaveis Codificacao
Variavel-desfecho
Deteccao de qualquer mutagéo apés introdugéo da PMTCT | 1 = Sim

0 =Nao
Covariavel de exposicéo
RNA do HIV-1 no parto 0=<80

1=>80
Covariaveis
Infeccao recente (Calypte BED EIA) 1=Sim

0 =Nao
Subtipo do HIV 1=B

0 = N&ao-B
Resisténcia primaria (mutagao principal) 1=_Sim

0 = Nao
Presenca de polimorfismo G335CD ou E312Q 1=Sim

0 = Nao
Contagem de linfécitos CD4 pré-HAART 1=<350

0=>350
Esquema usado para PMTCT 1=1P?

0 = ITRNN®

Tempo de uso de HAART (dias)
Idade gestacional no inicio do pré-natal no HGNI

(semanas)

#Nelfinavir ou Lopinavir
®Nevirapina

4.9.6.2 Medida de associacao

O risco relativo (RR) foi a medida de associacao utilizada para avaliar a

importancia das covariaveis selecionadas na deteccdo de nova mutacdo apds a

introducdo de HAART. O RR foi estimado utilizando-se o0 modelo de regressao de

Poisson.
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4.9.6.3 Modelo de Poisson nao ajustado e ajustado

No modelo ndo ajustado cada variavel foi avaliada isoladamente. Aquelas que
apresentaram um nivel de significancia de até 20% (p<0,20) foram selecionadas
para a inclusdo no modelo ajustado.

A correlagdo entre as covariaveis “tempo de uso de HAART” e “idade
gestacional no inicio do pré-natal no HGNI” foi avaliada pelo coeficiente de
correlacao de Pearson. Esse coeficiente pode assumir valores que variam entre -1 e
+1. Consideramos como alta uma correlagao valores acima de +/-0,75.

Modelos multivariados foram ajustados para “deteccdo de mutagdo apos
introdugdo de HAART” (variavel-desfecho) considerando RNA do HIV-1 como
variavel de exposicao. A determinacao do efeito independente entre as covariaveis
selecionadas e a deteccado de mutacao apos a introducdo de HAART foi avaliado por
meio do modelo de Poisson. A modelagem foi iniciada adicionando-se
sequencialmente as variaveis que se mostraram significativamente associadas ao
desfecho na analise univariada, seguida de exclusédo sequencial de acordo com a
relevancia de cada uma delas para os modelos sucessivamente ajustados.
Permaneceram no modelo final as variaveis significativas em nivel de 10% (p<0,10)
ou com um efeito considerado importante, ou seja, variaveis que mostraram um
aumento do risco da detecgao de qualquer mutagdo em mais de 50% (RR>1,5).

O modelo de regressédo de Poisson tem como pressuposto de que a média
seja igual a variancia na variavel desfecho. A existéncia de sobredisperséo
(varidncia maior que a média) no modelo de regressao de Poisson foi avaliada por
meio do teste global de adequagao do ajuste (“‘goodness of fit”) que utiliza a fungao
desvio (“deviance”) e os graus de liberdade dos residuos. A funcdo desvio do
modelo segue uma distribuicdo qui-quadrado sob a hipotese nula de que o modelo é
adequado. Com um p-valor baixo, rejeita-se a hipétese nula de que o modelo possui
um bom ajuste aos dados (Mccullagh 1989). Este pressuposto foi verificado através
do comando poisgof da biblioteca Epicalc (Chongsuvivatwong 2008). Todas as

analises foram realizadas com o pacote estatistico R (R 2008).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E
COMPORTAMENTAIS

A idade média e mediana das mulheres foi de 25,3 (DP = 6,0) e 24 anos (1Ql =
20 - 29), respectivamente, sendo que 13,7% (n= 19) delas tinham idade inferior a 20
anos. Cerca de dois tergos das mulheres se auto-declararam como pertencentes a
raga nao-branca (69,8%) e 58,3% declararam ter apenas até sete anos de
escolaridade. A maioria delas (65,0%) tinha renda familiar mensal até dois salarios-
minimos no momento de sua inclusdo na coorte; 17,8% eram desprovidas de

qualquer renda familiar mensal.

Cerca de 80% das mulheres estava vivendo em unido quando de sua incluséo
na coorte; um terco das mulheres (n = 44) tinha parceiros sorodiscordantes para o

HIV e 28,4% (n = 38) desconhecia o status soroldgico de seus parceiros.

Um quarto das mulheres (n = 34) se declarou como fumante durante a
gestagao do estudo. Etilismo e uso de drogas durante a gestacéo avaliada no estudo

foram reportados por 22,1% e 9,6% das mulheres, respectivamente.

A tabela 2 descreve as caracteristicas sécio-demograficas e comportamentais

das gestantes com HIV/AIDS no momento da inclusdo na coorte do HGNI.
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Tabela 2 - Caracteristicas soécio-demograficas e comportamentais das gestantes
com HIV/AIDS acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N = 139).

Caracteristicas?® N %

Idade materna em anos (N = 139) <20 19 137
20-34 110 791
=35 10 7,2

Etnia/Raga (N = 139) Branca 42 30,2
Nao branca 97 69,8

Escolaridade (N = 139) Até 4 anos 35 25,2
5-7 anos 46 33,1
8 ou mais anos 58 41,7

Renda familiar mensal em S.M.

(N =137) Sem renda 24 17,5
Até 2 salarios 89 65,0
>2 salérios 24 17,5

Sem informagéo — 2 (1,4%)

Situacdo conjugal (N = 139) Unida 110 791
Nao unida 29 20,9

Sorologia do parceiro atual (N = 134) Positiva 52 38,8
Negativa 44 32,8
Desconhecido 38 28,4

Sem informagéo — 5 (3,6%)

Tabagismo na atual gestacédo (N =137) Sim 34 24,8
Nao 103 75,2

Sem informagao — 2 (1,4%)

Etilismo na gestacéo atual (N = 136) Sim 30 221
Nao 106 77,9

Sem informacgao — 3 (2,2%)

Uso de drogas na gestacdao atual

(N =135) Sim 13 9,6
Nao 122 90,4

Sem informagéo — 4 (2,9%)

#Numeros variam devido & informagéo ignorada
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5.2. CATEGORIA DE EXPOSICAO AO HIV

A aquisicado da infecgao pelo HIV através do contato heterossexual foi referida
por 83,0% das gestantes. Em uma delas a aquisicdo da infeccao foi atribuida a
histéria de hemotransfusdo e em 16% nao foi possivel determinar a categoria de

exposicao (Figura 9).

Categoria de exposicdo ao HIV

(n=22)
16% 1

(n=1)

1% __

(n=116)
83%

B Heterosexual B Transfusdo sanguinea/Hemoderivados B Desconhecida

Figura 9 - Categoria de exposi¢gao ao HIV das gestantes acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro,
2005-2008 (N = 139). Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.3 OUTRAS INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS

Entre as mulheres que realizaram coleta de amostras de urina (PCR) e sangue
(exames soroldgicos) para rastreamento de outras infecgdes sexualmente
transmissiveis (IST), 16,5% foi diagnosticada com outra IST na visita de inclusao na
coorte. Diagnésticos de sifilis, clamidia, gonorréia, hepatites B e C foram realizados,
respectivamente, em 9,0%, 5,3%, 0,8%, 3,0% e 1,5% das mulheres (FIGURA 10).
Sorologia reagente para o herpes virus tipo 2 foi observada em 65,1% (n = 88) das

gestantes.
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Figura 10 - Prevaléncia de ISTs diagnosticadas na visita de inclusdo das gestantes acompanhadas
no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N=133). Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.4 OUTRAS TESTAGENS SOROLOGICAS NO PRE-NATAL

Os resultados dos exames sorologicos realizados na visita de inclusdo das

gestantes na coorte estdo apresentados no quadro 6. Casos de infecgéo

aguda/recente (IgM reagente) para toxoplasmose, rubéola e citomegalovirus foram

observados em 2,2%, 2,2% e 6,7% das gestantes, respectivamente.

NUumero de Gestantes testadas (n=135)

Reagente

Nao Reagente

Toxoplasmose IgG

74,0% (100/135)

25,9% (35/135)

Toxoplasmose IgM

2,2% (3/135)

97,7% (132/135)

Rubéola IgG

87,4 (118/135)

12,5% (17/135)

Rubéola IgM

2,2 (3/135)

97,7% (132/135)

Citomegalovirus IgG

90,3% (122/135)

9,6% (13/135)

Citomegalovirus IgM

6,7% (9/135)

92,5% (125/135)

Quadro 6 - Prevaléncia de infecgdo por toxoplasma goondi, pelo virus da rubéola e por

citomegalovirus nas gestantes no momento da visita de inclusdo na coorte (n =

Elaborado pelo Autor.

135). Fonte:
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5.5 CARACTERISTICAS CLINICAS, IMUNOLOGICAS E DA
GESTACAO

A média e a mediana do tempo decorrido desde o diagndstico do HIV até o
momento da inclusdo na coorte foi de 249,8 dias (DP: 515,7) e 49 dias (IQl: 24-333).
Dois tergcos das mulheres tiveram o diagndstico de infecgao pelo HIV durante a atual
gestagado, apesar de 80,5% do total de mulheres ter reportado ao menos uma
gestacdo anterior. A média e a mediana do numero de gestagdes anteriores nesta
populacao foram de 2,3 (DP: 1,9) e 2,0 (IQl: 1,0-3,0).

A média e a mediana da idade gestacional no inicio do pré-natal foram de
24,5 (DP: 8,0) e 24,0 (lQl: 19,0-30,0), respectivamente. Cerca de 40,0% das

gestantes iniciou o pré-natal durante o terceiro trimestre da gestacao.

A maioria das mulheres (79,7%) apresentou contagem de linfécitos CD4+ pré-
HAART igual ou superior a 350 cels./mm® e 8,8% apresentavam carga viral pré-
HAART indetectavel.

Esquema anti-retroviral contendo inibidor de protease foi prescrito para 77,7%
das gestantes, enquanto que para as demais foi prescrito esquema contendo inibidor
de transcriptase reversa nao-nucleosideo. Substituicdo de anti-retroviral devido a
evento adverso ocorreu em 7,2% das gestantes, sendo o evento adverso gastro-
intestinal o mais frequente (n = 36; 26,1%). A média e a mediana do tempo de uso
de HAART foram 84,6 dias (DP: 47,2) e 84,0 (I1Ql: 43,0-122,0), respectivamente.
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Tabela 3 - Caracteristicas relacionadas a infeccdo pelo HIV/AIDS das gestantes
acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N = 139).

Caracteristicas?®

%

Numero de gestacOes anteriores (N = 139)

Momento do diagnostico do HIV (N = 139)

Infeccéo recente pelo HIV — Calypte (BED)
(N=137)

Sem informacgéo — 2 (1,4%)

Idade gestacional no inicio do pré-natal no
HGNI em semanas (N = 138)

Sem informacgao — 1 (0,7%)

Contagem de linfécitos CD4 (cels/mm3)
pré-HAART (N = 138)

Sem informagéo — 1 (0,7%)

Carga viral pré-HAART (N = 137)

Sem informacgéao — 2 (1,4%)

Esquema HAART na gestacédo (N = 139)

Nenhuma
1-2
3 ou mais

Durante esta
gestagao
Anterior a esta
gestagao

<14
14-27 semanas

= 28 semanas

250-349
350-500

> 500

< 80 cépias/mm-3
81-400 copias/mm-3
= 401 coépias/mm-3

Inibidor de protease
ITRNN

27
59
53

94

45

19
118

13
69

56

28
37

73

12

116

108
31

19,4
42,4
38,1

67,6

32,4

13,9
86,1

9,4
50,0
40,6

20,3
26,8
52,9

8,8
6,6
84,7

7,7
22,3

@Numeros variam devido & informagéo ignorada
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5.6 CARACTERISTICAS RELACIONADAS AO PARTO

A maioria das mulheres (65,2%) foi submetida a cesariana, sendo que em
5,1% este procedimento foi realizado em decorréncia de emergéncia obstétrica.
Complicagdes durante o parto ocorreram em 7,4% das gestantes, sendo 1 placenta

prévia, 1 corioamniotite e 1 circular de cordao.

Cerca de 25% das gestantes, das quais foi obtida amostra de sangue no parto
(n = 125), apresentou RNA do HIV-1 maior do que 400 copias/mL. Administragao

intravenosa de zidovudina foi realizada em 93,5% das gestantes.

Complicagdes apos o parto ocorreram em 5,2% das gestantes. Duas
gestacdes (1.5%) resultaram em filhos natimortos. As caracteristicas relacionadas ao

parto das gestantes incluidas neste estudo estdo apresentadas na tabela 4.

5.7 CARACTERISTICAS RELACIONADAS AOS RECEM-NATOS DAS

GESTANTES

A média e a mediana da idade gestacional no momento do parto foram de
38,1 (DP: 2,0) e de 39,0 (IQl: 38,0-39,0) semanas, respectivamente, sendo que
12,2% das gestantes tiveram parto com menos de 37 semanas de gestagdo. A
média e a mediana do peso do recém-nato ao nascer foi de 2.969,0 (DP: 503,6) e de
2.995,0 (IQl: 2790,0-3.265,0) gramas, respectivamente, sendo que baixo peso
ocorreu em 13,8% deles.

Aleitamento artificial ocorreu em 98,5% dos recém-natos e zidovudina xarope
foi administrada pelo periodo de 6 semanas em 97,7% dos recém-natos. Dentre os
recém-natos que foram acompanhados até a definicdo do diagndstico da infecgao

pelo HIV (n = 130), nenhum caso de transmissédo vertical foi observado. As
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caracteristicas relacionadas aos recém-natos das gestantes incluidas neste estudo

estdo apresentadas na tabela 5.

Tabela 4 - Caracteristicas relacionadas ao parto das gestantes com HIV/AIDS

acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N = 139).

Caracteristicas?®

%

Carga viral no parto (N = 125)

Sem informagéo — 14 (10,1%)

Tipo de parto (N = 138)

Sem informacgao — 1 (0,7%)

ComplicacBes no parto (N = 135)

Sem informacgéo — 4 (2,9%)

Complicacfes apds o parto (N =
134)

Sem informacgao — 5 (3,6%)

Fez uso de AZT durante o trabalho
de parto (N = 139)

< 80 copias/mm-3
81-400 copias/mm-3
= 401 cépias/mm-3

Cesariana eletiva

Cesariana de
urgéncia
Vaginal

Sim
Nao

75
20
30

83

48

10
125

127

130
9

60,0
16,0
24,0

60,1
5,1
34,8

74
92,6

52
94,8

93,5
6,5

#Numeros variam devido a informagao ignorada
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Tabela 5 - Caracteristicas relacionadas aos recém-natos das gestantes com
HIV/AIDS acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N = 139).

Caracteristicas?® N %
Idade gestacional no parto em semanas
(N = 139) =37 122 87,8
<37 17 12,2
Peso ao nascer (N = 138) > 25009 119 86,2
< 2500¢g 19 13,8
Sem informagao — 1 (0,7%)
Recém-nato recebeu aleitamento
materno Sim 2 1,5
(N =137)
Nao 135 98,5
Sem informacgao — 2 (1,4%)
Recém-nato recebeu AZT xarope
(N =130) Sim, por 6 semanas 127 97,7
Sim, por menos de 6 2 15
semanas
Nao 1 8
Sem informagéo — 9 (6,5%)
Transmissd&o vertical (N = 130) N3o infectada 130 100,0
Infectada 0 0,0
Sem informagao — 4 (2,9%)
#Numeros variam devido a informagéo ignorada
5.8 ANALISES DA CONTAGEM DE LINFOCITOS CD4 E DA

QUANTIFICAGAO DO RNA HIV-1

5.8.1. Médias e medianas da contagem de linfécitos CD4 e do RNA do HIV-1

nas visitas de incluséao (pré-HAART), 6-8 semanas p0s-HAART, parto e 6 meses

apés o parto
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A média e a mediana da contagem de linfocitos CD4+ visita de inclusdao na

(pré-HAART) foi de 547,9 (DP: 232,6) e 518,5 (IQl: 378,0-625,0),
respectivamente. A média e a mediana da quantificagdo do RNA HIV-1 nesta visita
foi de 25.428,5 (DP: 69.527,4) e 7.800 (IQl: 1.200-26.000), respectivamente.

coorte

Na avaliacéo realizada entre 06 e 08 semanas apos a introdugcédo dos anti-
retrovirais, a média e a mediana da contagem de linfécitos T CD4+ foi de 622,2 (DP:
270,4) e 562,5 (IQR: 432,0 — 752,0) céls/mm°, respectivamente. A média e a
mediana da quantificacdo de RNA viral para HIV-1 nesta visita foi de 15.219,2 (DP:
90.050) e de 80 (IQR: 80-2.609) cépias/ml, respectivamente.

Na avaliagao realizada no parto, a média e a mediana da contagem de
linfocitos T CD4+ foi de 683,8 (DP: 288,6) e 618,0 (IQR: 483,0 — 843,0) céls/mm?®,
respectivamente. A média e a mediana da quantificacdo de RNA viral para HIV-1
nesta visita foi de 13.621,3 (DP: 93.164,4) e de 80,0 (IQR: 80,0-350,0) copias/ml,

respectivamente.

Na avaliacdo realizada 6 meses apds a interrupcdo dos anti-retrovirais, a
média e a mediana da contagem de linfocitos T CD4+ foi de 606,9 (DP: 276,0) e
524,0 (IQR: 440,0 — 710,0) céls/mm?®, respectivamente. A média e a mediana da
quantificacdo de RNA viral para HIV-1 foi de 24701,4 (DP:53.921,2) e de 7.399
(IQR:1.431-21.000) cépias/ml.

A média e a mediana da contagem de linfécitos T CD4+ e da quantificagdo de

RNA viral para HIV-1 estdo apresentados na tabela 6 e na figura 11.

Tabela 6 - Médias e medianas da contagem de linfocitos CD4 das gestantes nas
visitas de inclusao e de seguimento na coorte.

Visita na Coorte

Contagem de Inicial
o 6-8 semanas Parto 6 meses
Linfocitos CD4  (Pré-HAART)
N=134 N =127 N =107
N=137
o 547.,9 622,2 683,8 606,9
Média (DP)
(232,6) (270,4) (288,6) (276,0)
_ 518,5 562,5 618,0 524,0
Mediana (1Ql)

(378,0-625,0)

(432,0-752,0)

(483,0-843,0)

(440,0-710,0)
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Figura 11 - Medianas e intervalo interquartilico (Boxplot) do Log10 da carga viral, segundo momento
de coleta, das gestantes acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N = 139). Pré-parto =
6-8 semanas apos inicio de HAART. Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.8.2 Analise comparativa por teste pareado de Wilcoxon da contagem de
linfocitos CD4 nas visitas de inclusdo (prée-HAART) e de 6 meses apos
interrupcao de HAART

Os resultados das analises da comparagao dos linfécitos CD4 e da carga viral
entre as coletas pré-HAART e 6 meses apos o término da HAART estao
apresentadas na tabela 7.

A comparacido dos niveis de linfécitos CD4 entre as visitas de inclusdo na
coorte e de seis meses apos a interrupcdo de HAART foi realizada para 90
mulheres. As medianas das contagens de linfécitos CD4 na visita de inclusédo (preé-
HAART) e de seis meses apos a interrupgdo de HAART foi de 509 (IQR:378,2-

635,0) e de 514 (IQR: 420,0-690,0) células/mm?, respectivamente. A diferenca entre
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as medianas da contagem de linfocitos CD4 observada através do teste pareado de
Wilcoxon foi estatisticamente significativa (p=0,03).

A comparacao dos niveis de RNA do HIV-1 entre as visitas de inclusdo na
coorte e de seis meses apds a interrupcdo de HAART foi realizada para 86
mulheres. As medianas dos niveis de RNA do HIV-1, considerando a escala
logaritmica, na visita de inclusdo (pré-HAART) e de seis meses apds a interrupgao
de HAART foi de 3,86 (IQR: 2,99-4,36) e de 3,93 (IQR: 3,01-4,42) copias/mL,
respectivamente. A diferenca entre as medianas dos niveis de RNA do HIV-1
observada através do teste pareado de Wilcoxon ndo foi estatisticamente

significativa (p=0,80).

Tabela 7 - Mediana, intervalo interquartilico e resultado do teste de Wilcoxon dos
valores observados de Linfocito CD4 e Carga viral nas coletas pré-HAART e 6

meses apos interrupgao do HAART.

Linfécitos CD4 Carga Viral
N=90 N=86
Momento da coleta
Mediana (IQR) Teste Mediana (IQR) Teste
Wilcoxon Wilcoxon

Pares Pares

. 509,0 +552 3,86 +43°

Pre-HAART (378,2-635,0) “35b (2,99-4,36) 43

6 meses apos 514,0 =0 3,93 =0
interrupcdo da HAART  (420,0-690,0)  P=0.03 (3,01-4,42) P=0,80

@ valor 6 meses ap6s interrupgdo do HAART > valor pré-HAART
® valor 6 meses apos interrupgao do HAART < valor pré-HAART
° valor 6 meses apés interrupcdo do HAART =valor pré-HAART
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5.9 ANALISE DE INFECCAO RECENTE PELO CALYPTE HIV-1 BED
EIA

Dezenove gestantes (13,9%) foram classificadas como soroconvertoras
recentes (SR) para infeccdo pelo HIV-1 com base no ensaio soroldgico de
competicdo BED-EIA, enquanto que as demais apresentaram perfil sorolégico de
soroconversao de longo termo (SLT). Nos casos classificados como incidentes, a
mediana da contagem dos linfécitos CD4 e da carga viral para o HIV-1 foi de 575
células/mm® (IQR, 433 - 891) e de 6.392 copias/mL (IQR, 537-18.000),
respectivamente. Nos casos classificados como prevalentes, a mediana da
contagem dos linfécitos CD4 e da carga viral para o HIV-1 foi de 494 células/mm?
(IQR, 364 - 598) e de 8.000 copias/mL (IQR, 1340 - 27.000). N&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre as medianas de carga viral para HIV-1
entre os casos classificados como incidentes e aqueles classificados como
prevalentes (p = 0,18). Dentre as mulheres classificadas como SR, 21,0% (4/19)
apresentou mutagdes principais de resisténcia primaria nas sequéncias obtidas das
amostras da visita de inclusdo na coorte (antes do inicio do tratamento). A carga viral
para o HIV-1 na amostra de inclusdo na coorte foi maior do que 10.000 cépias em

2/4 casos e menor do que 10.000 cépias nos outros dois casos.

5.10 ANALISE FILOGENETICA DA REGIAO DA POLIMERASE VIRAL

O subtipo do HIV foi determinado em 123/139 (88,4%) amostras para a
polimerase, incluindo as regides da protease e da transcriptase reversa; 16 mulheres
apresentaram carga viral abaixo do limite de detec¢cdo em todas as amostras (visita
inicial e visitas de seguimento), ndo sendo, portanto, possivel a avaliagdo do subtipo
viral. O subtipo B foi identificado em 94/123 (76,4%) amostras e subtipos ndo-B em
29/123 (23,5%) amostras. Dentre estas, 12/123 (9,7%) foram identificadas como
subtipo F e 17/123 (13,8%) como perfis recombinantes. A Figura 12 apresenta os
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percentuais dos subtipos e genomas recombinantes de HIV-1 observados entre as
gestantes incluidas neste estudo. Cabe ressaltar que todas as gestantes com perfil
soroldgico de infecgao recente estavam infectadas pelo subtipo B do HIV-1. A Figura
13 é representativa das anadlises filogenéticas utilizadas na determinagdo dos
subtipos de HIV-1 determinados com base na regido da polimerase dos genomas
virais analisados. Os genomas recombinantes, identificados inicialmente através do
programa REGA, foram excluidos da analise. Entre estes, 11/123 (8,9%) amostras
correspondiam a infecgdes por subtipo BF, 2/123 (1,6%) por subtipo UF, 2/123
(1,6%) por subtipo DB e 2/123 (1,6%) por subtipo UK. Entre os genomas BF
verificamos um alto grau de polimorfismo, onde cada amostra correspondia a uma
forma recombinante unica (URF) (Figura 14). Foi verificada ainda a ocorréncia de
duas amostras apresentando genomas recombinantes entre os subtipos K e os
subtipos B e D (PG144) e FJ (PG226) (Figura 15).

Subtipo do HIV

2 (1,6%)

0,
11 (8,9%) 2 (1,6%), (1.6%)

12 (9,8%

94 (76,4%)

OB mF EBF OUF OUK OoDB

Figura 12 - Subtipos do HIV-1 e genomas recombinantes identificados nas gestantes acompanhadas
no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N = 123). Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 13 - Representacao grafica da analise de seqliéncias nucleotidicas do gene pol de genomas
puros e recombinantes BF do HIV-1 Fonte: Elaborado pelo Autor apds avaliagdo por bootscanning
através da ferramenta REGA HIV-1 Subtyping Tool versdo 2.0, com janelas de 400pb, movendo em
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Figura 15 - Analise filogenética do gene pol de amostras de HIV-1 Fonte: Elaborado pelo Autor a
partir de gestantes soropositivas para o HIV acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008. O
alinhamento foi realizado com amostras de referéncia do grupo M do HIV-1 e o SIVcpz. As amostras
do estudo estédo representadas em negrito. A analise filogenética foi realizada através do método de
Neighbor joining com pairwise distance incluidas no pacote Mega 4.0.. Foi considerado o valor de
bootstrap de 70 para os grupos filogeneticamente relacionados.
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5.11 ANALISE DA PRESENGCA DE MUTACOES DE RESISTENCIA DO
HIV-1 AOS ANTI-RETROVIRAIS

5.11.1 Anédlise de Resisténcia Priméria

A genotipagem foi obtida para 123/139 (88,4%) gestantes na visita de
inclusdo na coorte. Em 19/123 (15,4%) gestantes foram detectadas mutagdes da
lista SDRM (Quadro 7). Mutagdes principais foram detectadas em 14/123 (11,3%)
gestantes e foram consideradas para o calculo da prevaléncia de resisténcia
primaria. Outras 5/123 (4,0%) gestantes apresentavam exclusivamente mutacgdes
consideradas “borderline/suspeitas”. Todas elas foram identificadas como
pertencentes ao subtipo B. Entre as 19 gestantes que apresentavam qualquer
mutacao de resisténcia primaria (principal ou borderline/suspeita), 5 (26,3%) eram

soroconvertoras recentes.

5.11.1.1 Resisténcia Primaria aos Inibidores da Transcriptase Reversa Analogo aos

Nucleosideos

Mutagdes principais para os ITRN foram detectadas em 10/123 (8,1%)
gestantes. Dentre o total das gestantes, 1,6% (2/123) apresentou a mutagédo M41L
que confere resisténcia de nivel intermediario a alto para a Zidovudina (AZT) e
Estavudina (d4T) e baixo nivel de resisténcia para a Didanosina (ddl), Abacavir
(ABC) e Tenofovir (TDF), 0,8% (1/123) apresentou a mutagdo D67N que contribui
com algum grau de resisténcia para cada um dos ITRN, exceto para a Lamivudina
(3TC) e Emtricitabina (FTC), 0,8% (1/123) apresentou a mutacdo M184V que gera
resisténcia as drogas Emtricitabina (FTC) e Lamivudina (3TC) e baixos niveis in vitro
ao ddl e ABC; esta ultima mutagcao também é conhecida por reverter parcialmente a
resisténcia ao AZT, d4T e TDF causadas por outras mutagdes a AZT. Essa ultima
gestante também apresentava a mutagcdo V179D, considerada borderline/suspeita

na lista SDRM, mas que pode reduzir a sensibilidade a Nevirapina em duas a cinco
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vezes. As mutagdes T215S/I e K219R foram detectadas em 2,4% (3/123) e 2,4%
(3/123), respectivamente, e ambas conferem baixos niveis de resisténcia as drogas
Zidovudina (AZT) e Estavudina (d4T) e reduzem a susceptibilidade ao ABC, ddl e
TDF.

5.11.1.2 Resisténcia Primaria aos Inibidores da Transcriptase Reversa Nao Analogo

aos Nucleosideos

Mutacdes principais de resisténcia primaria para os ITRNN foram detectadas
em 4/123 (3,2%) gestantes. Entre o total de gestantes, 1,6% (2/123) apresentaram a
mutacao K103N, que isoladamente causa alto nivel de resisténcia para a Nevirapina
e Efavirenz, mas n&o tem efeito sobre a Etravirina. Em uma destas gestantes, além
da mutacdo K103N, também foi detectada a mutacdo Y181C que confere alto nivel
de resisténcia para a Nevirapina (NVP), baixo nivel de resisténcia para o Efavirenz
(EFV), reduz em 5-10 vezes a sensibilidade a Etravirina (ETR), além de aumentar a
sensibilidade ao AZT e Tenofovir (TDF).

Uma gestante apresentou a mutacdo K101lE que esta associada com
resisténcia de nivel intermediario para a NVP e de baixo nivel para o EFV e ETR.
Outra gestante apresentou a mutagdo E138K que é selecionada in vitro pela ETR e
reduz a sensibilidade a esta droga em até 5 vezes. Para essa ultima gestante foi
detectada também a mutacdo V179E que é considerada “borderline/suspeita” pela
lista SDRM.

5.11.1.3 Resisténcia Primaria aos Inibidores da Protease

Nao foram detectadas mutacdes principais para os IP pela lista SDRM.
Quatro gestantes apresentaram mutag¢des consideradas “borderline/suspeitas” para
os IP. Trés gestantes apresentaram a mutagdo M46L que diminui a sensibilidade ao
Indinavir (IDV), Nelfinavir (NFV), Fosamprenavir (FPV), Atazanavir (ATV) e
Tipranavir (TPV). A outra gestante apresentava a mutagcdo L33F acompanhada da

mutacao V77I.
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HIV-1 Mutacbes Mutaces Mutacdes
Subtipo isténci
ID o] Ir?ilc\:lgl ITRN ITRNN Protease Resisténcia
g o1 V35T, M41L, V60, [135T, D177E, T4l K14R, 115V,
BgED B/B 2500 1178M, R211K, T215L, V245K, G17E, D60E, AZT™,
e : D250E, A272P, K277R, T286A, - L63S, L63P, 164V, daT
1293V, G333E, Q334L H69Y, K70R, I72V
K20R, V35L, T39A, W88C, K173E,
Pg_13 F514L DR1GE. Kotof \ods! 101, L10V, L1ov,
BED B/B | 27.000 K281R, L283F. T286A, A288S, - E35D, L63S, AZT, d4T
SLT 1203V, P294T, E297R, D324E, K70R
Q334E
BED B/B 6.800 1178L. T200A 1244V V245K - R57K, D60OE, AZT, d4T
SLT D250E, A272P, 1293V Q61D, 162V
Pg_30 K20R, K43N, K430, K43H, K49R, 191, K20T, M261.
= 150V, K104N, K104T, T200A, R57K, D6OE,
EE_'? B/B | 32.000 E204K, V245|, E248D, A272P, VIT9E | 5oy Le3p. 6av, | NVP,EFV
K277R, L283l, 1293V, E297K, D324E H690

Pg_41 M16T, K20R, W88G, K122E, T131S,
o=0 1135Q, P170S, 1202V, Q207H, oA K14R
= B/B 6.100 R211K, T215S, D250E, N265D, - 5y el NeoT | AZT, d4T

A272P, K277R, K311R, D324E, » M36l,
L325V

G18V, K30N, K32S, K32R, K32N,

E40D, M41V, K43G, K43R, K43E,

E44G, K46N, 150S, K64E, K66R,

Pg_57 D76H, F87L, VO0A, D121H, K122E, Tlg's:jlf’;ﬂ/égllg"

BED B/B 1.400 1135T, Q161K, S162W, S162C, K101E NS, BALK NVP
SLT H198Y, R211S, R211M, R211l, e
F214L, E233K, V245Q, T286A. ' '
V2921, 1293V, E297A, K323R, 13291
T12A. 115V,

Pg_58 1135T, K166R, G196K, V245I, Q18L, L19I, NFV, ATV,
BED B/B | 40.000 2726 1290V E297K. 03341 - R4A1K, M46L, FPV.
SLT ' ’ * L63V. K70R,

P79D
K20R, S48T, K49R, D86S, K1020,
Pg_65 K122E, 1135T, Y183N, 1195L, 1202V,
BED B/B | 7.600 G s ol ; M361, N37A AZT, d4T
SLT A272P, K277R, K311R, D324E,
L325V, 1326V, 1329
T7A, K11N, K20R, I31L, V35I, G45V, T12N, E35D.
Pg_69 K49R, E53G, Q91H, S117P, K122E, N37S, R41K,
- 1135T, F160S, G196R, T200I, 1202V, P44S, 162V,
gE? B/B 5.600 F214L, T215], K277R, T286A., L63P, H690Q, AZT, d4T
A288S, 1293V, P294T, S322 - K70N, V77,
N98K
K43R, 1135T, A158S, S162C,
P%—Elgg B/B 8.600 E169D. R211K, V245E, E248K, 'Fgg%i SZSN TPV, ATV,
: A272P. K277R, 1293V, P294T, - ’ ’ EPV.
SLT Saon 164M, V771, L89M
MA41R, K65T, T691, K73R, F77S,

Pg_107 K102T, K104R, 1132V, S134R,

=n 1135T, S163T, M184R, V189,
SR B/B | 18.000 K201R, 1202M, R211K., F214L, - K14R, D29N AZT, d4T
K219R, K238R, W239L, VV245T,
K249R, K281R, T290R, 1293V,
D324E, 1329
Pg_110 K11R, K20R, V35E, I50L, D121H, 113V, K14R,
- K122E, 1178L, T2001, Q207K, E35D, L63P,
2'5? B/B | 30.000 F214L, D250E, 1274V, K287R, KIO3N | \eam a71v, v771, | NVP.ERV
V2921, 1293V, E297A, S322A 193L
PgB—ElDlZ BB | 19.000 | K20R. I135T, S162C, D177E, F214L, |  E138K '13;/5'7'&9:6';"36'-'
= V245K, V2921, 1293V, 1326V, Q334L | VATOE | | oac Faer joa NVP
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HIV-1

. Mutacbes Mutagdes Mutacbes A
ID Subtipo RNA ITRN ITRNN Protease Resisténcia
Inicial

Pg_117 K20R, K122P, D123E, 1135T, 1142V,

BED B/B 6.900 D177N, T200A, R211K, F214L, K103N, E35D, N37D, NVP, EFV
SR : H221Y, V245M, A272P, K277R, Y181C L63P, 172V
A288S, 1293V, E297T, A327V
P g125 D121H, K122E, 1135T, A158S,
BED B/B 30.000 Q174E, M184V, T200A, F214L, V179D E35D, D60E, NVP, EFV
SLT . E248D, K277R, 1293V, K311R, 162V, L63P, V77I 3TC,FTC
S322A
T12R, K14R,

Pg_138 K20R, VI0I, A98S, K122E, K277R, G16E, L19V, NFV, ATV,
BED B/B 18.000 T286A, 1293V, 0334R - R41K, M46L, EPV
SR ’ : Q61N, L63T, .

C67S, 172T, V77!
E6D, T39A, M41L, K82R, K122E,
D123N, D123S, D123G, 1135T, AZT,

Pg_149 N136D, 1142T, S162C, D177E, - 113V, G17E, 162V, | 44T ddI ABC
BED B/B 16.870 1178V, G196E, T200A, 1202V, L63P, A71T, e
SLT Q207K, H221Y, VV245I, A272P, V771, 193L '

K277R, A288S, E291G, V292I, TDF
1293V, E297T, Q334L

Pg_ 156 K49R, K122E, D123N, I135T,

BED L149P, T165|, D177E, G196E, 113V, R41K,
SLT B/B 26.592 T200A, 1202V, F214L, K219R, - L63P, H69R, AZT, d4T
V2451, A272P, 1293V, T296I, K311R, K70R, 193L
D324E, G333E
Q18H, N37S,

Pg_ 169 K20R, V35T, T39M, K70Q, 1135T, M46L, D60E,

BED B/B 1.330 1142G, 1142V, F171Y, Q197P, ) L63T, 164V, NFV, ATV,
SLT : T200A, E204D, E204G, F214L, H69Y, AT1V, EPV.

V245M, 1293V, S322T, Q334G

72T, V771, P79S,
I185M, G86E, 193L

Em vermelho estao representadas as mutagdes principais,

em azul estdo representadas as mutagdes suspeitas/borderline
em verde as mutagdes pouco encontradas.

Quadro 7 - Perfil de mutacbes de resisténcia primaria nos genes da protease e da transcriptase
reversa e a sensibilidade aos anti-retrovirais na populagdo de gestantes infectadas pelo HIV-1 com
resisténcia primaria (n = 19). Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.11.2. Anélise de mutacdes acessorias polimérficas e ndo polimérficas na

regidao da Protease e da Transcriptase Reversa

5.11.2.1 Mutagdes acessorias na regido da Protease

O sequenciamento do gene da protease viral foi realizado nas amostras de

inclusdo na coorte para 123 gestantes. As freqliéncias de mutacbes acessorias

polimorficas para os inibidores de protease estéo listadas abaixo e apresentados no

quadro 8.
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Entre os polimorfismos detectados, observamos a mutacédo 10I/V/F em 8,9%
das amostras; essa mutagcao ocorre geralmente em 5 a 10% dos pacientes nao
tratados, sendo esta uma mutagdo acesséria responsavel por conferir resisténcia
aos IP apenas quando presente com outras mutacdes. A 13V foi detectada em 22%
das amostras, e € uma mutacdo que confere baixa resisténcia ao TPV apenas

quando presente em associacdo com outras mutagoes.

A mutagdo 20M/R foi encontrada em 10% das amostras do subtipo B e em
17,2% das amostras do subtipo ndo-B; esta mutacéo € frequentemente identificada
em virus subtipo n&do-B e estd associada a resisténcia aos IP somente quando

presente com demais mutagdes.

A mutagao acessoria 33I/V foi encontrada em somente 2% das amostras do
subtipo B. Sua forma 331 € menos comum, porém pode ter efeito similar na
diminuicdo da sensibilidade aos mesmos medicamentos desta classe quando

presente com demais mutacoes.

A mutacio acessoria 361/V/L, que € uma mutagao polimoérfica frequentemente
identificada em virus subtipo ndo-B, e confere baixa resisténcia aos IP quando em
combinagdo com outras mutagbes, foi encontrada em 55,2% das gestantes
infectadas com subtipo ndo-B e em 21,3% nas gestantes infectadas com o subtipo
B.

Os polimorfismos 71V/T/lI (12,8%) e 85V (1,0%) foram encontrados somente
em amostras do subtipo B, estes polimorfismos ocorrem em cerca de 2% da

populacdo ndo tratada, sendo considerado uma mutacido acessoria.

A mutagado 77l foi encontrada em 28,7% das amostras do subtipo B e em
6,9% das amostras do subtipo n&o-B. E um polimorfismo comum em virus do subtipo
B, e esta associado ao uso de NFV quando presente com demais mutagdes (Bossi,
Mouroux et al. 1999).

Os polimorfismos 93L, 69K e 16A/E mostraram-se em proporg¢des
equivalentes entre as amostras subtipo B e n&o-B. O polimorfismo 93L geralmente é

encontrado em isolados virais de pacientes tratados com Indinavir e Nelfinavir.
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A mutacao 63P foi a mais prevalente (41,5%), sendo detectada em 45,7% das
gestantes infectadas por virus subtipo B e em 27,6% das infectadas por virus
subtipo ndo-B. O polimorfismo 63P € muito freqlente e significantemente associado
com tratamento anti-retroviral, geralmente associado ao uso de Lopinavir/Ritonavir
(Masquelier, Breilh et al. 2002).

As mutagdes 60E (17% e 6,9%), 62V (22,3% e 3,4%) e 89L/M (3,2% e 31%),
respectivamente apresentadas em subtipos B e ndo-B se mostram como assinaturas

especificas de diferentes subtipos.

) Subtipo do HIV Total
Mutagoes (N=123)
Polimaorficas B (N=94) N&o-B (N=29) n (%)
n (%) n (%)
10I/V/IF/IR 9 (9,6) 2(6,9) 11 (8,9)
13V 22 (23,4) 5(17,2) 27 (21,9)
16AE 3(3,19) 2(6,9) 5 (4,0)
20R/M/I 10 (10,6) 5(17,2) 15 (12,2)
36l 20 (21,3) 16 (55,2) 36 (29,2)
60E 16 (17,0) 2(6,9) 18 (14,6)
62V 21 (22,3) 1(3,4) 22 (17,9)
63P 43 (45,7) 8 (27,6) 51 (41,5)
71VIT/I 12 (12,8) 0 (0,0) 12 (9,7)
771 27 (28,7) 2(6,9) 29 (23,6)
89LM 33,2 9 (31,0 12 (9,7)
93L 22 (23,4) 5(17,2) 27 (21,9)
Mutagoes B (N=94) N&o-B (N=29) Total
N&ao n (%) n (%) (N=123)
Polimdrficas n (%)
111 - - -
35G - - -
43T - - -
58E - - -
74P/IAIS - - -
83D - - -
85V 1(1,0) 0 1(0,81)
89V - - -

Quadro 8 - Prevaléncia de mutagdes acessoérias polimorficas e ndo polimérficas detectadas na regido
da protease do HIV-1 nas amostras da visita de inclusdo das gestantes na Coorte do HGNI. Fonte:
Elaborado pelo Autor.
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As mutagdes nao polimérficas 111, 35G, 43T, 58E, 79P/A/S, 83D e 89V nao

foram detectadas nas amostras analisadas.

Dentre as 123 amostras amplificadas, 31 (25%) apresentavam genoma
selvagem para a regiao da protease, ou seja, nao apresentavam mutacdes

associadas a resisténcia aos IP.

5.11.2.2 Mutagdes acessorias na regido da Transcriptase Reversa

A anadlise do gene da transcriptase reversa também foi realizada para as 123
gestantes que tiveram amostras amplificadas no estudo. Entre as mutagdes
acessorias detectadas, podemos citar a 1181, 44A/D, 67E/G, 69S/A/l e 333DE
(Quadro 9).

Na nossa casuistica a mutagcdo acessoéria 1181 foi detectada em 6,4% das
amostras do subtipo B, e em uma amostra 0,8% (1/123) estava associada com a
mutacdo E44D. A mutacdo 118I aparece em isolados de pacientes tratados com
multiplos inibidores Nucleosideos, geralmente associadas a 44A ou 44D, e costuma
ser um preditor de falha virolégica em tratamento continuo com HAART contendo
d4T (Gianotti, Galli et al. 2006), e, de forma geral, pode ser considerado um

marcador de progressao de doenca (Zaccarelli, Tozzi et al. 2007).

Encontramos baixa prevaléncia da mutacdo 67EG (0,8%) e da mutagao
69S/A/l (2,4%), e essas mutagdes foram detectadas em pacientes infectadas pelo

subtipo B.

A mutagao 333D/E foi encontrada em 8,8% das amostras do subtipo B, e é
um polimorfismo encontrado em até 11% de pacientes portadores de infecgao pelo

HIV-1, virgens de tratamento anti-retroviral (Gallego, Corral et al. 2002).

Nao foram encontradas mutacdes acessorias aos Inibidores ndo-nucleosideos
da Transcriptase Reversa, somente mutag¢des principais que ja foram descritas

anteriormente.



116

Observamos a presenca do polimorfismo G335C/D em 9,7% (12/123) das
gestantes no momento da inclusdo na coorte. Das gestantes que apresentavam
esse polimorfismo, 75% (9/12) estavam infectadas por virus subtipo B, e 25% (3/12)

por subtipo ndo-B.

MutacOes Acessorias Subtipo do HIV Total
Polimorficas B (N= 94) N&o-B (N=29) (I\rl]—(%/i)i%)
n (%) n (%)

44AD 1 (1,6) 0 1 (0,8)

67EG 1(1,6) 0 1(0,8)

69SAI 3(3,2) 0 3(2,49)

118l 6 (6,4) 0 6 (4,9)

333D/E 8 (8,5) 2 (6,8) 10 (8,1)
335CD 9 (9,5 3 (10,0) 12 (9,7)

Quadro 9 - Prevaléncia de mutagdes acessorias polimorficas detectadas na regiao da Transcriptase
Reversa de acordo com o subtipo do HIV nas amostras da visita de inclusdo das gestantes na Coorte
do HGNI. Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.11.3 Andlise das mutacdes detectadas ap6s a introducdo dos anti-retrovirais

A deteccao de mutacdes de resisténcia apds a introducédo de terapia anti-
retroviral de alta poténcia (HAART) neste estudo foi observada em 13,8% (17/123)
das mulheres; 7,3% (9/123) desenvolveram mutagdes para os ITRN, 19% (6/31)
para os ITRNN e 3,2% (3/92) para os IP. Em uma mulher foi detectada mutagao
para ITRN e para IP. O quadro 10 apresenta as incidéncias de mutag¢des detectadas
apos a introducao de HAART, de acordo com a classe de ARV e com as mutacdes
especificas de cada classe calculadas para o universo de mulheres que tiveram
genotipagens satisfatérias em cada ponto. A incidéncia de mutagdo no parto, na
visita de 02 e 04 semanas e de 06 meses foi de 14,0%, 10,7%, 8,4% e 2,0%,
respectivamente. A maioria das mutagcdes para os ITRN ocorreu na visita de 02
semanas, para os ITRNN na visita de 04 semanas e metade das mutagdes para IP

na visita de 06 meses.
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Classe Parto 02 Semanas 04 Semanas 06 Meses
ARV Mutacdo | n=genotipagens | n=genotipagens | n=genotipagens | n=genotipagens
(n=14) (n=84) (n=107) (n=103)
V75A - 1,1% (1/84) - -
ITRN M184V 7,1% (1/14) 5,9% (5/84) 0,9% (1/107) -
K219E - - - 1,0% (1/103)
Total 7,1% (1/14) 7,1% (6/84) 0,9% (1/107) 1,0% (1/103)
K101E - - 0,9% (1/107) -
K103N - 1,1% (1/84) 0,9% (1/107) -
V106A - - 1,8% (2/107) -
V179D - - 0,9% (1/107) -
ITRNN Y181C - 1,1% (1/84) - -
Y188C - 1,1% (1/84) 0,9% (1/107) -
G190A - - 0,9% (1/107) -
Total - 3,5% (3/84) 6,5% (7/107) -
L33F - - - 1,0% (1/103)
P M46L - - 0,9% (1/107) -
L9OM 7,1% (1/14) - - -
Total 7,1% (1/14) - 0,9% (1/107) 2,0% (2/103)
'(;‘C'denc'%gmba' 14,0% (2/14) 10,7% (9/84) 8,4% (9/107) 2,0% (2/103)
e mutacBes em
cada ponto

Quadro 10 - Incidéncia de mutag¢des detectadas apos a introdugao de HAART em cada visita, de
acordo com a classe de ARV e com as mutagdes especificas. Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.11.4 Mutacdes de resisténcia secundaria em gestantes que tinham mutacéao

de resisténcia priméria na visita de inclusdo na coorte (n = 14)

Entre as gestantes que tinham mutag¢des de resisténcia primaria na amostra
de entrada na coorte, 28,5% (4/14) desenvolveram novas mutacbes apos a
interrupcdo da quimioprofilaxia (Quadro 11). Duas gestantes que apresentavam
mutacao de resisténcia primaria para os ITRNN (K103N e K103N+Y181C) e outras
duas que apresentavam resisténcia primaria para os ITRN (219R e D67N),
desenvolveram novas mutagdes apds o inicio/interrupcdo dos anti-retrovirais. A
mutacdo V106A foi detectada em duas gestantes apos 04 semanas da interrupgao
da quimioprofilaxia com anti-retrovirais; em ambos os casos, as gestantes haviam

feito uso de esquema contendo Nevirapina.
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A mutacdo M184V, freqliente em individuos apés tratamento com 3TC, foi
encontrada em dois casos. Para uma gestante detectamos essa mutagdo na
amostra colhida no parto, essa mesma mutagdo permaneceu detectavel nas
amostras colhidas 2 e 4 semanas ap6s o parto, e ndo mais na amostra de 6 meses.
Para a outra gestante, esta mutagao foi detectada somente na amostra colhida 2
semanas apos o parto, apesar das amostras subsequentes terem sido amplificadas
e gerado boas sequéncias. Em ambos os casos, as gestantes fizeram uso de

Nelfinavir como parte do esquema anti-retroviral.

Quadro 11 - Gestantes com mutagido principal de resisténcia primaria que desenvolveram novas
mutagdes apoés a introdugéo dos anti-retrovirais (n = 14). Fonte: Elaborado pelo Autor.

RNA ITRN ITRNN IP
sub | ARV ITRN ITRNN P HIV- | Amostra | Amostra | Amostra
u Amostra | Amostra Amostra parto/ parto/ parto/ s AL
Inicial Inicial Inicial 1 pos pos pos Resisténcia
Parto parto parto parto
13
219R, V106A NVP, EFV,
B/ NVP 1 po1ge Liov <80 4sem ETR, AZT
36 d4aT, AZT
G16E, V106A ' !
B/B NVP | D67N - D6OE, 162V 6.800 - Asem - NVE,TI;FV,
10 113V,A71V, '\gﬁfg’ FT/SE?:TC’
B/B NFV - K103N | V771,L63P, | 1.600 2sem, - L10I NVP, EFV,
193L
4sem
i K103N/ M184v 3T%BFCTC'
B/B NFV - V181C L63P <80 2sem - - NVP, EFV
ETR

O RNA do HIV-1 no momento do parto para as gestantes que tinham
resisténcia primaria e desenvolveram novas mutag¢des estava assim distribuida: 02
tinham RNA do HIV-1 menor que 80 copias/mL, enquanto outras 02 tinham RNA do

HIV-1 maior que 80 copias/mL.Todas encontravam-se infectadas por virus subtipo B.

5.11.5 Andlise de mutacdes de resisténcia secundéaria em gestantes que néo

tinham mutacao de resisténcia primaria na entrada na coorte (n = 109)
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Entre as gestantes que nao tinham resisténcia primaria na amostra de
inclusdo na coorte, 11,9% (13/109) desenvolveram mutacdes de resisténcia apos a
introdugdo dos anti-retrovirais (Quadro 12). Dessa populagdo de gestantes, dez
eram infectadas por virus subtipo B, enquanto trés estavam infectadas por virus
subtipo ndo-B. Em relagcdo ao esquema anti-retroviral utilizado, nove gestantes
fizeram esquema contendo Nelfinavir e quatro utilizaram esquema contendo

Nevirapina.

Cinco gestantes, 4,5% (5/109) desenvolveram a mutagao M184V, sendo que
uma delas também apresentou a mutacao L33l. A mutacdo M184V foi detectada em
04 casos na amostra colhida duas semanas apos o parto, mas nao foi detectada nas
amostras colhidas 04 semanas e 06 meses poés-parto. As cinco mulheres que
desenvolveram a mutacdo M184V fizeram uso de esquema contendo Nelfinavir.
Uma gestante desenvolveu a mutacdo V75A, que esta associada a reducgdo da

sensibilidade aos ITRN, principalmente para o d4T.

Trés mulheres que fizeram uso de esquema contendo Nevirapina
desenvolveram mutagdes de resisténcia alto nivel para os ITRNN e apresentaram as
seguintes mutagdes: K103N, K103N+Y188C+Y181C e K101E+Y188C+G190A. Uma
outra mulher desenvolveu a mutacdo V179D, que determina baixo nivel de
resisténcia para NVP, EFV e ETR. As mutagdes desenvolvidas para os ITRNN foram
detectadas nas gestantes, na maioria das vezes, 04 semanas apds o parto e

estavam detectaveis nas amostras colhidas 06 meses apds o parto.

Em relagdo as mutagdes desenvolvidas para os IP, as seguintes mutacdes de
resisténcia foram detectadas: uma gestante apresentou a mutagdo M46L na amostra
colhida 4 semanas apds o parto; essa mutacdo determina baixo nivel de resisténcia
para NFV e SQV. Essa mesma gestante tinha a substituicao H208Y na amostra pré-
tratamento, que € um polimorfismo que pode facilitar a resisténcia ao AZT e 3TC
(Kemp, 1998), e também desenvolveu a mutacdo F77L na amostra colhida 4
semanas apos o parto. Essa mutacdo é encontrada em isolados virais resistentes a
multiplos inibidores da transcriptase reversa (Kavlick, 1998). Outra desenvolveu a
mutacdo L90M que determina nivel intermediario de resisténcia para NFV e SQV e
baixo nivel de resisténcia para FPV e IDV; essa mutacao s6 pode ser detectada na

amostra colhida no parto; a terceira apresentou a mutacdo L33F, que foi detectada
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06 meses apods o parto. Entre as mulheres que desenvolveram mutagdes apos a

introdugdo da quimioprofilaxia, 30% (4/13) apresentavam a mutagdo polimoérfica

G335D; uma outra gestante tinha a substituigdo H208Y na amostra pré-tratamento,

que € um polimorfismo que pode facilitar a resisténcia ao AZT e 3TC (Kemp, Shi et

al. 1998).
ITRN ITRNN P RNA ITRN ITRNN IP
Sub ARV Amostra | Amostra Amostra HIV-1 Amostra Amostra Amostra oA
O3 L S . ) ) Resisténcia
Inicial Inicial Inicial Parto pés parto poés parto poés parto
16 113V, M184V,
M36l, 2sem; FTC, 3TC,
B/F NFV G335D . L63P, <80 K219E ) ) ABC
L89M 6 meses
39 M36I
! FTC, 3TC,
B/B NFV K43N, V179E DEOE, 110 M184v - K20M ABC
K43Q 162V, 4sem NVP. EEV
L63P !
79
NFV, SQV,
B/B | NFV - - V77l 1.500 - - V7L LSOM 1 ATy, FpY,
Parto
IDV
L10V,
8 HB9K
’ M184V L10V,L33l, FTC, 3TC,
B/B | NFV - - D6OE, <80 2sem - HE9K V771 ABC
L63P,
193L
120
L101,113V
B/B | NVP - - G16E, <80 - 'iigfn'\' - NVE'TEFV’
Q92K
128 113V,
M36l, F77L, M46L, ATV, NFV,
B/B NFV H208Y - 162V, 640 V118l A71T AZT, ABC,
L63P, 4sem 4sem DDI
193L
130
BB | NFV - ; M36I 466 yen - - d4T, DDI
138
M46L, M184V FTC, 3TC,
B/B NFV G335D - V77, 101 2sem - - ATV, NFV,
G16E FPV, IDV
L10V,
14 K20R, M184V, e 3TC
U/K NFV - - M36l, 13.000 H208Y - - A’BC !
H69K, 2sem
L89M 193L
153 K103N,
M36l, Y181C, EFV, NVP,
FIE NVP G335D - L8OM 452 G335D v188C - ETR
2sem
L33F
180 ATV, NFV
B/B NFV G333E - K45R <80 G333E - K45R V77l SQV
6meses
189 V179D
B/B NVP G335D - - 5.330 V118l 4sem A71V V771 EFV, NVP
197 ) K101E
Y188C, NVP, EFV,
B/B NVP - - <80 - G190A - ETR
4sem

Quadro 12 - Gestantes sem mutagdes principais de resisténcia primaria na amostra de inclusao na
coorte que desenvolveram mutagdes apods a introdugdo de HAART. Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Ao analisarmos o RNA do HIV-1 no momento do parto para o grupo de
gestantes que desenvolveu mutagdes apos o parto, observamos que sete mulheres,
41% (7/17), apresentaram carga viral menor que 80 cépias/mL, enquanto 58%

(10/17), tinham carga viral do HIV-1 maior que 80 copias/mL.

5.11.6 Andlise de mutacdes de resisténcia secundaria na presenca de

polimorfismo G335C/D na visita de inclusé@o na coorte (n = 12)

Em duas gestantes que apresentavam a substituicdo G335D na amostra
inicial, foram detectadas as seguintes mutacdes para os ITRN apés a introdugcao de
HAART: M184V+K219E (01) e M184V (01). Em outras duas gestantes que também
apresentavam o polimorfismo G335D na amostra pré-tratamento, observamos as
seguintes mutagcdes para os ITRNN apos a interrupcdo dos anti-retrovirais:
K103N,Y181C, Y188C (01) e a mutagao V179D (01).

. ITRN ITRNN IP Nova
Subtipo Amostra Inicial | Amostra Inicial Amostra Inicial ARV Mutacéo ITRN ITRNN 1P
02
G335C - M36lI NVP N&o
B/B
M184V
16 . 2 sem
B/E G335D - 113V, M36lI NFV Sim K219E
6meses
37
G335D - K20M,M36I NVP Nao
B/F
70
D60E,I162V,L63P =
B/B G335D - V751,185V NVP Nao
80
B/B G335C - L10V,K45R,A71V | NFV Nao
138 . M184V
B/B G335D - M46L,V77I NFV Sim 2 sem
142
B/B G335D - - NFV Né&o
146
B/B G335D - D60E,L63P Nao
K103N,
153 . Y181C
FIE G335D - M36lI NVP Sim - Y188C
2 sem
167
G335D K101 - NVP Nao
B/B Q
179 M361,V771,162V, ~
B/B G335C - L63P NVP Nao
189
A71V,V77193L, . ) V179D
B/B G335 ] L63P,I62V NVP | sim 4'sem

Quadro 13 - Prevaléncia do polimorfismo G335CD na visita de inclusdo na coorte de acordo com
subtipo do HIV, e desenvolvimento de mutagcdes apds a introdugdo da terapia anti-retroviral. Fonte:
Elaborado pelo Autor.



122

5.12 FATORES PREDITORES DE NOVAS MUTAGCOES APOS A
INTRODUGCAO DE HAART PARA PMTCT

5.12.1 Anédlise univariada

A tabela 8 apresenta a estimativa de risco relativo ndo ajustado para a

incidencia de qualquer mutagao apods o inicio de HAART.

Observou-se uma maior incidéncia de deteccdo de mutagdo entre as
mulheres que apresentaram carga viral detectavel no parto, ou seja, 22,9% versus
7,9% entre aquelas cuja carga viral era indetectavel (RR = 2,88; IC 95%: 1,00-8,31;
valor de p = 0,04).

A incidéncia de mutacdo apds a introducdo de HAART nas mulheres que
apresentaram resisténcia primaria foi de 35,7% comparadas a 9,2% nas mulheres
que nao tinham mutagéo principal de resisténcia primaria (RR = 3,24; IC 95%: 1,14-
9,2; valor de p = 0,02).

No grupo de mulheres que apresentaram polimorfismo G335CD ou E312Q
(pré-HAART) a incidéncia de detecgdo de mutacédo foi de 36,4% frente a 11,6%
entre as que nao apresentavam estes polimorfismos (RR = 3,13; IC 95%: 1,02-9,60;
valor de p = 0,04).

Quanto maior o tempo (numero de dias) de uso de HAART, maior a incidéncia
de mutagdes de resisténcia (RR = 1,01; IC 95%: 1,00-1,02; valor de p = 0,02), ou
seja, para o acréscimo de um dia no tempo de uso de HAART, a magnitude do risco

de detecgdo de mutagao eleva-se em 1,0% neste grupo de mulheres.

Quanto mais avancada a idade gestacional por ocasido do inicio do
acompanhamento do pré-natal no HGNI, menor a incidéncia de mutagdes (RR =
0,94; IC 95%: 0,89-1,00; valor de p = 0,05).



Tabela 8 - Risco relativo ndo ajustado para deteccdo de qualquer mutagdo nas

gestantes infectadas pelo HIV da coorte do HGNI, 2005-2008 (N = 111).
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Mutagéo ) )
_ Risco relativo nao
Caracteristicas N&o Sim . Valor de p
ajustado - IC 95%
N (%) N (%)

RNA HIV-1 no parto (cépias/mL)
<80 58 (92,1) 5(7,9) 1,00
>80 37(77,1) 11(22,9) 2,88 (1,00 — 8,31) 0,04
Sem informagéo (n=12) 11(91,7) 1(8,3)
CD4 pré-HAART (cels./mm®)
<350 26 (92,8) 2(7,2) 0,45 (0,10 - 1,95) 0,28
>350 79 (84,0) 15 (16,0) 1,00
Sem informagé&o (n=1) 1(100) 0
Infecgéo recente
(Calypte HIV-1 BED EIA)
Incidente 15 (88,3) 2 (11,7) 1,07 (0,30 - 3,73) 0,91
Prevalente 90 (85,7) 15 (14,3) 1,00
Sem informagéo (n=1) 1(100) 0
Subtipo do HIV
B 86 (86,0) 14 (14,0) 0,53 (0,16-1,73) 0,30
N&o B 20 (86,9) 3(13,1) 1,00
Esquema para PMTCT
IP 80 (86,9) 12 (13,1) 0,80 (0,28-2,29) 0,69
ITRNN 26 (83,8) 5(16,2) 1,00
Resistencia Primaria
(mutacéo principal)
Sim 9 (64,3) 5 (35,7) 3,24 (1,14-9,20) 0,02
Néo 97 (88,9) 12 (9,2) 1,00
Presenca de polimorfismo
G335CD ou E312Q (pré-HAART)
Sim 7 (63,6) 4 (36,4) 3,13 (1,02 - 9,60) 0,04
Néo 99 (88,4) 13 (11,6) 1,00
Idade Gestacional no inicio do
pré-natal no HGNI (semanas) - - 0,94 (0,89 —1,00) 0,05
Tempo de uso de HAART
(dias) - - 1,01 (1,00 -1,02) 0,02
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Nao foram identificadas associagdes estatisticamente significativas entre
contagem de linfocitos CD4 (pré-HAART), infeccao recente pelo HIV, subtipo do HIV
e esquema para PMTCT e o desfecho deteccdo de mutacdo nesta coorte de

gestantes infectadas pelo HIV.

5.12.2 Analise multivariada

A tabela 9 apresenta o passo a passo da modelagem multivariada para o
desfecho detecgdo de nova mutagdo nesta coorte. Nesta forma de modelagem
adicionaram-se, sequencialmente, as variaveis “RNA do HIV-1 no parto” (Modelo
univariado — Tabela 8), “mutacdo principal de resisténcia primaria” (Modelo 1),
“polimorfismo G335CD ou E312Q” na visita pré-HAART (Modelo 2), “tempo de uso
de HAART em dias” (Modelo 3) e “idade gestacional no inicio do pré-natal no HGNI

em semanas” (Modelo 4).

Em todos os modelos observou-se que a quantificacdo do RNA HIV-1 no
parto e ter mutagcdo principal de resisténcia primaria permaneceram
significativamente associadas ao desfecho, embora a magnitude da estimativa do
risco relativo ajustado tenha variado de 2,63 (Modelo 1) a 3,50 (Modelo 3) para a

primeira e de 2,53 (Modelo 4) a 3,18 (Modelo 2) para a ultima.

A magnitude da estimativa do risco relativo na variavel “polimorfismo G335CD
ou E312Q” na visita pré-HAART variou de 2,04 (Modelo 4) a 2,95 (Modelo 2) com
perda de significAncia ao ser adicionada a variavel “tempo de uso de HAART”

(Modelo 3), embora com um efeito considerado como expressivo.

Ao ser adicionada a variavel “idade gestacional no inicio do pré-natal no
HGNI”, que nao foi significativamente associada ao desfecho (Modelo 4), a
magnitude da estimativa do risco relativo da variavel “tempo de uso de HAART” n&o
sofreu mudanga substancial, embora tenha havido perda de significancia. Uma
possivel hipétese é que 90,0% (n=124) das mulheres analisadas chegaram para o

inicio do pré-natal no HGNI com idades gestacionais iguais ou maiores do que 14
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semanas e, portanto, iniciaram a terapia nesse momento. Desta forma, se supde
que, as variaveis “tempo de uso de HAART” e “idade gestacional no inicio do pre-
natal no HGNI”, sdo variaveis que apresentam uma forte associagao entre si. Foi
estimado o Coeficiente de Correlacido de Pearson entre estas duas variaveis e a
estimativa foi de -0,87 com valor de p < 0,001. A interpretacdo desta analise de
correlacdo é de que, a medida que aumenta a idade gestacional no inicio do pre-
natal no HGNI, diminui o tempo de uso de HAART. Baseando-se nesta estimativa,
optou-se por manter apenas a variavel “tempo de uso de HAART” que foi
considerada como a forma mais direta de expressar o efeito do tempo de exposigao
a HAART na deteccédo de mutagao de resisténcia secundaria. E, por conseguinte, o
Modelo 3 foi considerado o ajuste mais adequado para este conjunto de mulheres

analisado.

No Modelo 3, dentre as variaveis independentemente associadas ao
desfecho, estimou-se que as mulheres com RNA do HIV-1 detectavel no momento
do parto apresentaram um risco de deteccdo de mutacdo 3,5 vezes aquele
observado entre as mulheres com RNA do HIV-1 indetectavel neste mesmo
momento (RR = 3,50; IC 95%: 1,20-10,65; valor de p < 0,05).

As mulheres com resisténcia primaria apresentaram uma estimativa de risco,
independentemente associada, para deteccdo de mutagdo, trés vezes aquela
encontrada para as mulheres que nao apresentaram mutagdo principal de
resisténcia primaria, embora com significancia limitrofe (RR = 3,09; IC 95%: 0,93-
10,35; valor de p < 0,10).

Quanto as mulheres que apresentaram polimorfismo G335CD ou E312Q (pré-
HAART), quando comparadas as que nao apresentaram, a estimativa do risco para
deteccdo de nova mutacdo nao foi estatisticamente significativa, porém sua
magnitude foi considerada elevada (RR = 2,42; IC 95%: 0,69-8,47; valor de p <

0,20), justificando a sua inclusdo no modelo final.

Observou-se que, quanto maior o tempo de uso de HAART em dias, maior € o
risco de detecgado de nova mutagao neste grupo de mulheres, ou seja, a cada dia a
mais de uso de HAART estima-se um acréscimo de 1,0% na incidéncia de deteccao
de nova mutacéo (RR = 1,01; IC 95%: 1,00-1,02; valor de p < 0,005).
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Tabela 9 - Fatores preditores de deteccdo de mutacdo apds a introdugcdo de HAART apenas para PMTCT nas gestantes com
HIV/AIDS acompanhadas no HGNI. Rio de Janeiro, 2005-2008 (N = 111).

Variaveis RR (IC 95%)
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 (Final) Modelo 4
RNA HIV-1 no parto
(cépias/mL)
<80 1,00 1,00 1,00 1,00
> 80 2,63 (0,91 — 7,62)*** | 2,37 (0,80-6,97) 3,50 (1,20 — 10,65) ** | 3,19 (1,05-9,68)*

Resisténcia primaria

(mutacio principal)
Sim
Niao

2,98 (1,08 — 8,25)**
1,00

3,18 (1,14-8,88)**

1,00

3,09 (0,93 — 10,35) ***
1,00

2,53 (0,85-7,54)%**
1,00

Detecgio de polimorfismo®

Sim - 2,95 (0,93-9,31)*** 2,42 (0,69 — 8,47) 2,04 (0,61-6,83)
Nao - 1,00 1,00
Tempo de uso de HAART - - 1,01 (1,00 — 1,02)* 1,00 (0,98-1,02)

(dias)

Idade gestacional no inicio
do pré-natal (semanas)

0,95 (0,61-6,83)

Numero de casos excluidos: 12 (9,7%)
@ Detecgao de polimorfismo G335CD ou E312Q C na coleta pré-HAART

* p-valor < 0,005
** p-valor < 0,05
*** p-valor < 0,10
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6 DISCUSSAO

Desde a publicagdo dos resultados do protocolo PACTG 076 em 1994, o
controle da transmissao vertical do HIV-1 no Brasil tem sido uma das prioridades do
Ministério da Saude. O Brasil foi o primeiro pais em desenvolvimento a implementar
um programa para prevencdo da Transmissdo Vertical do HIV-1, desde 1995 ,
fornecendo gratuitamente AZT a todas as gestantes infectadas (Veloso 1999; de
Brito, de Sousa et al. 2006).

Os principais fatores envolvidos na transmissao vertical do HIV-1 sao: fatores
imunoldgicos, viroldgicos, aleitamento materno, uso de anti-retrovirais, estagio
nutricional da mae, além de fatores obstétricos, fetais, placentarios, revisto por
Gianvechio e cols (Gianvecchio and Goldberg 2005). O estagio avangado da doencga
materna também ¢é fator de risco, pois taxas aumentadas de transmissdo sao
encontradas entre maes com baixo CD4 ou com sintomas associados a AIDS (Orloff,
Simonds et al. 1996; Orloff, Bulterys et al. 2001).

No presente estudo avaliamos os aspectos clinicos, imunoldgicos,
virolégicos (quantificagdo da carga viral do HIV, resisténcia viral, subtipos) e o uso
de anti-retrovirais numa coorte de gestantes infectadas pelo HIV-1 acompanhadas
num Centro de Referéncia para Prevencdo da Transmissdo Vertical do HIV
localizado na Baixada Fluminense, Rio de Janeiro, com o objetivo de estudar o
impacto desses fatores na Transmissdo Vertical do HIV e posteriormente no

tratamento anti-retroviral dessas mulheres.
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6.1. DADOS DEMOGRAFICOS

Entre as 139 gestantes incluidas nesse estudo, a idade mediana, 24 anos,
esta dentro da faixa etaria mais acometida no Brasil (MS 2007). A disponibilizagcéao
de servicos de planejamento familiares devidamente capacitados para o
atendimento dessa populagdo € crucial para a prevengdo de gestagdes
subsequentes indesejadas. Nossos dados sdo comparaveis aos dados publicados
pelo Ministério da Saude em que 55% dos casos notificados estdo entre as
gestantes de 20 a 29 anos e nao existem variagdes significativas na tendéncia da

distribuicdo dos casos por faixa etaria nos anos analisados (MS 2007).

Quanto a variavel raga, observamos que 69,8% das gestantes incluidas na
coorte eram nao brancas. Esse dado difere do apresentado no Boletim
Epidemiolégico do Ministério da Saude que reporta somente 39,5% como nao
brancas ou pardas, 46,1% brancas, 0,2% indigenas e 0,8% amarelas (MS 2007).
Isso esta provavelmente associado ao fato desse Centro de Referéncia estar
localizado numa das areas mais empobrecidas do Estado do Rio de Janeiro, onde a

proporcao de ndo brancos é maior.

No nosso estudo, 93% das mulheres encontravam-se assintomaticas e sem
evidéncias laboratoriais de imunodeficiéncia avangada. O aumento da cobertura de
testagem anti-HIV durante a gestacao, resultado da implementagdo das medidas de
prevengdo da transmissdo perinatal do HIV, tém propiciado um diagndéstico mais
precoce desta infecgcdo na populagdo feminina (Veloso 1999). Além disso, como
para este estudo foram recrutadas somente gestantes virgens de tratamento anti-
retroviral, que n&o necessitavam de terapia anti-retroviral para sua saude, mas
somente profilaxia para prevencao da transmissdo materno infantil do HIV-1, a

condigao clinica/laboratorial das mesmas é naturalmente melhor.

Neste estudo, pudemos observar que a populagao de gestantes atendidas no
HGNI é composta por uma populacdo bastante empobrecida, em que 17,8% das
mulheres declararam que nao tinham qualquer renda familiar, e que 65% das

mulheres tinham renda mensal de até 02 salarios minimos, estando este valor
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abaixo da média de renda da populagao brasileira (PNAD 2007). O Hospital Geral de
Nova Iguagu é o unico Hospital geral de grande porte para atendimento de toda a
Baixada Fluminense, regido que engloba 13 municipios do Rio de Janeiro, e que

atende a populacdo mais carente da periferia desse Estado.

A baixa escolaridade destas mulheres, evidenciada pelo numero de mulheres
com menos de 4 (42/139 - 25%) e até 7 anos de estudo (80/139 -58%) se
assemelha ao perfil dos casos de AIDS em mulheres notificados ao Ministério da
Saude, em que se observa que 51% do total de casos tém entre um e sete anos de
estudos concluidos, 23,8% tem oito anos ou mais, e 3,4% nao possui nenhuma
escolaridade. Utilizando-se a escolaridade também como um indicador de condigao
social, pode-se inferir que o nivel sdcio-econémico destas mulheres corresponde, a
grosso modo, ao dos casos notificados ao Ministério da Saude (MS 2007). Desde o
inicio da epidemia de AIDS no Brasil, as taxas de incidéncia de casos entre as
mulheres sdo mais elevadas naquelas com menor escolaridade, em contraste com
0s casos masculinos. Estes ultimos inicialmente concentraram-se na populagédo com
escolaridade mais elevada, evoluindo para a situacao atual, na qual a maior parte
dos novos casos vem sendo registrada na populagdo com escolaridade mais baixa

(Fonseca, Bastos et al. 2000).

Com relagao a provavel via de aquisicao da infeccdo pelo HIV, observamos
um predominio de casos relacionados a exposicdo heterossexual (83%). A maior
parte das mulheres referiu ter adquirido a infecgcao a partir de parceiros com os quais
mantinham relacionamento estavel. Destaca-se o elevado percentual de mulheres

envolvidas em relagdes estaveis no momento da inclusao na coorte (80%).

Verificou-se uma elevada propor¢cédo de mulheres (16%) cuja modalidade de
aquisicao da infeccao pelo HIV ndo pode ser definida, propor¢cao esta semelhante a
dos casos notificados ao Ministério da Saude, que, a partir de 1998, passou a se
situar em torno de 25% (MS 2007). Esta proporgdo € bastante significativa, e
confirma a dificuldade em identificar fatores de risco na populagdo feminina, ja
evidenciada em outros estudos nacionais e internacionais (Barbosa, do Lago et al.
1996). Isto pode estar em parte, relacionado aos critérios que balizam a definicao de
categoria de exposicdo e a baixa percepc¢do de risco. Chama especialmente a

atencgao o fato de 39% das mulheres referirem parceiros infectados pelo HIV.
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Nesta coorte, 22% das gestantes relataram uso de alcool na gestacao atual e
9,6% das mulheres relataram uso de drogas. Varios estudos tém mostrado que a
ingestao de alcool e o uso de drogas tém papel importante na aquisigdo do HIV e
acelera a progressdo da doenga (Webber, Schoenbaum et al. 1999; Bardeguez,
Lindsey et al. 2008). O uso de alcool e de drogas pode impactar o acompanhamento
regular de pré-natal, assim como pode também comprometer a adesdo aos anti-

retrovirais (Cohn, Umbleja et al. 2008).

Neste estudo, 16,5% das mulheres apresentaram diagndstico de alguma
Infeccdo Sexualmente Transmissivel durante o acompanhamento de pré-natal,
sendo Sifilis a mais prevalente. A prevaléncia de sifilis na primeira consulta de pré-
natal foi 9%, significativamente maior que aquela verificada na populagdo de
gestantes no municipio do Rio de Janeiro, em 2004 (1,6%) (MS 2007). Essa
diferenga poderia estar associada a maior exposicdo das mulheres infectadas pelo
HIV a outras IST. A sifilis e a infecgdo pelo HIV podem interagir de varias formas,
aumentando mutuamente o potencial de aquisicdo e transmissdo de ambas
(Hutchinson, Rompalo et al. 1991; Theus, Harrich et al. 1998). A prevaléncia de IST
em mulheres sabidamente infectadas pelo HIV é bastante variavel nos diversos
estudos, de acordo com a populagédo avaliada (Kalichman, Rompa et al. 2000). A
prevaléncia de gonorréia e de infecgao por Clamidia mostrou-se baixa nesta coorte,
0,8% e 5,3% respectivamente, conforme ja observado em outras coortes de
mulheres infectadas pelo HIV (Cu-Uvin, Hogan et al. 1999; Minkoff, Eisenberger-
Matityahu et al. 1999; Grinsztejn, Bastos et al. 2006).

Os resultados das sorologias para Toxoplasmose e Rubéola na nossa coorte
de gestantes estdo em concordancia com os estudos de Reiche et al, realizados no
Hospital Universitario Regional Norte do Parana, Parana, onde analise retrospectiva
de 1500 resultados de testes sorologicos efetuados em gestantes no periodo de
junho de 1996 a junho de 1998 revelou as seguintes taxas de positividade: 67%
(IgG) e 1,8% (IgM) para toxoplasmose, 89% (IgG) e 1,2% (IgM) para rubeola
(Reiche, Morimoto et al. 2000).

Silveira et al ao avaliar a soroprevaléncia de hepatite B na América Latina,
constatou que o Brasil foi 0 Unico pais que apresentou uma associacdo entre alta

soroprevaléncia e baixo nivel socioeconémico (Silveira, Figueiredo et al. 1999),
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entretanto, na nossa coorte em que 65% das mulheres tinham renda familiar menor
que dois salarios minimos, encontramos baixa prevaléncia de infecgao pelo virus da
Hepatite B 3,0% e Hepatite C 1,5% Essas taxas foram mais altas que as
encontradas por Reiche et al no estudo descrito acima, que observaram 0,8% de

prevaléncia para hepatite B (HBsAg) e 0,8% para hepatite C.

A realizagcéo de sorologia para Hepatite B para todas as gestantes durante o
periodo de pré-natal é essencial, uma vez que se a gestante tiver sorologia reagente
para o HBsAg, o recém nascido devera receber imunoprofilaxia dentro das primeiras
12 horas de vida (vacina + imunoglobulina especifica). Se a sorologia da gestante for
nao reagente para o HBsAg, devera ser vacinada durante a gestagcdo. Apesar da
baixa prevaléncia de Hepatite B encontrada na nossa coorte de gestantes, especial
atencao deve ser dada ao grupo de mulheres com sorologia reagente para o HBsAg,
uma vez que logo apoés a interrupgao da quimioprofilaxia com anti-retrovirais para
prevencao da transmissao materno infantil do HIV-1, existe o risco de apresentarem
quadros de “agudizacdo” da Hepatite pela suspensdo da Lamivudina, droga
presente na grande maioria dos esquemas utilizados para prevengao da transmissao
vertical do HIV-1 em gestantes. Chama também atencdo na nossa coorte a
propor¢gdo de gestantes, 68% com sorologias para AntiHbC e AntiHBS né&o
reagentes, revelando que a cobertura de vacinagdo para Hepatite B ainda é

pequena para as mulheres em idade reprodutiva no nosso pais.

6.2 AVALIACAO IMUNOLOGICA E VIROLOGICA

A maioria das gestantes incluidas nesta coorte estava na categoria A1/A2
CDC93, com mediana de CD4 pré-tratamento de 518 células/mm?®. Na nossa coorte
a mediana do RNA do HIV-1 era menor que 80 cépias/mL no periodo entre 06 a 08
semanas apoés o inicio do esquema HAART, o que mostra a rapida e potente agao
dos esquemas HAART na redugdao do RNA do HIV-1. Estes resultados estdo em
concordancia com varios estudos publicados anteriormente sobre a poténcia dos

esquemas HAART (Thea, Steketee et al. 1997; Mandelbrot, Landreau-Mascaro et al.
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2001). Sessenta por cento das gestantes tinham carga viral indetectavel no parto,
enquanto que 76% tinham carga viral < 400 cépias/mL. Esses resultados s&o
comparaveis aqueles publicados por Tungsiripat et al. para 114 gestantes
acompanhadas na Universidade de Washington, EUA (Tungsiripat, Drechsler et al.
2007).

As medianas das contagens de linfécitos CD4 na visita de inclusdo (pré-
HAART) e de seis meses apds a interrupcao de HAART foi de 509 (IQR: 378,2-
635,0) e de 514 (IQR: 420,0-690,0) células/mm?®, e esta diferenca foi
estatisticamente significativa (p=0,03). Estes resultados também estdo em
concordancia com os resultados descritos por Tungsiripat et al (Tungsiripat,
Drechsler et al. 2007). Na nossa coorte observamos um decréscimo nos niveis de
RNA do HIV-1 durante a gravidez, seguido de um significante aumento do RNA do
HIV-1 nas primeiras 12 semanas ap0s o parto. Esses resultados sdao comparaveis
com os resultados publicados por Watts e colaboradores que avaliaram a carga viral
durante a gravidez em mulheres, que na sua maioria haviam tomado AZT
monoterapia durante o pré-natal (Watts, Lambert et al. 2003). As implicagdes clinicas
de um aumento da carga viral no periodo de pos-parto seriam a possibilidade de
aceleragcédo na progressao da infecgcado pelo HIV-1, o risco de desenvolvimento de
mutacgdes de resisténcia e o aumento do risco de transmissdo do HIV-1 para um

parceiro.

Vérios autores abordaram a questdo gravidez e risco de progressdo da
infeccao pelo HIV (Sabin and PhilllP 1994; Temmerman, Chomba et al. 1994; Hocke,
Morlat et al. 1995; Alliegro, Dorrucci et al. 1997; Weisser, Rudin et al. 1998; Saada,
Le Chenadec et al. 2000; Minkoff 2003); todos esses estudos tiveram como
conclusao que a gravidez ndo tem efeito na progressao da doencga e que mulheres
gravidas portadoras de infecgdo pelo HIV tinham uma tendéncia a ser mais
saudaveis do que as mulheres nao-gravidas portadoras de infecgao pelo HIV-1
(Bessinger, Clark et al. 1998; Weisser, Rudin et al. 1998; Minkoff 2003).

A auséncia de efeito deletério da gravidez na infecgdo pelo HIV-1 é
consistente com os resultados de varios estudos imunoldgicos. Num grande estudo
de mulheres nao tratadas (1997), foi observado um declinio na contagem absoluta

de células CD4 durante o primeiro trimestre da gestacdo, seguido de um aumento
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gradual a partir de entdo, até o momento do parto; as células CD4 voltavam aos
niveis do inicio do pré-natal seis meses apos o parto. Em contrate, os percentuais

de CD4 ficavam mais estaveis durante a gravidez.

A dindmica do CD4 e do RNA do HIV-1 durante o periodo gestacional estao
ligadas as mudancgas fisioldégicas da gravidez, com reversdo no pés-parto. Um
mecanismo dilucional secundario a expansdo de volume poderia explicar
parcialmente essas mudangas (Tuomala, Kalish et al. 1997). Os niveis elevados de
estradiol e progesterona durante a gravidez também teriam um efeito na replicagcéao
viral, efeito esse, que seria removido apds o parto quando os niveis hormonais

retornam para niveis pré-gestacao (Asin, Heimberg et al. 2008).

6.3 INFECCAO RECENTE PELO HIV-1

O fato de que 13,9% das gestantes foram classificadas como portadoras de
infecgao recente pelo HIV-1, quando suas amostras pré-tratamento foram testadas
com o ensaio sorolégico BED-CEIA é digno de nota. Nao existem dados na literatura
sobre estudos de prevaléncia de Infecgdo recente pelo HIV-1 com BED-CEIA em
populagcdo de gestantes. Esse achado é preocupante, principalmente, por que
diversos estudos ja demonstraram que durante a infecgdo aguda pelo HIV, existe
uma viremia importante, e, portanto, maior risco de transmissao materno infantil do
HIV-1 (Burton, O'Shea et al. 1996; Coll, Hernandez et al. 1997, Patterson, Leone et
al. 2007). Alguns autores acreditam que o BED-CEIA possa superestimar a
prevaléncia de infeccdo recente, principalmente em populagées onde os subtipos
nao-B sdo prevalentes (UNAIDS 2005). Entretanto, na nossa casuistica todas as
gestantes classificadas como tendo infec¢ao recente pelo HIV-1 foram infectadas por

virus do subtipo B.

Nao encontramos diferenca estatisticamente significativa (p=0.18) entre a
mediana de carga viral do HIV-1 dos casos classificados como incidentes (SR) e a

mediana de carga viral do HIV-1 dos casos classificados como prevalentes (SLT),
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entretanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que essas gestantes estivessem
perto do final da janela estabelecida para o BED-CEIA, que é de 153 dias (Dobbs
and Parekh 2003; Dobbs, Kennedy et al. 2004), pois € possivel que ja tivessem
atingido o “set point”, apresentando, portanto, uma carga viral para o HIV-1 mais
baixa no momento em que foram testadas (Deeks and Walker 2004; Geskus, Prins
et al. 2007).

Chama atencdo também o fato de que 28,5% (4/19) das gestantes que
apresentavam diagnostico de infeccdo recente pelo BED, apresentaram mutagdes
de resisténcia primaria no sequenciamento das amostras pré-tratamento; metade
tinha resisténcia para os ITRN (AZT e d4T), enquanto a outra metade tinha

resisténcia para os ITRNN (Nevirapina e Efavirenz)

6.4 DIVERSIDADE GENETICA DO HIV-1

A diversidade do virus HIV-1 é foco de estudo para diversos grupos de
pesquisa no Brasil. Para a regido sudeste, dados do nosso grupo, em adigdo aos
demais, tém mostrado que o subtipo B corresponde a 85% das infec¢des, enquanto
que o subtipo F corresponde a 15% (Morgado, Sabino et al. 1994; Morgado,
Guimaraes et al. 1998; Tanuri, Swanson et al. 1999; Brindeiro, Diaz et al. 2003;
Bello, Eyer-Silva et al. 2007).

Analisando os genes da polimerase viral, grande parte das amostras
analisadas 94/123 (76,4%) apresentou o perfil B/B. Este resultado condiz com os
dados publicados na literatura sobre a diversidade genética do virus HIV-1 para a
regido sudeste, onde de 70 a 85% das infec¢gbes parecem ser causadas por virus do
subtipo B (Brindeiro, Diaz et al. 2003).

O perfil F/F foi apresentado por 9,7% (12/123) das gestantes. O perfil da
epidemia causado pelo virus HIV-1 no Brasil € composto em grande parte por virus
dos subtipos B, F e C existindo uma alta prevaléncia de formas recombinantes entre

os subtipos circulantes. Assim como em nossa analise, um outro estudo realizado
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utilizando amostras de doadores de sangue pbde verificar a presenca de cepas do
subtipo F (2,7%) e virus recombinantes B/F (11%), mostrando a natureza complexa
e dindmica da epidemia da AIDS no Brasil e a presenca de cepas recombinantes B/F

circulantes no Rio de Janeiro (Sa-Ferreira, Brindeiro et al. 2007).

Dezessete gestantes apresentaram perfis discordantes entre as regides da
polimerase, sugestivos de genomas recombinantes, 11 amostras apresentaram
subtipos B/F, 2 amostras com subtipo F e uma parte da protease nao tipavel [U]

/U/F) , 2 amostras com subtipos D/B e 2 amostras com subtipo U/K .

Estas amostras em conjunto representam 13,8% das gestantes analisadas
sugerindo a ocorréncia de formas recombinantes unicas (URF) entre diferentes

subtipos em areas do Estado do Rio de Janeiro.

Os diferentes subtipos do HIV-1 podem ter propriedades bioldgicas,
imunoldgicas e patoldgicas distintas. A transmissibilidade de méae para filho, pode
ser afetada por estas propriedades, porém ha controvérsias nos estudos realizados
até o momento. Em um estudo realizado no Rio Grande do Sul envolvendo mais de
100 criangas e suas maes, nao foi possivel evidenciar a influéncia no subtipo C
como sendo mais favoravel a transmissao vertical (Martinez, Hora et al. 2006). Em
estudo realizado na Nigéria envolvendo méaes HIV-1 positivas e seus respectivos
bebés, altas taxas de transmissao vertical foram observadas, sendo que 100% das
maes infectadas transmitiram o virus para seus filhos. Destas, 66,7% eram
infectadas pelo subtipo G e 36,4% pela forma recombinante CRF02 que também foi
transmitida para seus filhos (Odaibo, Olaleye et al. 2006). Outros estudos sugerem
que as formas recombinantes podem ser mais favoraveis a transmisséo (Koulinska,
Villamor et al. 2006), uma vez que mesmo quando presente em uma mae multi-
infectada com um subtipo A e com a forma recombinante A/D, apenas a cepa A/D
recombinante foi transmitida para seu bebe (Steain, Wang et al. 2006). Os achados
dos demais autores, nos leva a crer que as formas recombinantes circulantes

parecem ter um fitness viral que favorece a transmissao vertical,

A deteccao de variantes recombinantes em gestantes no presente estudo,
juntamente com os achados dos demais autores de que as formas recombinantes

circulantes parecem ter um fitness viral que favorece a transmissao vertical, é fator
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preocupante na dindmica da infecgao perinatal do HIV-1, apesar de no nosso estudo

nao ter ocorrido transmissao vertical do HIV-1.

6.5 RESISTENCIA PRIMARIA AOS ANTI-RETROVIRAIS

A descoberta de cepas resistentes as drogas anti-retrovirais trouxe a tona um
dos principais problemas enfrentado pelos pacientes portadores de infeccdo pelo
HIV-1: a falha virologica ao tratamento. Além das mutacgdes de resisténcia causadas
pela baixa adeséo do tratamento, ou mesmo tratamento inadequado, a transmissao
de cepas virais ja resistentes, evento conhecido como resisténcia primaria, vem
ganhando destaque tornando-se um grande problema de Saude Publica em todo o

mundo.

Desde a publicacdo dos dados do estudo PACTG 076 e do advento do uso
da terapia anti-retroviral de alta poténcia (HAART) para prevencao da transmissao
materno infantil do HIV-1, muito se tem discutido em relacdo ao desenvolvimento de
resisténcia aos anti-retrovirais e em relacdo a transmissao de virus resistente para

os bebés infectados por transmissao vertical.

A selecao de variantes virais que causam resisténcia aos anti-retrovirais tem
sido uma grande preocupacéo, particularmente com respeito a nevirapina, visto que
uma unica mutacado pode levar a uma resisténcia de alto nivel a este medicamento,

assim como a outros ITRNN (Coovadia 2004).

Documentacao de transmissdo de virus resistente as drogas anti-retrovirais
(TVRD) em individuos infectados pelo HIV-1, virgens de terapia anti-retroviral, tem
sido reportado mais frequentemente nos ultimos cinco anos. Publicagbes em
diferentes regides geograficas revelam prevaléncia de transmissdo de virus
resistente a drogas variando de 3,3% a 24,1% (Lama, Sanchez et al. 2006; Shet,
Berry et al. 2006; Geretti 2007). Entretanto, é dificil fazer comparacdes entre os

diversos estudos, porque na maior parte das publicacbes nao foi usada uma lista
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uniforme de mutagdes, assim como nao foram usados os mesmos algoritmos de

interpretacdo para estimar a prevaléncia de transmissao de virus resistente.

Shafer e cols. (Shafer, Rhee et al. 2007) propuseram uma lista de critérios
para selecionar mutagdes relacionadas a TVRD. Entretanto, além da resisténcia
transmitida, como definida por Shafer, todas as mutagdes associadas com
resisténcia ou capazes de alterar a barreira genética — numero de mutacdes
necessarias para perda de sensibilidade — devem ser consideradas como preditoras
do impacto de resisténcia para o primeiro esquema anti-retroviral usado

(Vercauteren, Derdelinckx et al. 2008).

A avaliacdo de TVRD é capaz de fornecer informacgao valiosa, uma vez que
alerta as autoridades ligadas a Saude Publica sobre a necessidade de realizagao de
genotipagem de rotina para pacientes portadores de infecgdo pelo HIV-1 antes do
inicio da terapia anti-retroviral, aumentando a chance de sucesso apo6s o inicio do
primeiro esquema desse tratamento. Além disso, ajudam na identificagdo dos grupos
mais afetados pela TVRD, assim como também colaboram na elaboragdo de
programas com estratégias de intervencdo mais eficazes, voltados para estes
grupos mais afetados, limitando, portanto, o desenvolvimento de novas infecgdes.
Além disso, a TVRD persiste ao longo dos anos (Ghosn, Pellegrin et al. 2006;
Brenner, Roger et al. 2007), e individuos ainda nao tratados podem estar infectados
com virus resistente, e possivelmente transmitir infeccdo com virus resistente a

drogas anti-retrovirais (Van Laethem and Vandamme 2006).

As recomendacbdes do programa Nacional de DST/AIDS do Ministério da
Saude para tratamento da infecgcédo pelo HIV ainda n&o preconizam a genotipagem
para individuos recém diagnosticados com infec¢do pelo HIV-1 e para os que
necessitem iniciar o seu primeiro esquema anti-retroviral. As ultimas orientagdes a
esse respeito, publicadas pelos consensos Americano e Europeu recomendam
testes de resisténcia genotipica para todos os individuos com infec¢do aguda ou
recente pelo HIV-1, enquanto para os cronicamente infectados, o teste deve ser
realizado se a prevaléncia de resisténcia exceder 10% na fenotipagem ou 5% na

genotipagem (Vandamme, Sonnerborg et al. 2004).
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Uma atualizagdo mais recente estende a abrangéncia de testagem de
resisténcia genotipica, incluindo todos os individuos portadores de infeccdo pelo
HIV-1, virgens para tratamento anti-retroviral. Um estudo publicado por Sax e
colaboradores mostrou que a testagem genotipica é custo-efetivo para pacientes

virgens de terapia anti-retroviral, quando a TVRD for > 1% (Sax, Islam et al. 2005).

No nosso estudo, encontramos uma prevaléncia global de 11,3% (14/123) de
resisténcia primaria, bem superior a encontrada em outros estudos nacionais que
identificaram baixa prevaléncia de resisténcia primaria (2,5%) em individuos com
diagndstico recente de infecgdo pelo HIV-1 (Dumans, Soares et al. 2002; Soares,
Brindeiro et al. 2004), e o dobro da encontrada por Brindeiro e cols. (7%) em 2003,
Lorete e cols. (8,7%) em 2007, e Gonsalez e cols. (6,5%) em 2007 (Brindeiro, Diaz

et al. 2003; Gonsalez, Alcalde et al. 2007).

A prevaléncia encontrada no nosso estudo € também maior que a descrita em
um estudo prospectivo, realizado em 17 paises europeus que encontrou uma
prevaléncia global de 9,1% (Wensing, van de Vijver et al. 2005), e que os dados
publicados por outras coortes européias, como a de Portugal (Palma, Araujo et al.
2007), Grécia (Paraskevis, Magiorkinis et al. 2005) e a descrita no estudo SPREAD,

publicado em 2003 pela comunidade européia, com taxas de 9,1%.

A prevaléncia de resisténcia primaria no nosso estudo, sé n&o foi maior que a
descrita por Sucupira e colaboradores, num estudo conduzido na cidade de Santos,
regido com alta prevaléncia de usuarios de drogas Intravenosas, onde a taxa de
resisténcia primaria foi 36%, (Sucupira 2007). Dessa forma, é importante salientar
que a resisténcia primaria esta intimamente associada a localidade pesquisada e as
peculiaridades relacionadas ao uso de terapia anti-retroviral, sendo dificil fazer

generalizagdes muito amplas.

O Brasil foi o primeiro pais em desenvolvimento a implementar um programa
de acesso universal aos anti-retroviriais em larga escala. Atualmente,
aproximadamente, 180.000 pacientes com HIV/AIDS recebem anti-retrovirais pelo
SUS (MS 2007). A efetividade do tratamento anti-retroviral nesta populagao péde ser
evidenciada pelo impacto no aumento da sobrevida (Marins, Jamal et al. 2003;

Campos, Ribeiro et al. 2005; Grinsztejn, Veloso et al. 2007), na diminuicdo da
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incidéncia de infecgbes oportunistas e na diminuigdo das hospitalizagdes (Brigido,
Rodrigues et al. 2004; MS 2007).

Com o amplo e crescente acesso ao tratamento anti-retroviral no Brasil, a
selecao de variantes resistentes a estes medicamentos vem crescendo em larga
escala. Desta forma, a transmissdo de virus mutantes que conferem resisténcia
primaria vem sendo documentada cada vez mais, e pessoas infectadas por estes
virus podem ter opcgdes limitadas de tratamento futuro, mesmo sem nunca terem

recebido medicamentos anti-retrovirais.

Deve-se observar, entretanto, que as prevaléncias de resisténcia primaria tém
sido relatadas a partir de estudos que envolvem individuos com infeccao primaria ou
infeccao recente. Os individuos que estao se infectando neste momento podem
demorar em média 10 anos para precisar de tratamento de acordo com as diretrizes
atuais e, da mesma forma, as pessoas que devem iniciar o tratamento agora podem
ter sido infectadas ha cerca de 10 anos atrds. E provavel que, ha 10 anos, a
transmissao de virus resistentes fosse desprezivel, e que a prevaléncia de
resisténcia primaria nos pacientes que necessitam iniciar tratamento hoje, em

algumas areas, seja muito baixa ou inexistente.

Um estudo para definir a necessidade do uso de testes de resisténcia pré-
tratamento deve ser feito na populacdo candidata a iniciar terapia anti-retroviral
neste momento. Nosso estudo traz essa contribuicdo por acessar uma populacao
de gestantes recém diagnosticadas, sem necessidade de tratamento no momento,
mas trazendo informacgao valiosa a respeito da transmissao de virus resistente num
pais que faz distribuicdo gratuita de anti-retrovirais ha mais de 15 anos. Nosso
estudo é o primeiro estudo prospectivo que estima a prevaléncia de resisténcia a
drogas anti-retrovirais em gestantes virgens de terapia anti-retroviral, na qual a lista
de mutagdes proposta por Shafer et al foi utilizada como marcadores genuinos de
TVRD (Shafer, Rhee et al. 2007).

A prevaléncia encontrada no nosso estudo (11,3%) é significativamente maior
que 5% (p<0.001), limite considerado pela Organizagdo Mundial de Saude e por

alguns autores (Hecht and Grant 2005) como o limite de TVRD considerado custo-
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efetivo para a realizagcdo de testes de resisténcia genotipica em individuos recém

diagnosticados como portadores de infecgao pelo HIV-1.

Entre as mutacdes indicativas de TVRD, as mutacdes para os ITRN foram
dominantes na nossa populagdo de gestantes com resisténcia primaria, atingindo
71% (10/14). Isso pode ser um reflexo do uso por alguns anos no Brasil de
monoterapia (AZT e d4T), e terapia dupla antes da era HAART. Entretanto, na
auséncia de pressdo seletiva da droga anti-retroviral, virus com mutag¢des de
resisténcia tem tendéncia a reversao para virus selvagem por causa do menor
fitness do virus que contém as mutagdes de resisténcia (Little 2001). O baixo
impacto das TAMs e mutacdes do coédon 215 na capacidade replicativa do virus em
pacientes virgens de terapia anti-retroviral, faz com que essas mutagdes
permane¢cam por longo tempo nos pacientes nao tratados, e tem um papel

importante na transmissao de virus resistente (Garcia-Lerma and Heneine 2001).

Na nossa casuistica, cerca de uma em cada dez gestantes diagnosticadas
como portadoras de infecgao pelo HIV-1, virgens de tratamento anti-retroviral, tinham
mutacdes de resisténcia na amostra pré-tratamento. Entretanto, podemos considerar
que essa prevaléncia possa ainda estar subestimada, uma vez que varias mutacoes
de resisténcia podem reduzir o “fitness” viral de tal forma que apds a transmissao, e
na auséncia de tratamento, elas desaparegam da populagdo de virus majoritaria
(Little 2001). Neste sentido, estudos futuros empregando abordagens moleculares
que permitam detectar populagdes minoritarias carreando mutacdes de resisténcia
aos anti-retrovirais serdao de relevancia para definir melhor a prevaléncia de
resisténcia primaria nesta populacdo. Além disso, a mutagao M46L foi detectada em
trés sequéncias, a mutagcdo V179E em outra, e uma amostra apresentava a mutagao
L33F, o que provavelmente reflete transmissdo de virus resistente, embora estas
mutagbes ndo estejam contempladas na lista de Shafer e cols como mutagdes
principais, mas como mutacdes borderline/suspeitas. Portanto, ao considerarmos

essa lista, podemos estar subestimando a real prevaléncia de TVRD.

Aplicamos o algoritmo de Stanford nas sequéncias das amostras que
apresentaram mutagdes de resisténcia indicando TVRD, para avaliagdo de virus
com diminuicdo de sensibilidade para as drogas anti-retrovirais disponiveis e

recomendadas pelas diretrizes do programa nacional de DST/AIDS. Em relagdo a
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avaliagdo da sensibilidade aos anti-retrovirais, pudemos observar que no nosso
estudo, 100% (14/14) das gestantes portadoras de resisténcia primaria na amostra
inicial pré-HAART, ndo apresentavam sensibilidade completa para a combinacgao
Zidovudina + Lamivudina + Nevirapina/Efavirenz, que € o esquema de primeira linha

proposto pelo Ministério da Saude (MS 2008).

Resisténcia primaria para os ITRNN foi observada em 31,5% (4/14) das
gestantes; esse resultado pode ser reflexo das diretrizes nacionais e internacionais
para uso de ITRNN como opg¢ado para a primeira terapia anti-retroviral. A
predominancia de esquemas baseados em ITRNN reflete uma pratica pautada pelas
recomendagdes do Ministério da Saude, como ja evidenciado por Loo e
colaboradores no Rio de Janeiro (Loo, Diaz et al. 2004). Esse perfil € também o mais
frequentemente encontrado nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo
que nesses ultimos o ITRNN mais utilizado tem sido a Nevirapina (Kumarasamy
2004; Kiguba, Byakika-Tusiime et al. 2007).

Baseado nesses achados recomendamos que os testes de resisténcia
genotipica sejam considerados rotina no Brasil para todos os individuos recém
diagnosticados como portadores de infecgdo pelo HIV, no intuito de otimizar o
sucesso da terapia inicial, prevenir o desenvolvimento de mais resisténcia e da
transmissao de virus resistente para outros individuos. Entretanto, € importante notar
que a genotipagem pode nao dar um perfil completo da resisténcia existente. A
genotipagem padrdao s6 é capaz de detectar populagdo viral mutante >20%,
perdendo as populagdes mutantes minoritarias (Van Laethem, Van Vaerenbergh et
al. 1999). Além disso, a interpretagao dos algoritmos para analise de resisténcia do
HIV-1 as drogas anti-retrovirais deve ser feita com cautela, uma vez que sao
principalmente baseados em informacdes para o subtipo B, e incorporam apenas

regras preliminares para as novas drogas (Vercauteren and Vandamme 2006).

A alta prevaléncia de resisténcia primaria aos anti-retrovirais encontrada na
nossa populacdo de gestantes, mostra que um grande numero de pessoas
infectadas pelo HIV-1 em tratamento anti-retroviral com faléncia virolégica e,
portanto, com mutag¢des de resisténcia, continuam a ter comportamento sexual de

risco, ou que pessoas infectadas com virus resistente, possivelmente nao
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conhecedoras do seu status sorologico, estejam transmitindo virus resistente a

outras pessoas.

Os padrdes de resisténcia encontrados na populacido de mulheres no nosso
estudo, que apresentam na sua maioria uma unica mutacdo de resisténcia, sao
diferentes dos padrdes vistos em pacientes com falha terapéutica, na maior parte
das vezes com multiplas mutagdes de resisténcia. Essa discrepancia nos dados, nao
significa necessariamente que a fonte de transmisséo de virus resistente ndo seja de
pacientes com falha ao esquema anti-retroviral em uso, pois o menor niumero de
mutacdes pode resultar de reversdo da populacdo mutante viral para populagéo
selvagem para algumas mutagdes. Nesse caso, o paciente com resisténcia
transmitida pode ser portador de virus com multiplas mutacdes de resisténcia, e
cuidado especial deve ser tomado na escolha do primeiro esquema de tratamento
anti-retroviral. Entretanto, se a resisténcia transmitida ¢é resultado de uma
transmissao recém adquirida, como recentemente publicada por Brenner e cols.
(Brenner, Roger et al. 2007), e também descrita por Van Laethem e cols. (Van
Laethem and Vandamme 2006), entdo, possivelmente ndo devem existir variantes
menores com mutagdes de resisténcia, e mais opg¢des estardo disponiveis para

esses pacientes.

Existem dados na literatura internacional mostrando tendéncias temporais
discordantes em relacdo a prevaléncia de transmissdo de virus resistente
(Masquelier, Bhaskaran et al. 2005; 2007), entretanto as publicagdes nacionais
sobre resisténcia primaria tém apontado para um crescente aumento na prevaléncia
de transmissao de virus resistente, o que pode ser corroborado pelos resultados do
nosso estudo, quando comparamos com os dados publicados por outros
pesquisadores (Dumans, Soares et al. 2002; Brindeiro, Diaz et al. 2003; Soares,
Brindeiro et al. 2004; Kakehasi, Tupinambas et al. 2007). Na nossa casuistica todas
as mulheres que apresentaram resisténcia primaria foram infectadas por virus
subtipo B. E importante notar que 28,5% das gestantes que apresentavam
resisténcia primaria na visita de inclusdo na coorte desenvolveram nova mutagcdes

apos o inicio e interrupcao dos anti-retrovirais.
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A mutagdo polimorfica G335CD estava presente em 9,7% (12/123) das
gestantes nas amostras pré-tratamento. Essa substituicdo facilita a resisténcia
simultanea para AZT/3TC em pacientes que apresentem TAMs (Nikolenko, Delviks-
Frankenberry et al. 2007). E importante notar que apesar do suporte de equipe
multiprofissional com aconselhamento e proposta de anticoncepcdo para essas
gestantes, novas gestagdes acabam por ocorrer. Na nossa coorte, atualmente com
uma mediana de tempo de acompanhamento de 550 dias, 20% das mulheres ja
tiveram uma segunda gestacdo. Tal fato é preocupante, porque além da
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia durante o uso de cada
quimioprofilaxia para prevencao da transmissao vertical do HIV-1, as mulheres que
tem virus com o polimorfismo G335CD, estardao mais propensas ao desenvolvimento

de resisténcia de alto nivel ao AZT se acumularem TAMs.

Entre as mutagdes polimérficas para a protease encontradas nas amostras
pré-tratamento, mutagcdo 63P foi a mais prevalente (41,5%), sendo detectada em
45,7% das gestantes infectadas por virus subtipo B e em 27,6% das infectadas por
virus subtipo ndo-B. O polimorfismo 63P € muito freqlente e significantemente
associado com tratamento anti-retroviral, geralmente associado ao uso de
Lopinavir/Ritonavir (Masquelier, Breilh et al. 2002). As mutagdes 60E (17% e 6,9%),
62V (22,3% e 3,4%), foram detectadas, respectivamente em subtipos B e ndo-B, e
se mostram como assinaturas especificas de diferentes subtipos. Em relagdo ao
polimorfismo 89L/M, foi encontrado em subtipos B e ndao-B em 3,2% e 31%,
respectivamente. Um aspecto peculiar em relacdo a essa mutagcdao é que se
relaciona a um polimorfismo natural em virus do subtipo n&do-B, e pode levar a uma
diminuicdo de suscetibilidade a maior parte dos inibidores de protease,
especialmente ao Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir e Amprenavir (Calazans, Brindeiro
et al. 2005).

6.6 DETECCAO DE MUTAGCOES APOS A INTERRUPCAO DOS ANTI-
RETROVIRAIS NO PARTO
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A incidéncia de mutagdes de resisténcia em cada visita apos o inicio de
terapia anti-retroviral de alta poténcia (HAART), foi de 14% (2/14) no momento do
parto, 10,7% nas amostras colhidas duas semanas apdés o parto, 8,45% nas
amostras colhidas 4 semanas apos o parto e 2,95% nas amostras de 6 meses.
Entretanto, é importante notar que a incidéncia de mutagdes no parto (14%) foi
calculada com um denominador de somente 14 gestantes, pois a maioria delas
apresentava RNA do HIV-1 indectectavel ou menor que 1.000 copias no momento
do parto, ndo sendo possivel realizar a genotipagem. As mutagdes para os ITRN
foram detectadas mais frequentemente entre o parto e duas semanas apos o parto e

para os ITRNN, principalmente nas amostras colhidas 4 semanas pds parto.

Dezessete gestantes (13,8%) desenvolveram mutacdes apds a introducao e
interrupcéo da quimioprofilaxia com anti-retrovirais. Dentre estas gestantes, 82,3%
(14/17) eram infectadas por virus subtipo B, enquanto 17,6% (3/17) estavam
infectadas por virus subtipo n&o-B (F/B, U/K, F/F). Em relagdo ao esquema anti-
retroviral utilizado, 64,7% (11/17) fizeram esquema contendo Nelfinavir e 35,2%
(6/17) utilizaram esquema contendo Nevirapina. E importante notar que 28,5% (4/14)
gestantes que apresentavam resisténcia primaria na visita de inclusdo na coorte

desenvolveram nova mutagodes.

Sete gestantes desenvolveram a mutagdo M184V, sendo que uma delas
também apresentou a mutacédo L33I. Essa ultima mutagcédo aparece ocasionalmente
como mutac&o secundaria em virus de individuos tratados com Ritonavir (Koch, Yabhi
et al. 1999), ou Atazanavir/ritonavir (Vora, Marcelin et al. 2006) ou Tipranavir
(Naeger and Struble 2007). Das sete gestantes que desenvolveram a mutagao
M184V apds a interrupgédo da quimioprofilaxia, em 100% dos casos o esquema anti-
retroviral utilizado continha Nelfinavir. Chama também atenc&o que nesse grupo de
mulheres detectamos a mutacdo M184V tdo cedo quanto na coleta do parto e
principalmente no periodo entre 02 e 04 semanas apos o parto. O RNA do HIV-1 no
momento do parto estava indetectavel em somente 42% (7/17) dos casos. Uma
explicacdo para a deteccdo de novas mutagdes poderia estar relacionada ao
esquema anti-retroviral utilizado, devido as concentragcdes baixas de Nelfinavir
atingidas durante a gestagado (Nellen, Schillevoort et al. 2004; Villani, Floridia et al.
2006; Bryson, Mirochnick et al. 2008), pelo fato de 58% nao terem atingido RNA do
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HIV-1 menor que 80 copias/mL no momento do parto e pela baixa barreira genética
da Lamivudina. Poderiamos inferir que essas pacientes estavam potencialmente
utilizando terapia anti-retroviral dupla (zidovudina + lamivudina) e, portanto, sub-

6tima.

Seis mulheres, 19% (6/31) desenvolveram mutagdes de resisténcia para os
ITRNN. Para essas mulheres, metade tinha RNA do HIV-1 maior que 80 cépias/mL
no parto. Recentemente, Hare, Mellors e colaboradores observaram que individuos
que descontinuavam terapia anti-retroviral com esquema contendo ITRNN, quando a
carga viral plasmatica para o HIV-1 era menor que 400 copias/mL, apresentavam
risco substancial (20%) de “rebound” virolégico com virus resistente aos ITRNN. No
estudo de Mellors & Hare, esse risco era maior para os que descontinuaram a
terapia com RNA do HIV-1 entre 51- 400 cépias/mL do que quando estava menor

que 50 copias/mL (Hare, Mellors et al. 2008).

No nosso estudo trés gestantes, 3,2% (3/92), desenvolveram mutagdes para
os Inibidores de Protease. Uma das gestantes desenvolveu a mutagao M46L e as
mutagcdes F77L e V118l para os ITRN. Essa mesma gestante tinha a substituigao
H208Y na amostra pré-HAART; esse polimorfismo pode facilitar a resisténcia para o
AZT/3TC (Kemp, Shi et al. 1998), e também esta associado com terapia contendo
inibidores da transcriptase reversa, particularmente no contexto da mutagédo M184V
e TAMs M41L, L210W e T215Y (Cane, Green et al. 2007; Deshpande, Jauvin et al.
2007).

Entre o grupo de gestantes que desenvolveu mutacdes de resisténcia apos a
introdugao/interrupgao dos anti-retrovirais, 23,5% (4/17) tinha a mutagc&o polimorfica
G335D nas amostras pré-HAART, sendo que uma delas a mutacdo M184V
apareceu na amostra de 2 semanas poés-parto e a mutacdo K219E apareceu na
amostra de 6 meses. Essa substituicdo facilita a resisténcia simultdnea para
AZT/3TC em pacientes que apresentem TAMs (Nikolenko, Delviks-Frankenberry et
al. 2007).

Na nossa casuistica, entre as 17 mulheres nas quais detectamos qualquer
mutac&o apds o inicio da quimioprofilaxia, 43% (7/17) apresentavam RNA do HIV-1

na amostra pré-tratamento maior que 10.000 coépias/mL. Destas, 85% (6/7) nao
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atingiram RNA do HIV-1 menor que 80 cépias/mL no parto, apesar de terem uma
mediana de tempo de uso de anti-retroviral de 148 dias (IQR, 38 -162). Estes dados
estdo em concordancia com os resultados descritos por Louis e colaboradores, que
avaliaram as caracteristicas associadas com supresséao viral subétima no parto em
146 gestantes portadoras de infecgdo pelo HIV-1. Estes observaram que mulheres
com carga viral para o HIV-1 = 1.000 copias/mL no parto tinham mais chance de ter
uma carga viral para o HIV-1 = 10.000 cépias/mL na amostra pré-tratamento no
inicio do pré-natal, e tinham uma adesé&o pior aos anti-retrovirais (Louis, Buhari et al.
2005).

Em relacdo a adesdao, na nossa coorte todas as mulheres foram
aconselhadas por duas farmacéuticas em cada consulta pré-natal, para que
fizessem uso correto da medicagdao. Embora nao tenha sido solicitado o retorno dos
frascos de medicamento dispensados em cada consulta, as gestantes retornaram na
data prevista para o proximo fornecimento de medicagdo, quando eram ent&o
aconselhadas novamente para o uso correto da medicacdo. Recentemente, estudo
publicado em S&o Paulo por Vaz e cols (Vaz, Barros et al. 2007) que tinha por
objetivo avaliar a influencia da gravidez no nivel de adesao as drogas anti-retrovirais
numa coorte prospectiva de 72 mulheres portadoras de HIV gravidas e 79 mulheres
portadoras de HIV n&o gravidas, fez uma analise multivariada que mostrou que
idade >29 anos (OR 3, 58, Cl 95% 0.10 — 0.75, p=0.011), numero médio de
pilulas/dia <6 (OR 2,53, Cl 95% 1.07 - 6,01, p=0.035) e estar gravida (OR3.33, CI
95% 1.36 - 8.13, p=0.008) estavam independentemente associados com maior

adesdo aos anti-retrovirais.

A mediana de tempo de uso dos anti-retrovirais para a nossa coorte de
gestantes foi de 84 dias (IQR, 13-122), semelhante a mediana de tempo descrita em
outros estudos (Lyons, Coughlan et al. 2005; Kakehasi, Tupinambas et al. 2007). Ao
analisarmos a mediana de tempo de uso dos anti-retrovirais para a populagao de
gestantes em que detectamos mutagdes principais apds o inicio da quimioprofilaxia,
observamos que a mesma foi de 121,5 dias (77,5 — 149,5). Na nossa analise
multivariada observamos que quanto maior o tempo de uso de HAART em dias,
maior € o risco de detecgdo de nova mutagao neste grupo de mulheres, ou seja, a

cada dia a mais de uso de HAART estima-se um acréscimo de 1,0% na incidéncia
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de detecg¢ao de nova mutagao (RR=1,01; IC 95%: 1,00-1,02; valor de p<0,005). Isso
poderia ser explicado pelo maior tempo de exposi¢do as drogas, menor adesao ao
regime anti-retroviral com o decorrer do tempo, e, portanto, maior probabilidade de

desenvolvimento de mutacdes de resisténcia.

No primeiro estudo publicado sobre a emergéncia de mutagdes apos o inicio e
interrupcdo de HAART para prevencado da transmissdao materno infantil do HIV-1,
Lyons e colaboradores detectaram mutagdes de resisténcia no pds-parto em 13%
(5/39) das mulheres tratadas primariamente para prevencao da transmissdao materno
infantil do HIV (Lyons, Coughlan et al. 2005). Todas as 39 mulheres tinham
contagem de CD4 na primeira visita acima de 300 células/mm?®, comecaram terapia
anti-retrovial triplice no terceiro trimestre, e descontinuaram a profilaxia apés o parto.
Este estudo mostrou que todas as mulheres que desenvolveram resisténcia tinham
carga viral baixa ou indetectavel no momento do parto, e eram mulheres que usaram
nevirapina no esquema anti-retroviral. Neste estudo a duracdo média de exposicao
aos anti-retrovirais de 70 dias e a nevirapina foi descontinuada imediatamente apés
o parto, e AZT+3TC foram mantidas por mais 05 dias apds o parto. Entretanto,
mesmo com essa estratégia 13% das mulheres desenvolveram mutagdes para a

Nevirapina.

O desenvolvimento de mutagdes de resisténcia associado aos ITRNN em
mulheres recebendo HAART é variavel. A resisténcia & descrita com taxas entre
0%—-28,7%, especialmente para os regimes contendo Nevirapina (Cunningham,
Chaix et al. 2002; Lyons, Coughlan et al. 2005; Overton, Sungkanuparph et al. 2005;
Duran, Losso et al. 2007; Truong 2007; Paredes 2008).

Pesquisadores acreditavam que usando terapia combinada durante a
gravidez e a interrupgao estruturada da terapia anti-retroviral apos o parto pudessem
contrabalangar o lento clearence plasmatico da nevirapina e de outras drogas com
meia-vida plasmatica longa. Para corroborar isso, os estudos de Mcintyre e
colaboradores (MclIntyre 2006), observaram menos resisténcia quando adicionavam
Zidovudina/lamivudina ao esquema de dose unica de Nevirapina e continuavam

essas drogas por 4 a 7 dias no pds-parto (Eshleman, Becker-Pergola et al. 2001).
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Na nossa coorte iniciada em 2005, da mesma forma que os estudos
conduzidos por Kakehasi et al e Perez et al, todas as mulheres interromperam os
anti-retrovirais logo apos o parto (Kakehasi, Tupinambas et al. 2007; Perez, Vignoles
et al. 2008). No nosso estudo 22,3% (31/139) das gestantes fizeram uso de
Nevirapina como parte do esquema HAART, e a incidéncia global de mutagdes para
os ITRNN apoés o inicio e interrupgdo de esquema contendo inibidores de

transcriptase reversa néo analago aos nucleosideos foi de 19%.

Em virtude da possibilidade de emergéncia de mutacdes de resisténcia aos
anti-retrovirais apdés a suspensdo da quimioprofilaxia, outras estratégias precisam
ser avaliadas mesmo para pacientes que tenham baixa carga viral préximo ao parto.
As estratégias poderiam ser de um planejamento diferente de descontinuacédo de
drogas do regime anti-retroviral, ou a mudanc¢a da Nevirapina para um Inibidor de
Protease com alta barreira genética, como o Lopinavir/r, tendo em vista o periodo de
até trés semanas em que se detectam os niveis séricos dos ITRNN. A suspenséao de
todas as drogas simultaneamente deveria entdo ser feita apds trés semanas dessa
substituicdo, se o RNA do HIV-1 estiver menor que 80 copias/mL . Desta forma,

minimiza-se o risco de uma possivel terapia dupla.

O aparecimento de mutacdes significantes em mulheres em uso de anti-
retrovirais durante a gestagao pode afetar a resposta futura a terapia (Lockman and
Mclintyre 2007). Jourdain e colaboradores (Jourdain, Ngo-Giang-Huong et al. 2004),
reportaram que mulheres que posteriormente recebam esquema anti-retroviral de
alta poténcia (HAART) contendo nevirapina, tem menor probabilidade de ter

supressao viral.

Diferentemente do nosso estudo que detectou mais mutacdes para os ITRN e
ITRNN, Kakehasi et al, observaram alta taxa de resisténcia ao Nelfinavir (23,5%)
entre as pacientes expostas a esta droga: duas mutagdes principais (D30N e L90M)
e mutagdes acessorias (N88S/D). Podemos supor que esse achado se deve ao fato
dessa coorte tido uma casuistica pequena (30 gestantes), e também pelas
concentragbes baixas de Nelfinavir atingidas durante a gestagdao (Nellen, 2004;
Villani, 2006) podendo levar ao desenvolvimento de resisténcia. Villani e
colaboradores demonstraram que mulheres portadoras de infecgédo pelo HIV-1 eram

expostas a concentragbes subterapéuticas de NFV no final da gravidez. No estudo
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de Kakehasi, todos os anti-retrovirais foram suspensos logo apds o parto. A resposta
viroldgica obtida por esse grupo de mulheres e o numero pequeno de observacgdes
nesse grupo poderia explicar o ndo aparecimento de mutagao de resisténcia para os
ITRNN. Outro aspecto importante € o momento de coleta das amostras e a
metodologia utilizada nesse estudo, que também sio fatores limitantes, pois uma
unica coleta com 24 semanas apos a interrupgao do uso de anti-retrovirais poderia
nao ser um momento ideal para deteccdo de mutagdes de resisténcia, uma vez que
poderia ter havido reversdo da populagdo viral mutante para uma populagao viral
selvagem. No nosso estudo, observamos que a mutagcdo M184V, detectada em
gestantes que fizeram uso de esquemas com Nelfinavir, apareceram tao cedo
quanto no parto, e principalmente nas amostras colhidas entre 02 e 04 semanas poés
parto.

Varios estudos tém mostrado dados conflitantes na evolugdo do perfil de
mutacdes apds a interrupcdo de anti-retrovirais em pacientes altamente
experimentados. Devereux e colaboradores relataram um declinio rapido e
significativo nas mutagbdes principais quando amostras de 22 pacientes multi-
experimentados foram analisadas 6,4 semanas depois da interrupcdo dos anti-
retrovirais (Devereux, 1999). Apenas duas mutagdes (70R e 215Y/F) se mantiveram
detectaveis apoés a interrupcao de ZDV. Balduin e cols descreveram que durante as
interrupcdes de tratamento podemos observar diversos padrées evolutivos das
mutacdes de resisténcia: desaparecimento de todas as mutagdes, desaparecimento
de algumas mutagdes e permanéncia de mutagdes (Balduin, Sierra et al. 2005).
Estudo de Little e colaboradores mostraram que a populagdo de virus selvagem
pode retornar apds o desenvolvimento de cepas resistentes; o tempo médio para a
reversao para virus selvagem foi de 365 e 362 dias, respectivamente, para as
mutacdes associadas aos ITRNN e para as mutagdes associadas aos ITRN; para os

Inibidores de Protease ndo houve reversao (Little 2004).

No nosso estudo, por ser prospectivo, pudemos analisar as amostras de
plasma colhidas no parto, 02 semanas, 04 semanas, e 06 meses apds o parto,

aumentando, portanto, a chance de deteccdo de mutacgdes.

Diferentemente dos resultados do nosso estudo e do estudo de Lyons em que

encontramos mutacdes de resisténcia para os ITRNN, Perez e colaboradores
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(Perez, Vignoles et al. 2008), encontraram baixa deteccdo de resisténcia anti-
retroviral em gestantes com critérios de inclusdo semelhantes aos nossos. No
estudo de Perez foram incluidas 20 gestantes que fizeram uso na gestacdo de
esquema com a Nevirapina (NVP). A mediana da Carga Viral para o HIV-1 no
momento do parto foi < 50 cépias/mL. As amostras de sangue do pds-parto foram
colhidas no periodo de 01 a 15 meses apos a interrupgao dos anti-retrovirais,
mediana de 03 meses, para avaliagdo de sequenciamento padrédo (PCR) e
sequenciamento seletivo em tempo real (SPCR) do HIV-1. Nenhuma mutacgéo
associada com resisténcia a 3TC ou NVP foi encontrada pelo sequenciamento
padrao. Uma limitagdo do estudo de Perez € que o numero de mutacdes pode ter
sido subestimado devido ao pequeno numero de gestantes observadas neste estudo
e a grande variagdo no tempo para as coletas de amostras para genotipagem

(mediana de 03 meses, 1-15, IQR, 2-4 meses).

A nossa incidéncia global de mutagdes 13,8% (17/123) apds a interrupgéo
dos anti-retrovirais também difere dos resultados de Truong et al (Truong 2007) e
Perez et al (Perez, Vignoles et al. 2008), que nao detectaram mutag¢des de
resisténcia apos a interrupgao da quimioprofilaxia com anti-retrovirais. Entretanto, o
pequeno numero de observagdes nessas coortes pode ter subestimado a incidéncia

real de mutagdes de resisténcia.

Em outro estudo, Duran e colaboradores (Duran, Losso et al. 2007), avaliaram
a presenca de mutacdes de resisténcia principal em mulheres recebendo terapia
anti-retroviral para prevencado da transmissao materno infantil do HIV-1 na coorte
observacional do NISDI Perinatal Study. De 819 mulheres acompanhadas, 55
mulheres tinham amostras para analise na primeira visita e no periodo de 06 a 12
semanas pos-parto, e, destas ultimas, mutacdes de resisténcia foram detectadas em
onze amostras (20%) na visita inicial ou na visita de 06 a 12 semanas poés-parto.
Nesse estudo, 16% das mulheres que receberam um esquema anti-retroviral
contendo Nevirapina desenvolveram mutagdes, mas nenhuma delas estava
associada ao uso da Nevirapina, diferentemente do nosso estudo, onde detectamos
incidéncia de mutacdes para os ITRNN de 19% apds o inicio e interrupcao de

esquema contendo inibidores ndo analagos aos nucleosideos.
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Mais recentemente, Paredes e Cols. (Paredes 2008) também encontraram
alta freqliéncia de mutacdes para a Lamivudina e para ITRNN em gestantes que
fizeram quimioprofilaxia com anti-retrovirais para a prevencdo da transmissao
vertical do HIV-1 nos Estados Unidos da América - resultados do Women and Infant
Transmission Study - WITS. Foram analisadas amostras de 114 gestantes, virgens
de terapia anti-retroviral, incluidas na coorte WITS, que tinham amostras de plasma
congeladas, colhidas entre 02 e 06 meses pos-parto. Os dados socio-demograficos,
CD4 e carga viral do HIV-1 sdo comparaveis aos do nosso estudo. Entre os
esquemas anti-retrovirais utilizados, 75% receberam AZT+3TC+Nelfinavir e 8,2%
AZT+3TC+Nevirapina, e 16,8% receberam AZT+3TC. Nessa coorte foi encontrado
na genotipagem padrao a mutagdo M184V/l e a mutagdo K103N em 28,7% e 25%
das mulheres, respectivamente. A incidéncia da mutacdo M184V e da mutagcao
K103N foi maior do que a encontrada no nosso estudo, entretanto é importante notar
que no estudo de Paredes e colaboradores, 16,8% das gestantes fizeram uso de
terapia dupla com AZT+3TC, o que pode ter facilitado a emergéncia de mutagdes
M184V, além do pequeno numero de gestantes que fizeram uso de Nevirapina neste
estudo (n=10)

6.7 DISCUSSAO DO MODELO MULTIVARIADO

Os fatores de risco para o aparecimento de novas mutagdes apos a
introducdo de HAART s&o pouco descritos na literatura. No presente estudo, as
mulheres com RNA do HIV-1 detectavel no momento do parto apresentaram um
risco de detecgado de mutacdo no parto/pos-parto 3,5 vezes aquele observado entre
as mulheres com RNA do HIV-1 indetectavel neste mesmo momento (RR = 3,50; IC
95%: 1,20-10,65; valor de p < 0,05). Este achado esta em consonancia com o ja
descrito por outros autores, que mostram que em pacientes tratados com anti-
retrovirais e com carga viral plasmatica do HIV detectavel, a prevaléncia de
resisténcia a pelo menos uma droga pode alcangar 80% (Richman 2004; Costagliola,
Descamps et al. 2007). A associagdo entre a carga viral detectavel no parto e o

desenvolvimento de novas mutacdes possibilita especular acerca da recomendacao
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da suspensdo do anti-retroviral utilizado para a quimioprofilaxia da transmissao
vertical somente apds o alcance dos niveis de indetectabilidade, e isso nao

necessariamente ocorre no momento do parto.

A detectabilidade da carga viral plasmatica pode estar associada a fatores tais
como baixa ades&o ao tratamento anti-retroviral, ao uso de esquemas com baixa
barreira genética e ao uso de anti-retrovirais com perfil farmacocinético desfavoravel.
No nosso estudo, 62,8% das gravidas utilizaram nelfinavir como parte do seu
esquema anti-retroviral combinado, sendo essa uma droga que atinge baixas
concentragbes na gestante (Nellen, Schillevoort et al. 2004; Villani, Floridia et al.
2006; Bryson, Mirochnick et al. 2008). Além disso, o grande numero de comprimidos
desse esquema terapéutico certamente interfere na adeséo (Bardeguez, Lindsey et
al. 2008).

No nosso estudo, a presenca de resisténcia primaria mostrou ser um fator
independentemente associado a incidéncia de mutagdes no parto e apds a
interrupcao dos anti-retrovirais. Diversos estudos ja identificaram o impacto da
transmissao de virus resistente levando a uma pior resposta virologica e imunoldgica
ao tratamento anti-retroviral (Grant, Hecht et al. 2002; Little, Holte et al. 2002; Chaix,
Rouet et al. 2005). A resisténcia transmitida pode levar a uma resposta sub-6tima a
terapia anti-retroviral, o que, em paises desenvolvidos levou a recomendagéo de
analise genotipica antes do inicio do tratamento (Hirsch, Brun-Vezinet et al. 2003;
Yeni, Cooper et al. 2006).

No nosso estudo, o tempo de uso de HAART mostrou-se independentemente
associado a incidéncia de resisténcia apds a introdugcdo da quimioprofilaxia para a
prevencao da transmissao vertical nessa coorte, sendo que quanto maior o tempo de
uso desse esquema maior a chance de deteccdo de mutacdes. Uma possivel
explanagao para isso pode estar relacionada a adesao insuficiente. Ma adeséao
durante a gestagao pode levar a uma supressao viral sub-6tima, desenvolvimento de
resisténcia viral e um maior risco de transmissao vertical do HIV, bem como a
possivel transmissao de um virus resistente (Haubrich, Little et al. 1999; Bangsberg,
Hecht et al. 2000; Johnson, Petropoulos et al. 2001). Alguns estudos demonstraram
que a adesao aos anti-retrovirais € melhor durante a gestagcdo que no poés-parto,

mas que ainda assim essa adesao encontra-se significativamente abaixo dos niveis
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ideais para manutengcdo da supressao viral (Bardeguez, Lindsey et al. 2008).
Preditores conhecidos de falha aos antiretrovirais incluem a baixa aderéncia, falha
virologica prévia, elevada carga viral pré-HAART, baixas contagens de linfocitos
CD4, consultas perdidas e a menor idade. Destas, a aderéncia aos anti-retrovirais
tem se mostrado como um dos mais importantes preditores de sucesso virolégico,
prevenindo a progressao da doenca (Haubrich, Little et al. 1999; Gifford, Bormann et
al. 2000; Bangsberg, Hecht et al. 2001; Gross, Bilker et al. 2001). Entretanto, a
avaliacao de aderéncia pelos profissionais de saude, assim como a documentagao
da relagao entre a aderéncia e a falha viroldgica, na maioria das vezes, ndo ocorre
de forma adequada o que prejudica estimar com a acuracia a aderéncia do paciente

aos anti-retrovirais (Gross 2002; Osterberg and Blaschke 2005).

A selecdo de variantes do HIV com resisténcia aos anti-retrovirais € um
importante fator limitante da eficacia do tratamento. Em um estudo conduzido com
individuos com infeccdo pelo HIV-1 com resisténcia primaria, o virus n&o foi
suprimido por regimes de tratamento anti-retroviral potente seguinte a terapia de
indugao (Little, Holte et al. 2002). Respostas mais baixas a terapia podem levar a
replicagao viral adicional e contribuir para uma maior evolugéo da resisténcia aos
anti-retrovirais. Este efeito pode ainda ser exacerbado naqueles pacientes com baixa
aderéncia. A presenca das mutagdes reversororas no cédon 215, parece ter um
impacto negativo sobre a resposta virolégica. In vitro, virus com a substituicao
T215D/C desenvolve resisténcia a zidovudina mais rapidamente do que o virus
selvagem (Garcia-Lerma, Maclnnes et al. 2004). Em um estudo recente, falha
virolégica a terapia de primeira linha baseada em ITRN foi observada em 47% dos
pacientes com variantes T215 na visita inicial comparada com 30% dos pacientes

sem estas mutacdes (Violin, Velleca et al. 2004).
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7 CONCLUSOES

> No nosso estudo observamos alta prevaléncia de mutagdes de
Resistencia Primaria (11,3%). A presencga de resisténcia primaria mostrou-se um
fator independentemente associado a incidéncia de mutacdes no parto e apos a

interrupgao dos anti-retrovirais.

> 13,8% das gestantes desenvolveram mutagdes de resisténcia nas
visitas subsequentes apos a introdugéo e interrupgédo de anti-retrovirais (7,3% para
os ITRN, 19% para os ITRNN e 3,2% para os IP)

> Entre as gestantes que tinham mutagcées de resisténcia primaria,

28,5% desenvolveram novas mutagdes apos a interrupgao dos anti-retrovirais.

> As mutagdes polimérficas G335CD estavam presentes em 9,7% das

gestantes na visita pré-tratamento.

> O subtipo do HIV-1 mais prevalente na nossa coorte foi o B (76,4%),

seguido do F e recombinantes.

> N&o houve impacto negativo imunoldégico (CD4) e virologico (RNA do

HIV-1) até seis meses apos a interrupgéo dos anti-retrovirais.

> Encontramos alta prevaléncia de Infeccdo Recente para o HIV-1

(13,9%) na nossa coorte.

> Nao houve transmissao vertical do HIV-1.
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8 RECOMENDACOES

> A elevada prevaléncia de resisténcia primaria em gestantes virgens de
terapia anti-retroviral, aponta para a necessidade de realizacdo de genotipagem de
rotina para gestantes infectadas pelo HIV-1, em areas selecionadas do pais, onde a
exposi¢cao aos anti-retrovirais seja mais antiga antes do inicio da quimioprofilaxia ou

tratamento com anti-retrovirais.

> Deve ser utilizado esquema anti-retroviral de alta poténcia com Inibidor
de Protease que tenha alta barreira genética para o desenvolvimento de mutacdes
de resisténcia, para prevengao da transmissao vertical do HIV-1, e, para as mulheres
que nao precisem manté-lo para sua saude, a terapia sé devera ser interrompida

quando o RNA do HIV-1 estiver indetectavel.

> Atencado especial deve ser dada ao Terminal C nas genotipagens,
devido ao risco de desenvolvimento de resisténcia de alto nivel para a Zidovudina
em mulheres HIV+ com a substituicdo G335CD+TAMs. Essa substituicdo pode
comprometer a profilaxia com anti-retrovirais em gestagdes subsequentes, ou

quando houver necessidade de inicio de esquema anti-retroviral como tratamento.

> Os nossos dados apontam para a necessidade de realizagdo de
ensaios clinicos randomizados para avaliar o impacto da interrupgcdo vs manutencao

doa anti-retrovirais no pos-parto.
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ANEXO A — Formulario para registro da genotipagem e dos subtipos

virais
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ANEXO B - Formulario pré-estruturado onde foram capturadas
informacgdes socio-demograficas, clinicas e laboratoriais.

PERFIL DE RESISTENCIA GENOTIPICA DO HIV-1 AOS ANTI-RETROVIRAIS EM UMA POPULAGAO DE
MULHERES INFECTADAS PELO HIV EXPOSTAS A QUIMIOPROFILAXIA COM ANTI-RETROVIRAIS PARA
PREVENCAO DA TRANSMISSAO VERTICAL DO HIV DURANTE A GESTACAO.

NuUmero na Coorte:

1-ldentificacdo, dados demogréficos e sdcio econdmicos:
1.1-Nome:

1.2-Prontuario:
1.3-Local de acompanhamento: |__|1- HGNI |__] 2- Outro
1.4-Municipio de residéncia:

15-DN: /| ; 1.5.1- Data da primeira consulta desta gestaggonoHGNI:: /[
1.6- Etnia/cor:

1]__| branca

2|__|negra

3 |_| parda/mulata

4 |__ | indigena

5]__ |ignorada

1.7-Situagdo conjugal: |__|1- Unida |__|2- Ndo unida |__|3- Ignorado

1.8-Escolaridade:

1|__|Analfabeta

2|__|1° grau incompleto até 4% série
3|__|1° grau incompleto até 7 série
4|__|1° grau completo

5|__|2° grau incompleto

6|__|2° grau completo

7l_|> 2° grau

1.9-Renda familiar mensal (em salarios minimos) - inclui auxilio doenga, pensao alimenticia, renda decorrente de
trabalho informal etc:

1]__|Sem renda (vive de ajuda de parentes e/ou amigos)

2|__|Até 1 salario

3|__|Até 2 salarios

4| _|Até 3 salarios

5|__|Até 4 salarios

6|__|Até 5 salarios

7|__|> 5 salarios

1.10-Ocupagao: Pagina 1 de 10
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2-Historia epidemiolégica, Obstertrica e HPP

2.1-Gesta: |___| (contar a gestagéo atual);
2.2.1-Para: |___| (ndo contar o parto atual);
2.2.2-Abortos: |___|
2.2.2.1-|___|espontaneos; |___| provocados; 2.2.2.2-Ultimo aborto: __ /[

2.2.3-Prenhez Tubaria: |___|

2.3-Diagnéstico de IST antes da atual gestacao?

|__|1- Sim; |__]2- Nao
2.2.1-Se SIM, especificar: |__|1- Sifilis; |__|2- Gonorréia; |__|3- Clamidia; |__|4- Tricomoniase;
|__|5- HPV; |__|6- Linfogranuloma venéreo; |__|7- Doenca inflamatdria pélvica;

|__|Outra(s); Descreva:

2.2.1.1-Recebeu tratamento para IST antes da atual gestagao?
|__|1- Sim |__|2- Nao

2.4-Diagnéstico de TB antes da atual gestagao?
[__|1- Sim; [__|2- Nao
2.4.1-Se SIM, recebeu tratamento?: |__|1- Sim |__|2- Nao

2.4.2-Recebeu profilaxia para TB antes da atual gestagao? (INH)

|__[1-Sim; |__|2- Nao; |__|3-Nao sabe informar

2.5-Passado de Tabagismo: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informagado nao disponivel.
2.5.1-Tabagismo na gestagao atual: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informag&o n&o disponivel.
2.6-Passado de Etilismo: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informagao nao disponivel.

2.6.1-Etilismo na gestacao atual: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informagao n&o disponivel.
2.7-Passado de uso de Drogas ilicitas: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informag&o n&o disponivel.
2.7-Uso de Drogas ilicitas na gestagdo atual: |__|1- Sim; |__|2- Nado; |__|3-Informagéo nado disponivel.

2.7.1.1Serespondeu sim, Qual(ais):

|__|Maconha; |__|Cola; |__| Crack; |__|Droga Injetavel; |__|Outras:

3-Diagnoéstico da Infecgao pelo HIV (Paciente):

3.1-Data da 1° sorologia Anti-HIV(+) : / /

3.2- Idade gestacional no inicio do pré-natal no HGNI: ||

3.2.1-Data da primeira US nesta gestagdo: __/ /  Idade Gestacional: |___ ||
3.3-0 diagnéstico da infecgao pelo HIV foi feito durante a gestagéo atual? |__|1-Sim; |__|2-N&o
3.3.1-Se nao, Sabia ser HIV + quando engravidou? |__|1-Sim; |__|2-N&o

Pagina 2 de 10
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2.1-Gesta: |___| (contar a gestagéo atual);
2.2.1-Para: |___| (ndo contar o parto atual);
2.2.2-Abortos: |_|
2.2.2.1-|___|espontaneos; |___| provocados; 2.2.2.2-Ultimo aborto: ___ /[

2.2.3-Prenhez Tubaria: |___|

2.3-Diagnéstico de IST antes da atual gestagdo?

[__|1- Sim; |__|2- Nao
2.2.1-Se SIM, especificar: |__|1- Sifilis; |__|2- Gonorréia; |__|3- Clamidia; |__|4- Tricomoniase;
|__|5- HPV; |__|6- Linfogranuloma venéreo; |__|7- Doenga inflamatdria pélvica;

|__|Outra(s); Descreva:

2.2.1.1-Recebeu tratamento para IST antes da atual gestagéo?
|__[1- Sim |__|2- Nao

2.4-Diagnéstico de TB antes da atual gestagédo?
|__|1- Sim; |__|2- Nao
2.4.1-Se SIM, recebeu tratamento?: |__|1- Sim |__|2- Nao

2.4.2-Recebeu profilaxia para TB antes da atual gestagdo? (INH)

|__|1-Sim; |__|2- Nado; |__|3-N&ao sabe informar

2.5-Passado de Tabagismo: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informag&o ndo disponivel.
2.5.1-Tabagismo na gestagao atual: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informagdo n&o disponivel.
2.6-Passado de Etilismo: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informacdo néo disponivel.

2.6.1-Etilismo na gestacao atual: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informagao nao disponivel.
2.7-Passado de uso de Drogas ilicitas: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informag&o n&o disponivel.
2.7-Uso de Drogas ilicitas na gestagéo atual: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|3-Informagéo nédo disponivel.

2.7.1.1Serespondeu sim, Qual(ais):

|__|Maconha; |__|Cola; |__| Crack; |__|Droga Injetavel; |__|Outras:

3-Diagnéstico da Infecgao pelo HIV (Paciente):

3.1-Data da 1? sorologia Anti-HIV(+) : / /

3.2- Idade gestacional no inicio do pré-natal no HGNI: |___|__ |

3.2.1-Data da primeira US nesta gestacdo: __ / /  Idade Gestacional: |___| |
3.3-0 diagnostico da infecgao pelo HIV foi feito durante a gestagéo atual? |__|1-Sim; |__|2-N&o
3.3.1-Se nao, Sabia ser HIV + quando engravidou? |__|1-Sim; |__|2-N&o
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3.3.1.1-Se sim, fazia acompanhamento especifico?
|__|1-Sim (especificar local: );
|__|2-Nao

3.3.1.2-Quantas gestagbes apos o diagndstico da infeccdo pelo HIV? |__|__| (contar com a gestacédo

que esta sendo motivo deste levantamento)

3.4-Classificagéo da infecgéo pelo HIV no inicio do pré-natal:

LA 1 | |B1 _|C1
|_IA2 |_|B2 |_|c2
|__IA3 |__IB3 |_IC3

3.5-Diagnéstico de IO antes da atual gestagao?
|__|1-Sim; |__|2-Nao; |__|3-Informacgao nao disponivel.
3.5.1-Se sim, quais? |__|1- PCP; |__|2- Neurotoxoplasmose; |__|3-Candidiase invasiva;

|__|4- outras: (especificar):

|__|5-N&o sabe informar
3.5.1.1-Se teve, recebeu tratamento?: |__|1- Sim; |__|2- Ndo; |__|5-N&o sabe informar

3.5.2-Recebeu profilaxia primaria para 10 antes da atual gestagdo?

|__|1-Sim; |__|2- Nao; |__|3- Informagéo nado disponivel
3.6-Idade Gestacional no inicio da Quimioprofilaxia Antiretroviral nesta Gestagéo: |___ | |Semanas.
3.7-Tem filhos vivos? (ndo incluir o que é motivo deste levantamento): |__|1-Sim; |__|2-Né&o;

|__|3-N&o se Aplica
3.7.1- Se sim, quantos?: |__|
3.7.1.1-Alguns desses filhos sao HIV+? |__|1-Sim; |__|2-N&o; |__|3-N&o testados; |__|4-

Testados, mas sem resultado
3.8-Tem filhos mortos? (n&o incluir o que é motivo deste levantamento): |__|1-Sim; |__|2-N&o
|__I3-N&o se Aplica
3.8.1- Se sim, quantos?: |__|
3.8.1.1-Alguns desses filhos eram HIV+? |_|1-Sim; |__|2-Nao; |__|3-Nao testados;
|__|4-Testados, mas sem resultado
3.8.1.1.1Se respondeu Sim, filhos mortos por AIDS?: |__[1-Sim; |__|2-N&o; |__|3-Néo

sabe;

4-Categoria de Exposicao:
4.1-Gestante:

|__|1-UDI; |__|2-Transfusdo Hemoderivados; |__|3-Heterossexual; |__|4- Ignorado
4.1.1-Parceria sexual:
|__|1-Parceiro UDI;  |__|2-Parceiro bissexual, |__I3-Parceiro c/Mdltiplas parceiras;

|__|4-Parceiro Hemotransfundido; |__|5- Hemofilico; |__6-Nenhuma das anteriores |__||7-lgnorado
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4.1.2-Teve parceiro no passado sabidamente HIV+: |_|1- Sim; |__|N&o; |__|3- N&o sabe informar

4.1.3-Ja Teve parceiro de outro Estado? |__|1-Sim; |__|2-Nao; |__|3-Nao Sabe; |__|9-lgnorado
4.1.2.1-Se sim, quais Estados:
4.1.4-J4 Teve parceiro de outros Paises? |__|1-Sim; |__|2-Nao; |__|3-N&o Sabe; |__|9-lgnorado

4.1.3.1-Se sim, quais Paises:

4.2-Parceiro:
4.2.1-Situagao sorolégica do parceiro atual:
|__|1-HIV+; |_|2- HIV -; |__|3-Parceiro ainda nao foi testado; |4- Parceira ndo informa o seu “STATUS

SOROLOGICO” para o parceiro; |__|5-Parceiro nao quer realizar o teste; |__|6-Informag&o néo disponivel

4.2.1.1-Se o parceiro j& foi testado: Momento de realizagdo do teste do parceiro atual:

|__|1-Apods o diagndstico da parceira;

|__|2-Ja havia sido testado antes da parceira; |__|9-gnorado
5-Informacgdes sobre uso de ARVs.

5.1-Fez uso uso de qualquer medicamento ARV antes desta gestagdo? |_ |1- Sim; |__|2- Nao;

5.1.2.1-Se sim registre as drogas anti-retrovirais prescritas antes do diagndstico dessa gestagao

ARV* Data de Data de fim Motivo de inicio Motivo de
inicio ou Gestagéo Queda de Outra (qual?) suspensao**
CONTINUA CD4 ou
indicagao
clinica

*1-ZIDOVUINA+ LAMIVUDINA,; 2- NELFINAVIR; 3- NEVIRAPINA; 4-ZIDOVUDINA; 5-LAMIVUDINA;
6-ESTAVUDINA,; 7- LOPINAVIR/RITONAVIR; 8- EFAVIRENZ; 9-INDINAVIR; 10-DIDANOSINA,;
11-ABACAVIR 12-SAQUINAVIR 13- RITONAVIR 14-OUTRO, ESPECIFICAR: )

** 1. Toxicidade (especificar qual), 2- Intolerancia (especificar tipo), 3 — Falha virolégica, 4 — Falha

imunoldgica, 5- Falha clinica, 6- Interagdo com outros medicamentos (especificar qual medicamento), 7 —
Intensificacéo, 8 — Comodidade posoldgica, 9 — Abandono de tratamento, 10 — Obito, 11 — Contaminacgao de
NFV, 12 — Final de gestagao, 13 - Outro — Qual?
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5.2-Drogas anti-retrovirais prescritas apos o diagndstico dessa gestagao (registrar o numero correspondente
a cada droga) — REPETIR OS DADOS DA TABELA ACIMA SE NECESSARIO:

ARV* Data de Data de fim Motivo de inicio Motivo de
inicio ou Gestagao Queda de | Outra (qual?) | suspensao™*
CONTINUA CD4 ou
indicagao
clinica

*1-ZIDOVUINA+ LAMIVUDINA,; 2- NELFINAVIR; 3- NEVIRAPINA; 4-ZIDOVUDINA; 5-LAMIVUDINA, 6-
ESTAVUDINA; 7- LOPINAVIR/RITONAVIR; 8- EFAVIRENZ; 9-INDINAVIR; 10-DIDANOSINA,;
11-ABACAVIR 12-SAQUINAVIR 13- RITONAVIR 14-OUTRO, ESPECIFICAR: )

** 1. Toxicidade (especificar qual), 2- Intolerancia (especificar tipo), 3 — Falha virologica, 4 — Falha

imunoldgica, 5- Falha clinica, 6- Interagdo com outros medicamentos (especificar qual medicamento), 7 —
Intensificacdo, 8 — Comodidade posoldgica, 9 — Abandono de tratamento, 10 — Obito, 11 — Contaminagao de
NFV, 12 — Final de gestagédo, 13-Outro — Qual?

5.2.1Desenvolveu algum evento adverso relacionado a terapia antiretroviral nesta gestacao?

|__|1-Sim; |__|2-N&o; |__|3-Informagédo nédo disponivel;

5.2.1.1Se sim, Qual?

|__|1-Anemia; |__|2- Leucopenia; |__|3- Trombocitopenia; |__|4- Elevagcao de TGO/TGP (>3x)

|__|5- Elevagao de Amilase/Lipase; |__|6- Farmacodermia; |__|7- Diarréia; |__ |8-
Hipertrigliceridemia

|__|9- Hipercolesterolemia; |__|10 — Hiperglicemia; |__|11-

Outro(descreva):

5.2.2-Foi feita troca de esquema anti-retroviral em decorréncia de evento adverso, intolerancia?
|__|1-Sim ;(Qual: ), |__|2-Néo

5.3-Interrompeu os Antiretrovirais no dia do Parto:

|__[1-Sim; |__|2-N&o; |__|3-Informagao nado disponivel

6-Exames Complementares:

6.1-Exames da primeira consulta de Pré-Natal antes (proximo) do inicio dos anti-retrovirais:

6.1.1-Hemograma — data: / /
1-HB] |g/dl 2-HT| |%; 3-LEUCOCITOS TOTAIS| [cel/mm3;
4-| |% DE LINFOCITOS

Pagina 6 de 10




194

6.2-Exames soroldgicos:

1-(12-) VDRL: |__|Reagente(Titulo: 1:___ |); |__|NAO Reagente; Data: _ / /  |_|3-Nao
Realizado

2-RUBEOLA: |__|IgM : : |_llgG:____; Data.__/ [/ ; |_|3-N&o Realizado
3-TOXOPLASMOSE: |_|igM:__ ; | _|lgG:__; Data:_ / /  ; |_|3-N&o Realizado
4-CMV: |_|IgM : i | llgG.____ ; Data:__/ /| : |__|3-N&o Realizado
5-HBSAG : |__|1-NEGATIVO; |__|2-POSITIVO;  |__|3-NAO REALIZADO
6-ANTI-HBC : |__|1-NEGATIVO; |__|2-POSITIVO; |__|3-NAO REALIZADO
7-ANTI-HBS : |__[1-NEGATIVO; |__|2-POSITIVO;  |__|3-NAO REALIZADO

8-HEPATITE-C: |__|1-NEGATIVO; |__|2-POSITIVO; |__|3-NAO REALIZADO

9-SOROLOGIA PARA HERPES VIRUS 2: |__|1-NEGATIVO; |_ |2-POSITIVO; |__|3-NAO REALIZADO

6.3-Colpocitologico:
Data: / / ; MARQUE TODOS 0OS NUMEROS QUE SE APLICAM:

|__|1-NORMAL; |_|2-LSIL(LESAO DE BAIXO GRAU); |_|3-HSIL(L. ALTO GRAU);
|__|4-INFLAMATORIO: |_|5-CANDIDIASE; |_|6-GARDNERELLA VAGINALIS;

|__|7- FLORA MISTA; |__|8-ATIVIDADE NUCLEAR; |_|9-METAPLASIA ESCAMOSA; |__|10-ASCUt
|__[11-Flora lactobacilar; |__|12-NIC I; |__|13-NICII; |_|14-NIC Ill; |__|15-HPV; |__|16-COLPITE
6.4-PPD: |__|1- REATOR mm; |_ |2-NAO Reator; DATA: / / ; |__I3-Nao

Realizado

6.5- ELISA MENOS SENSIVEL para HIV-1(BED):
|__|1-INCIDENTE; |__|2-FALSO INCIDENTE; |_|3-PREVALENTE; |__|4-NAO REALIZADO

6.6-Diagndstico de IST durante o pré-natal? |__|1- Sim; |__|2- Néo
6.6.1-Se SIM, especificar:
|__|1-Sifilis; |__|2- Gonorréia; |__|3-Clamidia; |__|4-Tricomoniase; |__|5- HPV

|__|6-Linfogranuloma venéreo; |__|7- Doenga inflamatdria pélvica |__|8- Herpes simples

|__|Outra:

6.1.2-Recebeu tratamento para IST durante o pré-natal? |__|1-Sim; |__|2- Nao

6.7-Colheu Urina para PCR para Clamidia? |__|1-Sim; |__|2- Nao

6.7.1-Se Sim, resultado: |__|1-Reagente; |__|2-N&o reagente.

6.8-Colheu Urina para PCR para Gonococo? |__|1-Sim; |__|2- Nao
6.8.1-Se Sim, resultado: |__|1-Reagente; |__|2-N&o reagente.
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6.9-Colheu Secrecao Cervical (ALGUM PONTO) para determinagdo da Carga viral para o HIV-1?
|__[1-Sim; |__|2- Nao

6.10-Wet Mount realizado? |__|1-Sim; |__|2- Nao

6.10.1-Ph: |___ |

6.10.2-Fungo: |__|1- Positivo; |__|2- Negativo

6.10.3-Clue Cell: |__[1- Positivo; |__|2- Negativo

6.10.4-Teste do odor: |__|1- Positivo; |__|2- Negativo
6.10.5-Trichomonas: |__|1- Positivo; |__|2- Negativo

7-HPV Anal: |__|1- Presente |__|2- Nao Visualizado no Exame Clinico
8-HPV Vaginal: |__|1- Presente |__|2- Ndo Visualizado no Exame Clinico
9-HPV Cervical: |__|1- Presente |__|2- N&o Visualizado no Exame Clinico
10-Herpes Genital: |__|1- Presente |__|2- Nao Visualizado no Exame Clinico

7-VDRL na Maternidade:

|__|Reagente(Titulo: 1:| ); |_INAO Reagente; Data: / / |__|3-Nao Realizado
7.1-Se reagente, Foi tratada? |__|SIM; |__|NAO

8-USOM

81-Primeiro US Obstétrico: / / ; Semanas de Gestagéo: | [

8.2-Segundo US Obstétrico: / / ; Semanas de Gestacao: | |

9-Informac¢des do PARTO
9.1-Data do Parto: / /

9.2-ldade Gestacional no parto: | |Semanas (Capurro)

9.3-Tipo de parto: |__|2-Cesariana eletiva; |__|2- Cesariana de Urgéncia, |__|3- Vaginal

9.3.1-Se Cesariana, Indicagéo para a cesarea (marcar todas as que se aplicam):

|__|Eletiva para prevengédo da TV; |__|Cesarea prévia; |__|Apresentagdo andmala; |__|Sofrimento fetal
|__|Distécia cervical; |__|Lesdes extensas por HPV; |__|Gestagdo gemelar; |__|Herpes genital em
atividade

|__|Outra. Especificar:

9.3.2-Se parto Vaginal, Episiotomia?
|__|1-Sim; |__|2- Ndo; |__|3- Informag&o nao disponivel
9.4-Membranas no momento do parto:
|__|1-integras |__|2-Rotas; |__|3- Informacéo n&o disponivel
9.4.1-Se Rotas, Especificar tempo: |____ | horas
9.4.2-Fez uso de antibiético apds a ruptura de membranas? |__|1-Sim; |__|2- Nao;
|__|3- Informag&o nao disponivel

9.5-Teve Complicagdes no Parto?

|__|1-Sim; |__|2- Nado; |__|3- Informagéo ndo disponivel
9.5.1-Se SIM, qual(ais)?
|__|1- Placenta Prévia; |__|2- DPP; |__|3- Corioamnionite; |__|4- Insuficiéncia Placentaria
|__|5-Circular de Corddo; |__|6- Outras:
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9.6-Teve complicagdes no Pos-Parto?

|__|1-Sim; |__|2- Ndo; |__|3- Informacéo no disponivel
9.6.1-Se SIM, qual(ais)?
|__|1-Febre (> 38°C > 24 horas); |__|2-Infecgdo urinaria; |__|3-Infecgéo de ferida cirirgica de ferida
cirurgica; |__|4-Endometrite; |__|5-Pneumonia; |__|6-Derrame pleural; |__|7-Sepsis; |__|8-Anemia grave
|__|9-Tromboembolismo; |__|10-Outra:-

9.7-Fez uso de AZT venoso durante o trabalho de parto?

|_|1-Sim; |2- Nao; |3- Informacao nao disponivel

10-Alta
10.1-Recebeu alta hospitalar?
[__|1-Sim; |__|2- N&o;
Se néo, Qual o motivo:
|__|1-Obito; |__|2-Transferida para outra unidade; |__|3-Evadiu-se
10.2-Tempo de hospitalizagao?
|__| Dias
10.3- A internagao foi prolongada devido a complicagdes do parto?
|__[1-Sim; |__|2- N&o; |__|3- N&o houve complicagéo do parto.
10.4-Foi referendada para Acompanhamento ambulatorial?
|__|1-Sim; |__|2- Nado
10.5-Uso de medicamentos ARV no Pds Parto?
|__|1-Sim; (preencha a tabela abaixo) |__|2- Nao; |__|3- Informagdo ndo disponivel
10.5.1-Se SIM, Qual o Tratamento ARV usado apds o parto? — REPETIR DADOS ANTERIORES SE
NECESSARIO
ARV* Data de Data de fim Motivo de inicio **Motivo de

inicio Nova Queda | Outra (qual?) suspensao

gestaca | de
o] CDh4

*1-ZIDOVUINA+ LAMIVUDINA,; 2- NELFINAVIR; 3- NEVIRAPINA; 4-ZIDOVUDINA, 5-LAMIVUDINA, 6-
ESTAVUDINA; 7- LOPINAVIR/RITONAVIR; 8- EFAVIRENZ; 9-INDINAVIR; 10-DIDANOSINA;
11-ABACAVIR 12-SAQUINAVIR 13- RITONAVIR 14-OUTRO, ESPECIFICAR: )
** 1. Toxicidade (especificar qual), 2- Intolerancia (especificar tipo), 3 — Falha virolégica, 4 — Falha

imunoldgica, 5- Falha clinica, 6- Interagdo com outros medicamentos (especificar qual medicamento), 7 —
Intensificagdo, 8 — Comodidade posoldgica, 9 — Abandono de tratamento, 10 — Obito, 11 — Nelfinavir
contaminado, 12-Final de gestagéo, 13-Outro (qual?)
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11-Dados do Recém-nato (RN)

11-1Peso do RN ao Nascer: | | g
11.2-Estatura: |___ | cm

11.3-Per. Cefélico: |_____|cm
11.4-APGAR 1°|___ |5°__ |
11.5-Natimorto?  |__|1-Sim; |__|2- Nao;

11.6-Presenca de Ma Formagéo Congénita:
|__|1-Sim; |2- Nao; |__|3- Informagdo nao disponivel
11.6.1-Se SIM, QuaL?

11.7-Apresentou complicagdes no parto ou pos-parto imediato?

|_|1-Sim; |__|2- Nao; |__|3- Informagéo ndo disponivel
11.7.1-Se SIM, Ficou na INCUBADORA?
|__|1-Sim; |__|2- N&o; |__|3- Informag&o ndo disponivel

11.9--Recebeu AZT Xarope?
11.9.1-Se SIM, especificar:

11.9.1.1-O Local: |__|1-Na maternidade; |__|2-Em casa; |__|3- Informagéo nado disponivel
11.9.1.2-O Tempo: Por seis semanas? |__|1-Sim; |__|2- N&do; |__|3- Informagao nao disponivel
11.9.2.1-Se nédo por seis semanas, qual o tempo? | | Dias

11.10-Aleitamento materno?

|__|1-Sim; |__|2- Nao; |__|3- Informagéo ndo disponivel
11.10.1-Se _SIM, especificar:
|__JAinda na maternidade
|__|Em casa durante uso de AZT

|__|Em casa, apds término do AZT Xarope.

12-Diagndstico da crianca (RN):

|__|1-Nao infectada; |2-Infectada; |3-Ainda indefinido; |4-Perda de acompanhamento antes da

definicdo do diagndstico

12.1-Resultados da CARGA VIRAL do HIV-1 do RN:

12.1.1-Exame até 48 h de nascimento: | | copias/ml; | |Log; Data: / /
12.1.2-Exame 01 més apds o nascimento: | | copias/ml; | |Log; Data: / /
12.1.3-Exame 04 meses apds 0 nascimento: | | copias/ml; | |Log; Data: / /
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