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RESUMO 

 
Introdução: A presença do HIV no trato genital feminino tem um papel importante no estudo da 
transmissão vertical, bem como na transmissão heterossexual do vírus. A quantificação, viral nas 
secreções genitais é essencial par estudar a compartimentalização viral e desenvolver estratégias de 
intervenção para evitar a transmissão do HIV e a disseminação de variantes resistentes aos 
antirretrovirais. 
Objetivo: O objetivo deste estudo foi analisar o perfil de carga viral em secreções genitais de 
gestantes submetidas à quimioprofilaxia para prevenção da transmissão vertical do HIV antes da 
introdução da terapia antirretroviral (TARV), e após sua descontinuidade no parto, avaliando uma 
possível correlação com a carga viral plasmática. Além disso, foi feito o seqüenciamento de 
nucleotídeos das variantes virais presentes nas secreções no intuito de avaliar o polimorfismo viral e 
a presença de mutações de resistência. 
Material e Métodos: Uma coorte de 274 gestantes portadoras infectadas pelo HIV, virgens de 
tratamento, foi acompanhada no Hospital Geral de Nova Iguaçu, Rio de Janeiro, de 2005 a 2008. 
Desse grupo, um total de 117 gestantes aceitou participar deste subestudo e todas assinaram um 
termo de consentimento livre esclarecido. A coleta de amostras de plasma e secreção na visita de 
inclusão no estudo (pré-TARV) foi possível para 92 gestantes. As amostras cervicovaginais foram 
coletadas em tiras Tear Flow®, estocadas em 500μL de tampão NASBA® e armazenadas a -70°C. 
Essas amostras foram submetidas à quantificação do RNA-HIV-1 através do NASBA Nuclisens 
EasyQ® (bioMérieux). O bDNA® (Siemens) foi utilizado para determinar a carga viral no plasma. O 
RNA do HIV-1 no plasma foi comparado ao da secreção genital. Para a genotipagem as amostras foram 
analisadas utilizando o Kit ViroSeq®. As amostras que não amplificaram por esta metodologia foram 
resgatadas utilizando-se um método in house. As seqüência foram editadas e analisadas através de 
ferramentas de bioinformática para a determinação do subtipo viral, polimorfismos e mutações de 
resistência. 
Resultados: O RNA do HIV-1 foi detectado em 40 (43,5%) das 92 amostras de secreção genital e em 
83 (91,3%) das amostras plasma no momento pré-TARV. A análise comparativa das cargas virais 
entre o plasma e a secreção genital foi realizada para 74 amostras. Foi evidenciado que cerca de 
50% (36/74) das amostras de plasma e secreção genital encontra-se na mesma faixa de carga viral. 
Destas, 13 (36%) na faixa de detecção abaixo de 1000 cópias/ml, 9 (25%) para a faixa intermediária 
de 1.000 – 10.000 cp/ml e 14 (39%) para a faixa acima de 10.000 cp/ml. Trinta e oito amostras (51%) 
tiveram perfil discordante na comparação entre as diferentes faixas de CV, com maior discrepância 
na faixa intermediária (1.000 – 10.000 copias/ml), confirmando as diferenças entre níveis analisados 
de carga viral plasmática e na secreção genital antes da introdução de TARV (p=0,013). No momento 
pós-TARV, 43 mulheres possuíam amostra genital e plasmática posterior à interrupção do tratamento. 
Estas amostras foram obtidas nas visitas realizadas entre dois e seis meses após o parto, com uma 
mediana de 3,5 meses (DP= 1,7, IQI= 2-6). Das 43 amostras genitais coletadas, 36 geraram 
resultados mensuráveis de carga viral e sete foram inválidas para o teste. Na distribuição da CV nos 
dois compartimentos observamos que 55,8% das mulheres tinham CV detectável na secreção genital 
e uma proporção mais elevada de CVs indetectáveis na secreção quando comparada ao plasma.  A 
amplificação e a genotipagem foram obtidas para 24 (60%) amostras no momento pré-TARV e 13 
(40%) das 34 amostras no momento pós-TARV. A análise das seqüências obtidas não revelou 
nenhuma mutação de resistência primária aos antirretrovirais, embora a presença de alguns 
polimorfismos e mutações acessórias tenha sido verificada.  
Conclusão: Estes resultados sugerem que a CV do HIV no plasma é um importante preditor da CV 
nas secreções genitais.  Entretanto, pode haver excreção do HIV nas secreções genitais, ainda que a 
na ausência de viremia. Algumas mulheres apresentaram um perfil de carga viral e de polimorfismos 
distintos no plasma e na secreção genital, sugerindo que o compartimento genital pode funcionar 
como um reservatório para a replicação e diferenciação do HIV.  
 
Palavras-chaves: 1 . HIV. 2. Carga viral. 3 . Gestante. 4 . TARV. 5 . Secreção genital. 6 . Resistência  
à  terapia antirretroviral. 
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Abstract 

 
Introduction: The presence of HIV-1 in the female genital tract has an important role in mother-to-
child transmission (MTCT) of HIV, as well as heterosexual transmission. Quantitation of HIV-1 levels in 
mucosal secretions is essential to study compartmentalization of HIV-1 and to develop intervention 
strategies to prevent HIV transmission, as well as the dissemination of viral variants resistant to 
antiretroviral drugs. 
Aim: The aim of this study was to analyze the profile of HIV-1 viral load in genital secretions in HIV-
infected pregnant women submitted to chemoprophylaxis for the prevention of MTCT before treatment 
and after its discontinuation at delivery. The quantification of HIV-1 viral load was undertaken in the 
women’s genital tract to evaluate a possible correlation with plasma HIV viral load. Moreover, 
genotyping of HIV samples in the genital secretions was performed to assess viral polymorphisms and 
antiretroviral drug resistance profiles. 
Methods: A cohort of 274 HIV-1 infected pregnant women, antiretroviral-naïve, was followed up at the 
Hospital Geral de Nova Iguacu, Rio de Janeiro, from 2005 to2008. Of that group, a total of 117 
pregnant women agreed to participate in this sub study and all women signed an informed consent 
form. The study has been approved by the IPEC IRB. Collection of plasma samples and genital 
secretions was possible for 92 pregnant women at the inclusion in the study, before starting 
antiretrovirals. HIV-1 RNA has been quantified in the plasma and in the genital secretion. The 
cervicovaginal samples were collected in Flow Tear, stored in 500μL of NASBA buffer and stored at 
-70 ° C. The methodology bDNA ® (Siemens) was used to determine viral load in plasma and EasyQ 
NucliSens NASBA ® (bioMérieux) was used for the quantification of genital samples. The HIV-1 RNA 
in plasma was compared to that of vaginal secretions. For genotyping analysis the samples were 
analyzed using the ViroSeq® Kit. The samples that could not be amplified by this method were tested 
using an in-house method. The sequences were edited and further analyzed using bioinformatics tools 
for HIV subtype determination and assessment of viral polymorphisms and drug resistance mutations.  
Results: The HIV-1 RNA was detected in 40 (43.5%) of 92 genital secretion samples and in 83 
(91.3%) of 92 plasma samples. The comparative analysis of HIV-1 viral loads between plasma and 
genital secretions was performed for 74 samples. It was shown that the viral load in about 50% (36/74) 
of the plasma and genital secretion samples were found to be in the same range. Of these, 13 (36%) 
were in the detection range below 1.000 copies/ml, 9 (25%) in the intermediate range (1.000 to 10.000 
copies/ml) and 14 (39%) were above 10.000 copies/ml. Thirty-eight samples (51%) were discordant in 
viral load analysis in both compartments, with a greater discrepancy observed in the intermediate 
range (1.000 to 10.000 copies/ml), confirming the differences of plasma and genital secretions viral 
loads before the introduction highly active antiretroviral therapy (HAART) (p=0.013. In the postpartum 
period, after HAART discontinuation, 43 women had samples of plasma and genital secretion 
available for HIV-1 viral load analyses. These samples were obtained between the two weeks and the 
six month visit (SD= 1.7, IQI = 2-6). Of the 43 genital samples collected, 36 had measurable viral 
loads and seven were invalid for the test. In the distribution of viral load in the two compartments, 
55.8% of women had detectable viral load in the genital secretions. Undetectable HIV-1 viral load was 
seen more frequently in the genital secretions, when compared to plasma samples. Genotyping was 
obtained for 24 (60%) samples collected before HAART and for 13 (40%) samples after HAART. 
Sequence analyses did not show any drug resistance mutation, although the presence of some 
polymorphisms and accessory mutations has been verified. 
Conclusions: These results suggest that HIV-1 viral load detection in plasma is an important predictor 
of HIV-1 viral load in the genital secretions. However, there may be excretion of HIV-1 in genital 
secretions, even in the absence of detectable HIV-1 viral load in plasma. Some women had distinct 
viral load profiles and HIV polymorphisms in plasma and genital secretions, suggesting that the genital 
compartment may act as a reservoir for HIV-1 replication and differentiation.  
 
Keywords: 1 . HIV. 2. Viral Load. 3 . Pregnant. 4 . HAART. 5 . Vaginal Secretion. 6 .  Antiretroviral 
resistance. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

A epidemia do HIV, quase três décadas após a identificação do vírus, se 

mantém como um dos maiores problemas de saúde pública global. Segundo a 

UNAIDS, a epidemia da Aids parou de avançar em pelo menos 56 países e a taxa 

de novas infecções pelo HIV parece ter se estabilizado. Há um declínio de quase 

20% no número de novas infecções nos últimos 10 anos, os óbitos relacionados à 

AIDS diminuíram em quase 20% nos últimos cinco anos e o número total de 

pessoas vivendo com HIV tende a uma estabilização. Entretanto, o número de 

pessoas infectadas pelo HIV é ainda muito alto, chegando a aproximadamente 2,6 

milhões [2,3–2,8 milhões] somente em 2009 e 1,8 milhões [1,6–2,1 milhões] de 

pessoas morreram de doenças relacionadas à Aids. Até o final de 2009 havia 33,3 

milhões [31,4–35,3 milhões] de pessoas vivendo com o vírus em todo o mundo. A 

Figura 1 apresenta a estimativa da UNAIDS do número de pessoas vivendo com 

HIV/AIDS no mundo, atualizada até o ano de 2009. 

 

Figura 1: Estimativa do número de adultos e crianças vivendo com HIV/Aids, 2009. Fonte: UNAIDS 
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Segundo dados do Programa de IST/Aids do Ministério da Saúde, no Brasil, 

estima-se que cerca de 630 mil pessoas estejam infectadas pelo HIV. Apenas no 

ano de 2009, 38.538 novos casos foram notificados. Entre os anos de 1980 e 2009, 

592.914 casos de Aids foram registrados e houve 229.222 mortes decorrentes da 

doença  e suas co-infecções. A Figura 2 mostra a evolução da doença no território 

nacional ao longo do tempo (1980 a 2009), com base na análise dos municípios com 

pelo menos um caso notificado de Aids, evidenciando uma nítida distribuição inicial 

nas cidades de maior população localizadas na costa e migrando para o interior do 

país ao logo do tempo, cobrindo, hoje, praticamente todo o território nacional, 

evidenciando uma interiorização da epidemia (Ministério da Saúde, Boletim 

Epidemiológico, 2010). 

 

 

 

Figura 2: Municípios brasileiros com pelo menos um caso de AIDS identificado entre 1980 a 2009. 

Fonte: MS/SVS/Departamento de IST, Aids e Hepatites Virais. 
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O HIV se divide em dois tipos: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 é classificado em três 

grupos M, O e N, e mais recentemente foi identificado o grupo P (Plantier et al.,  

2009). O grupo M, responsável pela maioria dos casos, é dividido em diferentes 

subtipos: A-D, F-H, J e K e quatro sub-subtipos: F1 e F2; A1 e A2.  A recombinação 

entre os subtipos do grupo M gerou múltiplas formas recombinantes circulantes 

(CRFs) (Perrin L; Kaiser L; Yerly S, 2003) e também as formas recombinantes 

únicas (URFs) (Lal et al., 2005). 

A epidemia de AIDS no Brasil é causada por vários subtipos do grupo M, os 

mais prevalentes são o B, C, F, além de casos isolados de infecções com os 

subtipos D e A, e também uma crescente proporção de formas recombinantes 

circulantes (CRF) CRF02_AG, CRF28_BF, CRF29_BF, CRF31_BC, CRF39_BF e 

CRF40_BF, além de formas circulantes únicas B/F, B/C (Morgado et al., 1994; Bello 

et al.,2007; Guimarães et al., 2008; Morgado et al., 2008). 

Após a introdução da política de acesso universal ao tratamento antirretroviral 

(ARV), que combina drogas com diferentes alvos no genoma viral e modo de ação, 

foi observado uma importante queda na mortalidade e na morbidade associadas ao 

HIV/Aids (Ministério da Saúde, Boletim Epidemiológico, 2010).  

A relação heterossexual é, atualmente, uma das formas mais importantes da 

transmissão do HIV/Aids. O número de mulheres em idade fértil infectadas pelo HIV 

no Brasil representou 86% dos casos de Aids na população feminina no período de 

1980 a 2009. Dessa forma, a incidência de gestantes soropositivas vem aumentando 

significativamente (Ministério da Saúde, Boletim Epidemiológico, 2010). 

Foram notificados no Brasil, entre os anos de 2000 e 2009, 54.218 casos de 

infecção pelo HIV em gestantes, dos quais 40.999 (75,6%) se concentram nas 

Regiões Sul e Sudeste. Em 2009, o número de casos de gestantes infectadas no 

país foi de 6.104 e a taxa de detecção correspondeu a 2,1 casos por 1.000 bebes 
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nascidos vivos. O maior número de gestantes infectadas pelo HIV está concentrado 

na faixa etária de 20 a 29 anos, entre 4 e 11 anos de estudo e de raça/cor branca e 

parda. Embora, no geral, o número de casos no sexo masculino seja um pouco mais 

elevado do que no sexo feminino, a tendência de crescimento dos casos nas 

mulheres vem sendo mais rápida. Na faixa etária de 13 a 19 anos o número de 

casos de AIDS é maior entre as meninas e essa inversão é observada desde 1998, 

quando a proporção era de 8:1 (Figura 3) (Ministério da Saúde, Boletim 

Epidemiológico, 2010). Esse fenômeno, denominado de "feminização" da epidemia, 

é acompanhado por um número cada vez maior de crianças expostas ao vírus 

durante a gravidez, o parto e amamentação (Szwarcwald et al., 2000). 

 

 

Figura 3: Razão de sexo (M: F) dos casos de Aids (1) segundo o ano de diagnóstico. Brasil, 1986 a 2008. 

FONTE: MS/SVS/Departamento de IST/Aids e Hepatites Virais. NOTA: (1) Casos notificados no SINAN e 

registrados no SISCEL/SICLOM até 30/06/2009 e SIM de 2000 a 2008. Dados preliminares para os últimos cinco 

anos. 

 

São vários os fatores que influenciam a probabilidade de transmissão sexual 

do HIV, um deles é o tamanho do inóculo, ou seja, a concentração do HIV nas 

secreções genitais (Vergara et al., 2006). No trato genital masculino, o HIV pode ser 
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detectado no sêmen e no líquido pré-ejaculatório de pacientes em todos os estágios 

da infecção e a CV neste compartimento parece elevar-se com a progressão da 

doença (Pudney et al.,1992). No trato genital feminino o HIV pode ser detectado no 

fluido endocervical e no lavado cérvico-vaginal (Coombs et al., 2001). A gravidez é 

outro fator associado ao aumento da concentração de HIV no trato genital feminino 

(Vergara et al., 2006). Um fator que também se relaciona com a probabilidade da 

transmissão sexual é o nível da CV plasmática do HIV (Attia et al., 2009). A CV 

elevada e a ruptura prolongada das membranas amnióticas são reconhecidas como 

os principais fatores associados à transmissão vertical do HIV (Thea et al., 1997). A 

CV nas secreções cérvico-vaginais e no leite materno tem-se mostrado um fator 

determinante no risco de transmissão intra-parto e pela amamentação 

(Chuachoowong et al., 2000), assim como o estado imunológico da gestante, o 

fitness viral, e a via de parto (Bongertz, 2001). 

 

 

1.1 GESTAÇÃO E TRANSMISSÃO VERTICAL DO HIV 

 

 

Dados da UNICEF (2010) mostram que em 2007, cerca de 2,1 milhões de 

crianças com idade inferior a 15 anos viviam com HIV no mundo. Estas foram 

infectadas por transmissão vertical, durante a gestação, no parto ou enquanto eram 

amamentadas. Neste mesmo ano, cerca de 40% das novas infecções pelo HIV em 

pessoas acima de 15 anos, encontrava-se entre jovens de 15 a 24 anos. 

Em uma metanálise que reuniu 15 estudos prospectivos de coortes  

conduzido na Europa e EUA, observou-se que o risco de transmissão vertical foi 
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significativamente menor nas gestantes soropositivas que realizaram cesarianas 

antes do início do trabalho de parto ou da ruptura prematura das membranas 

amnióticas, e esta associação permaneceu mesmo após ajuste de co-variáveis 

como o uso de TARV (Read et al., 1999). 

Alguns estudos evidenciaram que a administração da monoterapia com 

Zidovudina (AZT) foi capaz de reduzir a transmissão vertical, pois diminuiu os níveis 

de CV apresentados pelas mães (Sperling et al., 1996; Newell et al., 1997). Por sua 

vez, Murthy &  Krishnamurthy em 2011 sugeriram que a Nevirapina em dose única é 

eficaz como profilaxia para a transmissão vertical. Contudo, a prescrição da TARV 

associada promove uma maior redução na CV materna e, por isso, é mais eficaz na 

prevenção da transmissão do HIV de mãe para o filho (Bulterys & Lepage, 1998; 

Chasela et al.,  2010). A Figura 4 mostra dados mundiais revelando que o 

incremento do uso de TARV ao longo do tempo tem como conseqüência o impacto 

na redução da transmissão vertical. 

 
Figura 4: Porcentagem de mulheres grávidas vivendo com HIV no mundo e recém-nascidos expostos que 

receberam a terapia antirretroviral para prevenção da transmissão vertical, 2004-2009. Adaptado de: OMS, 

ONUSIDA e UNICEF, Rumo ao acesso universal: Expansão das intervenções prioritárias HIV / AIDS no setor da 

saúde, Genebra, 2010. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krishnamurthy%20B%22%5BAuthor%5D


23 
 

 

Segundo o Ministério da Saúde, a transmissão vertical é a principal causa de 

infecção pelo HIV em crianças abaixo de 15 anos no Brasil (Ministério da Saúde, 

Boletim Epidemiológico, 2008). Até 1994, quando nenhuma medida profilática era 

tomada, transmissão vertical do HIV alcançava níveis de 12% a 42%. No entanto, 

após a introdução dos esquemas terapêuticos para a quimioprofilaxia, esses níveis 

recuaram para 1% (Read et al., 1999). 

O aconselhamento e a realização do teste anti-HIV no pré-natal são 

fundamentais, pois asseguram à mulher o direito à informação e a receber profilaxia 

antirretroviral, evitando a transmissão do vírus para o bebê na maioria dos casos 

(Câmara & Oliveira, 2004; Nigatu & Woldegebriel, 2011). 

 

 

 

1.2 FATORES RESPONSÁVEIS PELA TRANSMISSÃO VERTICAL DO HIV 

 

 

Em grande parte dos casos (65%) a transmissão vertical do HIV ocorre 

durante o trabalho de parto ou no parto em si. Os outros 35% ocorre intra-útero, 

principalmente nas últimas semanas de gestação (Ministério da Saúde, Boletim 

Epidemiológico, 2010).  

Duarte e cols, em uma revisão publicada em 2005, listaram os principais 

fatores associados ao aumento do risco da transmissão do HIV de mãe para filho, 

entre eles estão os fatores maternos: quantidade elevada de vírus no sangue 

durante a gestação e no momento do parto, seja por estar na fase aguda da doença, 

não adesão ao tratamento, falta de acesso a TARV e ao pré-natal, desconhecimento 
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da infecção por falta de testagem tanto no pré-natal quanto no momento do parto, 

CV vaginal elevada no momento do parto, presença de alguma doença 

correlacionada que diminua a imunidade materna ou co-infecções; fatores virais: 

genótipo, fenotipo viral e diversidade viral circulante, resistência viral; via de parto: 

condições das membranas amnióticas e tempo de ruptura, hemorragia intraparto, 

uso de procedimentos invasivos; fatores comportamentais: prática sexual 

desprotegida uso de drogas; fatores fetais: susceptibilidade genética, expressão dos 

receptores secundários para o HIV, função reduzida dos linfócitos T-citotóxicos, 

prematuridade; e os fatores  pós-natais : amamentação, CV elevada no leite 

materno, baixa concentração de anticorpos no leite materno, mastite clinica e lesões 

mamilares. No seu conjunto, estes dados apontam que a transmissão vertical do HIV 

é multifatorial. 

 

 

1.3 IMUNIDADE DA MUCOSA GENITAL FEMININA E INFECÇÕES 

SEXUALMENTE TRANSMISSÍVEIS  

 

As mulheres possuem um risco maior de contrair o HIV pela relação sexual do 

que os homens isso é devido à mucosa do trato genital feminino que é o local de 

entrada dos principais microrganismos patogênicos de transmissão sexual. A 

mucosa genital feminina é considerada parte do sistema imunológico da mucosa 

comum, que inclui as vias respiratórias e intestinais (Johasnsson et al., 1999). 

Porém, o sistema imune da mucosa genital se diferencia dos outros tipos de sistema 

imune de mucosa devido à presença de células especializadas neste epitélio aos 

folículos linfóides e ao padrão diferenciado de células e imunoglobulinas além do 
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fato dos hormônios sexuais intervirem nas suas características imunológicas, o que 

ajuda na sua diferenciação em relação aos demais (Pudney et al., 2005).  

Além das células epiteliais, outras células do sistema imune, que também 

estão presentes no trato genital, como as células dendríticas, os linfócitos, os 

neutrófilos e macrófagos,em resposta ao estímulo antigênico, aumentam a secreção 

de citocinas e quimiocinas (Prakash et al., 2001). Além disso, Jaspan e 

colaboradores (2011) relatam que a alta freqüência de células T ativadas na mucosa 

genital feminina durante a infecção pelo HIV facilita tanto a excreção de HIV local 

quanto a diminuição das células CD4. 

A resposta imune exercida pelas células especializadas deste epitélio talvez 

seja um dos principais meios de proteção da mucosa genital frente ao 

desenvolvimento da resposta imune local. Estas células exercem um papel 

importante na indução de resposta imune no trato genital feminino (Quayle, 2002). 

Elas recobrem as superfícies mucosas e não atuam apenas como barreira física, 

mas também participam ativamente da secreção de substâncias antimicrobianas. 

A imunidade sistêmica, segundo Johansson & Lycke (2003), possui papel 

fundamental no sistema imune da mucosa vaginal, pois uma quantidade 

considerável da IgG e IgA presentes não é produzida nesse local.  

Nonhlanhla e colaboradores em 2010 concluíram que a infecção pelo HIV 

também está associada com maiores concentrações de IL-6, IL-1β e IL-8 no trato 

genital feminino.  

Alguns estudos demonstram que as infecções sexualmente transmissíveis 

(IST) atuam como cofatores na transmissão sexual do HIV e que indivíduos com IST 

são mais susceptíveis à infecção pelo HIV do que indivíduos que não apresentam 

estas doenças (Wasserheit et al., 1992, Fleming et al., 1999, Rothenberg et al., 
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2000). Além disso, indivíduos coinfectados pelo HIV e por outras IST oferecem maior 

risco de transmitir o HIV sexualmente do que pacientes não coinfectados 

(Deschamps et al., 1996).  

A ativação imune, desencadeada pela presença de possíveis ISTs, pode estimular a 

excreção do HIV na secreção vaginal e, possivelmente, influenciar a fisiologia local 

(Zara et al., 2004). A introdução de TARV causa uma redução na replicação do HIV. 

 

1.4 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL 

 

 

A TARV tem fundamental importância na mudança do panorama da infecção 

pelo HIV, pois, a partir de sua introdução houve uma considerável redução na 

mortalidade e morbidade na transmissão vertical, além de grande aumento na 

qualidade de vida aos portadores do vírus.  

Os antirretrovirais têm como principal finalidade adiar a progressão para a 

Aids, suprimindo a replicação viral e restabelecendo a atividade imune, prolongando, 

assim, a vida das pessoas soropositivas (Ministério da Saúde, Boletim 

Epidemiológico, 2008). 

O tratamento da infecção pelo HIV utiliza a combinação de pelo menos três 

drogas de duas diferentes classes de antirretrovirais (Consenso Brasileiro para 

Terapia Antiretroviral, 2008). Esses medicamentos impedem a replicação do vírus, 

revertendo quadros clínicos sintomáticos e o estado de imunossupressão 

observados em pacientes com Aids, ou sintomáticos (Marins et al., 2003). Os 

indivíduos sintomáticos são aqueles que apresentam sinais clínicos e laboratoriais 

indicativos para o diagnóstico de Aids especificados nas Recomendações para 

TARV em Adultos e Adolescentes Infectados pelo HIV (Ministério da Saúde, 2008).  
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O Ministério da Saúde indica ainda o início de TARV para os pacientes que 

não apresentam sintomas (ou assintomáticos), mas com contagem de TCD4+ entre 

200 e 350 células/mm3 (Ministério da Saúde, 2010). Nos indivíduos assintomáticos, a 

TARV atua impedindo a progressão para a Aids, aumentando a longevidade e 

qualidade  de vida destes indivíduos (Marins et al., 2003).  

Estudos recentes têm mostrado que a absorção dos antirretrovirais no trato 

genital varia de acordo com a classe e que a TARV diminui significativamente os 

níveis de HIV neste compartimento (Anderson e Uvin, 2009; Weinberg et al., 2011). 

 

1.5 RESISTÊNCIA PRIMÁRIA AOS ANTIRRETROVIRAIS  

 

 

As análises genotípicas do HIV mostram mudanças de nucleotídeos,          

chamadas mutações, que podem ser silenciosas ou levar à mudança de          

aminoácidos, gerando polimorfismos que podem ou não estar associados à          

resistência às drogas antirretrovirais. As mutações nas regiões da Transcriptase 

Reversa e da Protease podem implicar na emergência de resistência, 

respectivamente, aos inibidores da Transcriptase Reversa nucleosídicos (ITRN), 

inibidores da Transcriptase Reversa não-nucleosídicos (ITRNN) e inibidores da 

Protease (IP). A diversidade genética é a grande chave do mecanismo de escape 

viral, propiciando resistência aos antirretrovirais (Diaz et al., 2004).  

A resistência viral aos ARV subdivide-se em primária ou secundária. A          

resistência primária aos ARV, ou resistência transmitida, apresenta-se em            

pacientes virgens de tratamento e acredita-se que haja um possível impacto na 

resposta ao primeiro esquema antirretroviral, e por isso é objeto de estudo em vários 

países (Deeks et al., 2008).  
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A resistência secundária é definida como a mutação de resistência aos 

antirretrovirais que é desenvolvida em decorrência da pressão seletiva exercida 

pelos antirretrovirais sobre o vírus. O desenvolvimento de estirpes resistentes aos 

anti-retrovirais é devido a não supressão viral pela droga (Shafer et al., 2002).O uso 

expandido de antirretrovirais na terapia anti-HIV/Aids tem levado a uma tendência de 

aumento dos níveis de resistência primária ao longo do tempo. A resistência 

primária, ou transmitida, é a resistência às drogas detectadas em pacientes virgens 

de tratamento antirretroviral. Normalmente, a resistência primária está associada à 

transmissão de cepas de HIV com mutações de resistência e implica a possibilidade 

de uma menor eficácia por ocasião do tratamento.  A resistência secundária é a 

resistência aos antirretrovirais decorrentes da pressão seletiva exercida pelas 

drogas, são todas aquelas mutações que emergem decorrente da falha ao 

tratamento em suprimir a replicação do HIV (HIV Medicine, 2005). 

No Brasil, diversos estudos têm apontado para um aumento da resistência 

primária do HIV em diferentes cenários. Assim, 6,5% de resistência primária foi 

verificado entre doadores de sangue atendidos no Hemocentro de São Paulo entre 

1998 e 2002 (Barreto et al., 2006). Resultados similares (6,5%) foram verificados por 

Gonsalez e cols (2007) entre doadores de sangue e indivíduos com diagnóstico 

recente de infecção pelo HIV na cidade de São Paulo. Já Brindeiro e cols (2003), em 

um estudo nacional com amostras coletadas entre 2001 e 2002 em diferentes 

Centros de Testagem e Aconselhamento (CTAs), localizados em diversas capitais 

brasileiras, observaram uma prevalência de resistência primária de 2,36% e 2,06% 

para os ITRN e ITRNN e de 2,24% para os IP. Ainda com base na análise de 

amostras coletadas nos CTAs, Velasco-de-Castro (2006) verificou 5.2% para IP, 

15.5% para ITRN e 6.9% para ITRNN em soroconvertores recentes no Rio de 

Janeiro.   
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Níveis elevados de resistência primária foram também verificados por 

Sucupira e cols (2006) entre soroconvertores recentes (36,8%) e soroconvertores de 

longo termo (25%) na cidade de Santos, SP, que apresenta uma alta prevalência de 

usuários de drogas, o que poderia explicar estes valores tão elevados. Já Inocêncio 

e colaboradores descreveram níveis intermediários de resistência (5 a 15%) na rede 

de vigilância de resistência ao HIV, em quatro grandes cidades brasileiras, Rio de 

Janeiro, São Paulo, Belém e Brasília. Faz-se importante salientar que a resistência 

primária está intimamente associada à localidade pesquisada e às peculiaridades 

relacionadas ao uso de terapia antirretroviral, sendo difícil fazer generalizações 

muito amplas.  Além disso, o uso de algoritmos de análise distintos limita, em certa 

medida, a comparação dos resultados descritos para o país e o exterior. 

Em um estudo realizado por nosso grupo (Pilotto e cols., 2011 submetido à 

publicação), foi verificada uma prevalência global de 11,3% (14/123) de resistência 

primária em gestantes soropositivas para o HIV, virgens de tratamento antirretroviral, 

que iniciaram a TARV como quimioprofilaxia para prevenção da transmissão vertical 

no período de 2005 a 2008; população objeto do nosso estudo.  

É importante ressaltar que existem poucos dados nacionais sobre a 

identificação e comparação do perfil de resistência aos antirretrovirais na secreção 

genital e plasmática de mulheres submetidas a quimioprofilaxia com antirretrovirais 

para prevenção da transmissão vertical do HIV. 

 

1.6 TERAPIA EM GESTANTES NO BRASIL  

 

 

De acordo com as recomendações para profilaxia da transmissão vertical do 

HIV do Ministério da Saúde de 2010, têm indicação de tratamento antirretroviral 
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todas as gestantes que apresentam contagens de células TCD4+ entre 200 e 350 

células/mm3 independentemente da idade gestacional.  

A indicação de TARV na gestação pode ter dois objetivos: profilaxia da 

transmissão vertical ou tratamento da infecção pelo HIV (Ministério da Saúde, 2010).  

A quimioprofilaxia da transmissão vertical do HIV visa à prevenção da      

transmissão vertical e é recomendada para gestantes que não possuem indicação 

de tratamento da infecção pelo HIV. Por isso, o tratamento deve ser iniciado após o 

primeiro trimestre, devido à teratogênese de alguns medicamentos e deve ser 

suspenso após o parto (Chersich, et al.,  2008). 

O Quadro 1 demonstra as recomendações para o início da terapia 

antirretroviral em gestantes. 

Quadro 1: Recomendações para início de terapia antirretroviral em   
gestantes 

 

Idade gestacional 

Status clínico laboratorial 

da gestante 

 

Conduta 

Após a 28ª semana de 

gestação 

 

Assintomática, sem 

contagem de Linfócitos 

TCD4+disponível 

 

Coletar sangue para contagem 

de Linfócitos T-TCD4+ e CV, 

iniciar imediatamente a profilaxia 

com TARV combinada 

(associação de três ARV) 

independentemente do 

resultado de LTCD4+ e CV 

Entre a 14ª e a 28ª semana 

de gestação 

Assintomática, com 

contagem de LT-TCD4+ 

≥350 céls/mm3 

Profilaxia com TARV combinada 

(associação de três ARV) 

< 14 semanas e contagem 

de LTCD4+ próxima a 350 

céls./mm3 

Assintomática, com 

contagem de LTCD4+ entre 

200 e 350 céls./mm3 

Recomendar tratamento* após a 

14ª semana de gestação 

< 14 semanas e contagem 

de LTCD4+ próximo a 200 

céls./mm3 

Assintomática, com 

contagem de LTCD4+ entre 

200 e 350 céls./mm3 

Tratar 

Independentemente da IG Assintomática, com Tratar + quimioprofilaxia para IO 
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LTCD4+ <200 céls./mm3 

Independentemente da IG Sintomática** Tratar + quimioprofilaxia primária 

para  para IO 

Legenda: CV = Carga Viral; LT = linfócitos T; IG = idade gestacional 
* Considerar os sintomas associados à infecção pelo HIV, mesmo não definidores de AIDS. Fonte: 
Recomendações para profilaxia da transmissão vertical do HIV e terapia antirretroviral em gestantes, 2010 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Quadro 2: Esquemas preferenciais para terapia inicial 
 

Preferencial 

 

2 ITRN + IP/r 

 

Alternativo 

 

2 ITRN + ITRNN 

Fonte: Recomendações para profilaxia da transmissão vertical do HIV e terapia antirretroviral em gestantes; MS, 

2010. 

 

Alguns autores sugerem o parto vaginal ou normal como mais seguro para 

gestantes, o que diminuiria a morbidade relatada em cesarianas eletivas.  Estudos 

demonstram uma forte correlação entre a CV plasmática e a CV genital, sendo a CV 

plasmática o principal indicador para a escolha da via de parto (Islam et al., 2010; 

Boer et al., 2007). Entretanto, o HIV pode ser detectado no trato genital de mulheres 

com CV plasmática  abaixo de 500 cópias / ml (Dornadula et al., 1999), assim como 

tem-se detectado viremia residual no trato genital entre os pacientes em TARV 

(Neely et al., 2007; Pasquier et al., 2008), sugerindo que a replicação viral no 

trato genital e no sangue podem ser divergentes (Fiore  et al.,  2003; Craigo et al., 

2004;  Sullivan  et al., 2005;). 

Um estudo longitudinal, conduzido por Cu-Uvin e colaboradores (2006), 

concluiu que o HIV pode ser detectado no trato genital de mulheres que recebem 

TARV mesmo quando a CV plasmática é indetectável (Cu-Uvin et al., 2006). Em um 

estudo transversal anterior a este, Kovacs e colaboradores em 2001, também 
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encontraram HIV no trato genital em mais da metade das mulheres recrutadas para 

o estudo. Outro grupo (Neely et al., 2007) encontrou CV detectável no trato genital 

em 15% das mulheres estudadas.  Estes resultados apontam para o baixo, porém, 

não inexistente risco de transmissão sexual e vertical (pelo parto normal) do HIV em 

mulheres com uma CV plasmática bem controlada (Strumer et al., 2008; Cu-Uvin et 

al., 2010). Essas observações demonstram a compartimentalização viral no trato 

genital e no sangue (Kovacs et al., 2001; Neely et al., 2007; Andreoletti et al.,  2007). 

 
 

Quadro 3: Drogas e combinações preferenciais e alternativas 
Grupo 

farmacológico 
1ª Escolha 2ª Escolha 

2 ITRN 

 

AZT+3TC 

 

ddI EC +3TC 

ou d4T + 3TC 

ITRNN NVP
(2)

  

IP LPV/r SQV/r
(1)

 

Abreviaturas: 

ITRN = inibidor da transcriptase reversa análogo de nucleosídeo ou nucleotídeo 

AZT = zidovudina; ddI EC = didanosina entérica;  

3TC = lamivudina; d4T = estavudina 

ITRNN = inibidor da transcriptase reversa não-análogo de nucleosídeo 

NVP = nevirapina 

IP = inibidor da protease; r = ritonavir como adjuvante farmacológico; LPV =  

lopinavir; SQV = saquinavir 

(1)
 A adesão pode ser comprometida em razão da maior possibilidade de ocorrerem 

efeitos colaterais. 

(2) A NVP deve ser usada com cautela em mulheres com LTCD4+ ≥ 250 céls./mm3 

devido ao risco elevado de hepatotoxicidade.
 

Fonte: Recomendações para profilaxia da transmissão vertical do HIV e terapia  antirretroviral em  gestantes; 

MS, 2010. 
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1.7 COMPARTIMENTALIZAÇÃO DO HIV 

 

 

A compartimentalização do HIV é entendida como sendo a não uniformidade 

do vírus em diferentes sítios do organismo (Delwart  et al.,  1998) e é baseada em 

níveis diferenciados de CV, ocorrência de variantes resistentes distintas, a 

diversidade viral (Anderson e Uvin, 2008). A população viral pode ser 

significativamente distinta nos diversos compartimentos (Ellerbroc et al., 2001) e 

cada local pode abrigar subpopulações virais com características genéticas 

diferentes em um mesmo indivíduo (Kemal et al.,  2003). Vários mecanismos e 

fatores podem contribuir para esse fenômeno.  

Philpott e colaboradores (2005) sugeriram que o sistema imune perde o 

controle da replicação do HIV e a capacidade de influenciar o desenvolvimento de 

estirpes virais em diferentes compartimentos após a infecção aguda, o que permitiria 

a combinação das quasispecies virais. 

Fatores imunológicos podem interferir diretamente na replicação do HIV nos 

seus distintos sítios anatômicos, o que pode desencadear cargas virais diferentes 

nos diferentes compartimentos (Fiore et al.,  2002). 

Além disso, a administração dos esquemas antirretrovirais pode contribuir para 

a ocorrência do fenômeno da compartimentalização, ao exercer grande supressão 

na replicação viral de forma diferenciada nos diversos compartimentos, isto se deve 

à diferença na dinâmica de absorção e armazenamento da droga nesses locais 

(Fiore et al.,  2003). 

Vários estudos confirmam a ocorrência do fenômeno de compartimentalização 

no trato genital masculino e feminino. Neste último, além de aumentar a 

possibilidade de transmissão heterossexual, contribui para o aumento da 
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probabilidade de transmissão vertical (Cu-Uvin et al., 2010). Em 2008, Campos e 

colaboradores demonstraram que a TARV diminui a excreção genital do HIV, porém 

demonstra que houve a compartimentalização em um único caso. Assim como 

Campos, Kovacs em 2001 sugeriu que na presença de TARV há uma redução 

considerável na CV plasmática e genital, porém, em algumas mulheres o 

compartimento genital se apresenta como reservatório para o vírus, pois nestas, 

continua havendo excreção genital do HIV, ainda que a quantificação viral no plasma 

esteja indetectável. Corroborando com estes dados, Cu-Uvin e colaboradores em 

2010 evidenciaram uma prevalência de 37% de mulheres com CV detectável na 

secreção genital e indetectável no plasma na sua população de estudo. Este mesmo 

grupo em 2006, já havia comprovado discordância na CV vaginal e plasmática, 

assim como Fiore em 2003 que identificou uma prevalência de 25% de mulheres 

que excretavam HIV nas secreções genitais sendo estas, virgens de tratamento. Em 

2004, Tirado e colaboradores descreveram a compartimentalização do HIV ao 

evidenciarem a presença de variantes virais com mutações de resistência aos 

antiretrovirais no sítio genital feminino, diferentemente do plasma.  

Embora os estudos evidenciem que a CV no trato genital geralmente é 

correspondente a CV plasmática (Fiore et al., 2003; Vettore et al., 2005; Kelley et al., 

2010),  há evidências de compartimentalização entre o plasma e o trato genital 

(Kelley et al., 2010). Conseqüentemente, a terapia antirretroviral pode nem sempre 

diminuir a níveis indetectáveis a CV no trato genital feminino, mesmo  na ausência 

de uma co-infecção, como uma infecção sexualmente transmissível (IST). 

 

 

 

 



35 
 

 

2 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a análise do perfil de carga viral e de resistência genotípica do HIV-1 

em secreções genitais de gestantes submetidas à quimioprofilaxia para prevenção 

da transmissão vertical 

 

2.1 Objetivos Específicos: 

 

 Comparar os níveis de CV plasmática e vaginal no momento de entrada da 

gestante (pré-TARV) na coorte e após o parto e interrupção de TARV (pós-

TARV); 

 

 Analisar a possibilidade de compartimentalização do HIV no plasma e nas 

secreções genitais, entre as amostras obtidas de gestantes antes do início de 

TARV e após a sua interrupção (no momento do parto); 

 

 Avaliar o perfil de resistência primária aos antirretrovirais na população de 

gestantes positivas para a infecção pelo HIV no compartimento genital em 

comparação com o plasma; 

 

 Avaliar o perfil de polimorfismos e de mutações de resistência desenvolvidas 

aos inibidores da transcriptase reversa e protease detectadas após  o início 

da terapia antirretroviral no compartimento genital em comparação com o 

plasma, na visita pré e pós-TARV. 
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3.0 METODOLOGIA 

  

3.1 CASUÍSTICA 

 

 

O presente trabalho é uma parte do projeto intitulado “Perfil de resistência 

genotípica do HIV aos antirretrovirais em uma população de mulheres infectadas 

pelo HIV expostas a quimioprofilaxia com antirretrovirais para a prevenção da 

transmissão vertical do HIV durante a gestação”, para o qual foram analisadas, 

quanto à CV e a ocorrência de mutações de resistência à TARV, as secreções 

genitais de 92 gestantes soropositivas para o HIV, durante a gestação e no pós-

parto, conforme detalhado a seguir, após breve descrição do projeto principal, que 

deu origem a casuística do presente estudo.  O projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas, CEP-IPEC, 

FIOCRUZ, sob o número: 049/2005. 

Trata-se de um estudo observacional, de coorte, envolvendo gestantes 

infectadas pelo HIV em acompanhamento no ambulatório de pré-natal do Hospital 

Geral de Nova Iguaçu (HGNI/MS). As gestantes foram convidadas a participar do 

estudo e receberam um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) com 

informações gerais sobre os objetivos e procedimentos do estudo. Foram recrutadas 

para participação no projeto todas as gestantes com sorologia anti-HIV positiva, que 

buscaram acompanhamento pré-natal no Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI/MS), 

no período compreendido entre maio de 2005 e dezembro de 2008. Uma vez 

definido o diagnóstico da infecção pelo HIV a TARV foi iniciada no início do estudo, 
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seguindo as diretrizes do Consenso Nacional para Tratamento ou Quimioprofilaxia 

da Transmissão Vertical do HIV, de acordo com o status imunológico da gestante. A 

terapia foi interrompida no momento do parto para aquelas que não tinham indicação 

clínico-laboratorial para manutenção do tratamento. As gestantes foram 

acompanhadas em visitas clínico-laboratoriais durante toda a gestação e nos 

seguintes momentos: duas semanas, quatro semanas, seis meses e um ano após a 

interrupção do tratamento.  

Os resultados da contagem das células TCD4+/CD8, quantificação da CV 

plasmática e genotipagem do HIV no plasma já se encontravam disponíveis para as 

amostras das gestantes obtidas na inclusão do estudo, antes da introdução da 

terapia antirretroviral, e nas visitas de seguimento após o parto, até 6 meses (Pilotto, 

2008 _ Tese de Doutorado em Pesquisa Clínica em Doenças Infecciosas, IPEC-

FIOCRUZ; Pilotto et al., 2011). Estes resultados serviram de base para comparação 

dos dados de CV e genotipagem do HIV nas secreções genitais das gestantes 

obtidas na primeira visita do pré-natal e nas amostras colhidas no pós-TARV. 

Para a realização do presente estudo tivemos como foco a análise de 

secreções genitais obtidas a partir das gestantes selecionas de acordo com os 

critérios de inclusão abaixo listados: 

 Gestantes com idade igual ou maior que 16 anos; 

 Gravidez confirmada através do βHCG na urina, e/ou ultra-sonografia; 

 Evidência de infecção pelo HIV documentada por testes de anticorpos anti HIV 

1/2 (ELISA), confirmada por imunofluorescência e/ou Western Blot; 

 Gestantes virgens de terapia antirretroviral; 
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 Mulheres que desconheciam o seu status imunológico ou  não apresentavam 

indicação clínica e/ou laboratorial de tratamento da infecção pelo HIV e que, 

portanto, interromperam a profilaxia antirretroviral após o parto; 

 Mulheres com o colo do útero íntegro no momento da coleta da secreção 

genital no pós-parto; 

 Ter assinado o TCLE (termo de consentimento livre e esclarecido). 

 Ter amostras de secreção coletadas na entrada da coorte e em algum ponto 

após quatro semanas do pós-parto.  

As amostras de sangue total e secreção do canal genital foram colhidas em 

cada visita. As amostras biológicas foram processadas e estocadas a – 86°C (Pilotto 

JH, 2008).  A figura 5 apresenta um fluxograma do conjunto das coletas de amostras 

biológicas obtidas no estudo, com ênfase na coleta de secreções genitais  para a 

presente análise. 

Entre maio de 2005 e dezembro de 2008 um total de 274 gestantes, virgens 

de tratamento antirretroviral e que obedeciam aos critérios de inclusão, foram 

recrutadas para participar do projeto. Destas, apenas 142 possuíam amostras de 

secreção genital coletadas. Porém, 25 coletaram as amostras de secreção com uma 

distância  maior do que 7 dias após a coleta da amostra de plasma. Sendo assim, 

117 gestantes possuíam amostras com datas de coletas próximas, contudo, 25 

delas não interromperam o tratamento após o parto, ou seja, possuíam indicações, 

segundo o consenso do Ministério da Saúde, para continuarem com TARV.  

Foram incluídas nesta análise 92 gestantes que possuíam secreção vaginal 

coletada no momento de entrada no estudo (pré-TARV) e que estavam de acordo 

com todos os critérios de inclusão estabelecidos. No momento após a interrupção do 

tratamento (pós-TARV) foi possível a coleta de 43 amostras de secreção genital, 
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dentre as 92 mulheres, que estavam de acordo com os critérios de inclusão neste 

momento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Fluxograma de seleção das gestantes para o estudo, com os motivos de exclusão de casos. Hospital 

Geral de Nova Iguaçu, HGNI, Rio de Janeiro 2005-2008. 

 

Gestantes que tiveram coleta próximas de secreção e plasma 
no pré-TARV e/ou após a interrupção de TARV 

(n= 117) 

Número de mulheres que tiveram secreção colhida no  
pré-TARV 
(n=142) 

Número de gestantes acompanhadas no HGNI, no período de Maio 
2005 a Dezembro 2008. 

(n= 274) 

Número de mulheres que coletaram as amostras de 
secreção com uma distância maior do que) 7 dias 

após a coleta da amostra de plasma. 
(n=25) 

Número de gestantes que não tiveram 
secreção colhida no pré-TARV 

(n=132) 

Número de mulheres que não interromperam TARV 
após o parto 

(n=25) 

Número de mulheres com secreção coletada no pré-TARV e 
dentro de todos os critérios de inclusão no estudo  

(n=92) 
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3.2 COLETA DE SECREÇÃO VAGINAIS E PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

BIOLÓGICAS 

 

As amostras de secreção genital das gestantes incluídas no estudo foram 

coletadas utilizando-se pares de fitas Tear-Flo™, gentilmente inseridas com o auxílio 

de uma pinça no canal vaginal de cada gestante, por aproximadamente um minuto, 

onde cada fita absorveu em média 15 μl de secreção. Em seguida, as fitas foram 

introduzidas em um tubo de poliestireno de 1,5ml contendo 500μl de tampão de lise 

com tiocianato de guanidina e Triton. Amostras foram então homogeneizadas e 

armazenadas em freezer à –70°C para posterior análise. 

Esta metodologia em comparação a outros métodos, tais como lavagem 

cervicovaginal, endocervical, swab ou aspiração é a melhor por absorver a secreção 

não diluída, minimizando a adesão celular ao material, quando o objetivo é coletar 

somente o RNA na secreção (Cu-Uvin & Caliendo, 2011).  

 

 3.3 DETERMINAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS DE RNA DO HIV NAS 

AMOSTRAS DE SECREÇÕES CERVICOVAGINAIS 

 

As amostras de secreção genital tiveram o seu RNA viral isolado utilizando-se 

o método de extração automatizado  NucliSens EasyMag®  (Biomérieux). Esta 

plataforma permite a extração automatizada dos ácidos nucléicos utilizando a 

propriedade da sílica em fixar os ácidos nucléicos. Esta tecnologia é baseada na 

métodologia de BOOM, (Boom, 1990) onde a introdução de partículas magnéticas 

aumenta significativamente a qualidade da extração. 
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A quantificação da CV foi realizada por meio do kit NucliSens EasyQ® HIV v 

1.2 (Biomérieux), que tem como princípio a detecção de moléculas de RNA de fita 

simples em tempo real. O teste é feito usando sondas do tipo “beacon molecular”, 

que consiste de um oligonucleotídeo de DNA contendo uma seqüência de 

nucleotídeos específica e complementar à seqüência-alvo, essas sondas são 

desenhadas baseadas na região mais conservada do genoma do HIV, a região gag. 

A ligação a uma seqüência-alvo complementar abre a estrutura da “beacon 

molecular”, permitindo que esta emita flourescência, indicando assim a presença do 

RNA com a seqüência alvo. A sensibilidade do teste é de aproximadamente 25 – 

3.000.000 UI/mL. 

Esta etapa do estudo foi realizada em colaboração com a empresa 

Biomerriéux, que disponibilizou o espaço laboratorial, situado na filial Rio de Janeiro, 

os equipamentos e os reagentes necessários. 

 

3.3.1 Extração do RNA viral 

                      

 As amostras foram retiradas do freezer a –70ºC e descongeladas em banho 

Maria por 2 minutos, à temperatura de 37° C, e depois agitadas em vórtex por cinco 

minutos a 1.200 rpm. As amostras foram transferidas para os poços contidos no 

equipamento e registradas no software segundo a sua localização. Após os ciclos de 

lavagem foram adicionados 100 μl de sílica eluída na proporção de 1:1 de sílica e 

tampão. Neste momento, os ácidos nucléicos presentes se ligaram às partículas de 

dióxido de sílica magnéticas. A sílica magnética foi mecanicamente lavada várias 

vezes, ocorrendo subseqüentemente eluição dos ácidos nucléicos da fase sólida, o 

que fez com que os ácidos nucléicos ficassem disponíveis para serem utilizados no 

procedimento de amplificação e detecção. 
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 3.3.2 Amplificação e detecção 

 

Para a etapa de amplificação dos ácidos nucléicos, primeiramente, foi iniciado 

o NucliSens EasyQ® Analyzer e o NucliSens EasyQ® Director software, conforme 

descrito nos procedimentos de funcionamento, no Manual do Usuário do NucliSens 

EasyQ®, e criado uma série de testes segundo o mesmo manual. 

Do total de ácidos nucléicos extraído de cada amostra, 5μl foram colocados 

em uma tira de tubo estéril própria para a amplificação, realizando-se, então, a 

diluição da enzima e do iniciador. 

Foi adicionado ao RNA eluído 10 μl do iniciador, em cada tubo. Estes 

iniciadores foram previamente diluídos e agitados imediatamente em vórtex até 

dissolução completa, conforme instruções do fabricante, e posteriormente colocados 

no Nuclisens EasyQ® incubador por quatro minutos, sendo dois minutos a 65º C e 

dois a 41º C.  

Durante a etapa de incubação as tampas dos tubos foram viradas para baixo 

em um suporte de tubos e foi adicionado cinco 5μl da enzima, previamente diluída, 

na parte interna de cada tampa, conforme orientação do fabricante. Após a 

incubação, os tubos foram fechados e centrifugados dois segundos no mini-strip 

centrifuge duas vezes. As amostras foram então transferidas para o Nuclisens 

EasyQ® Analyzer para quantificação do RNA viral, que ocorreu em uma hora. 

Após a reação de amplificação o Software gerou um relatório detalhado com 

as informações de cada corrida e a quantificação da CV de cada amostra. 
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Figura 6: Representação dos resultados detectados no Nuclisens EasyQ Analyzer. Fonte: Manual do usuário 
NucliSens EasyQ® Director software (Biomérieux). 

Após a mensuração da CV, aplicou-se ao valor obtido em cada mostra, a 

conversão pelo fator de diluição, que pelo volume inicial de 30uL, ficou fixado em 

33,3. Sendo assim, cada valor de CV obtido foi multiplicado por 33,3, resultando nos 

valores apresentados. Por conseqüência o limite inferior de sensibilidade do teste foi 

de 832 cópias por ml. 

Como a quantificação das cargas virais no plasma e nas secreções foi 

realizada utilizando-se metodologias diferentes (Nasba® e b-DNA® para o plasma e 

EasyQ®  para as secreções), foi necessário validar inicialmente o método EasyQ®.  

Para essa validação 20 amostras de plasma, já previamente quantificadas pela 

metodologia Nasba® ou b-DNA®, foram submetidas à quantificação pelo método 

EasyQ®, nas mesmas condições em que se encontravam as amostras de secreção, 

ou seja, 30 µl de plasma diluídos em tampão de Isotiocianato de Guanidina e Triton 

e processados da mesma forma. Após isso, foi aplicada a cada resultado a correção 

pelo fator de diluição, obtendo-se o valor final de mensuração da CV de cada 
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gestante. No quadro 4 estão explicitados os valores das cargas virais, já com o fator 

de correção aplicado, em cópias por mililitro (ml)  e por logaritmo na base 10 (log10) 

por mililitro, e as metodologias as quais foram submetidas para sua mensuração. A 

fim de comparar a equivalência de ambas as metodologias, os valores de CV, em 

cópias/ml e em log10/ml, foram submetidos ao teste estatístico de Wilcoxon. A 

diferença entre os valores obtidos nessas duas metodologias não foi 

estatisticamente significativa, tanto nos valores em cópias/ml (p=0,3437), como nos 

valores em log10 (p=0,7049), mostrando, assim, que as metodologias são 

equivalentes.  

 

    

Gestante 

Metodologia 

Nasba ou  

b-DNA (cp/ml) 

Nasba ou   

b-DNA(log10/ml) 

EasyQ 

(cp/ml) 

EasyQ         (log10/ml) 

42 <LD <LD <LD <LD 
47 18000 4,25 15318 4,18 
51 2200 3,34 2164 3,33 
53 350000 5,54 230210 5,36 
62 870 2,93 832 2,92 
65 7600 3,88 6983 3,84 
78 1000 3 932 2,96 
80 5000 3,69 5661 3,75 
84 900 2,95 832 2,92 
85 <LD <LD <LD <LD 
87 12000 4,07 17649 4,24 
92 110000 5,04 98270 4,99 

118 26000 4,41 29960 4,47 
122 160000 5,20 132500 5,12 
135 180000 5,25 173260 5,23 
146 26000 4,41 27306 4,43 
165 37000 4,56 40620 4,60 
170 <LD <LD <LD <LD 
239 641 2,80 832 2,92 
249 59110 4,77 56620 4,75 

Quadro 4:  Comparação das metodologias Utilizadas para 
Quantificação do RNA-HIV                    
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3.4 GENOTIPAGEM DO HIV 

Para extração do RNA viral e amplificação do fragmento da região da 

polimerase das amostras genitais, foi utilizado o kit comercial ViroSeq® HIV 

Genotyping System (Celera Diagnóstics, Abbott Laboratories, EUA). O RNA do HIV 

foi extraído, para seqüenciamento a partir de uma solução de 500 µl de tampão de 

lise onde foram eluídos 30 µl de secreção genital. A solução foi concentrada por 

centrifugação a 14.000 rpm por 120 minutos a 4°C com obtenção do pellet, que foi 

precipitado com isopropanol e hidratado com etanol a 70% e posteriormente diluído 

com RNA diluente, proveniente do kit, obtendo ao final do procedimento um volume 

de 30 µl do RNA diluído.  

A 10µl de RNA foi adicionado 10 µl do mix para retro transcrição reversa, 

presente no kit, obtendo 20µl do cDNA, ao final da reação. Em seguida o DNA 

complementar, de 1.8 Kb correspondente à região pol do genoma do vírus, que 

abrange a protease e transcriptase reversa, foi amplificado através da reação de 

PCR, onde foi empregado o módulo PCR do Kit ViroSeq® HIV V.2.0 (Abbott). 

Para a amplificação da região alvo do estudo foi utilizado como ciclagem de 

PCR: um ciclo de 50°C por 10 minutos para ativação da UNG, 1 ciclo  93°C 12min, 

para desnaturação da UNG e ativação da enzima AmpliTaq 40ciclos 93°C por 20 

segundos para desnaturação do DNA 1 ciclo de 64°C por 45 segundos para 

anelamento do iniciador, um ciclo 66°C por 3 minutos para extensão do iniciador, e 

uma extensão final de 72°C por 10 minutos. 
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3.4.1 Purificação e quantificação do produto de PCR  

 

O produto de PCR amplificado com o tamanho de 1,8 Kb foi purificado 

utilizando colunas MicroconYM-100, KCl e água DEPC onde os produtos 

amplificados menores que 1,8 Kb passaram pela coluna durante o processo de 

lavagem, sendo obtidos  35 µl de cDNA purificado ao fim do procedimento. 

O produto de PCR purificado foi quantificado em gel de agarose 1% em 

tampão TBE 1X (Tris-HCL 1M, Ácido Bórico 1M e EDTA 20m), corado com Brometo 

de Etídeo (0,1%). A corrida foi realizada em voltagem de 150 V por 35min e o gel foi 

fotografado sob luz ultravioleta. 

 

 

Figura 7: Foto do gel de agarose 1% com amostras de secreção amplificadas e purificadas. 

 

3.4.2 Reação de sequenciamento 

 

Após purificação e quantificação, cada produto amplificado foi diluído de 

acordo com a concentração encontrada (1:1 entre 20 e 30ng, 1:2 para 40, 1:3 para 

60ng, 1:4 entre 80 e 100ng e 1:5 acima de 100ng). Posteriormente as amostras 

foram submetidas à reação de seqüenciamento, utilizando sete diferentes 
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iniciadores, de acordo com as instruções do fabricante. Foram, a seguir, utilizadas 

as seguintes condições de ciclagem: 25 ciclos 96˚C 10 segundos para desnaturação 

do DNA, 1ciclo 50˚C 5 segundos para anelamento do iniciador, 1ciclo 60˚C 4 

minutos para extensão do iniciador e 4˚C para armazenamento.  

 

 

3.4.3 Precipitação da reação de sequenciamento  

 

Após a realização da reação de seqüenciamento, procedeu-se uma etapa de 

purificação na qual 80 μL de isopropanol 75% foram adicionados em cada poço da 

placa. A placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 45 minutos; o isopropanol foi 

desprezado por inversão da placa e seguiu-se uma etapa de centrifugação da placa 

invertida a 900 rpm por 1 minuto. O depósito seco foi ressuspenso com 10 μL de 

formamida Hi-Di e as amostras foram seqüenciadas no Seqüenciador Automático 

ABI 3100 (Applied Biosystems). 

 

 

3.4.4 Análise molecular  

As seqüências geradas foram editadas no programa ViroSeq®  v.2.8 gerando 

um fragmento de 1.2 Kb, em que ao final da análise foi originado um laudo com o 

perfil de resistência viral de cada amostra.  
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3.5 RESGATE DAS AMOSTRAS QUE NÃO AMPLIFICARAM PELO KIT 

VIROSEQ® 

Os produtos resultantes da reação de PCR do ViroSeq®  que não 

amplificaram foram posteriormente submetidas a uma reação de nested PCR na 

tentativa de resgatar e amplificar o maior número de amostras possíveis.   

Para isso, um segundo ”round” foi aplicado ao produto de PCR das amostras 

que não amplificaram anteriormente, sendo que neste segundo ”round” o segmento, 

correspondente a região pol, foi dividido em dois fragmentos menores visando a 

possibilidade de um aumento no rendimento da amplificação das amostras. Neste 

segundo ”round” foram utilizados os iniciadores DP 16 e RT 4 para o fragmento 1 

correspondendo a 998 pb, enquanto que, para o fragmento 2 foram utilizados os 

iniciadores POL 4 e RT 5 com um tamanho de 563 pb, que acabaram por gerar um 

segmento de 1300 pb do gene pol do HIV. Ao mix dos respectivos fragmentos foi 

adicionado 5 μL do produto de PCR ViroSeq®. Para amplificação das regiões alvo 

do estudo foi utilizado como ciclagem de PCR: três ciclos de 97ºC durante 1 minuto, 

55ºC por 1 minuto, 72ºC por 2 minutos seguindo-se de 32 ciclos de 95ºC por 45 

segundos, 55 ºC por 1 minuto e 72ºC por 2 minutos, seguindo-se de uma extensão 

final de 72ºC por 10 minutos.  
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Quadro 5: Primers internos utilizados na reação de nested PCR para o 
fragmento do gene pol (fragmentos 1 e 2) correspondente às regiões da 
protease e da transcriptase reversa viral . 

Primer Fragmento Sequência (HXB2) 

DP 16 1 CCTCAGGTCACTCTTTGGCAAC (Pos. 2253)-5’3’ 

RT 4 1 AGTTCATAACCCATCCA (Pos. 3250)- 3’5’ 

POL 4 2 CAGTACAATGTGCTTCCAC (Pos. 2976) -5’3’ 

RT 5 2 TAAATTTGATATGTCCATTG (Pos. 3574)-3’5’ 

 

3.5.1 Purificação e Quantificação do Produto De PCR 

 

Após a amplificação, a detecção do produto de PCR foi realizada por 

eletroforese em gel de agarose a 1% em Tampão TBE 1X, corado com Brometo de 

Etídeo (0,1%). Os produtos da amplificação e o padrão de peso molecular fago FiX 

174 digerido com a enzima Hae III (1353, 1078, 872, 603, 310pb) foram aplicados 

em gel de agarose a 1% e submetidos a uma corrente constante de 80 Volts por 90 

minutos. 

As amostras amplificadas foram purificadas por método cromatográfico, com 

o uso de colunas de purificação, disponibilizadas no kit comercial GE Healtcare, de 

acordo com as instruções do fabricante. O material purificado foi quantificado em gel 

de agarose a 2% em Tampão TBE 1X e corado com 5 μl de Brometo de Etídeo, com 

padrão de massa molecular Low DNA Mass Ladder, este padrão apresenta bandas 

de 100, 200, 400, 800, 1200 e 2000pb que correspondem a 5, 10, 20, 40, 60 e 

100ng de DNA, respectivamente. 
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3.5.2 Reação de Sequenciamento 

 

Para o sequenciamento, foi utilizada a técnica de seqüenciamento por PCR 

(cycle sequencing), utilizando-se didesoxinucleotídeos (ddNTPs) contendo 

marcadores fluorescentes do Kit ABI Prism BigDyeTM Terminator (Applied 

Biossystems). 

Para a reação de seqüenciamento foi utilizado 1μL do Big Dye™ v.3. 

1(Sequencing Ready Reaction Mix), 1,5 μL do tampão de diluição 5X Big Dye 

Terminator v1. 1/3.1 Sequencing Buffer, 1 μL dos iniciadores, DP16, LR49, RT4 e 

LR51  para o fragmento 1 e POL4, LR54, SeqRT e RT5 para o fragmento 2, em uma 

concentração de 5 pmol/μL e a essa solução foi adicionado de 60 a 100 ng do 

produto de PCR purificado, de acordo com a quantificação de cada amostra. Foi 

adicionada água Milli-Q para um volume final de reação de 10 μl (Eyer Silva & 

Morgado, 2006). 

 

 

3.5.3 Precipitação da Reação De Sequenciamento 

 

Após a realização da reação de seqüenciamento, procedeu-se uma etapa de 

precipitação na qual 80 μL de isopropanol 70% foram adicionados em cada poço da 

placa. A placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 45 minutos; o isopropanol foi 

desprezado por inversão da placa e seguiu-se uma etapa de centrifugação da placa 

invertida a 900 rpm por 1 minuto. O depósito seco foi ressuspenso com 10 μL de 

formamida Hi-Di e as amostras foram seqüenciadas em Seqüenciador Automático 

ABI 3100. 
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3.5.4 Análise Molecular 

 

Os cromatogramas gerados a partir do sequenciamento foram alinhados e 

editados manualmente, utilizando o pacote de programas DNASTAR 4.0 (DNASTAR 

Inc., EUA), com o uso do software SeqMan 4.0 as seqüências foram alinhadas e 

editadas. 

O alinhamento foi realizado a partir do programa MEGA 4.0 – Molecular 

Evolutionary Genetic Analysis (Tamura  et al., 2007). 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DO SUBTIPO VIRAL 

Os subtipos virais foram determinados através do alinhamento das 

seqüências obtidas a partir do arquivo fasta gerado pela análise molecular das 

seqüências de cada mulher incluída no estudo frente a amostras de referência dos 

diversos subtipos virais do grupo M e de uma seqüência externa (SIVcpz), 

disponíveis no banco de dados de Los Álamos 

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

usando o modelo de “neighbor-joining” (Saitou & Nei, 1987) com 500 replicatas para 

a determinação dos valores de bootstrap. Foram considerados como grupamentos 

significativos aqueles com valores de bootstrap iguais ou superiores a 70. Os 

procedimentos de alinhamento e inferências filogenéticas foram realizados através 

da ferramenta Mega versão 4.0 (Tamura et al., 2007). 
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3.7 DETERMINAÇÃO DAS MUTAÇÕES DE RESISTÊNCIA 

A região da polimerase do HIV, incluindo protease e transcriptase reversa, foi 

amplificada e seqüenciada no intuito de detectar a presença de mutações 

associadas à resistência aos antirretrovirais, em isolados circulantes na população 

do estudo. Depois da edição e análise das seqüências no programa SeqMan 4.0 foi 

gerado um arquivo fasta. Este arquivo foi submetido á análise, para a verificação de 

mutações de resistência, pelo algoritmo de Stanford 

(http://hivdb.stanford.edu//index.html), em que o site gera um laudo descrevendo 

todas as mutações encontradas e seu impacto respectivo na ação de cada 

medicamento. Este procedimento foi realizado para cada amostra de cada mulher, 

nos diferentes momentos de análise do estudo, e os resultados foram comparados 

aos obtidos anteriormente para as amostras correspondentes de plasma desta 

mulheres (Pilotto, 2008).  

 

3.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Esta etapa do estudo foi realiza em colaboração com a equipe de estatística 

do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas, que viabilizaram as análises 

estatísticas e sócio demográficas. 

 

3.8.1 Base de Dados 

As informações sócio-demográficas, comportamentais, clínicas, laboratoriais, 

história obstétrica e do pré-natal foram provenientes da base de dados gerada no 

http://hivdb.stanford.edu//index.html
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Projeto “Perfil de resistência genotípica do HIV aos antirretrovirais em uma 

população de mulheres infectadas pelo HIV expostas a quimioprofilaxia com 

antirretrovirais para a prevenção da transmissão vertical do HIV durante a gestação”. 

Os resultados da CV e da genotipagem na secreção genital foram digitados em uma 

pequena base de dados em separado.  

 

3.8.2 Análise Descritiva 

 

Foram realizadas freqüências relativas das variáveis categóricas e a média, 

desvio-padrão (DP), mediana e intervalo interquartílico (IQR) para as variáveis 

contínuas para a caracterização da população estudada. Os resultados foram 

interpretados para os valores válidos. 

 

 

3.8.3 Análise Comparativa do RNA do HIV no Plasma e na Secreção Genital 

 

As análises do RNA do HIV nas amostras de plasma coletadas na visita inicial 

(pré-TARV) foram comparadas através do coeficiente dede Spearman. Foram 

consideradas estatisticamente significativas as diferenças encontradas ao nível de 

5%. 
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3.8.4 Análise comparativa do RNA do HIV no plasma e na secreção genital 

entre as amostras obtidas antes do início de TARV e após a interrupção da 

TARV 

 

O teste pareado de Wilcoxon foi utilizado para avaliar as diferenças da 

quantificação do RNA do HIV entre as amostras de plasma e entre as amostras de 

secreção genital obtidas antes do início de TARV e após a sua interrupção.  

O teste pareado de Wilcoxon calcula as diferenças entre duas medidas (no 

caso, coleta pré-TARV e coleta após a interrupção da TARV) para um mesmo 

individuo e compara o número de diferenças positivas, negativas e de empates. As 

diferenças positivas ocorreram quando as medianas do log do RNA do HIV nas 

amostras obtidas após a interrupção de TARV foram maiores do que as medianas 

calculadas para estes parâmetros nas amostras obtidas antes do início de TARV.  

As diferenças negativas ocorreram quando os valores observados nas amostras 

obtidas após a interrupção do TARV foram menores do que os valores observados 

nas amostras obtidas antes do início de TARV. Os empates ocorreram quando as 

diferenças entre as medianas do log do RNA do HIV nas amostras obtidas para 

estes dois momentos foram zero. O nível de significância de 5% (p-valor ≤ 0,05) foi 

considerado para afirmar que existe diferença entre as medianas.   

Qualquer medida da quantificação do RNA do HIV mais próxima da 

introdução da TARV, seja anterior ou até sete dias após a sua introdução, foi 

considerada como referente à visita inicial da gestante (pré-TARV). Para as medidas 

do RNA do HIV referentes à visita após a interrupção da TARV foi admitido um 

intervalo de +/- 6 meses. 
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4. Resultados 
 

A primeira etapa do estudo consistiu na caracterização e análise sócio-

demográfica e comportamental da população de 92 mulheres estudadas. Assim 

como das análises das cargas virais (CV) nos compartimentos plasmático e genital, 

técnicas de estatística descritiva foram inicialmente utilizadas para 

fornecer um perfil geral da população do estudo em termos de  CV  plasmática e 

genital e a contagem de células TCD4+. 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO ESTUDADA 

 

4.1.1 Características sócio demográficas  

 

Na população estudada a idade média e mediana das mulheres foi de 26,4 

(DP = 6,3) e 25,1 anos (IQI = 21,4 – 30,0), respectivamente, sendo que 50% (n= 45) 

delas apresentavam idade inferior a 25 anos. Cerca de três quartos das mulheres se 

intitularam como sendo da raça não-branca (72,8%) e pouco mais da metade 

(54,4%) declararam ter até sete anos de escolaridade. Quase 80% delas tinham 

renda familiar mensal de até dois salários-mínimos no momento da inclusão na 

coorte, sendo que mais da metade (55,4%) relatou renda familiar de até um salário 

mínimo. (Tabela 1). 
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Tabela 1: Características sócio-demográficas das gestantes com HIV/AIDS no momento da inclusão no estudo 
(n=92) 

 

Características 
N % 

Faixa etária < 25 anos 45 50,0 

25 a 35 anos 35 38,9 

≥ 35 anos 10 11,1 

Total 90 100,0 

    

Cor da pele Branca 25 27,2 

Não branca 67 72,8 

Total 92 100,0 

    

Escolaridade Até 4 anos 19 20,7 

5-7 anos 31 33,7 

8 ou mais anos 42 45,7 

Total 92 100,0 

    

Renda familiar mensal (SM) ≤ 1 SM 51 55,4 

2 SM 22 23,9 

≥  3 SM 19 20,7 

Total 92 100,0 

* Números variam devido à informação ignorada 
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4.1.2.  Análise dos parâmetros laboratoriais 

A maioria das mulheres (83,7%) apresentou contagem de linfócitos TCD4+ no 

momento de ingresso no estudo (pré-TARV) igual ou superior a 350 céls./mm3, o 

que pode ser também observado após a retirada do tratamento (pós-TARV). Um 

total de 9,8% das mulheres apresentava CV plasmática no pré-TARV indetectável (< 

50 cópias/mL), enquanto 45,9% apresentavam CV genital indetectável neste mesmo 

momento. Porém, no momento pós-TARV houve um aumento no número de 

mulheres com CV indetectável no plasma (45,9%) e um acréscimo da CV genital 

detectável (66,7%). (Tabela 2). 

Tabela 2: Características laboratoriais das gestantes estudadas na inclusão no estudo (N= 92) e após a 
interrupção de TARV (N=54) HGNI, 2005-2008. 

Características N % 

Contagem de TCD4+ (cels/mm3) no 

momento pré-TARV 

< 200 1 1,1 

200-350 14 15,2 

> 350 77 83,7 

Total 92 100,0 

    

CV plasmática no momento pré-TARV Detectável 83 90,2 

 Indetectável 9 9,8 

 Total 92 100,0 

    

CV na secreção genital no momento  

pré-TARV 

Detectável 40 54,1 

 Indetectável 34 45,9 

 Total 74 100,0 
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Características N % 

 

 Contagem de TCD4+ no momento  

pós-TARV (cels/mm3)  

 

< 200 

 

1 

 

2,4 

200-350 3 6,9 

> 350 39 90,7 

Total 43 100,0 

    

CV plasmática no momento pós-TARV Detectável 35 81,4 

Indetectável 8 18,6 

Total 43 100,0 

    

CV na secreção genital no momento  

pós-TARV* 

Detectável 24 66,7 

 Indetectável 12 33,3 

 Total 36 100,0 

* A quantificação da CV genital foi feita para as 92 mulheres no momento pré-TARV e apresentou 
resultado inválido para 18 delas. No momento pós-TARV a quantificação foi feita para 43 
amostras e apresentou resultado inválido para 5 delas. 
 
 
 

Em relação às características gestacionais (Tabela 3), 36,5% já sabiam ser 

portadoras da infecção pelo HIV quando engravidou e em torno de dois terços 

(63,5%) teve o diagnóstico confirmado para a infecção pelo HIV durante o pré-natal 

referente a gestação estudada. Cerca de 17% das mulheres relataram diagnóstico 

infecção sexualmente transmissível (IST) anterior à gestação. Entretanto, durante a 

gestação, verificou-se um aumento na frequência de diagnóstico de IST (16.7% vs 

25%) porém, esse aumento não foi estatisticamente significante ( Teste do Fisher, 

p= 0,38). No mínimo, 80,4% das mulheres foram submetidas a esquemas 

antirretrovirais que continham um inibidor de protease durante a gestação, conforme 

estabelecido pelo Ministério da Saúde, enquanto que para as demais foi prescrito 
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esquema contendo inibidor de transcriptase reversa não-nucleosídeo (ITRNN).  A 

substituição do esquema de medicamentos devido a eventos adversos ocorreu em 

7,6% das gestantes. A média e a mediana do tempo de uso da terapia antirretroviral 

(TARV) durante a gestação foi de 98,2 (DP: 45,9) e 98,0 (IQI: 61,0-142,0) dias, 

respectivamente. Apenas 7,6% das gestantes usou ARVs por menos de 4 semanas, 

tendo a maior parte delas (55,4%) usado TARV por 4 a 16 semanas. Em torno de 

93,4% das gestantes receberam AZT intravenoso durante o trabalho de parto, e 

58,2% foram submetidas à cesárea eletiva. Cerca de 87% das gestantes tiveram 

uma gestação de 37 semanas ou mais.  

Das mulheres em que foi diagnosticada IST em algum momento durante o 

estudo, ou seja, nos momentos pré ou pós-TARV, 70% apresentavam CV genital 

detectável, porém, não houve associação significativa entre estas duas medidas 

(teste de Fisher, p= 0,7086).  

 

   Tabela 3: Características gestacionais das mulheres estudadas. HGNI, 2005-2008  

Características N % 

Idade gestacional no parto <37 12 13,0 

 ≥ 37 80 87,0 

 Total 92 100,0 

    

Momento do diagnóstico do HIV Anterior a gestação 31 36,5 

Durante gestação 54 63,5 

Total 85 100,0 

 

Diagnóstico de IST anterior a gestação 

 

Sim 

 

15 

 

16,7 

Não 75 83,3 
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Características N % 

Total 90 100,0 

    

Diagnóstico de IST durante o pré-natal Sim 23 25,0 

Não 69 75,0 

Total 92 100,0 

 

Diagnóstico de AIDS CDC-93 no 

momento da inclusão na coorte 

 

Não 

 

88 

 

100,0 

Sim 0 0,0 

Total 88 100,0 

    

Esquema ARVs usados na gestação* AZT+3TC+NVP 12 13,0 

AZT+3TC+NFV 62 67,4 

AZT+3TC+LPVr 12 13,0 

AZT+3TC+(NVP ou NFV) 6 6,5 

Total 92 100,0 

    

Tempo de uso de antiretroviral na 

gestação (semanas) 

< 4 semanas 7 7,6 

4-16 semanas 51 55,4 

17-27 semanas 34 37,0 

≥  28 semanas 0 0,0 

Total 92 100,0 

    

Substituição do esquema ARV durante o 

pré-natal por evento adverso 

Não 85 92,4 

Sim 7 7,6 

Total 92 100,0 
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Características N % 

AZT venoso durante o trabalho de parto Não 6 6,6 

Sim 85 93,4 

Total 91 100,0 

    

Tipo de parto Vaginal 35 38,5 

Cesárea eletiva 53 58,2 

Cesárea de urgência 3 3,3 

Total 91 100,0 

                 *AZT+3TC+(NVP ou NFV) = durante o acompanhamento a mulher  teve estes 2 esquemas:                       

AZT+3TC+NVP e AZT+3TC+N 

 

 

 

4.2. COMPARAÇÃO ENTRE A CV NA SECREÇÃO GENITAL E NO PLASMA DAS 

GESTANTES ESTUDADAS NO MOMENTO PRÉ-TARV 

 

A tabela 4 ilustra a distribuição das CVs no plasma e na secreção genital 

antes da introdução da TARV. Das 92 mulheres incluídas no estudo, 74 

apresentaram resultados mensuráveis para CV na secreção genital, enquanto que 

18 (19,4%) apresentaram resultados inválidos para o teste. Com base nesses dados 

passamos a considerar o universo das 74 mulheres para a análise comparativa das 

cargas virais nos dois compartimentos. Assim, a tabela 5 apresenta a frequência e o 

percentual das CVs plasmáticas e genitais, distribuídos nas faixas selecionadas de 

quantificação do RNA do HIV. Como pode ser observado, um perfil distinto de 

distribuição das CVs pode ser detectado nestes dois compartimentos (p<0.0068), 
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sendo este mais evidente em relação às CVs abaixo de 1.000 cópias/ml onde 

observamos uma frequência de (24,4% vs 48,6%) respectivamente para o plasma e 

a secreção genital. 

 

 

Tabela 4: Distribuição das cargas virais detectáveis e indetectáveis no plasma e na secreção genital antes da 

introdução de TARV. HGNI, 2005-2008. 

 Carga Viral*  

Compartimento Detectável Indetectável Inválido  

Plasma (n=92) 83 (91,3%)  9 (9,7%) -  

Secreção Genital (n=92) 40 (43,5%) 34 (37%) 18 (19,4%)  

*Metodologias: plasma-b-DNA; secreção-EasyQ. 

 

 

Tabela 5: Distribuição da CV plasmática e genital entre as faixas selecionadas. 

Faixas de CV          Plasma Secreção Genital* 

<LDL-1.000 cópias/ml 18 (24,3%) 36(48,6%) 

>1.000 – 10.000 cópias/ml 29 (39,2%) 16(21,6%) 

>10.000 cópias/ml 27(36,5%) 22 (29,8%) 

Total 74 (100%) 74 (100%) 

*18 amostras de secreção genital tiveram resultados inválidos no teste de quantificação da CV.  
Teste do Qui-quadrado com p<0.0068. 
 

A análise comparativa das cargas virais entre o plasma e a secreção genital 

foi realizada para as 74 amostras e os resultados estão apresentados na tabela 6, 

onde evidenciamos que cerca de 50% (36 das 74 amostras) das amostras de 

plasma e na secreção genital encontra-se na mesma faixa de CV (evidenciado na 

tabela 6). Destas, 13 (36%) na faixa de detecção abaixo de 1000 cópias/ml, 9 (25%) 

para a faixa intermediária de 1.000 – 10.000 cp/ml e 14 (39%) para a faixa acima de 

10.000 cp/ml. Trinta e oito amostras (51%) tiveram perfil discordante na comparação 
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entre as diferentes faixas de CV, com maior discrepância na faixa intermediária 

(1.000 – 10.000 copias/ml), confirmando as diferenças entre níveis analisados de CV 

plasmática e na secreção genital antes da introdução de TARV (p=0,013), com uma 

diferença estatisticamente significante. 
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Tabela 6: Distribuição da CV na secreção genital, de acordo com a CV plasmática, antes da introdução  de TARV (N=74). HGNI, 2005 – 2008. 

 

 

CV Plasmática no 

pré-TARV 

CV genital no pré-TARV 

< LDL - 1000 cópias/ml >1000-10.000cópias/ml > 10.000 cópias/ml Total 

 N % N % N % N % 

< LDL –1000cópias/ml 13 72,2 3 16,7 2 11,1 18 100,0 

>1000-10.000cópias/ml 14 48,3 9 31,0 6 20,7 29 100,0 

> 10.000 cópias/ml 9 33,3 4 14,8 14 51,9 27 100,0 

Total 36 48,6 16 21,6 22 29,7 74 100,0 

P-valor do Teste Qui-quadrado: 0, 013 
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4.3. COMPARAÇÃO ENTRE A CV NA SECREÇÃO GENITAL E NO PLASMA DAS 

GESTANTES ESTUDADAS NO MOMENTO PÓS-TARV 

 

Do total das 92 mulheres selecionadas para o estudo, 43 possuíam amostra genital 

e plasmática posterior a interrupção do tratamento, coletadas com diferença máxima de 

duas semanas. Estas amostras foram obtidas nas visitas realizadas entre 2 e 6 meses 

após o parto com uma mediana de 3,5 meses (DP= 1,7, IQI= 2-6). Das 43 amostras 

genitais coletadas, 36 geraram resultados mensuráveis de CV e sete foram inválidas para 

o teste. A tabela 7 ilustra a distribuição da CV nos dois compartimentos no momento após 

a interrupção da terapia antirretroviral (pós-TARV), onde se observa que 55,8% das 

mulheres tinham CV detectável na secreção genital e um percentual mais elevado de CV 

indetectável na secreção quando comparada ao plasma.  Com base nesses dados 

passamos a utilizar o universo de 36 amostras para as análises comparativas de CV nos 

dois compartimentos. 

Tabela 7: Distribuição das cargas virais detectáveis e indetectáveis nos compartimentos plasmático e genital no 

momento pós-TARV. 

 Carga Viral* 

Compartimento Detectável Indetectável Inválido 

Plasma (n=43) 

 

34 (79,1%) 9 (20,9%) - 

Secreção Genital (n=43) 24 (55,8%) 12 (27,9%) 5 (16,3%) 

*Metodologias: plasma-b-DNA; secreção-EasyQ; 7 amostras apresentaram resultados inválidos na quantificação da CV 

genital 

A tabela 8 apresenta a distribuição das CV plasmática e genital, entre as faixas 

selecionadas de quantificação do RNA do HIV. Como pode ser observado, um perfil 
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semelhante de distribuição das CVs pode ser detectado nestes dois compartimentos 

(p=0,9273) no momento pós-TARV. 

 

 

Tabela 8: Freqüência da distribuição da CV plasmática genital entre as faixas selecionadas no momento pós-TARV. 
Faixas de CV Plasma Secreção Genital* 

<LDL-1.000 cópias/ml 13 (37,0%) 12 (33,4%) 

>1.000 – 10.000 cópias/ml 11 (30,0%) 7 (19,4%) 

>10.000 cópias/ml 12 (33,0%) 17 (47,2%) 

Total 36 (100%) 36 (100%) 

*7 amostras de secreção genital tiveram resultados inválidos no teste de quantificação da CV. 

p= 0,9273 teste Qui-quadrado 

 

A análise comparativa das cargas virais entre o plasma e a secreção genital foi 

realizada para as 36 amostras e os resultados estão apresentados na tabela 9, onde 

evidenciamos 55% (20 das 36 amostras) das amostras de plasma e secreção genital 

apresentavam resultados na mesma faixa de CV. Destas, 8 (40%%) na faixa de detecção 

abaixo de 1.000 cópias/ml, 3 (15%) para a faixa intermediária de 1.000 – 10.000 cp/ml e 9 

(45%) para a faixa acima de 10.000 cópias/ml. Por outro lado, dezesseis amostras (45%) 

tiveram perfil discordante na comparação entre as diferentes faixas de CV, com maior 

discrepância na faixa intermediária (1.000 – 10.000 copias/ml), indicando que existem 

diferenças entre as freqüências de mulheres pelas faixas analisadas de CV plasmática e 

na secreção genital após a interrupção de TARV (p=0, 049). 
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Tabela 9: Distribuição da CV na secreção genital, de acordo com a CV plasmática, após a interrupção de TARV (N=36). HGNI, 2005-2008.  

 

CV Plasmática no 

pós-TARV 

CV na secreção Genital no pós-TARV 

< LDL–1000cópias/ml >1000-10.000cópias/ml > 10.000 cópias/ml    Total 

N        % N %         N       %         N        % 

<LDL - 1000cópias/ml  8 61,5 2         15,4         3 23,1        13 100,0 

>1000-10.000cópias/ml  3 27,3 3         27,3         5 45,5        11 100,0 

> 10.000 cópias/ml  1       8,3 2         16,7         9 75,0        12 100,0 

Total            12 33,3 7         19,4         17 47,2        36 100,0 

P-valor do Teste Exato de Fisher: 0, 049 
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4.4 CORRELAÇÃO ENTRE AS CVs PLASMÁTICA E GENITAL ANTES DA 

INTRODUÇÃO DA TARV E APÓS A INTERRUPÇÃO 

 

A correlação nos momentos pré e pós-TARV foi feita para as 74 e 36 

mulheres, respectivamente, que tiveram sua CV genital quantificada e válida (Figura 

8). Após a conversão logarítmica da CV foi aplicado o este estatístico de Spearman. 

Com isso, verificou-se que a excreção genital do HIV antes do início do tratamento, 

teve uma correlação positiva, ou seja, quando a CV era alta no plasma, 

normalmente, o mesmo acontecia na secreção (r= 0,3516; p= 0,0023).  

 

0 1 2 3 4 5 6

0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
5.5
6.0
6.5

r=0,3516

p=0,0023

CV Plasmática Pré-TARV

C
V

 G
e
n

it
a
l 
P

ré
-T

A
R

V

 

Figura 8: Correlação da CV plasmática e genital das gestantes estudadas no momento pré- TARV (Log10). 
Teste de Spearman. 

 

Da mesma forma para o momento pós-TARV, pode-se verificar (Figura 9), 

através do teste estatístico de Spearman, que houve correlação entre os dois 

compartimentos para as 36 amostras analisadas (r= 0,5861 e p= 0,0001).  
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Figura 9: Correlação da CV plasmática e genital das gestantes estudadas  no momento pós-TARV (Log10). 

Teste de Spearman. 

 

 

 

4.5 COMPARAÇÃO DA CV NO COMPARTIMENTO GENITAL NOS MOMENTOS 

PRÉ E PÓS- TARV 

 

No sentido de avaliar se a retirada da TARV tinha impacto sobre a CV genital, 

comparamos a freqüência de mulheres nas diferentes faixas de cargas virais 

analisadas na secreção genital antes da introdução e após a interrupção de TARV. 

Esta análise foi realizada apenas para as mulheres que tinham CV na secreção 

genital nos dois momentos (N=24). Os valores de medianas nos dois momentos foi, 

respectivamente, de 3,63 (IQI 2,90 - 4,60) e 3,52 (IQI 2,90 - 4,39) para pré e pós-

TARV, sem diferenças estatisticamente significativas (teste de Wilcoxon; p= 0,42). 
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Figura 10: Comparação da CV genital das gestantes antes e após a introdução da TARV. Os valores de CV 

estão expressos em logaritmo na base 10. Sem significância estatística no teste de Wilcoxon; p= 0,42 

 

 

4.6 VERIFICAÇÃO DA PRESENÇA DE MUTAÇÕES DE RESISTÊNCIA DO HIV 

AOS ANTIRRETROVIRAIS NA SECREÇÃO GENITAL 

 
A segunda etapa do estudo consistiu da análise molecular da região da 

polimerase do RNA do HIV, obtido a partir das amostras de secreções genitais das 

mulheres estudadas, em comparação com os resultados obtidos previamente em 

amostras de plasma correspondentes as mesmas mulheres e aos mesmos 

momentos, a fim de verificar a existência de mutações de resistência primária ou 

secundária aos antirretrovirais e estudar a possibilidade de compartimentalização 

das variantes virais entre o compartimento plasmático e genital. 

Das 92 gestantes com amostras de secreção na visita de entrada na coorte 

(pré-TARV), 34 apresentaram CV abaixo do limite de detecção do teste (800 

cópias/ml) e 18 amostras apresentaram resultado inválido para a quantificação da 

CV.  As 40 amostras restantes (que apresentaram CV detectável) foram submetidas 

à reação de PCR para amplificação e seqüenciamento do material genético do vírus 
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visando à avaliação de resistência transmitida aos antirretrovirais. O fluxograma de 

amplificação e genotipagem das amostras encontra-se na figura 11. 

 

 

 

                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Fluxograma de amplificação e genotipagem das amostras no momento pré-TARV.  HGNI 2005-2008.  
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Figura 12. Fluxograma de amplificação e genotipagem das amostras no momento pós-TARV.  HGNI 2005-2008 
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A amplificação e a genotipagem foram possíveis para 24 (60%) amostras no 

momento pré-TARV (Figura 11) e 13 (40%) das 24 amostras de secreção genital 

com CV detectável tiveram amplificação para o fragmento alvo  no momento pós-

TARV ( Tabela 10). 

Tabela 10: Amplificação de cDNA HIV obtido para o fragmento do gene pol a partir de amostras de secreção 

genital de mulheres soropositivas para o HIV nos momentos pré-TARV (n=40) e pós-TARV (n= 34). HGNI, 2005-

2008. 

 Pré-TARV N (%) Pós-TARV N (%) Total N (%) 

      

Amostras com amplificação 24 (60) 13 (54) 37 (100) 

    

Amostras sem amplificação 
 
 
Total 

16 (40) 

 

40 (100) 

11 (46) 

 

24 (100) 

27 (100) 

 

64 (100) 

 

Do total das 37 amostras sem amplificação apenas uma tinha CV acima do 

limite de detecção e abaixo de 1.000 cópias/ml, o que seria um fator limitante para a 

genotipagem. As demais possuíam CV acima de 1.000 cópias/ml. Possivelmente a 

não amplificação tenha acontecido em decorrência do procedimento de obtenção da 

secreção genital, que corresponde a 30ul do material biológico diluído em 500 ul de 

tampão, restringindo o quantitativo de RNA viral a ser analisado. 

 

 4.6.1 Determinação do Subtipo Viral 

 

As amostras com amplificação em ambos os momentos já haviam sido 

analisadas quanto à prevalência dos subtipos e recombinantes virais com base na 
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análise de amostras do plasma (Pilotto 2008; Pilotto et al., 2011 submetido á 

publicação). 

A partir da análise das amostras de secreção cervical, 86% (30/35 gestantes) 

foram caracterizadas como sendo do subtipo B na região pol, incluindo as regiões da 

protease e da transcriptase reversa; e 14%  do subtipo não B, sendo 11% destas 

identificadas como subtipo F e 3% apresentando um perfil recombinante BF. Estes 

resultados repetem os observados a partir da análise do plasma destas mesmas 

gestantes. A determinação do subtipo viral e a análise de recombinantes entre a 

protease e a transcriptase reversa foi possível através da ferramenta REGA HIV – 1 

Subtying Tool, a partir de fragmentos de 1200 pb (Figura 12), evidenciando os 

pontos de recombinação nestes genomas.  
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Figura 12: Análise das sequências de nucleotídeos da região da polimerase do HIV representativas dos 

genomas dos subtipos B , F  e do recombinante B/F , respectivamente. Avaliação por bootscanning através do 

site REGA HIV Subtyping Tool versão 2.0, com janelas de 400pb, movendo em passos de 50pb. 

 

 

 

A fim de verificar a correspondência entre as amostras plasmáticas e genitais, 

estas foram submetidas às análises filogenéticas da região da polimerase. Os 

resultados obtidos não evidenciaram discordância entre as amostras de ambos os 

compartimentos no momento pré-TARV (figura 13) e no momento pós-TARV (figura 

14). 
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Figura 13: Análise filogenética do gene pol das 

amostras plasmáticas e genitais de HIV, no momento 

pré-TARV, demonstrando a concordância entre elas. O 

alinhamento foi realizado com amostras de referência 

do grupo M do HIV subtipo B e C e F1. As amostras 

genitais estão representadas com círculos em negrito, 

enquanto as plasmáticas estão com círculos 

vermelhos. A análise filogenética foi realizada através 

do método de Neighbor joining incluídas no pacote 

Mega 4.0.  
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Momento pós-TARV 
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Figura 14: Análise filogenética do gene pol das amostras plasmáticas e genitais de HIV, no momento pós-TARV, 

demonstrando a concordância entre elas. O alinhamento foi realizado com amostras de referência do grupo M do 

HIV subtipo B e C e F1. As amostras genitais estão representadas com círculos em negrito, enquanto as 

plasmáticas estão com círculos vermelhos. A análise filogenética foi realizada através do método de Neighbor 

joining incluídas no pacote Mega 4.0. 
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4.6.2. Análise da Resistência Primária 

A análise da resistência primária foi feita a partir do seqüenciamento das 

amostras de secreção obtidas no momento pré-TARV. Depois de editadas, as 

seqüências foram analisadas e um laudo descrevendo todas as mutações 

encontradas e seu impacto respectivo na ação de cada medicamento foi gerado 

para cada gestante presente neste estudo. 

Além do laudo fornecido pelo programa Viroseq® versão 2.8, todas as 

seqüências foram submetidas ao algoritmo de Stanford para interpretação de 

resistência genotípica e comparação dos resultados obtidos (disponível em 

www.hivdb.stanford.edu). 

Embora o objetivo principal desta análise fosse o de comparar os dados de 

resistência primária aos antirretrovirais previamente identificados no plasma (Pilotto 

et al., 2011 submetido á publicação) com o compartimento genital, verificamos que, 

dentre as nove gestantes que apresentaram mutações de resistência primária no 

plasma, sete delas tiveram CV na secreção abaixo do limite de detecção do teste. 

Das duas com CV detectável, uma não foi possível amplificar a amostra viral e 

somente para uma das gestantes (PGS 57) pode-se proceder à genotipagem do 

HIV. A análise da seqüência obtida não revelou nenhuma mutação de resistência 

primária aos antirretrovirais, embora a presença da mutação K101E, associada à 

resistência aos inibidores não-nucleosídicos da transcriptase reversa, tenha sido 

verificada na amostra correspondente de plasma. Porém, algumas diferenças em 

polimorfismos foram observadas entre as seqüência de aminoácidos das amostra 

plasmática e genital (figura 15). 
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        PGS57.0 PFVNIKVGGQ IKEALLDTGA DDPVLEDINL PGKWKPKMIG GIGGFIKVRQ YDQILIEICG HKAIGTVLVG IGPENPYNTP VFAIKKKIST KWRKLVDFRE LNKRTQDFWE 
        PG57.0  .L........ .......... ..T....MS. ..R....... .......... ....P..... ..T....... S......... ....E.R... .......... .......L.. 
 
           
        PGS57.0 VQLGIPHPAG LKKKKSVTVL DVGDAYFSVP LHEDFRKYTA FTIPSTNNET PGIRYQYNVL PQGWKGSPAI FQCSMTKILE PFRKQNPDIV IYQYMDDLYV GSDLEIGQHR 
        PG57.0  A......... .E........ .......... .......... .......... .......... .......... .K........ .......... .......... ........Y. 
 
 
        PGS57.0 TKIEELRQHL LSWGLTTPDK KHQKEPPFLW MGYELHPDKW TVQPIQLPEK DSWTVNDIQK LVGKLNWASQ IYAGIKVKQL CKLLRGAKAL TEIVPLTAEA ELELAENREI 
        PG57.0  .......... .M........ .......... ...K...... .......... .......... .......... .......... .......... ..V....... .......... 
 
        PGS57.0 LKEPVHGVYY DPSKDLIAEL QKQGQG 
        PG57.0  .......... ...R...... ...... 
 

        

 
         

Figura 15: Alinhamento dos aminoácidos, correspondente à região da protease e transcriptase reversa do gene pol da amostra 57 nos compartimentos 
genital (PGS) e plasmático (PG) no momento de inclusão do estudo, onde se observa a possibilidade de compartimentalização, frente às diferenças de 
aminoácidos nas mesmas posições. 
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Dentre as 13 mulheres para as quais foi possível seqüenciar as amostras de 

HIV obtidas na secreção no pós-TARV, duas (15,2%) possuíam sua análise no início 

do estudo, antes da introdução do tratamento antirretroviral. A comparação entre as 

seqüências nestes dois momentos demonstrou a ocorrência de diferenças entre 

alguns polimorfismos tanto entre os dois momentos, como entre os compartimentos 

analisados. As demais mulheres, para as quais só dispúnhamos de amostras de 

secreção no pós-TARV, não apresentaram diferenças em relação aos polimorfismos 

quando comparadas ao compartimento plasmático. 

Para estas duas gestantes que possuíam amostras nos dois momentos do 

estudo foi feita uma análise de seqüências de nucleotídeos em ambos os 

compartimentos e a partir dessa análise foi gerada uma árvore filogenética (Figura 

16). A fim de verificar a ocorrência de polimorfismos, as seqüências de nucleotídeos 

obtidas para estas amostras foram traduzidas e as seqüências deduzidas de 

aminoácidos foram alinhadas. Estes resultados estão apresentados na figura 17, 

onde observamos cada uma delas. Observou-se que havia diferenças em alguns 

nucleotídeos, porém em nenhuma amostra foi detectada mutação de resistência aos 

antirretrovirais. 
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Figura 16: Análise filogenética do fragmento de 1200pb, correspondente a região da polimerase de amostras 

plasmáticas e genitais de cinco gestantes HIV positivas, indicando os agrupamentos nos dois compartimentos. 

As seqüências foram alinhadas com sequências de referencia obtidas do Banco de dados de Los Alamos, 

representando os subtipos do grupo M. Valores de bootstrap estão representados na figura. 
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Figura 17: Alinhamento dos aminoácidos, correspondente à região da transcriptase reversa do gene pol nos compartimentos genital (PGS) e plasmático (PG) em ambos os 
momentos do estudo, onde se observa a possibilidade de compartimentalização, frente às diferenças de aminoácidos nas mesmas posições. 
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4.6.3 Genotipagem da região da Protease e da Transcriptase Reversa nas 

secreções genitais 

 

A análise de 24 amostras de secreção genital obtidas no momento pré-TARV e 

13 no pós-TARV não revelou a ocorrência de mutações principais associadas com a 

resistência aos antirretrovirais. Entretanto mutações acessórias e alguns polimorfismos 

associados aos inibidores da protease e da transcriptase reversa foram detectados. 

 

Região da Protease 

 

Foi possível realizar o seqüenciamento e análise da região da protease do gene 

da polimerase viral para 23 mulheres no pré-TARV e para 13 no pós-TARV, num total 

de 36 seqüências. Os resultados dos polimorfismos e mutações acessórias encontram-

se detalhados na figura 19.  Em algumas amostras foram verificadas os polimorfismos 

L10I/V, I13V, K20I/M/R, M36I, A71V e V771 que estão associadas à redução de 

susceptibilidade aos medicamentos da classe dos IPs. 

 

Pré-Tarv 

 

 A mutação L63P foi a mais prevalente, sendo detectada em 35% (8/23) das 

amostras. O polimorfismo L63P é freqüente e por isso sua incidência é elevada em 

pacientes em tratamento antirretroviral. A mutação L10I/V foi encontrada em 9% (2/23) 

das amostras. Esta mutação ocorre geralmente em 5 a 10% dos pacientes virgens de 
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tratamento, sendo esta uma mutação acessória responsável por conferir resistência aos 

IPs apenas quando presente com demais mutações.  

A mutação acessória I13V encontrada em 9% (2/23) das amostras, é 

freqüentemente encontrada em pacientes tratados com inibidores de protease, de vírus 

geralmente pertencentes ao subtipo B e é uma mutação que confere baixa resistência 

ao TPV apenas quando presente em associação com outras mutações. 

A mutação acessória M36I foi encontrada em 39% (9/23) das amostras. É uma 

mutação polimórfica que confere baixa resistência aos IPs quando em combinação com 

outras mutações e é uma assinatura freqüentemente encontrada nos subtipos não B. 

A mutação V77I encontrada em 17 % (4/23)das  mulheres estudadas é um 

polimorfismo freqüente que causa uma possível resistência ao NFV quando presente 

com demais mutações. 

 

Pós-TARV 

 

No momento após a interrupção da terapia houve um acréscimo destes 

polimorfismos e o surgimento da mutação D60E que foi encontrada em 16% (2/13) das 

amostras, apenas a L10I/V permaneceu constante, com os mesmos 9% iniciais.  

A figura 18 ilustra a freqüência das mutações acessórias e polimorfismos na 

região da protease.   
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Figura 18: Prevalência de mutações acessórias e polimorfismo encontrados na região da protease do HIV para a 
população de mulheres analisadas. 

 
Região da Transcriptase Reversa 

 

A análise do gene da transcriptase reversa foi realizada para as 37 gestantes 

incluídas no estudo. 

Em relação aos Inibidores nucleosídicos da TR não houve registro de mutação 

principal que conferisse algum grau de resistência aos medicamentos dessa classe. 

Contudo, algumas mutações acessórias foram identificadas. 

 

Pré-TARV 

 

A mutação acessória M41L presente em 8% das 37 mulheres estudadas, 

geralmente ocorre em conjunto com a mutação T215Y, onde juntas, conferem altos 

níveis de resistência ao AZT e d4T e níveis mais baixos de resistência aos ddI, ABC e 

TDF. A mutação M41L está presente em amostras como a PGS-70, porém, sem as 
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outras mutações não foi capaz de conferir, isoladamente, níveis consideráveis de 

resistência aos ITRN. 

Em relação aos Inibidores não-nucleosídicos da RT, que incluem a Delavirdina 

(DLV), o Efavirenz (EFV) e a Nevirapina (NVP), não foi evidenciada mutação principal 

de resistência à esta classe de medicamento em nenhum dos momentos estudados. 

 

Pós-TARV 

  No momento após a interrupção da terapia houve um aumento no número de 

mulheres com a mutação M41L de 8 para 23%. Houve também o incremento dos 

polimorfismos na posição G333D/E que foram encontrados em 15% das amostras. 

A figura 19 ilustra a freqüência das mutações acessórias e polimorfismos na 

região da transcriptase reversa.   

 

 
Figura 19: Prevalência de polimorfismos e mutações acessórias aos Inibidores da Transcriptase Reversa 
Nucleosídeos e Não – Nucleosídeos na população de mulheres analisadas. 
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5 Discussão 

 

Os principais fatores envolvidos na transmissão vertical do HIV são a CV, o grau 

de imunodeficiência, fatores obstétricos e fetais e o aleitamento materno, entre outros. 

O estágio avançado da doença materna é fator de risco e taxas aumentadas de 

transmissão vertical são encontradas entre mães com imunodeficiência avançada 

(Duarte et al., 2005). Neste contexto, tivemos a oportunidade de avaliar os parâmetros 

laboratoriais como contagem de linfócitos T CD4+ e quantificação da CV plasmática e 

genital em uma coorte de mulheres HIV positivas virgens de tratamento e após a 

suspensão do mesmo. A compartimentalização do HIV é o foco deste estudo, onde 

foram analisadas as cargas virais e os genomas virais presentes nas amostras de 

plasma e de secreção genital de uma população de gestantes HIV positivas e ainda não 

tratadas, assim como o impacto da retirada do TARV, na evolução destes parâmetros. 

Outros aspectos moleculares do HIV, como a análise filogenética e a genotipagem para 

identificação de resistência primária aos antirretrovirais, foram também investigados na 

tentativa de identificar possíveis associações entre estes dados, a 

compartimentalização viral e implicações na transmissão vertical do HIV.  

 Existem poucos estudos acerca da compartimentalização do HIV e sobre a 

associação entre a CV no plasma sanguíneo e no trato genital em mulheres, 

principalmente gestantes, comparados aos estudos com homens (Pasquier et al., 2009, 

Osborne et al., 2011). Entretanto, a compreensão da excreção do HIV entre 

estes dois compartimentos é fundamental para estudar os efeitos sistêmicos da terapia 

antirretroviral e a epidemiologia da transmissão vertical e heterossexual do HIV. A 
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compreensão da dinâmica viral neste compartimento é importante para melhorar as 

intervenções e diminuir a transmissão do vírus. 

Embora os estudos evidenciem que a CV no trato genital geralmente é 

correspondente a CV plasmática (Fiore et al., 2003; Vettore et al., 2005; Kelley et al., 

2010),  há evidências de compartimentalização entre o plasma e o trato genital (Kelley 

et al., 2010). Conseqüentemente, a terapia antirretroviral pode nem sempre diminuir a 

níveis indetectáveis a CV no trato genital feminino, mesmo  na ausência de uma co-

infecção, como uma infecção sexualmente transmissível (IST). 

 Alguns estudos objetivaram correlacionar a excreção genital do HIV com a 

viremia plasmática e o uso de TARV. Na maioria deles, verificou-se uma forte 

correlação positiva entre CV plasmática e os níveis de excreção do HIV no trato genital 

feminino (Iversen 1999; Coombs et al., 2003). Outros estudos sugerem que a viremia é 

o mais importante preditor da excreção genital do HIV (Kovacs et al., 2001; Neely et al., 

2007, Morrison et al., 2011), estando fortemente associada à probabilidade de 

transmissão do HIV. Além disso, pode-se observar rápida queda na excreção genital do 

vírus com a introdução da TARV (Graham et al., 2007, Nagot et al., 2008),  em resposta 

a potente  ação supressora dos esquemas terapêuticos combinados sobre a replicação 

viral (Cu-Uvin et al., 1997). 

Um estudo conduzido por Nagot em 2008, com mulheres HIV positivas de 

Burkina Faso virgens de tratamento, demonstrou que antes da introdução da terapia 

todas as mulheres apresentavam CV plasmática detectável e 72% delas possuíam 

excreção genital de RNA do HIV detectável. Após 18 semanas de uso de terapia, 

apenas uma (2,5%) apresentou CV detectável no plasma e duas delas (5,0%) 
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apresentaram excreção genital do vírus, demonstrando que a supressão da viremia é 

acompanhada pela supressão na excreção genital do HIV. Embora, em nossos 

resultados algumas mulheres apresentassem CV plasmática indetectável, antes da 

introdução de TARV, a grande maioria (91,3%) apresentava CV detectável neste 

momento.  O numero de pacientes que apresentava níveis indetectáveis de CV genital 

nesse momento era mais elevado (37%). Outros estudos similares também 

identificaram excreção genital do HIV, mesmo em mulheres com CV plasmática 

indetectável (Shields et al., 2002, Garcia-Bujalance et al., 2002, Iversen et al.,  2004).   

No estudo original, a partir do qual derivamos o presente estudo, as gestantes 

foram submetidas à profilaxia para transmissão vertical do HIV com esquemas 

contendo Zidovudina (AZT) combinado com Lamivudina (3TC) e Nevirapina (NVP) ou 

Nelfinavir (NFV), sendo esta interrompida, logo após o parto, caso a mãe não tivesse 

indicação para continuar a terapia para sua própria saúde. Não houve nenhum caso de 

transmissão vertical (Pilotto et al., 2011). 

A contagem de células TCD4+ inferior a 350 céls/mm3 tem sido associada a um 

maior risco de transmissão vertical (European Collaborative Study, 1999).  Entretanto, a 

maioria das mulheres incluídas no nosso estudo apresentava contagem de células 

TCD4+ maior que 350 céls/mm3 (83,7% das gestantes) o que pode ter influenciado 

positivamente a ausência de caso de transmissão vertical. Foi observada nessas 

pacientes uma grande variabilidade de CV, sendo que 75,6% apresentavam CV acima 

de 1.000 cópias/ml no plasma e 51,4% na secreção genital. O que está de acordo com 

outros estudos, em que a CV plasmática está, na maioria dos casos, mais alta que a CV 

genital (Cu-Uvin et al., 2006; Campos et al., 2008; Cu-Uvin et al.,  2010; Morrison et al., 
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2010). Contudo, Chaudhary e colaboradores concluíram recentemente que um sistema 

imune íntegro contribui para a compartimentalização do vírus, através da manutenção 

das quasispécies no sangue e nas secreções genitais.  

No nosso estudo, 43,5% das mulheres apresentavam uma CV detectável na 

secreção genital antes de iniciarem TARV, sendo essa prevalência maior do que as 

relatadas por outros autores (Spinillo et al., 2001; Kovacs et al., 2001 Cu-Uvin et al., 

2010). Entre essas, 58,1% apresentavam concordância quanto à detecção do RNA viral 

plasmática, com uma correlação positiva substancial (Debiaggi et al., 2001; Coombs et 

al., 2003). 

Nossos resultados demonstram que o número de amostras genitais com CV 

indetectável foi bastante superior ao número de amostras plasmáticas com CV 

indetectável, o que corrobora com resultados já descritos na literatura (Nagot, et al., 

2008), demonstrando uma menor excreção de HIV nas secreções genitais ainda que a 

CV plasmática esteja elevada. Além disso, em função do volume restrito de secreção 

genital (30 µl) utilizado no ensaio de mensuração da CV, a sensibilidade do método fica 

também mais restrita (800 cópias/ml), o que limita a detecção de baixas CV (<1.000 

cópias/ml).  

Das mulheres com CV plasmática abaixo de 1.000 cópias/ml, 28% (5/18) e 38% 

(5/13), respectivamente nos momentos pré e pós TARV, tinham o vírus detectável no 

compartimento genital, com quantificações nas categorias acima de 1.000 cópias/ml, o 

que aponta para uma possível compartimentalização do vírus, corroborando com outros 

estudos que também apontam para tal fenômeno (Campos et al., 2008, Vettore et al., 

2005, Barroso et al., 2000, Cu-Uvin et al., 2000, Fiore et al., 2003, Nunnari et al., 2005, 
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Kelley et al., 2010). Observamos um quantitativo de CV substancialmente maior (acima 

de 5.000 cópias/ml de diferença) na secreção do que no plasma em 18 amostras. 

Kovacs e colaboradores em 2001 detectaram HIV no compartimento genital de 

mulheres quando o vírus era indetectável no plasma, utilizando 500 cópias/ml como 

limite de detecção. Cerca de 28,5% das gestantes, neste estudo, apresentaram CV 

detectável cima de 1.000 cópias na secreção genital, enquanto no plasma a CV não 

passava de 1.000cópias/ml. Cabe salientar, que duas delas possuíam CV plasmática 

abaixo do limite de detecção do teste (50 cópias/ml).   

Recentemente, Cohen e colaboradores no estudo HPTN 052 compararam os 

resultados clínicos e as taxas de transmissão entre casais soro discordantes para o 

HIV. Nesse estudo, indivíduos HIV-positivos com contagens de células TCD4+ entre 

350-550 células/mL foram aleatoriamente distribuídos para receber o tratamento 

imediatamente, ou para retardar a iniciação até preencher os critérios segundo as 

Diretrizes de Tratamento respectivas (TCD4+ inferior a 250). O ensaio divulgou seus 

resultados preliminares antes do previsto devido à forte evidência de que o acesso 

imediato à combinação de terapia antiretroviral em indivíduos HIV positivos com 

contagens de células TCD4+ entre 350-550 diminui a incidência de eventos clínicos 

graves em 40% e também o risco de transmissão ao seu parceiro HIV negativo em 96% 

(Cohen et al., 2011) 

Outros estudos sugerem que diferentes esquemas antirretrovirais podem exercer 

efeitos diferentes sobre a excreção do HIV em secreções genitais. Segundo Fiore e 

colaboradores (2003), a interrupção da terapia antiviral resultou em níveis detectáveis 
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do RNA do vírus tanto no plasma quanto na secreção genital, o que é confirmado por 

nossos resultados, visto que a CV aumenta após a descontinuidade da terapia.  

 Nossos resultados mostraram que uma alta contagem de células TCD4+, 

mesmo na ausência de CV no plasma não implica necessariamente a ausência do HIV 

nas secreções genitais. Um estudo conduzido por Kovacs e colaboradores em 2001 

relatou semelhantes resultados, pois observaram uma associação significativa entre a 

excreção genital do HIV vaginal, o aumento da contagem de células TCD4+ e a 

introdução de TARV (Kovacs et al.,  2001).  

O tratamento antirretroviral é capaz de suprimir a replicação viral no plasma e no 

compartimento genital, possibilitando a redução da transmissão vertical e heterossexual 

do vírus (Kovacs et al., 2001, Saracino et al.,  2001,  Cohen et al., 2011).  

No nosso estudo observamos que a CV estava aumentada nos dois 

compartimentos no momento após a interrupção da terapia antirretroviral (pós-TARV), 

quando 55,8% das mulheres tinham CV detectável na secreção genital.  Este aumento 

da CV na secreção na grande maioria das vezes foi seguido por um aumento da 

viremia plasmática, o que corrobora com outros autores que relatam um incremento da 

CV após a suspensão de TARV (Philpott et al.,  2004, Tirado et al.,  2004b). 

Observamos ainda que cinco mulheres apresentavam CV elevada no compartimento 

genital na ausência de viremia, antes da introdução da terapia, o que também ocorreu 

com uma mulher após a suspensão do tratamento, aumentando o risco de transmissão 

heterossexual do HIV, neste caso. No entanto, os valores de CV obtidos no pós-TARV 

para os compartimentos plasmático e genital foram equivalentes aos verificados no 

momento pré-TARV. 
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Estudos anteriores que visaram outros compartimentos, tais como, fluido 

cérebro-espinal (Schnell et al.,  2010, Christo et al.,  2011) e leite materno (Gant et al., 

2010, Salazar-Gonzalez et al., 2011) documentaram a compartimentalização do HIV 

com seqüências virais de cada compartimento que, embora relacionadas 

filogeneticamente, possuíam distinção entre si (Tirado 2004a; Tirado 2004b; Bull et al., 

2009).  

A possibilidade de que o subtipo genético do HIV possa influenciar na 

transmissibilidade e patogenicidade do HIV tem sido sugerida, no entanto, resultados 

de alguns estudos não têm indicado associações entre os subtipos do HIV e sua 

transmissão e/ou patogênese (Kandathil et al., 2005). 

Em um estudo sobre transmissão vertical na Tanzânia, Renjifo e colaboradores 

em 2001 observaram que mães infectadas pelos subtipos A, C e recombinantes tinham 

mais tendência à transmissão vertical do que aquelas infectadas pelo subtipo D. Em 

2003, Tàpia e colaboradores realizaram um estudo para avaliar se o subtipo de HIV 

poderia influenciar na transmissão vertical analisando 31 amostras de gestantes da 

Tanzânia (46% do subtipo A, 21% do subtipo C, 2,7% do subtipo D e 25% de formas 

recombinantes). Entre as oito mães transmissoras, quatro eram do subtipo A, um 

subtipo C, três recombinantes A/C e verificaram que não existia nenhuma diferença 

significante na transmissibilidade do HIV entre os subtipos A, C, D e formas 

recombinantes. 

No nosso estudo, a determinação do subtipo viral foi realizada de modo a 

confirmar a paridade entre as amostras plasmáticas e genitais, visto que as amostras 

plasmáticas já haviam sido subtipadas anteriormente. O subtipo evidenciado na maioria 
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das amostras (79,4%) foi o subtipo B. Entretanto, não tivemos como inferir alguma 

relação do subtipo com a transmissão vertical, visto que não houve crianças infectadas.  

Variantes resistentes no trato genital feminino podem surgir como conseqüência 

da pressão seletiva dos medicamentos antirretrovirais e sua difusão e absorção no trato 

genital feminino. No estudo conduzido por Si-Mohamed e colaboradores em 2000 a 

seleção de variantes virais resistentes no compartimento genital foi sustentada pela 

absorção dos antirretrovirais e pela compartimentalização da replicação do HIV no trato 

genital feminino.  

Em um estudo realizado na França em 2000, Vergne e colaboradores analisaram 

o gene da polimerase de 142 indivíduos virgens de tratamento, não encontrando 

nenhuma mutação primária de resistência às drogas antirretrovirais. No entanto, 

encontraram diversas mutações acessórias, principalmente no gene da protease, onde 

somente 5,6% das amostras não apresentaram mutações secundárias na protease. 

Na nossa coorte, no compartimento plasmático, foi evidenciada uma prevalência 

de 10,6% de resistência transmitida, com 5,6% de mutações de resistência aos NRTIs, 

2,0% aos NNRTIs e 3,0% de resistência aos IPs nas mulheres estudadas (Pilotto, 2011 

submetido à publicação).  

 Apesar de não ter sido evidenciada nenhuma mutação de resistência primária 

nas amostras de secreção genital (mesmo a que apresentou mutação primária no 

plasma) concordando com outros estudos (De Pasquale et al.,  2003), o alinhamento de 

nucleotídeos demonstrou diferenças de aminoácidos entre as seqüências do plasma e 

da secreção genital na visita de entrada na coorte (pré-TARV), anterior à introdução da 

terapia, indicando que estas mulheres já foram infectadas com variantes virais 
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polimórficas, corroborando com outros estudos em que não são demonstradas 

mutações, porém diferenças nos polimorfismos das seqüencia de dois compartimentos 

(Tirado et al.,  2004a ; Gantt et al.,  2010). No entanto, serão necessários estudos 

adicionais, comparando clones obtidos a partir de amostras de plasma e de secreção 

genital para verificar com mais detalhes a segregação de populações minoritárias 

distintas entre estes dois compartimentos. O desenvolvimento de variantes de 

HIV resistentes às drogas tem sido uma das principais preocupações que contribuem 

para a transmissão do vírus (Ghosn et al.,  2004, Gant et al.,  2010). 

Assim como no momento pré-TARV, nas amostras colhidas após a interrupção 

da terapia não foi evidenciada ocorrência de mutações principais. A árvore filogenética 

confirma o parentesco genético exato entre seis de 13 pares de variantes do HIV 

detectados em ambos os compartimentos, plasmático e genital neste momento. 

Entretanto, foram identificados alguns polimorfismos nas amostras de secreção genital 

que não estavam presentes antes da introdução de TARV. Estes dados são 

concordantes com outros estudos que observaram o surgimento de polimorfismos e 

algumas mutações secundárias após a interrupção da TARV, devido ao escape de 

polimorfismos e mutações de resistência na ausência de pressão seletiva exercida 

pelos antirretrovirais (Ghosn et al.,  2004). 

A possibilidade de compartimentalização do HIV pode ocorrer em decorrência de 

diferentes fatores tais como a imunidade da gestante, a diferença de absorção das 

drogas nos compartimentos e o “surgimento” das quasispecies virais. Mesmo sob 

supressão com esquemas TARV, pode ocorrer um escape viral, o que aumenta a 
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possibilidade de transmissão sexual e vertical do HIV mesmo em indivíduos em 

tratamento e com CV plasmática baixa. 
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 6 Conclusões 

 

Nosso estudo retrata alguns aspectos importantes na análise comparativa dos 

compartimentos plasmático e genital quanto à dinâmica de CV e a ocorrência de 

populações virais distintas. Com base nos resultados deste trabalho, podemos concluir 

que: 

 

1. A CV do HIV no plasma é um importante preditor da CV nas secreções 

genitais.Foi identificada uma correlação da CV genital com a CV no plasma. 

Entretanto, algumas mulheres apresentaram um perfil de CV distinto no plasma e 

na secreção genital, sugerindo que o compartimento genital pode funcionar como 

um reservatório para a replicação do HIV; 

2. A persistência de CV nas secreções genitais, em alguns casos, sugere que 

mulheres tratadas podem permanecer com CV do HIV detectável e elevada 

nesse compartimento, potencializando o risco de transmissão heterossexual e 

vertical, apesar de não haver viremia; 

3. A retirada da TARV leva a um incremento na CV genital, embora neste estudo 

esse incremento não tenha sido estatisticamente significativo devido ao baixo 

quantitativo de mulheres com amostras analisadas; 
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4. Não se observou diferença significativa entre as cargas virais detectadas nas 

secreções genitais nos momentos pré e pós-TARV; 

5. O compartimento genital pode funcionar não somente para a replicação viral, 

mas também como um compartimento  para a evolução e diferenciação do vírus. 
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