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RESUMO
Com o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) em 1981, observou-
se tanto em paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento um aumento do numero de
casos notificados de Tuberculose, principalmente em individuos infectados pelo HIV. Como
agravante nos casos de co-infecgéo, existe a resisténcia aos anti-retrovirais, e uma das principais
razdes € a grande variabilidade genética do HIV. A genotipagem do HIV tornou-se uma ferramenta
essencial para orientar e maximizar os beneficios do tratamento anti-retroviral dos pacientes HIV
positivos. Neste estudo, pretendeu-se avaliar em um periodo de 6 meses os perfis imunologico e
viral associados a freqiiéncia de mutagdes no gene “pol” do HIV-1 em pacientes co-infectados HIV-
Tuberculose. A casuistica compreendeu 33 individuos de ambos 0s sexos e faixa etaria entre 12 e
63 anos. Quatro grupos foram estudados: Grupo A (n=19) HIV tratando com anti-retroviral; e co-
infectados: Grupo B (n=7) tratando com anti-retroviral; Grupo C (n=4) tratando com tuberculostatico
e Grupo D (n=3) tratando com anti-retroviral e tuberculostatico. O perfil imunoldgico foi avaliado pela
determinagcdo quantitativa de fenétipos CD3/CD4 e CD3/CD8 de linfocitos do sangue periférico;
perfil viral foi determinado pela quantificacdo da viremia RNA-HIV-plasmatica; e os polimorfismos na
regido gendmica “pol” avaliado pelo sequenciamento de cDNA. No entanto, na avaliagdo das
contagens de Linfocitos T CD4/CD8 realizada para comparar os grupos foi notada uma tendéncia de
reducdo das medianas no grupo D, pacientes que realizam tratamento duplo. Os demais grupos
apresentaram um perfil imunolégico satisfatorio (CD4>400 células/pl) e a relagdo CD4/CD8 mantida
inferior a 1.0. Dentre esses, 0 grupo que melhor apresentou perfil imunolégico foi o constituido por
individuos co-infectados realizando tratamento somente com anti-retroviral, € quanto ao perfil viral,
todos os grupos apresentaram baixa viremia plasmatica (mediana < 25000 cépias/ml), e sendo
encontrada dosagens sempre abaixo dos limites detectaveis nos grupos co-infectados tratando
somente com anti-retroviral e tratamento duplo. Pelo sequenciamento foi observado a presenca de
um maior numero de polimorfismos no grupo somente com HIV (n&o co-infectados): 19% para TR
(Transcriptase reversa) e 24% para PT (Protease). Na sequéncia predita da Transcriptase reversa,
as substituicdes de aminoacidos mais encontradas foram nas posi¢des R211K e 1235T (>7%); e 13
relacionadas a resisténcia, sendo as mais frequentes: M41L/D, E44A/D, D67N, M184V, L210W e
T215T (paciente: 28,6%). Na sequéncia predita da Protease, as posi¢des mais freqiientes foram
N37D/C/S e L63T/AIP (>12%), e a posigao L10V, como supostamente relacionada a resisténcia. No
entanto, no grupo dos pacientes co-infectados foram encontradas 15% para TR e 18% para PT,
sendo as substituigdes de aminoacidos mais freqientes na posigao: 1202V, R211K e F214L (8%)
para a regido da RT, e 115V (12%) para a PT, e também a posi¢do L10LV (pacientes: 50%). Entre
as comparagdes realizadas para ambos os grupos analisados foram observados a presenca de
posicdes comuns, sendo as mais freqlentes para a regido da RT: 211, e para a PT: 15 e 37.



XV
Embora com numero reduzido de pacientes, conclui-se que a co-infecgdo parece influenciar o
numero de Linfocitos T CD4 e manter sob equilibrio o perfil viral, além de delimitar a frequiéncia do

numero de polimorfismos influenciando na selegéo de populagdes virais.
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ABSTRACT

With the outbreak of the Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) in 1981, it was
observed both in developed countries and in developing countries an increase in the number of
known cases of Tuberculosis, mainly in HIV infected individuals. As an aggravation in the co-
infection cases there is the anti-retroviral resistance, and one of the main reasons is the HIV great
genetic variability. The HIV genotyping became an essential tool to guide and maximize the benefits
of the anti-retroviral treatment of positive HIV patients. In this study, it was intended to evaluate in a
period of 6 months the immunology and viral profiles associated with the frequency of mutations in
the HIV-1 “pol” gene in HIV-Tuberculosis co-infected patients. The study involved 33 individuals of
both the sexes and ages between 12 and 63 years. Four groups were studied: Group A (n=19) HIV
only under treatment with anti-retroviral drugs; and co-infected: Group B (n=7) under treatment with
anti-retroviral drugs; Group C (n=4) under treatment with tuberculostatic drugs and Group D (n=3)
under treatment with anti-retroviral and tuberculostatic drugs. The immunology profile was evaluated
by quantitative determination of phenotype CD3/CD4 and CD3/CD8 of peripheral blood lymphocytes;
viral profile was determined by quantification of the RNA-HIV-plasmatic viremia; and the
polymorphisms in the “pol” genomic region were evaluated by sequencing of cDNA. The results were
evaluated by non parametric “t” test and ANOVA and the demonstrated median showed that there
was not significant difference (p>0,05) among the parameters of CD4/CD8 and viral load in the
different studied groups. However, in the Lymphocyte counting evaluation the T CD4/CD8 carried out
to compare the groups it was noticed a median reduction trend in group D, patients under double
treatment. The other groups presented a satisfactory immunology profile (CD4>400 cells/ul) and the
relation CD4/CD8 was kept below 1.0. Amongst these, the group that presented better immunology
profile was the constituted by co-infected individuals only under treatment with anti-retroviral, and
regarding the viral profile, all the groups presented low plasmatic viremia (median < 25000
copies/ml), and being found concentrations always below the detectable limits in the co-infected
groups only treated with anti-retroviral and double treatment. By analyzing the sequencing it was
observed the presence of a larger number of polymorphisms in the group only with HIV (not co-
infected): 19% for TR (reverse Transcriptase) and 24% for PT (Protease). In the predicted sequence
of the reverse Transcriptase, the amino acid substitutions mostly found were in positions R211K and
1235T (>7%); and 13 related to the resistance, being the most frequent: M41L/D, E44A/D, D67N,
M184V, L210W and T215T (patient: 28.6%). In the predicted sequence of the Protease, the most
frequent positions were N37D/C/S and L63T/A/P (>12%), and position L10V, as supposedly related
to the resistance. However, in the group of co-infected patients it was found 15% for TR and 18% for
PT, being the amino acid substitutions most frequent in the positions of RT: 1202V, R211K and
F214L (8%) and for PT: 115V (12%), and also position L10LV (patients: 50%). Among the



XVII
comparisons carried out for both the analyzed groups it was observed the presence of common
positions, being the most frequent for the region RT: 211, and for PT: 15 and 37. Although with
reduced number of patients, we concluded that the co-infection seems to influence the number of
Lymphocytes T CD4 and keep the viral profile balanced, besides delimiting the frequency of the

number of polymorphisms influencing the selection of viral populations.
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1.INTRODUGAO

A identificacdo, em 1981, da sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
habitualmente conhecida como AIDS, tornou-se um marco na histéria humana. A
epidemia da infeccédo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da AIDS
representa um fenbmeno global, dinAmico e instavel, cuja forma de ocorréncia
nas diferentes regidbes do mundo depende, entre outros determinantes, do
comportamento humano individual e coletivo. A AIDS destaca-se entre as
enfermidades infecciosas emergentes pela grande magnitude e extensdao dos
danos causados as populagbes e, desde a sua origem, cada uma de suas
caracteristicas e repercussdes tem sido exaustivamente discutida pela
comunidade cientifica e pela sociedade em geral. A epidemia de AIDS mostra-se
bastante complexa e configura-se como verdadeiro mosaico de subepidemias
regionais (BRITO, A. M.; et. al. 2000). Mundialmente, a AIDS causou a morte de
mais de 3 milhdes de pessoas até 2003, e ha uma estimativa de que 5 milhdes de
pessoas adquiram o virus HIV, elevando para 40 milhdes o numero de pessoas
que vivem com esse virus em todo o mundo. Na Africa subsaariana, a regido mais
severamente acometida em todo o mundo, foram relatados mais de 3 milhdes de
novas infeccdes e, aproximadamente, 2,3 milhdes de mortes causadas pela AIDS.
Ha uma estimativa de que em todos os dias do ano de 2003, 14 mil pessoas no

mundo foram infectadas pelo HIV (UNAIDS/WHO, 2003).

Desde o inicio da década de 80, até setembro de 2003, o Ministério da
Saude notificou 277.154 casos de AIDS no Brasil. Desse total, 197.340 foram
verificados em homens e 79.814 em mulheres. No ano de 2003, foram notificados
5.762 novos casos da epidemia e, desses, 3.693 foram verificados em homens e

2.069 em mulheres, mostrando que, atualmente, a epidemia cresce mais entre as
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mulheres. Outro dado ndo menos preocupante € a crescente incidéncia da AIDS
em relacao a faixa etaria de 13 a 19 anos em adolescentes do sexo feminino. Tal
fato é explicado pelo inicio precoce da atividade sexual em relagdo aos
adolescentes do sexo masculino, normalmente com homens com maior
experiéncia sexual e mais expostos aos riscos de contaminagao por Doenca
Sexualmente Transmissiveis e pela AIDS. Quanto as principais categorias de
transmissao, entre os homens as relagdes sexuais respondem por 58% dos
casos, com maior prevaléncia nas relagdes heterossexuais, que € de 24%
(DST/AIDS, 2003). Ao se analisar dados mais recentes de AIDS no Brasil, deve-
se levar em consideracdo a possibilidade de atrasos nas notificacdes, sobretudo
nos anos de 2004, 2005 e 2006. Dos 433.067 casos notificados de AIDS até
junho de 2006 (63% a mais que em 2003), 269.910 casos (62,3%) se concentram
na regido Sudeste, 77.639 casos (17,9%) na regiao Sul, 47.751 casos (11%) no
Nordeste, 24.086 casos (5,6%) no Centro-Oeste e 13.681 casos (3,2%) no Norte.
As maiores taxas de incidéncia ainda se concentram na regido Sul, porém com
uma provavel desaceleragdo do crescimento nos anos mais recentes. A regiao
Sudeste se mantém num processo de estabilizacdo. Do total de casos notificados
67,2% foram do sexo masculino (290.917 casos) e 32,8% do feminino (142.138
casos). A razédo de sexos vem diminuindo sistematicamente, passando de 15,1
homens por mulher em 1986, para 1,5 homens por mulher em 2005. O maior
numero de casos encontra-se na faixa etaria dos 20 aos 49 anos, representando
85,9% dos casos masculinos e 81,5% dos casos femininos. As taxas de
incidéncia mostram que manteve-se a redug¢ao entre os casos masculinos de 13 a
34 anos, ja que as maiores taxas foram observadas em 1997 e 1998, e havendo
um ligeiro crescimento entre os casos femininos. Nos individuos acima dos 35

anos, as taxas de incidéncia continuam crescendo, bem mais evidente entre as
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mulheres de 40 a 49 anos, passando de 17,9 por 100.000 habitantes em 1998

para 27,9 por 100.000 habitantes em 2003. (BOLETIM EPIDEMIOLOGICOAIDS E

DST, 2006).

O HIV-1 foi isolado em 1983 de pacientes com AIDS pelos pesquisadores
Luc Montaigner, na Franca e Robert Gallo, nos EUA, recebendo os nomes de
LAV (Lymphadenopathy Associated Virus ou Virus Associado a Linfadenopatia) e
HTLV-Ill (Human T-Lymphotrophic Virus ou Virus T-Linfotrépico Humano tipo Ill)
respectivamente em ambos paises. Em 1986 foi identificado um segundo agente
etiolégico, também retrovirus, com caracteristicas semelhantes ao HIV-1,
denominado HIV-2. Porém, nesse mesmo ano um comité internacional
recomendou o termo HIV (Human Immunodeficiency Virus ou Virus da
Imunodeficiéncia Humana) para denomina-lo, reconhecendo-o como capaz de

infectar seres humanos (COFFIN et. al.; 1986).

O HIV-1 é o tipo mais virulento e o principal responsavel pela pandemia da
AIDS, ao passo que o HIV-2 seja aparentemente menos patogénico e encontrado
quase que exclusivamente no Oeste da Africa. (GRANT & CHOC, 2001). O HIV-1
apresenta uma enorme variabilidade genética, resultado de sua elevada taxa de
mutagdo, responsavel por originar inumeras variantes ou subtipos. Essas
variantes sao diferenciadas através de analises que envolvem estudos das
sequéncias genéticas, principalmente de regides que correspondam aos genes
gag, pol e env. Assim, é possivel subdividir o HIV-1 em trés grupos: M (main ou
major), O (outlier) e N (nem M, nem O). O grupo M engloba a maioria dos virus
HIV-1, com diversos subtipos associados (A1, A2, B,C, D, F1, F2, G, H, Je K) e

formas recombinantes circulantes (CRFs) (ROBERTSON, et al, 2000).

Os retrovirus, pertencentes a familia Retroviridae e subfamilia Lentivirinae,

sdo virus de RNA que através da enzima DNA-polimerase RNA-dependente
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(transcriptase reversa — RT) sdo capazes de copiar seu genoma de RNA em uma
dupla fita de DNA e integrar-se ao genoma da célula hospedeira. O HIV é um
virus de aproximadamente 100 nm de didametro, envelopado, apresentando em
sua superficie uma membrana lipidica oriunda da membrana da célula
hospedeira, duas glicoproteinas (gp 41 e gp 120), uma matriz proteica, formada
pela proteina p17 e o capsideo viral de forma cénica composto pela proteina p24.
Dentro do capsideo viral encontram-se o tRNA e as enzimas necessarias para os

primeiros eventos da replicagao viral.

FIGURA 1 — Estrutura do HIV-1.

O inicio da infeccao ocorre mediante a ligacdo da particula viral, através
das glicoproteinas de superficie gp41 e gp120 a receptores especificos na célula
alvo. O principal co-receptor para o HIV-1 é o CD4, uma imunoglobulina (Ig)
expressa na superficie de células T e macréfagos primarios. No entanto, somente
a interagao gp120-CD4 néo seria suficiente para promover a entrada do virus na

célula alvo, necessitando de receptores essenciais (quimiocinas) para 0 seu
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reconhecimento. Para as duas maiores classes do HIV-1, as que apresentam
tropismo por células T (T-tropicos) e as que apresentam tropismo por macrofagos
(M-trépicos), diferem quanto a esses receptores envolvidos no reconhecimento
viral, de modo que os virus M-trépicos, que ndao possuem capacidade de formar
sincicios, utilizam-se dos receptores CCR5 para a integracdo com a célula,
enquanto que os T-trépicos, formadores de sincicios, necessitam dos receptores
CXCR4 (PECANHA, E. P. et. al.; 2002).

A proteina gp120, apds ligagdo @ membrana celular, dissocia-se da gp 41,
que passa por modificacbes conformacionais que promovem a fusao virus-célula,
permitindo a entrada do capsideo viral na célula (LU, M. & KIM, P. S.; 1997). Apds
a fusdo, o capsideo viral rompe-se no citoplasma liberando o RNA gendmico e
enzimas virais, necessarias para a etapa da transcricdo reversa. A transcriptase
reversa (RT) promove a sintese de uma copia de DNA de fita dupla, catalisando
as reagdes de polimerizacao de DNA dependente de RNA e dependente de DNA,
além de clivar a porgdo de RNA do hibrido RNA-DNA durante o processo. Um
complexo nucleoproteico € transportado para o nucleo da célula hospedeira em
um processo mediado pela vpr, onde através da acdo de uma enzima
denominada integrase, resultara numa integracéo estavel do cDNA do genoma
viral no DNA cromossémico (pro-virus) (KATZ, R. A. & SKALKA, A. M., 1994).

Uma vez que o pré-virus esteja integrado no DNA hospedeiro, proteinas
celulares e virais controlam a expressao génica do HIV. Os RNAs virais
transcritos sdo expressos a partir do promotor localizado 5 LTR e a proteina
acessoria Tat aumenta a velocidade de transcricdo. O conjunto de RNAs
trasncritos sdo transportados para o citoplasma, onde serdo traduzidos e
constituirdo novas particulas virais em um processo regulado pela Rev. Os virions

sao montados préximo a membrana celular na forma de particulas imaturas
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composta de um envelope glicoproteico, RNA gendmico e poliproteinas virais.
Apds ou durante o “brotamento” as particulas virais passam por uma modificagao
morfolégica conhecida como “maturacdo”, que consiste na clivagem das
poliproteinas gag e gag-pol pela protease viral, produzindo enzimas e proteinas
estruturais do capsideo. O processamento das poliproteinas nos virions completa
o ciclo replicativo do HIV, de forma que os virions maduros tornam-se capazes de
infectar um linfécito adjacente (VAISHNAV, Y. N. & WONG-STAAL, 1991)
(PUGLISI, J. D. et. al.; 1992) (HOPE, T. J.; 1997) (GONDA, M. A. et. al.; 1985)

(KAPLAN, A. H. et. al.; 1994).

FIGURA 2- Esquema llustrativo do Ciclo Viral do HIV-1.

O genoma do HIV-1 é constituido de nove genes e duas regides LTR (Long

Terminal Repeats), onde estao presentes elementos de controle para integragéo,
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transcricdo e poliadenilagdo dos RNA mensageiros. Os genes podem ser
divididos em dois grupos: os que codificam proteinas nao-estruturais (tat, nef, rev,
vif, vpu, vpr), e os que codificam proteinas estruturais (gag, pol, env).

O gene gag codifica a matriz proteica (MA ou p17), o capsideo viral (CA ou
p24) e as proteinas nucleares (NC ou p6 e p7). O gene pol (polimerase) codifica
as enzimas transcriptase reversa (RT ou p51/p66) que também possui a atividade
de Rnase H, a protease (PR ou p10) e a integrase (IN ou p32). O gene env
(envelope) codifica uma proteina inicial de 160 Kd que é clivada, dando origem a
proteina de transmembrana (TM ou gp41) e a proteina de superficie (SU ou
gp120).

Os genes néo-estruturais podem ser subdivididos em regulatérios (tat e
rev) que sao necessarios para replicagao viral in vitro, e os genes acessorios (vif,

vpu, vpr e nef) ndo sendo essenciais.

FIGURA 3 — Estrutura gendmica do HIV-1 (WIGG, 2002 — adaptado de Levy, JA.

HIV and the pathogenesis of AIDS, 1994).

1.1 ASPECTOS DA CO-INFECGAO HIV-M. tuberculosis

Por debilitar o sistema imune do hospedeiro, o HIV confere ao individuo

infectado maior vulnerabilidade as infecgbes oportunistas. Nesse aspecto, pode-
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se dizer que a tuberculose e o HIV estdo intimamente relacionados desde a
emergéncia da AIDS, uma vez que a infecgao por este virus contribuiu para um
aumento significante na incidéncia da tuberculose (AIDSCAP, 1996;
RAVIGLIONE, M. C., et. al. 1992). Com o uso disseminado da terapia anti-
retroviral combinada potente, a tuberculose sofreu profundas transformacdes,
com mudangas na ocorréncia e no prognostico das complicagées oportunistas
mais comuns (Il Consenso Brasileiro de Tuberculose /Diretrizes Brasileiras para
Tuberculose, 2004). Por produzir um declinio progressivo na imunidade mediada
por células, o HIV altera a patogénese da tuberculose, aumentando o risco de
desenvolvimento da doenca em pacientes co-infectados, levando freqientemente
ao comprometimento extrapulmonar e as manifestagdes radiograficas atipicas
(AIDSCAP, 1996). Apesar das infec¢des pelo HIV e Mycobacterium tuberculosis
serem tratadas e até prevenidas, suas incidéncias tém aumentado nos paises em
desenvolvimento, nos quais a infec¢ao pelo HIV e a tuberculose sao endémicas e
os recursos limitados. Mundialmente, a tuberculose € a infecgdo mais comum
entre pacientes soro-positivos para o HIV, e a causa de morte mais frequente
entre os pacientes com AIDS (RAVIGLIONE, M. D.; et. al., 1995). A infecgéo pelo
M. tuberculosis pode ocorrer quando um individuo inala particulas contendo esses
bacilos, que ao atingirem os alvéolos pulmonares podem ser fagocitados pelos
macrofagos alveolares. Nos casos em que os bacilos sobrevivem a acgao
fagocitica, estes podem se disseminar, por via hematogénica, para outras areas
do corpo (EDWARDS & KIRKPATRICK, 1986). Em individuos soro-positivos para
o HIV ha um maior risco para o rapido desenvolvimento da infec¢gdo, uma vez que
o virus interfere na habilidade do hospedeiro em conter a infec¢cdo pelo M.

tuberculosis (MELTZER, M. S.; 1990).
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O individuo infectado pelo HIV (HIV+) é 25 vezes mais susceptivel a
tuberculose em relagdo aos néao infectados (HIV-) (KERR-PONTES, L. R. S. et.
al., 1997) e o risco de morte em pacientes co-infectados pelo HIV e pelo M.
tuberculosis é duas vezes maior que em pacientes HIV+ sem TB (LAGRANGE, P.
H. et. al, 2000). Em individuos nao infectados pelo HIV, o risco de desenvolver TB
ativa é de 5 a 10% durante toda a vida, contra 10% ao ano entre is infectados
(OSTROFF, S. M. & LEDUC, J. W., 2000).

A infeccao pelo HIV pode ter um efeito indireto na incidéncia da tuberculose
pelo aumento da transmissao do Mycobacterium tuberculosis, com consequéncias
negativas para ambas as pessoas infectadas HIV-positivas e HIV-negativas
(SONENBERG, P. et. al., 2004; ODHIAMBO, J. A. et. al., 1999).

Com o advento da terapia anti-retroviral potente, as manifestacdes clinicas
decorrentes da infeccado pelo HIV-1 tornaram-se menos frequentes e houve uma
melhora substancial do prognéstico e da qualidade de vida dos individuos que
vivem com o virus. No entanto, a resisténcia viral, a toxicidade das drogas e a
necessidade de elevada adesao ao tratamento permanecem como importantes
barreiras ao sucesso prolongado da terapia. O principal objetivo da terapia anti-
retroviral &, através da inibicdo da replicagdo viral, retardar a progressao da
imunodeficiéncia e restaurar, tanto quanto possivel, a imunidade, aumentando o
tempo e a qualidade de vida da pessoa que vive com HIV ou AIDS.

A terapia anti-retroviral ndo trata-se de uma emergéncia, ndo devendo ser
iniciada antes que as devidas avaliagdes clinicas e laboratoriais sejam realizadas
para determinar o grau de imunodeficiéncia existente e o risco de progressao. O
inicio € recomendado para pacientes com manifestacdes clinicas associadas ao
HIV, independentemente da contagem de linfécitos T CD4+ e da carga viral

plasmatica, e para aqueles com contagem de linfécitos T CD4+ abaixo de 200/
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mm?, independentemente da presenca de sintomas ou da magnitude da carga
viral (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Atualmente, dezesseis drogas anti-retrovirais sao aprovadas para o
tratamento da infecgcao pelo HIV tipo 1. sete sdo inibidores da transcriptase
reversa nucleosidicos (ITRN), seis sao inibidores de protease (Pls), e trés sao
inibidores da transcriptase reversa nao nucleosidicos (ITRNN). Os ITRNs
comportam-se como substratos alternativos da enzima transcriptase reversa,
competindo com os nucleosideos fisiolégicos. A incorporagdo de analogos
nucleosidicos modificados aborta a sintese de DNA viral, pela interrupcao das
ligacoes fosfodiésteres durante o crescimento da cadeia de DNA (5—3’). Os
analogos nucleosidicos convertem-se em metabdlitos ativos apds a endocitose,
quando sao fosforilados a trifosfatos (DE MENDOZA, C. et. al., 2002). Ao
contrario dos ITRNs, os ITRNNs, atuam sobre a transcriptase reversa, de forma
nao competitiva, ligando-se nas proximidades do sitio ativo e, assim, interferindo

com a agao polimerizadora da transcriptase (DE MENDOZA, C. et. al., 2002).

A transcriptase reversa apresenta um dominio catalitico, denominado
dominio “palma”, que apresenta dois sitios de ligacdo que podem ser
considerados alvos para intervengdo quimioterapica, sendo o sitio de ligagado do
substrato, local de atuac&o dos inibidores de RT nucleosideos (ITRN) e um sitio
de ligagéo alostérico, onde atuam os inibidores de RT n&o nucleosideos (ITRNN)
(DE CLERCAQ, E., 1998). Consistem em um heterodimero composto por 2
subunidades — p66 e p51, de forma que esta € composta pelos primeiros 450
aminoacidos do gene RT, e a p66, por sua vez, compbéem todos os 560

aminoacidos codificados pelo mesmo gene.

A protease do HIV, uma aspartato-protease, desempenha sua atividade

enzimatica sobre o substrato poliprotéico viral gag-pol transformando-o em
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subunidades funcionais. A inibicdo desta protease previne a fragmentacgao
proteolitica e a maturagdo das particulas virais (virions). O conhecimento da
estrutura molecular desta protease possibilitou o desenho do seu primeiro inibidor,

no inicio dos anos 90 (DEEKS, S.G. et. al., 1997).

FIGURA 4 — Locais de acao dos anti-retrovirais no virus HIV-1.

Em individuos infectados pelo HIV, mas virgem de tratamento anti-
retroviral, a combinagdo de trés ou mais drogas de classes diferentes pode
prolongar a supressdo viral e proporcionar a reconstituicdo imunoldgica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Além da terapia anti-retroviral, quimioprofilaxia para infecgdes oportunistas,
como pneumocistose e toxoplasmose, deve ser indicada sempre que a contagem
de linfocitos T CD4+ estiver préxima ou inferior a 200/mm?® ou quando houver
condigdo clinica sugestiva de imunodeficiéncia associada ao HIV.

A terapia inicial sempre deve incluir 3 drogas: dois inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN) associados a um inibidor

da transcriptase reversa nao-analogo de nucleosideo (ITRNN) ou a um inibidor da
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protease (IP). Esquemas duplos, apenas com dois ITRN, s&o contra-indicados. A
associagao zidovudina/lamivudina (AZT/3TC) foi considerada a dupla de analogos
de nucleosideos de primeira escolha para compor o esquema triplo inicial. Nos
casos de intolerancia ao AZT, os ITRN abacavir (ABC), didanosina (ddl) ou
tenofovir (TDF) passaram a ser as alternativas para substituicido desse anti-
retrovirais, sempre combinados com a lamivudina. A estavudina (d4T) passou a
ser a ultima opcgao para substituir o AZT, devido ao acumulo de dados cientificos
e clinicos confirmando a forte associagao entre o uso de d4T e o desenvolvimento
de lipoatrofia e dislipidemia. Quanto aos ITRNN, exceto em gestantes, o efavirenz
(EFZ) é considerado preferencial a nevirapina (NVP) devido a elevada poténcia,
comprovada eficacia em longo prazo e ao menor risco de efeitos adversos sérios.
Dentre os IP, o atazanavir (ATV) e o lopinavir (LPV) potencializados com ritonavir
(ATVIr e LPVIr) foram considerados como opgdes preferenciais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

A avaliagao da resposta ao tratamento tem como paradmetros a reducéo da
carga viral e o aumento do numero de linfécitos T CD4+. Embora um dos
principais objetivos da terapia seja a obtengdo de carga viral indetectavel dentro
de um periodo de seis meses, deve-se considerar como resultado positivo uma
grande redugao nos seus valores (maior que 1 log u 90% da carga viral inicial nas
primeiras quatro a seis semanas: ou maior que 2 log ou 99%, apos 12 a 16
semanas).

O constante desenvolvimento de resisténcia aos farmacos anti-retrovirais
(SHAFER, R. W., 2002) é a principal razdo da faléncia terapéutica no tratamento
da infecgéo pelo HIV-1. A resisténcia viral baseia-se normalmente na analise das
regides da protease e transcriptase reversa, que podem conferir resisténcia a

componentes especificos (PEDUZZI, C. et. al., 2002). Na existéncia de
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resisténcia as varias classes de anti-retrovirais, os regimes terapéuticos
alternativos tornam-se limitados. O rapido desenvolvimento de variantes
resistentes é devido a grande variabilidade genética do HIV num individuo
infectado — aproximadamente 10 milhdes de novas particulas s&o produzidas e
liberadas das células infectadas, todos os dias, havendo uma alta taxa de erros
de transcri¢gdo da transcriptase reversa (RT) do HIV e a auséncia de mecanismos
eficientes de reparo durante os estagios de replicagdo do genoma viral (MANSKY,
L. M.; 1998). Isto leva a producdo de novas variantes virais (quasispécies)
(SHAFER, R. W.; 2002).

A resisténcia aos IPs normalmente desenvolve-se lentamente, sendo
resultante do acumulo de mutagdes. Para os IPs, é feita uma distincdo entre as
mutacdes, considerando-as como maiores € menores. As mutagdes maiores,
localizadas dentro do sitio ativo da enzima, reduzem a capacidade de ligagao dos
inibidores usualmente conferindo resisténcias as drogas e aumentando sua
susceptibilidade, enquanto que as mutacbes menores, ao contrario, apenas
determinam uma reducgao da atividade enzimatica, podendo melhorar o fitness
viral (SHAFER, R. W.; 2002) (ROSINA, M. et. al.; 2000) (WILSON, J. W. et. al;
2000) (ALEMAN, S. et. al.; 2002) (HIRSCH, M. S. et. al.; 1998) (ARENS, M
2001) (HIRSCH, M. S. et. al.; 2000). As mutagdes menores localizam-se fora do
sitio ativo da enzima e, normalmente, ocorrem apds uma mutagdo maior,

resultando em resisténcia clinica (DEEKS, S. G. et. al., 1997).

As mutacdes referentes a regido da transcriptase reversa normalmente sao
identificadas nas duas classes: inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (ITRN) e inibidores da transcripase reversa nao analogos de
nucleosideos (ITRNN). Muitos ITRN podem ter sua atividade reduzida devido a

uma mutagdo pontual no gene da transcriptase reversa ou um numero de
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mutagdes na transcriptase reversa pode conferir uma resisténcia significante a
outros ITRN. Para os ITRNN, a resisténcia pode ser conferida por simples
mutagdes pontuais na regido da transcriptase reversa (CERQUEIRA, D. M. et. al,;
2004). As chamadas mutagbes de ponto ou pontuais, envolvem modificagdo em
um unico par de bases do DNA transcrito a partir do RNA genbmico viral,
podendo essa alteracdo ser uma substituicdo, uma insercdo ou, menos comum,
uma delecdo. As substituicbes sao o tipo mais comuns de mutacao,
denominando-se transicdo quando ha a substituicdo de uma purina por outra
purina ou de uma pirimidina por outra pirimidina, e transversdo quando uma
purina é substituida por uma pirimidina e vice-versa. A resisténcia as drogas anti-
retrovirais depende da facilidade para a aquisicdo de uma mutagcdo ou de um
grupo de mutagdes, e do efeito dessas mutagdes de resisténcia na

susceptibilidade da droga.

Na tuberculose, a rifampicina € atualmente considerada como uma das
principais drogas para o tratamento, sendo que os esquemas que a utilizam
adequadamente apresentam taxa de sucesso terapéutico da ordem de 90% a
95%. O uso concomitante da rifampicina (RMP) com a maioria dos IP e/ ou
ITRNN promove importante interacdo farmacologica no sistema microssomal
hepatico, podendo provocar redugao significativa dos niveis séricos desses anti-
retrovirais e, consequentemente, aumentando o risco de desenvolvimento da
resisténcia do HIV ao esquema anti-retroviral em uso e de toxicidade hepatica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O uso de esquemas alternativos para o
tratamento da tuberculose sem rifampicina, apesar de eficaz, sob o ponto de vista
bacteriologico, tem se mostrado com efetividade terapéutica global reduzida; pela
maior complexidade do esquema, maior dificuldade de adesdo ao uso de

medicacado injetavel (estreptomicina) e pelo tempo mais prolongado de
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tratamento. Em ambas as situagbes expostas pode existir prejuizo para o
paciente co-infectado, tanto pela nao utilizagdo de IP e/ou ITRNN no esquema
anti-retroviral, como pela n&o inclusao da rifampicina no esquema antituberculose

(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2000).

Estudos farmacocinéticos sugerem que a RMP pode ser utilizada
concomitantemente com alguns anti-retrovirais em pacientes co-infectados HIV-
Tuberculose, desde que os mesmos sejam tratados com esquemas que
contenham efavirenz (ITRNN) ou ritonavir (IP) associado ao saquinavir (IP), sem
necessidade de ajuste nas dosagens habituais (VELDKAMP, A. I. et. al.; 1999).
Recomenda-se que o uso dessas associacdes, em pacientes co-infectados HIV-
Tuberculose, seja feito de forma criteriosa, com a orientagado e/ou supervisao de
profissional médico com experiéncia no tratamento de ambas as doencas e com
cuidadoso acompanhamento clinico-laboratorial. Neste caso, deve-se ter especial
atencdo para a possibilidade de falha no tratamento da tuberculose, falha no
tratamento anti-retroviral, reagdes paradoxais da tuberculose e efeitos colaterais
e/ou toxicos, especificos ou sinérgicos, causados pela associagdo das drogas
anti-retrovirais e tuberculostaticas utilizadas nessa situagao (TUSET, M. et. al,;
2000).

Apesar de ser considerada uma doenca freqUentemente resultante de
reativagdo endogena, a ocorréncia da tuberculose com padrao clinico-radiolégico
(acometimento apical) n&o caracteriza necessariamente comprometimento
significativo da imunidade ou falha da terapia anti-retroviral. O uso de esquema
anti-retroviral ndo compativel com RMP podera sofrer modificacbes para
possibilitar o tratamento da tuberculose e da infeccao pelo HIV com esquemas
potentes, ndo evidenciando, dessa forma, a mudanca, uma falha terapéutica ao

esquema anti-retroviral anteriormente em uso, e sim uma adequagao deste ultimo
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ao esquema anti-tuberculose. A adesdo adequada aos esquemas
tuberculostaticos e anti-retrovirais, tomados de forma concomitante, € um grande
desafio para o paciente, devido a elevada quantidade de comprimidos/capsulas a
serem ingeridos diariamente, e a ocorréncia de efeitos colaterais, particularmente

nas primeiras semanas do tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

2.JUSTIFICATIVA

Com base na dificuldade do tratamento das infeccbes causadas pelo HIV e
na associagao das co-infecgdes relacionadas, pretendeu-se analisar num periodo
de tempo os parametros imunolégicos e virais envolvidos na co-infecgdo. E
paralelo a esses dados, a analise genotipica dos grupos envolvidos.

Devido a essa associacao nos tratamentos com as co-infecgdes, houve um
crescente aumento no numero de estudos sobre resisténcia aos anti-retrovirais
(DE GRUTOLLA, V. et. al.; 2000) (DEMETER, L. et. al.; 2001) (HANNA, G. J. et.
al.; 2001).

O perfil genotipico dos pacientes envolvidos foi analisado através do teste
de genotipagem, que segundo estudos, mostram que conferiram melhor resposta
ao tratamento e controle da infeccdo aos pacientes submetidos a esse tratamento
(BAXTER, J. D. et. al.; 2000) (CINGOLANI, A. et. al.; 2002) (COHEN, C. J. et. al.;
2002) (DURANT, J. et. al.; 1999).

O teste de genotipagem é o método mais comumente utilizado para a
deteccao de resisténcia em isolados de HIV e o que tem aplicagdes mais simples
através do sequenciamento de genes dos virus isolados de amostras clinicas..
Sao também vantajosos por poderem identificar mutagdes transitérias que podem

nao causar resisténcia a droga, mas que indicam a presenga de pressao seletiva
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da droga (BAXTER, J. D. et. al.; 2000) (CINGOLANI, A. et. al.; 2002) (DURANT, J.

et. al.; 1999).

A resisténcia do virus ao medicamento tem sido o maior desafio em termos
de sucesso ao longo da terapia. De qualquer modo, a informagéo genotipica pode
orientar o redirecionamento da terapia anti-retroviral (RODRIGUES, R. et. al. ;
2005).

Os pacientes que receberam informacao sobre a existéncia de mutagoes
antes da terapéutica anti-retroviral e que alteraram o seu esquema de tratamento,
tiveram uma significativa diminuicdo na carga viral, quando comparados aos
pacientes cujo tratamento foi alterado sem conhecimento do perfil de resisténcia.

Em funcado da inexisténcia desses dados na regido e por se tratar de um
problema que atinge a populagdo mundial, os resultados desse estudo
possibilitardo uma maior compreensao sobre a problematica da resisténcia e da
falha terapéutica anti-retroviral, especialmente em pacientes co-infectados com

tuberculose.

3.0BJETIVO

O presente estudo tem por objetivo geral analisar de forma descritiva, as
alteragdes imunoldgica e viral de pacientes co-infectados HIV/Mycobacterium.
tuberculosis na regido, e também, uma avaliagéo pelo teste de genotipagem para
o HIV. Neste sentido serdo analisados: sob esquema terapéutico duplo (anti-
retroviral e tuberculostatico); esquema simples (anti-retroviral ou tuberculostatico),
bem como em pacientes submetidos, exclusivamente, ao tratamento anti-HIV, ou
seja, ndo co-infectados por M. tuberculosis. Assim, sera possivel acompanhar e

discutir, através dos perfis, a relagdo imunoldgica dos pacientes na co-infecgao, e
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a relagdo viral, inclusive analisando a indugdo de resisténcia e presenca de

mutacdes.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a quantificagao viral e imunologica dentre os pacientes, e entre os
grupos analisados;

o Verificar se ha diferencas entre os pacientes co-infectados HIV/TB e
pacientes HIV+, considerando os parametros de CD4 e Carga viral,

e Avaliar os perfis imunolégico e viral frente aos esquemas terapéuticos
adotados;

e Quanto ao perfil viral, avaliar através da genotipagem, a presenca de
mutacdes que possam estar associadas a resisténcia aos ARV, e verificar
se existem diferengas entre os grupos analisados;

e Avaliar a frequéncia das mutagdes da regido genémica da protease e da
transcriptase reversa do HIV — 1, associadas ao tratamento ARV,

e Verificar a frequiéncia de outros polimorfismos n&o associados a resisténcia

aos ARV.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 FORMAGAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

O grupo de estudo, a principio, deveria ser constituido somente por
pacientes internos do Hospital Nestor Goulart Reis — Américo Brasiliense/SP.
Devido as dificuldades posteriormente encontradas na constituicdo dos grupos,
que satisfizessem o critério de inclusdo, foi necessario buscarmos outra parceria

com o Servigo Especial de Saude de Araraquara — SESA da Faculdade de Saude
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Publica da USP, no sentido de preenchermos os requisitos minimos do protocolo

de pesquisa.

4.2 RECRUTAMENTO DOS PACIENTES

O convite para a participagdo neste projeto foi feito diretamente ao
paciente, onde lhe foi exposto o propdsito da pesquisa, bem como seus
beneficios e garantias, e, mediante seu aceite, o preenchimento do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.3 CARACTERIZAGCAO DOS GRUPOS

O grupo de estudo, bem como os critérios de inclusdao, consistiram em
pacientes soropositivos para HIV, apresentando ou nio tuberculose, de ambos os

sexos, e idades variadas.
Quatro grupos de estudo foram compostos:
Grupo A: pacientes HIV fazendo uso ou ndo de ARV;

Grupo B: pacientes co-infectados M.tuberculosis/HIV ou com histéria pregressa

de tuberculose, mas em tratamento apenas com ARV,
Grupo C: pacientes co-infectados sendo tratados apenas com tuberculostaticos;
Grupo D: pacientes co-infectados sendo tratados com ARV e tuberculostatico.

Cada paciente foi identificado dentro de seu grupo por numero, ou seja: A1,

B1, C1, D1 e assim, sucessivamente.

Foi realizado um acompanhamento clinico e laboratorial desses pacientes,

junto aos respectivos lugares, SESA, Hospital Nestor Goulart Reis e UNESP.
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4.4 ACOMPANHAMENTO LABORATORIAL
O acompanhamento dos pacientes foi realizado, inicialmente, através de

prontuarios e, no caso dos co-infectados, a baciloscopia para pesquisa de BAAR.

Todos os pacientes tiveram suas amostras de sangue avaliadas quanto da
carga viral do HIV no plasma, realizada através da técnica do bDNA, HIV-1 RNA
3.0 / Bayer e também pela determinacdo quantitativa de linfocitos
CD3+CD4+/CD8+, por citometria de fluxo, ambos realizados em nosso laboratério
(Laboratério de Imunologia Clinica e Biologia Molecular — Referéncia Regional em
DST/AIDS, participante das Redes de Laboratérios de CD4/CD8 e Carga Viral do
Programa Nacional DST/HIV/AIDS da Secretaria de Vigilancia em Saude do

Ministério da Saude.

A Genotipagem foi realizada em parceria com a Dra. Rosangela Rodrigues,
Pesquisadora e Coordenadora do Laboratério de Retrovirus do Instituto Adolfo

Lutz — Sao Paulo.

4.5. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico foram colhidas com anticoagulante EDTA
no proprio ambiente hospitalar e no Posto de Saude, e levadas ao Laboratério
Prof. Anténio Longo FCFAR — UNESP imediatamente apds a coleta, seguindo as

normas de biosseguranca.

A coleta foi realizada em 3 tubos de coleta & vacuo ® (5 ml), sendo um
dirigido a tipagem de linfécitos, outro dirigido a determinacdo da carga viral, e um

destinado a genotipagem.

A amostra dirigida a tipagem de linfocitos foi processada imediatamente,

utilizando-se o sangue total. As amostras destinadas a dosagem da carga viral
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foram conservadas no gelo, e processadas dentro de um intervalo de 3 horas, sob
condigcbes estéreis em fluxo laminar, devidamente esterilizado com hipoclorito a
0,5% deixando-se agir por 30 min, acrescido de 10 minutos de luz U.V., maneira

adotada pelo Ministério da Saude para Biologia Molecular.

A separagao do plasma foi realizada por meio de centrifugacdo a 1500 x g
durante 15 minutos e as amostras que foram armazenadas para genotipagem
também foram manipuladas nas mesmas circunstancias. Em ambas, utilizou-se 1
mL de plasma, armazenados em “eppendorf” esterilizados e identificados com as

letras para cada paciente (segundo o grupo), e mantidos em freezer a — 80°C.

Os protocolos para obtencdo do cDNA, bem como o PCR foram realizados
segundo as especificagdes adotadas no Instituto Adolfo Lutz/SP para a realizagéo

da técnica de sequenciamento.

A técnica utilizada para o sequenciamento foi realizada segundo as
especificacbes do ViroSeq HIV-1 Genotyping system (Celera Diagnostics,

Alameda, Calif.).

4.6 METODOLOGIA UTILIZADA

4.6.1 TIPAGEM DE LINFOCITOS T CD4/CD8

A tipagem linfocitaria seguiu os procedimentos padronizados para a
detecgcao dos fendtipos CD3/CD4 e CD3/CD8, através do método de Citometria
de Fluxo no sistema BD FACSCalibur (Becton-Dickinson Immunocytometry

Systems, Califérnia-USA).
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Para a realizacdo da técnica utilizou-se os seguintes fluorocromos: CD4 —
FITC (Isotiocianto de Fluoresceina), CD8 — PE (Ficoeritrina) e CD3 — PerCP

(Proteina clorofilada de peridinina).

4.6.1.1 AMOSTRAS

Para cada paciente utilizou-se um “trucount” tubo identificado com o nome
e 0 numero da amostra. Pipetou-se 20 uL do BD Tritest — CD4-FITC/ CD8-PE/
CD3-PerCP no tubo, seguido de 50 pL de sangue total do paciente,

homogeneizando-se e incubando por 15 minutos no escuro.

Decorrido esse tempo, pipetou-se 450 uL de Facslysing Solution 1/10,
homogeneizando-se e incubando-se por mais 15 minutos no escuro. A partir dai,

as amostras ja podiam ser lidas pelo aparelho.

4.6.1.2 VALORES DE REFERENCIA

Os valores referem-se a uma contagem absoluta de CD3+, apresentando
como valores normais de 690 a 2540 celulas/pL, CD3+CD4+ (410 a 1590

celulas/yL) e CD3+CD8+ (190 a 1140 celulas/uL).

4.6.2 DETERMINAGAO DA VIREMIA PLASMATICA — RNA-HIV

A quantificacao viral foi realizada segundo as especificacbes dos sistema
VERSANT @ Ensaio HIV-1 3.0 (bDNA) — Bayer, usando o System 340 b DNA

Analyser BAYER.

O procedimento baseou-se na preparagao do precipitado viral, a hibridagao

das sondas e na deteccdo da luminescéncia produzida. Para o manuseio das
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amostras foi necessario a utilizacdo de uma cabine de Seguranga Bioldgica

Classe Il.

4.6.2.1 PREPARAGAO DOS PRECIPITADOS

Foram adicionados 50 uL de solugao precipitante (particulas de poliestireno
inerte em solugdo tamponada com azida sodica < 0,1% e outros preservantes) em
cada tubo de 1,5 mL. As amostras apés serem descongeladas foram adicionadas
1 mL de plasma em cada tubo ja previamente identificado, e mantidos no gelo até

centrifugagédo. Centrifugou-se a 23500 x g por 1 hora entre 2 e 8 ° C.

Terminada a centrifugacdo, o rotor foi transferido para a cabine de
seguranca antes mesmo de aberto. O sobrenadante foi aspirado, deixando
aproximadamente 20 uL no tubo. Esse precipitado foi entdo congelado a — 80°C

por no minimo 30 minutos.

4.6.2.2 LISE DOS PRECIPITADOS

Para a lise dos precipitados, certificou-se de que a temperatura do banho
seco estivesse a 63 °C e o volume do reagente de trabalho de lise foi preparado

de acordo com o nimero de amostras.

Os precipitados foram descongelados a temperatura ambiente por 5
minutos. Foram adicionados 120 uL do reagente de trabalho de lise (solugao de
proteinase K com azida sédica < 0,1% e outros preservantes) em cada tubo,

agitando-se no vortex por 5 a 10 segundos.

Em seguida, os tubos foram colocados no banho seco a 63°C durante 2

horas.
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4.6.2.3 MONTAGEM DAS PLACAS
Colocou-se as tiras dos pogos de captura numa placa e foi criado uma

planilha de identificagcdo pela ordem na placa e nome do paciente.

4.6.2.4 HIBRIDIZAGAO DAS SONDAS DE CAPTURA E SONDAS

ALVO

Passado as 2 horas, os tubos foram retirados do calor seco e resfriados a
temperatura ambiente por 10 minutos. Transferiu-se 100 uL de cada tubo para o
respectivo micropogo na placa, seguindo o diagrama de identificagdo. As sondas
de captura e sondas alvos sdo oligonucleotideos sintéticos em solugéo

tamponada com azida sddica < 0,1%.

Com o lumindmetro preparado, colocou-se as placas na bandeja, vedou-se

com um bloco selante e a incubacgao foi de 16 a 18 horas (“overnight”).

4.6.2.5 HIBRIDIZAGAO DO PRE-AMPLIFICADOR E DA SONDA

AMPLIFICADORA

O instrumento lava e aspira os reagentes dos micropogos automaticamente
apds cada incubagao. Foram utilizadas solugbes de lavagem A e B para o
procedimento e baseavam-se em solugdes tamponadas contendo azida sodica
0,1%. O diluente do pré-amplificador/amplificador (solu¢cdo protéica tamponada
com azida soédica < 0,1%), o sulfato de dextran (solugdo de sulfato de dextran a
40% contendo azida sddica < 0,1%), e o diluente da sonda marcada (idem ao pré-
amplificador) foram colocados em banho-maria a 37°C por no minimo 10 minutos.
O volume preparado para as reacbes variou de acordo com o numero de

amostras.
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O ciclo de resfriamento/lavagem durou aproximadamente 15 minutos.
Apds a exposigcao das placas, adicionou-se 100 uL do reagente de trabalho do
pré-amplificador em cada micropoco e incubou-se por mais 30 minutos,

novamente sendo seguida por um ciclo de resfriamento/lavagem.

Terminado o tempo de incubagdo, adicionou-se 100 puL do reagente de
trabalho de amplificacdo em cada micropogo, e iniciou-se uma nova incubagao

por mais 30 minutos, seguida por um ciclo de resfriamento/lavagem.

4.6.2.6 HIBRIDIZAGAO DA SONDA MARCADA

Logo apds a exposi¢cao das placas, adicionaram-se 100 uL do reagente de
trabalho de marcagdo (oligonucleotideos sintéticos marcados com enzimas em
solugédo tamponada contendo azida sédica < 0,1%) em cada micropogo, seguido
de um periodo de incubacdo de 45 minutos, e novamente outro ciclo de

resfriamento/lavagem.

4.6.2.7 DETECGAO DA LUMINESCENCIA PRODUZIDA

Terminada a incubacédo, adicionou-se 80 uL do reagente de trabalho do
substrato (substrato quimioluminescente — Lumi-PhosPlus) em cada micropogo, e

mais uma vez, iniciou-se uma incubag¢ao de 30 minutos.

4.6.2.8 ANALISE DOS DADOS

Durante a incubacéo do substrato, o Software Bayer de Gerenciamento de

dados (DMS) foi preparado para receber os dados do luminémetro.



26

Correu-se, paralelamente, 6 padroes com valores diferentes de carga viral
para cada teste a fim de se produzir uma curva padrdo. Esta curva foi utilizada

para calcular a carga viral de cada amostra.

4.6.2.9 VALORES DE REFERENCIA

Foram definidos os seguintes limites de quantificagdo: valores abaixo do
limite de quantificacdo sendo inferiores a 50 cépias/mL de RNA do HIV-1; valores
acima dos limites de quantificacdo sendo superiores a 500.000 copias/mL de RNA

do HIV-1; e o intervalo entre 50 e 500.000 copias/mL de RNA do HIV-1.

4.6.3 EXTRAGAO DE RNA VIRAL PARA SEQUENCIAMENTO

Para a técnica de extracdo de RNA Viral de plasma utilizou-se o Kit
QIAGEN RNA Blood Mini Kit, e, para garantir uma melhor concentragao viral,
centrifugou-se as amostras a 14000 x g por 2 horas a 4°C. Descartou-se o
sobrenadante, deixando o sedimento com aproximadamente 200 pL.

Foram identificados os tubos de 1,5 ml, tubos coletores que vem com a
coluna de silica (A), tubos para lavagens (B, C, D), e tubos de eluigdo para
recuperar 0 RNA extraido. Pipetou-se 560 puL do tampéo AVL/RNA carreador no
tubo de 1,5 ml e adicionou-se 140 uL de plasma, levando ao vortex por 15
segundos e incubando a temperatura ambiente por 10 minutos.

Passado o tempo, procedeu-se uma rapida centrifugacdo a 14000 x g nos
tubos para remover as gotas da parede e tampa, e adicionaram-se 560 pL de
etanol 96-100% na amostra, levando ao vértex por 15 segundos.

Foram transferidos 630 pL dessa solugéo para os tubos ja identificados (A)

contendo as colunas de silica acoplada. Centrifugou-se a 6000 x g por 1 minuto.
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Em seguida, acoplou-se a coluna a um outro tubo coletor (B) ja previamente
identificado e descartou-se o anterior contendo o filtrado.

Transferiu-se novamente 630 pL da solugdo restante para a coluna de
silica acoplada ao tubo e centrifuga-se a 6000 x g por mais 1 minuto. Passado
esse tempo, acoplou-se a coluna de silica ao tubo coletor C e descartou-se o tubo
B contendo o filtrado.

Adicionou-se 500uL do tampdo AW1 e centrifugado a 6000 x g por 1
minuto. Em seguida, acoplou-se a coluna de silica ao tubo coletor D, descartando
o tubo coletor C contendo o filtrado, e adicionou-se 500uL do tampao AW?2, e
entdo, centrifugando-se a 20000 x g por 3 minutos.

A partir dai, acoplou-se a coluna em um tubo de eluigdo, descartando o
tubo coletor contendo o filtrado, e adicionou-se 60uL do tampao AVE a
temperatura ambiente, incubando-se por 1 minuto. Por fim, centrifugou-se a 6000

x g por 1 minuto e congelou-se o RNA extraido a -70°C.

4.6.4 RETROTRANSCRIGAO (cDNA) —- HOME MADE

Para a realizacao da técnica de retrotranscricao, primeiro foi feito o “mix”,
contendo um tampao (5x), DTT (0,1M), o inibidor de RNase (10U/uL), e a enzima
Superscript Ill (200U/uL). Os volumes utilizados foram calculados segundo o
numero de amostras.

Adicionou-se 2 pL de Random Hexameros 150 ng/uL nos tubos ja
previamente identificados, seguido de 1 pL de dNTPs a 10 mM. Em seguida,
adicionou-se 10,5 yL de RNA extraido, e levou-se para aquecer a 65°C por 5
minutos. Passado esse tempo, incubou-se no gelo por 5 minutos, dando-se um

“spin” e voltando ao gelo.
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Logo apés, foram pipetados 6,5 uL do mix inicialmente preparado em cada
tubo, e aquecidos a 25°C por 5 minutos. Decorrido esse tempo, aqueceu-se a
50°C por 1 hora, e em seguida, inativou-se a reacéo por aquecimento a 70°C por

15 minutos. O cDNA foi guardado a - 20°C.

4.6.5 PCR (REGIAO POL)

Foram realizadas 3 reagdes de polimerase em cadeia (PCR) nas amostras
utilizando 6 “primers”, sendo eles: K1 e K2 (1,2kb) — polimerase; F1 e F2 (0,8 kb)
— transcriptase reversa e; DP10 e DP11 (0,4kb) — protease.

No quadro abaixo segue os protocolos utilizados e os respectivos tempos

de ciclagem:

QUADRO 1 — Reacéao de PCR para a regiao pol do HIV-1.

1° PCR - Polimerase
(1,2kb) 1 amostra (kL) N° de amostras (x24)

Buffer 10X 5 120
MgCl> 50Mm 25 &0
DNTP 10mM 2 18
Primer K1 10pM 1,5 36
Primer K2 10pM 1,5 36

Taq 0,25 5
H20 32,25 774
Amostra 5 120

Total 50

O programa de ciclagem no termociclador para a regiao pol baseou-se em

35 ciclos, com as seguintes especificagdes:

94°C por 3min.;




35 X :94°C por 30s; 55°C por 30 s.; 72°C por 2min.;

72°C por 10 min.;

4°Ceo,
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A partir do produto da 12 PCR realizou-se a 22 PCR (Nested), amplificando

as regides da transcriptase reversa e a protease. No quadro abaixo segue os

protocolos e os respectivos tempos de ciclagem:

QUADRO 2 — Reacéao de PCR para as regides da RT e PT.

2° PCR -
2° PCR — Protease 1 amostra N° de
Transcriptase Reversa
(0,4kb) (ML) amostras (x24)
(0,8kb)

Buffer 10X Buffer 10X 5 120
MgCl, 50Mm MgCl, 50mM 2,5 60
DNTP 10mM DNTP 10mM 2 48

Primer F1 10 pM Primer DP10 10 pM 1 24

Primer F2 10 pM Primer DP11 10 pM 1 24
Taq Taq 0,25 6
H.0O H.0 36,25 870

Produto da 1° PCR Produto da 1° PCR 2 48
Total Total 50

Os programas de ciclagem térmicas para a transcriptase reversa e

protease foram de 35 e 25 ciclos, respectivamente, conforme as seguintes

especificagoes:
Transcriptase reversa

94°C por 3 min.;

35 X : 94°C por 1 min.; 55°C por 30 s; 72°C por 1 min. e 30 s;

72°C por 10 s;
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4°C o,

Protease
94°C por 3 min.;
25 X : 94°C por 30 s; 55°C por 30 s; 72°C por 1 min.;
72°C por 10 min.;
4°C oo,
Terminado os tempos de ciclagem, preparou-se um gel de agarose 1%

para visualizagcdo das amostras que foram amplificadas.

4.6.6 PURIFICAGAO DAS AMOSTRAS AMPLIFICADAS

Para a purificacdo foi utilizado o “Kit Concert Rapid PCR Purification
System” GibcoBRL (Life Technologies). Foram adicionados aos produtos
amplificados 400 pL da solugado H1 (concentrated guanidine hydrochloride, EDTA,
Tris-HCI, e isopropanol) e transferidos para coluna, sendo centrifugados a 12000
x g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado, e adicionou-se 700 pyL da
solugdo H2 (NaCl, EDTA, e Tris-Cl). Centrifugou-se a 12000 x g por mais 1
minuto, descartando o sobrenandante. Novamente foi centrifugado para retirar o
excesso da solugdo H2, e em seguida, transferindo-se a coluna para outro tubo e
adicionou-se 50 pyL do tampéao TE aquecido (10 mM — Tris-HCI, 0,1 mM EDTA).
Incubou-se em temperatura ambiente por 1 minuto, e centrifugou-se a 12000 x g
por 2 minutos.

Para a verificagdo das amostras purificadas preparou-se um gel de agarose
1%, inserindo na corrida um DNA Mass Ladder (Life Technologies) que foi

utilizado para quantificagdo do DNA purificado.
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O volume de reagao do sequenciamento foi baseada na quantificagdo do

DNA purificado, que variou de acordo com a intensidade das bandas no gel.

Foram utilizados 4 “primers”, sendo eles: DP11 e DP16 - protease e F1 e

F2 - transcriptase reversa. Nos quadros abaixo seguem os protocolos utilizados e

o tempo de ciclagem da reagao.

QUADRO 3 - Protocolo de sequenciamento para a regido da Transcriptase

reversa.
F1 F2 1 amostra (uL) \" de amosiras
(x19)
Big Dye Big Dye 4 76
Seq Buffer 2,5 X Seq Buffer 2,5X 4 76
Primer F1 (1pM/uL) Primer F2 (1pM/uL) 6,4 121,60
Amostra (9,5-10 ng) Amostra(9,5-10 ng) 1
H.O gsp H.O gsp 4,6 87,40
Total Total 20

QUADRO 4 - Protocolo de sequenciamento para a regido da Protease.

N° de amostras

DP16 DP11 1 amostra (L) (x18)
Big Dye Big Dye 2 36
Seq Buffer 2,5 X Seq Buffer 2,5 X 6 108
Primer DP16 (1pM/uL) | Primer DP11 (1pM/pL) 6,4 115,2
Amostra 5 ng Amostra 5 ng 1
H,O gsp H,O gsp 4,6 82,8
Total Total 20




32

O programa de ciclagem para o Kit Big Dye foi de 25 ciclos, conforme as
seguintes especificagdes:
96°C por 10 s;
50°C por 5 s;
60°C por 4 min.;

4°C o,

4.6.8 PRECIPITAGAO POS-SEQUENCIAMENTO EM PLACA

Terminado o tempo de ciclagem do Kit Big Dye, aplicou-se 80 uL de
isopropanol 75% em cada amostra, selou-se a placa e levou-se ao vortex. A placa
de 96-well permaneceu em repouso no interior da centrifuga fechada, em
temperatura ambiente por 15 minutos.

Em seguida, centrifugou-se por 45 minutos a 1990 x g, em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado, invertendo-se a placa sob um papel
absorvente, e aplicando-se um pulso na centrifuga de aceleracédo e
desaceleragao minima. Secou-se o “pellet” no termociclador a 94°C nao deixando
passar de 4 minutos. A placa foi embrulhada em papel aluminio e armazenada em
freezer - 20°C.

Para sequenciar, ressuspendeu-se o sedimento em 10uL de formamida Hi-

Di, e colocou-se as placas no analisador genético ABI Prism 3100.

4.6.9 ANALISADOR GENETICO ABI PRISM 3100 (APPLIED

BIOSYSTEMS).

As placas contendo as amostras identificadas obedeceram a uma
disposigdo segundo os ‘primers” utilizados, que no caso foram os seguintes:

DP11 e DP16 (protease), F1 e F2 (transcriptase reversa).
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As sequéncias obtidas foram enviadas para um computador conectado ao
aparelho sequenciador, gerando-se cromatogramas. Esses cromatogramas foram
analizados por um “software” chamado Sequencher, onde os dados foram
editados manualmente para cada paciente, analisando-se os possiveis pontos de
mistura (de bases), e convertidos em sequéncias de DNA. Para analise do perfil
de mutagcao foi utilizado o site “Standford HIV RT and Protease Sequence

Database”.

5. METODO DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos pela imunofenotipagem de linfocitos T CD4/CD8 e
dosagem da carga viral foram diretamente relacionados entre si, e comparados

frente ao esquema de tratamento adotado para os diferentes grupos de estudo.

A contagem de linfocitos T CD4/CD8 e a viremia plasmatica foram
acompanhados a cada 2 meses, ou conforme foi possivel o agendamento das
coletas. Foram avaliadas as medianas entre e dentre os grupos analisados, e
para a verificagdo das frequéncias foram utilizadas tabelas de contingéncias.
Devido ao numero reduzido de pacientes nao foi possivel aplicar analises

estatisticas.

O sequenciamento foi realizado somente nas amostras que possuiram
carga viral em niveis detectaveis, segundo a sensibilidade do teste (ESHLEMAN,
S. H. et. al.; 2005), e nas amostras abaixo do limite de deteccdo foram realizadas
tentativas de extracdo, retrotranscricao e amplificagdo por PCR, porém, sem

SUCessO.
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Através do resultado do seqlenciamento, foi realizada a analise do perfil de
resisténcia e presengca de mutagédo. Os “contigs” foram interpretados pelo site
“Standford HIV RT and Protease Sequence Database” (HIV db: Genotypic
Resistance Interpretation Algorithm) de onde foram obtidos os Laudos. O
alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado segundo o programa “Bioedit
Sequence Alignment Editor” (ClustalWW Multiple alignment) e comparadas com
sequéncias selvagens obtidas do Genbank, acesso numero K03455 (Subtipo B) e
AF005494 (Subtipo F). As sequéncias foram traduzidas por ferramentas do
mesmo programa e apontadas as mutagdes e/ou polimorfismos encontrados para

0s grupos, e entre eles.

6. RESULTADOS

Os resultados apresentados foram obtidos com um total de 33 pacientes,

sendo 14 mulheres e 19 homens, com uma média de idade de 37,5 anos (Tabela

1).

TABELA 1 - Grupo de pacientes quanto a clinica e sexo.

POPULAGAO N° ESTUDADO SEXO
FEMININO MASCULINO
HIV 19 53% 47%
COINFECGAO* 14 29% 1%
TOTAL 33 42% 58%

Co-infecgao: HIV-M. tuberculosis.

6.1 ANALISE INDIVIDUAL DOS GRUPOS
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GRUPO A

No grupo A (n=19), sendo 10 mulheres e 9 homens, com faixa etaria de 12

a 59 anos, com e sem tratamento.

Trés pacientes sem tratamento (16%) apresentaram médias da contagem
de Linfécitos T CD4 de 596 células/uL e viremia-HIV de 23829 cépias/mL.
Dezesseis pacientes sob tratamento (84%): ITRN (inibidores da transcriptase
reversa nucleosideo) (12,5%); ITRN + ITRNN (inibidores da transcriptase reversa
nao nucleosideos) (68,7%) e ITRN + IP (inibidores da protease) (18,7%). A
associagdo de anti-retrovirais mais frequente foi ITRN + ITRNN (68,7%).
Nenhuma das associagdes de inibidores de protease recomendada pelo
Ministério da Saude (Atazanavir e o Lopinavir potencializados com Ritonavir) foi

adotada pelo corpo clinico (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Foi observado que as medianas nao variaram entre as coletas, conforme
representado pela contagem de Linfocitos TCD4/CD8 e viremia nos Graficos 1, 2

e 3. O perfil de cada paciente encontra-se representado nos graficos 21, 22 e 23

no apéndice.
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GRAFICO 1 — Distribuicdo do numero de coletas realizadas por individuos no

Grupo A e medianas das contagens de Linfécitos T CD4.
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GRAFICO 2 - Distribuicdo do nimero de coletas realizadas por individuos no

Grupo A e medianas das contagens de Linfécitos T CD8.
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GRAFICO 3- Distribuicdo do numero de coletas realizadas por individuos no

Grupo A e medianas das dosagens de Carga viral plasmatica.

Entre os 19 pacientes deste grupo, 14 (73,7%) realizaram todas as 3
coletas; enquanto 4 (21%) fizeram 2 coletas e apenas 1 (5,3%) com uma coleta.

Os medicamentos mais utilizados no esquema terapéutico foram:
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Zidovudina, Lamivudina, Estavudina, Nevirapina, Efavirenz, Nelfinavir, Biovir e

Tenofovir segundo constam na tabela 2.

TABELA 2 — Associagao terapéutica para o HIV.

Associacoes Medicamentos
ITRN v Zidovudina
ITRN + ITRNN v' Lamivudina + Estavudina +
Nevirapina

v’ Zidovudina + Nevirapina (ou
Efavirenz)
v’ Lamivudina +  Estavudina +
Efavirenz

v" Lamivudina + Efavirenz + Biovir

ITRN + IP v Zidovudina + Lamivudina

v Tenofovir + Lamivudina +
Zidovudina

v’ Estavudina + Lamivudina +
Nelfinavir

v Zidovudina + Nelfinavir

v' Biovir + Lamivudina + Nelfinavir +

Zidovudina

GRUPO B

No grupo B (n=7), sendo 4 homens e 3 mulheres, com faixa etaria entre 43

a 63 anos, e a associagao terapéutica mais frequente foi com ITRN + IP (57%).

Nesses pacientes nao foi possivel o acompanhamento pela baciloscopia,
visto que se tratavam de individuos com cura/alta para tuberculose no passado.
Devido ao numero reduzido de pacientes nao foi possivel observar

diferencas entre as medianas referentes as coletas, como demonstrado nos
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graficos 4, 5 e 6 representados pelas contagens de Linfocitos T CD4/CD8 e

viremia.

apéndice.
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GRAFICO 4 - Distribuigdo do nimero de coletas realizadas

Grupo B e medianas das contagens de Linfécitos T CD4.
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GRAFICO 5 - Distribuicdo do nimero de coletas realizadas por individuos no

Grupo B e medianas das contagens de Linfécitos T CD8.
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GRAFICO 6 - Distribuicdo do numero de coletas realizadas por individuos no

Grupo B e medianas das dosagens de Carga viral plasmatica.

Entre os 7 pacientes deste grupo, apenas 1(14,3%) realizou todas as 3
coletas; enquanto que 6 (85,7%) fizeram 2 coletas. Referente a dosagem da
viremia foi observado que todos encontraram-se abaixo do limite de deteccdo do

teste em ambas as coletas.

Os medicamentos mais utilizados no esquema terapéutico foram:
Zidovudina, Indinavir, Atazanavir, Ritonavir, Lamivudina, Efavirenz, Estavudina,
Saquinavir e Tenofovir. As associacbes mais frequentes encontram-se descritas

na Tabela 3.
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TABELA 3 - Associagbes terapéuticas para co-infectados.

Associacgoes Medicamentos

IP + ITRN v’ Zidovudina + Indinavir

v Atazanavir + Ritonavir +
Lamivudina (ou Tenofovir)

v Estavudina + Ritonavir +
Saquinavir + Lamivudina

v' Efavirenz + Zidovudina

v' Zidovudina + Lamivudina +
ITRN + ITRNN

Efavirenz

GRUPO C

O grupo C (n=4), todos do sexo masculino, com faixa etaria entre os 19 a
42 anos. Devido ao numero reduzido de pacientes ndo foram observadas
diferencas entre as medianas no decorrer das coletas, conforme demonstrado nos
graficos 7, 8 e 9 que representam, respectivamente, as contagens de Linfocitos T
CD4/CDS8 e Carga Viral. O perfil de cada paciente encontra-se nos graficos 27, 28

e 29 em apéndice.
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GRAFICO 7 — Distribuicdo do numero de coletas realizadas por individuos no

Grupo C e medianas das contagens de Linfécitos T CDA4.
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GRAFICO 8 — Distribuicdo do numero de coletas realizadas por individuos no

Grupo C e medianas das contagens de Linfécitos T CD8.
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GRAFICO 9 - Distribuicdo do nuimero de coletas realizadas por individuos no

Grupo C e medianas das dosagens de Carga viral plasmatica.

Foi observado entre os 4 pacientes deste grupo que somente um individuo
realizou todas as coletas (25%), seguidos de 1 paciente com duas coletas (25%)

e o restante (50%) apenas com a primeira.

Os medicamentos mais utilizados no esquema terapéutico foram:

Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida, Rifampicina composto e Rifaldin.
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GRUPO D

O grupo D (n=3), 2 homens e 1 mulher, com faixa etaria variando entre 36

a 49 anos, com formas de tratamento diferenciadas; dois deles com

M.tuberculosis resistente, sendo adotado o esquema terapéutico de “reserva’

Amicacina, Flocstati, Etambutol, Pirizidona, Metronidazol, além de Efavirenz e

Biovir para HIV. Outro paciente, com Rifampicina e |zoniazida, além de Efavirenz,

Zidovudina + Lamivudina.

Como também relatado nos grupos anteriores (B e C), ndo foi possivel
observar diferengas entre as medianas no decorrer das coletas, conforme
demonstrados nos graficos 10 e 11, respectivamente, que representam as
contagens de Linfécitos T CD4 e Linfécitos TCD8. O perfil de cada paciente se

encontra demonstrado nos graficos (Apéndice 30, 31 e 32).

Neste grupo todos os pacientes apresentaram a carga viral plasmatica

abaixo do limite de deteccao do teste.
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GRAFICO 10 - Distribuicdo do nimero de coletas realizadas por individuos no

Grupo D e medianas das contagens de Linfécitos T CDA4.
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GRAFICO 11 - Distribuicdo do nimero de coletas realizadas por individuos no

Grupo D e medianas das contagens de Linfécitos T CD8.

6.2 RELAGAO ENTRE OS GRUPOS

Os gréficos 12 e 13 mostram os perfis das medianas das contagens de
Linfécitos T CD4/CD8 e a dosagem da Carga Viral avaliados nos diferentes
grupos. .

I Gupo A
[1GupoB

A Grupo C
I Grupo D

CD4 CDs8
Variawveis

GRAFICO 12 - Perfil das medianas entre as variaveis CD4/CD8 nos grupos.
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GRAFICO 13 - Perfil das medianas quanto a Carga viral Plasmatica nos grupos

analisados.

De modo geral, os grupos apresentaram um perfil imunoldgico satisfatorio
(CD3/CD4 > 400 células/mm®), exceto o grupo D com contagem de linfocito T
CD4<200 céls/mm®. A contagem de linfécitos T CD8 esteve dentro da
normalidade (410-1590 células/mm?®) em todos os grupos, conservando sempre a
inversao da relagao CD4/CD8 (<0,7).

O grupo B apresentou um melhor perfil imunolégico (CD3/CD4= 478
células/mm?®), conforme pode-se observar pelas medianas. Este grupo foi
constituido de pacientes co-infectados que realizavam apenas o tratamento com
anti-retroviral.

Os pacientes co-infectados, com tratamento a base de tuberculostaticos
(grupo C e D) apresentaram contagens menores quando comparadas aos outros
grupos (Gréfico 12). As contagens de Linfocitos T CD8 foram mais elevadas no
grupo C (medianas CD3/CD8= 1181 células/mm?®). Observa-se um melhor
equilibrio (set point) na quantificagdo viral entre as coletas realizadas (Grafico 9).

O grupo D, co-infectados com tratamento duplo, apresentou contagens inferiores
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de linfocitos T CD8 (medianas CD3/CD8= 440 células/mm?®), porém com

quantificagcao viral abaixo dos limites detectaveis.

Quanto ao perfil viroldgico foi observado que o grupo B e o D apresentaram

carga viral abaixo dos limites de detecg¢ao (<50cd6pias/mL) em todas as coletas, e,

os grupos A e C apresentaram carga viral detectaveis (médias: Grupo A= 9335

copias/mL e Grupo C= 22520 coépias/mL), mesmo apresentando um perfil

imunoldgico satisfatério (médias de CD3/CD4: Grupo A= 450 céluas/mm?® e Grupo

C= 374 células/mm?).

As Tabelas 4 e 5, mostram os valores obtidos, individualmente, das

contagens de Linfécitos T CD4 e da Carga Viral plasmatica, para os diferentes

grupos.

TABELA 4 — Estratificagdo das contagens de linfocitos T CD4 nos diferentes

grupos.
N° de CD4 abaixo de | CD4 acima de | CD4 entre 200
Grupos
pacientes 200 céls 500 céls e 500 céls

A 19 2 (10,5%) 7 (36,9%) 10 (52,6%)

B 7 0 3 (42,8%) 4 (57,2%)

C 4 2 (50%) 2 (50%) 0

D 3 2 (66,6%%) 1(33,3%) 0

TABELA 5 — Estratificagdo da Carga Viral plasmatica nos diferentes grupos.

Carga Viral Carga viral
N° de Carga viral
Grupos >500.000 > Lim. Min. e <
pacientes <Lim. Min.
copias 500.000 cépias
A 19 8 (42,1%) 0 11 (57,9%)
B 6 (85,7%) 0 1(14,3%)
Cc 0 0 4 (100%)
D 3 (100%) 0 0
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Para a avaliacdo da resposta terapéutica adotada, os grupos foram

reorganizados segundo os esquemas preconizados pelos médicos responsaveis

pela assisténcia clinica e avaliados segundo a Contagem de Linfécitos T CD4 e a

Carga Viral plasmatica, conforme mostra a tabela 6.

TABELA 6 - Perfil imunoldgico e virolégico dos grupos frente ao esquema

terapéutico.
ESQUEMAS MEDIANAS MEDIANAS
PACIENTES TERAPEUTICOS CD4 CARGA VIRAL
(n° de pacientes) (Células/mm3) | (Coépias/mL)
Sem tratamento (3) 505 18570
ITRN (2) 661,3 35380
GRUPO A
ITRN+ITRNN (11) 287 <50*
ITRN+IP (3) 588 771
ITRN+ITRNN (3) 420,5 < 50*
GRUPO B
ITRN+IP (4) 573,5 < 50*
Rifampicina, Pirazinamida,
407 30680
Isoniazida (2)
GRUPO C
Rifampicina (ou composto) e
354,3 13590
Pirazinamida (2)
Esquema de Reserva/
376 < 50*
ITRN+ITRNN (2)
GRUPO D
Rifampicina, Pirazinamida,
120 < 50*

Isoniazida / ITRN+ITRNN (1)

(*) Inferior ao Limite de Detecgao (50 copias/mL).

Pela analise dos dados expressos na tabela 6, sugere-se que a terapéutica

adotada foi satisfatéria. Os pacientes do grupo A que apresentaram menor
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reducdo na carga viral estavam sob tratamento com ITRN+ITRNN (<50
copias/ml). Este esquema terapéutico também foi observado entre os pacientes
do grupo B (42%) que demonstraram resultados abaixo dos limites de detecgao.

Os pacientes do grupo C tiveram suas contagens de linfécitos T CD4
satisfatorias (mediana= 407células/mm?), porém, a viremia permaneceu em niveis
detectaveis e inferior a 37000 copias/mL. A baciloscopia foi negativa para BAAR
para todos os pacientes, sugerindo um esquema terapéutico favoravel.

Os pacientes do grupo D apresentaram as menores contagens de
Linfécitos T CD4 (mediana= 147 células/mm®) e com a carga viral indetectavel em
todas as coletas realizadas. A analise da baciloscopia indicou, apenas para um
paciente, a presenga de positividade (++) logo no inicio do acompanhamento e
aumento da positividade (+++) no final do periodo que compreendeu este estudo;
sugerindo uma possivel falha do esquema tuberculostatico. Nos demais

pacientes, a baciloscopia foi negativa para BAAR.

6.3. AVALIACAO DA CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD4 E
QUANTIFICAGAO VIRAL DENTRE OS ESQUEMAS TERAPEUTICOS

ADOTADOS NOS GRUPOS.

Com base nos graficos apresentados no apéndice, pode-se avaliar o perfil
imunologico e viral no decorrer das coletas, considerando as formas de
tratamentos adotadas dentre os grupos.

Entre os pacientes do grupo A foi possivel classificar as formas de
tratamento adotadas pelo corpo clinico, como sendo: ITRN, ITRN+ITRNN,
ITRN+IP e sem tratamento.

Pela contagem de linfocitos T CD4 no decorrer do acompanhamento (12 a

3?2 coleta) nesses individuos, observou-se que entre os pacientes que realizavam



48

tratamentos com ITRN+ITRNN, aqueles que apresentaram um aumento gradativo
do numero de células foram os que utilizavam as seguintes associagdes:
lamivudina, estavudina e nevirapina (A5); lamivudina, estavudina e efavirenz (A9);
lamivudina, efavirenz e Kaletra (A11); zidovudina, lamivudina, nevirapina e
efavirenz (A12); tenofovir, lamivudina, efavirenz, zidovudina e estavudina (A14) e
lamivudina, tenofovir, efavirenz e zidovudina (A18)(54% - 6/11). Mais de 60%
desses pacientes mantiveram os niveis de viremia abaixo dos limites de detecgao.

No grupo composto pela associagdo ITRN+IP, apesar de reduzido o
numero de pacientes (n=3), observou-se que houve um aumento da contagem de
células nos individuos utilizando: zidovudina e nelfinavir (A16); Biovir, lamivudina,
nelfinavir e zidovudina (A17)(66% - 2/3). Quanto & viremia foi observado niveis
abaixo dos limites de deteccao até, aproximadamente, 1600 copias/ml.

Dentre os 19 pacientes compostos pelo grupo A, aquele que apresentou e
manteve o maior nimero de linfécitosT CD4 (> 900 céls/mm?®) foi o pertencente ao
grupo dos ITRN, apesar de ser constituido por apenas 2 individuos. Fazia uso de
.zidovudina (A19). Neste paciente a viremia manteve-se abaixo dos limites
detectaveis durante as coletas, e chegando a aproximadamente 75000 copias/ml
para o outro integrante do grupo.

Esse mesmo perfil de aumento gradativo das contagens de CD4 da
primeira para a ultima coleta também foram observadas nos pacientes sem
tratamento (A1, A3 e A4). Neste observou-se que a viremia variou de
aproximadamente 4000 a 45000 copias/ml.

Entre os pacientes do grupo B foram classificadas as seguintes formas de
tratamentos: ITRN+ITRNN e ITRN+IP.

Os individuos pertencentes ao sub-grupo dos ITRN+ITRNN, e que faziam

uso de efavirenz + zidovudina (B3); zidovudina, lamivudina + efavirenz (B4, B7),
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realizaram somente duas coletas, apesar de ter-se verificado um aumento da
contagem de linfécitos T CD4. No decorrer das coletas, a viremia manteve-se
abaixo dos limites de detecgao para todos os pacientes.

Os individuos que faziam uso da associacado ITRN+IP (57%) realizaram
todas as coletas, exceto um paciente. Nesse sub-grupo, apesar dos pacientes
manter-se acima de 350 células/mm?®, nao foi observado o aumento da contagem
de linfécitos T CD4, como vinha sendo acompanhado (B1, B2, B5), exceto para
um paciente (B6). No entanto, a viremia manteve-se abaixo dos limites de
deteccdo. O esquema em uso foi composto por: Zidovudina e Indinavir;
Atazanavir, Ritonavir e Lamivudina; Estavudina, Ritonavir, Saquinavir e
Lamivudina; e por fim, Atazanavir, Ritonavir e Tenofovir.

Os pacientes do grupo C faziam uso apenas de tuberculostatico
(Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida; Rifampicina composto). No geral, apenas
1 individuo realizou todas as coletas, seguido de 2 pacientes com 2 coletas, e 1
paciente com apenas 1 coleta. Ndo foi observado aumento da contagem de
linfécitos T CD4, exceto para um paciente (C2), permanecendo todos com viremia
detectavel. O mesmo foi observado para os pacientes do grupo D quanto ao CD4,
utilizando ITRN+ITRNN, efavirenz e biovir, associados ao Esquema 1 e de
reserva. No entanto, a viremia foi mantida em niveis abaixo dos limites
detectaveis em todas as coletas.

Paralelo a essa avaliagéo viral e imunoldgica realizada dentre e entre os

grupos, foi possivel selecionar dois grupos para a realizagdo da genotipagem.
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Foram selecionados 13 pacientes que se enquadravam no critério de

inclusdo devido a sensibilidade do teste exigir niveis de carga viral detectaveis

(ESHLEMAN, S. H.; 2005). Sendo assim, foram selecionados 9 pacientes

pertencentes ao grupo A, e 4 pacientes pertencentes ao grupo C. Todos

apresentando 1, 2 ou 3 coletas, conforme Tabela 7.

TABELA 7 — Perfil da carga viral dos pacientes selecionados nas 3 coletas.

PACIENTES 1° COLETA () 2°COLETA () 3°COLETA (”)
A1 1118/1119 44982 _ 44843
A2 1120/1121 66807 74719 _
A3 1122/1123/1124 4067 9631 3632
A4 1125/1126/1127 18574 26944 16881
A5 1128/1129/1130 17170 21361 9259
A6 1131 _ 3530 23701
A9 1132/1133 4272 6824 _
A10 1134 12507 _ _
A16 1135 1646 _ _
C11136 30244 _ _
C2 1137 16555 _ _
C3 1139 12346 11021 8330
C4 1141 65669

_ N&o houve coleta ou paciente apresentando dosagem de carga viral abaixo do

limite de deteccgao.
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Foi realizada a extracdo de RNA, a retrotranscricdo (cDNA) e a PCR de

todos os pacientes selecionados (cada paciente com seu numero de coletas). No

entanto, foi possivel amplificar, utilizando os “primers” de interesse 18 amostras,

sendo cerca de 99pb da sequéncia da protease e 245pb da sequéncia da

transcriptase reversa (Quadro 8).

A partir das amostras positivas, realizou-se a purificagcdo de cada produto

amplificado e a quantificagdo de acidos nucléicos por comparagdo com o0s

padrbes de 100 pares de base (Figura 5).

Pb PMO10203040506 070809 10111213

600 *

300
100

PM 14 1516 17 18 19 20 21222324 25 26

e

a. Protease

A1'(01), A17(02), A2'(03),
A27(04), A3'(05), A3"(086),
A4’(08), A4”(09), A4”’(10),
A5'(11), A5”(12), A5”(13),
A6”(14), A9”(16), A10°(17),
C1°(19), C2(20), C4’(24),
C+(25) e C-(26).
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b.Protease

A1'(01), A17(02), A2'(03),
A27(04), A3'(05), A3"(086),

A4'(07), A4”(08), A4 (9),
A5'(10), A5”(11), A5”(12),
AB”'(13), A9”(14), A10°(15),
C1(16Y C2'(17)Y e C4’(18)

Figura 5a e b. Perfil em gel de agarose 1% das bandas amplificadas por PCR a

partir do cDNA-HIV e purificadas para a regido da Protease. ldentificacdo das

amostras/pacientes por pogo de aplicagao.
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C-(26)
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b. Transcriptase Reversa

A1°(01); A1”(02); A2'(03
A2”(04), A3'(05); A3"(06
A4’(07); A4”(08), A4 (09),
A5'(10), A5”(11), A5™(12),
AG”(13), A9”(14),
A10°'(15), C1°(16), C2'(17),
C3”(18) e C4'(19).

)
)

Figura 6 a e b. Perfil em gel de agarose 1% das bandas amplificadas por PCR a

partir do cDNA-HIV e purificadas para a regido da Transcriptase reversa.

Identificacdo das amostras/pacientes por poco de aplicagao.

7.1 IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS DE HIV PARA ANALISE POR

SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento da regido viral pol correspondente ao gene da

transcriptase reversa e protease foi realizado conforme descrito no item 4.5.7 de

Material e métodos e a analise da sequéncia conduzida no banco de dados da

“Standford HIV RT and Protease Sequence Database”.

As Tabelas 8, 9, 10 e 11 do Apéndice mostram os resultados das analises

das sequéncias dos pacientes do grupo A e Grupo C interpretados pelo HIVdb:

Genotypic Resistance

Interpretation Algorithm apresentando as principais
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mutagdes encontradas relacionadas ou ndo com a resisténcia para as regides da

Transcriptase Reversa e Protease.

Com base nesses dados foi possivel caracterizar, segundo os subtipos
virais, as principais posi¢bes envolvidas em cada grupo avaliado, bem como
definir aquelas que poderiam ou nao estar relacionadas a resisténcia (segundo
dados obtidos dos Laudos Standford).

Foram realizados os alinhamentos das sequéncias nucleotidicas dos
pacientes, em ambas regides (RT/PT) e comparadas com uma sequéncia
consenso para o Subtipo B (regido pol) e Subtipo F, conforme mostrado nas
figuras 7 e 8 no apéndice. Com o alinhamento das sequéncias traduzidas
identificou-se os cédons para cada regiao do gene pol, segundo os laudos obtidos
pelo “Standford HIV RT and Protease Sequence Database”, e demonstrados nas

figuras 9, 10, 11 e 12.
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7.2 - IDENTIFICACAO DOS PONTOS DE POLIMORFISMOS

ENCONTRADOS NOS GRUPOS

7.21-GRUPO A
O sequenciamento da regido da Transcriptase reversa originou 14
sequéncias dispostas em 7 pacientes. O total de polimorfismos encontrados
nessas sequéncias foram 162 posi¢cdes, sendo 48 posi¢cdes diferentes (sejam
mutagdes principais ou acesssorias), e com esses dados foi possivel avaliar as

posicoes mais freqlentes encontradas no grupo, conforme mostrado no grafico

14.



Frequéncia %

— O RT

bR e A o o A o A A i m T

11 20 24 35 39 41 43 44 49 60 64 67 68 69 73 75 94 98 100 103 106 118 122 123 135 139 142 162 169 177 178 179 181 184 196 197 200 202 203 207 208 210 211 215 219 223 232 245
Posicoes

GRAFICO 14 - Freqiiéncia dos cddons referentes ao Subtipo B para a regiéo da Transcriptase Reversa do HIV-1 no grupo A.
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O gréafico 15 mostra que do total de polimorfismos encontrados (48
posicoes diferentes) foi avaliado aqueles que ocorreram em sitios conhecidos por

estarem associados com resisténcia a drogas para o subtipo B.

4.0+
3.5+ I [ TRN

30, e [ TRNN

2.5+
2.0+
1.5+
1.0+
0.5+
0.0-

Frequéncia %

41 44 67 69 75 100 103 118 181 184 210 215 219
Posicbes
GRAFICO 15 — Freqiiéncia das mutacdes associadas & resisténcia para os

Inibidores da Transcriptase Reversa no Grupo A.

Foram observadas mutagdes principais relacionadas aos Inibidores da
Transcriptase Reversa para os ITRN (analogos) e ITRNN (ndo analogos). Para os
ITRNS observou-se um maior numero de posicdes quando comparados aos
ITRNNs, e dessa forma pode-se avaliar a frequéncia das mesmas por pacientes,
a fim de se determinar quais os pontos mais frequentes entre eles, conforme

mostra a tabela 12.
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TABELA 12 — Frequéncia das posi¢cdes associadas a resisténcia para os

pacientes do Grupo A.

_ FREQUENCIA POR
POSICAO
PACIENTE (%)
41,44,67, 184,210,215 28,6(2/7)
75,118,181, 219 14,3(1/7)
69 14,3(1/7)
100, 103 14,3(1/7)

Nesse grupo foi encontrado pacientes com diferentes numeros de coletas
realizadas, sendo 2 pacientes com apenas uma coleta, 3 pacientes com duas
coletas e 2 pacientes com 3 coletas. Com relacédo a esses, foi observado que
houve algumas alteragbes pontuais dos polimorfismos encontrados no decorrer
das coletas, verificando a presengca de mutacdes como V75IMV, K73KM,
K223EKQ, A98AS e W24RW. Essas alteragdes foram observadas, quase sempre
em uma das coletas, ndo permanecendo nas demais, 0 que pode-se associar ao
tratamento que vem sendo adotado.

Através do sequenciamento da regido da Protease obteve-se um total de
polimorfismos encontrados com 87 posicoes, sendo 24 posi¢des diferentes, e com
esses dados foi possivel avaliar a frequéncia das posicdbes mais encontradas,
conforme mostra o grafico 16.

Do total de polimorfismos encontrados apenas a posigao 10 (mutacao

menor) esta relacionada a resisténcia a drogas.
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144 - = PT

Frequéncia %
[o¢]
|

g | Lnt Ml AA Rl

4 10 12 13 14 15 19 33 35 36 37 39 41 57 61 62 63 64 65 69 70 74 77 89
Posicdes

GRAFICO 16 - Freqiiéncia dos cédons referentes ao Subtipo B para a regigo da
Protease do HIV-1 no grupo A.

7.2.2-GRUPOC

O sequenciamento da regido da Transcriptase Reversa referentes ao
Subtipo B originou 3 sequéncias dispostas em 3 pacientes. O total de pontos de
polimorfismos encontrados nessas sequéncias somaram-se 23 posi¢des, sendo
18 posicdes diferentes, e dessa forma foi possivel avaliar as posigdes mais

freqUentes segundo o numero de repeti¢cdes, conforme mostra o grafico 17.

C=RT

104
94

7 -
6
5

L LLELLLEL]

102 104 122 135 165 173 174 177 178 189 200 202 211 214 245
Posicoes

Frequéncia %

GRAFICO 17 - Frequéncia dos cddons referentes ao Subtipo B para a regido da

Transcriptase reversa do HIV-1 no grupo C.
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Nos pacientes desse grupo foi possivel observar algumas alteragbes
pontuais dos polimorfismos, como T39AT, K49KR, D86DN, K104KR, K122EK,
[135IT, E169DN, K173KT, 1178IL, 1202IT e R211KR.

Nado foi observado pontos de mutagdes nos sitios associados com
resisténcia a drogas para a regiao da Transcriptase Reversa no referido subtipo,
apenas sendo detectados pontos de polimorfismos ndo necessariamente ligados
a resisténcia.

O sequenciamento da regido da Protease (n=2) mostrou um total de 14
posi¢cdes polimorficas, em 11 posigdes diferentes, das quais foram avaliadas as
freqUéncias segundo ao numero de repeticdes que ocorreram, conforme mostra

grafico 18.

=3 PT

Frequéncia %
oo
|

10 12 14 15 16 19 36 37 39 63 93
Posicoes

GRAFICO 18 - Freqiiéncia dos cddons referentes ao Subtipo B para a regido da

Protease do HIV-1 no grupo C.

De forma semelhante ao grupo A, os pontos polimoérficos encontrados na
regido da Protease, relacionados a resisténcia, somente ocorreram para a
posicao 10.

Dentre este grupo obteve-se duas sequéncias referentes ao Subtipo F,

uma para regiao da Transcriptase reversa e a outra, para a Protease, ambas em
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pacientes distintos. Foram observadas as seguintes posi¢cdes, para a regido da
Transcriptase reversa: 20, 35, 36, 39, 49, 86, 122, 162, 169, 173, 174, 202 e 211;

e Protease: 15, 19, 35, 36, 41, 57, 61, 65, 72, 89 e 93.

7.3 - AVALIAGAO DAS FREQUENCIAS ENTRE OS GRUPOS
AVALIADOS.

No grupo A, constituido por sequéncias referentes ao Subtipo B, foi
observada a presenga de um maior numero de codons para a regido da
Transcriptase Reversa do HIV-1 quando comparados ao grupo C (co-infecgao).
Com relacéo aos inibidores para essa regido, o Grupo A foi o unico a apresentar
posicoes relacionadas a resisténcia, o que nao foi observado no outro grupo.

Na co-infecgdo, o grupo com tratamento tuberculostatico, observou maior
frequéncia de mutacbes para a regido da Protease (posicédo 10), embora o
numero de pacientes tenha sido reduzido. Tal situagcdo pode sugerir que existe
uma tendéncia nos tratamentos com tuberculostatico em selecionar este tipo de
mutacdo (Graficos 18 e 19), necessitando para isso de estudos com uma
populacdo maior.

Para ambas as regides do gene pol, seja a Transcriptase Reversa ou
Protease, observou-se que algumas posi¢cées foram comuns nos grupos, sendo
referentes ao mesmo subtipo (B), embora com frequéncias calculadas com base
no numero de amostras. Para a regido da Transcriptase reversa, nas sequéncias
de Subtipo B, foram observados os seguintes pontos de mutagao: 49, 60, 122,
135, 177, 178, 200, 202, 211 e 245. Desses, pode-se avaliar segundo 0 numero
de repeticdes que ocorreram, que a posicao 211 e 245 foram as mais freqlente
entre os grupos, seguidas das posi¢cdes 122, 177, 202, 60, 245, 178, 49 e 200 e

para o grupo A, e 202 , 245, 178, 49, 60, 122, 177 e 200 para o grupo C. Como
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nao foram observadas posi¢des relacionadas a resisténcia para o grupo C, néao foi
possivel fazer associagoes.

Para a regidao da Protease, nas sequéncias compostas pelo Subtipo B,
foram observadas as seguintes mutag¢des por posi¢ao: 10, 12, 14, 15, 19, 36, 37,
39 e 63. Dessas, também foi possivel se avaliar segundo o numero de repeticdes
que ocorreram, que a posi¢cdo mais frequente entre os grupos foi a 37. Na
sequéncia observou-se as posigdes 63, 12, 14, 36, 15, 19, 39 e 10 para o grupo
A, e 10, 15,12, 14, 19, 36, 39 e 63 para o grupo C. Foram observados em ambos

0S grupos a presencga da posigao 10, como associada a resisténcia aos inibidores.

I Gupo A
144 I Grupo C

Frequéncia %
P

2wl IRl

4 10 12 13 14 15 16 19 33 35 36 37 39 41 57 61 62 63 64 65 69 70 74 77 89 93
Posicoes

GRAFICO 19 - Perfil das freqiiéncias dos coédons referentes ao Subtipo B para a

regido da Protease entre os grupos.
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T Grupo A
= Grupo C

Frequéncia %
i

T bbb ot o bt bt L R gy ot LR

11 20 21 24 35 39 41 43 44 49 60 64 67 68 69 73 75 94 98 100102103104 106118122123 135139142162165169 173174177 178179 181 184 189 196 197 200 202 203 207 208 210211 214 215219 223 232 245
Posicoes

GRAFICO 20 — Perfil das freqiiéncias dos coédons referentes ao Subtipo B para a regido da Transcriptase reversa nos grupos.
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Para as sequéncias pertencentes ao Subtipo F nao foi possivel fazer
comparagdes pelo fato de serem apenas 1 sequéncia para cada regido
(Transcriptase reversa e Protease), sendo apenas demonstrados os

polimorfismos encontrados.

7.4 — AVALIACAO DAS FREQUENCIAS SEGUNDO A TERAPEUTICA
ADOTADA

Considerando o tratamento preconizado no Hospital Nestor Goulart Reis e
do Servico Especial de Saude, pbéde se avaliar os perfis das mutagdes
apresentadas pelos pacientes. Foram avaliadas as mutagdes principais que
estiveram presentes nas regides da Transcriptase Reversa e Protease para cada
grupo, bem como o sexo e os subtipos mais encontrados.

A tabela 13 mostra os perfis das mutacbes diante dos esquemas

terapéuticos.

TABELA 13 - Perfil das mutagdes frente ao tratamento adotado para o grupo A.

TRATAMENTO MUTAQOES MUTA(;OES
PACIENTES | SEXO SUBTIPO
ADOTADO RT PT
Sem
AT’ F T69ON - B
tratamento
Sem
A1” F T69N - B
tratamento
A2’ F AZT - -
A2”’ F AZT - -
Sem
A3’ F - - B
tratamento
Sem
A3’ F - - B
tratamento
A4’ M Sem - - B
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tratamento

A4”

Sem

tratamento

A4”!

Sem

tratamento

A5’

3TC, d4T, NVP

M41L,
E44A,
D67N,

V75IMV,

V118l
M184V,
L210W,
T215T,
K219N e
Y181C

B,D

A5”

3TC, d4T, NVP

M41L,
E44A,
D67N,
V75IMV,
V118l

M184V,
L210W,
T215T,

K219N e
Y181C

B,D

A5”’

3TC, d4T, NVP

M41L,
E44A,
D67N,
V75IMV,
V118l

M184V,
L210W,
T215T,

K219N e
Y181C

B,D
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A6’ F AZT, NVP - - B,D

M41L,
E44D,
D67N,
M184V,
A9” M 3TC, d4T, EFZ - B
L210W,
T215Y e
L100l,

K103N

DAT, 3TC,NVP,
A10° F * L10V B
AZT

*Nao foi possivel realizar o seqlienciamento essa regiéo.
Fonte: Algoritmo de Standford.

Com referéncia aos inibidores da Transcriptase Reversa (ITRN/ITRNN)
observou-se no paciente que nao estava sob uso de medicacdo, a mutacdo T69N,
que apesar de tratar-se de uma mutacdo adicional relacionada aos ITRN, seu
efeito na susceptibilidade da droga ainda n&do é conhecido.

Nos pacientes que realizavam tratamento foram encontradas as mutagdes
M41L, T215Y, que juntas podem conferir altos niveis de resisténcia ao AZT e d4T,
e baixos niveis aos ddl, ABC e TDF. As mutacbes como E44D causam baixos
niveis de resisténcia ao 3TC e provavelmente para cada dos outros ITRN quando
presente com V118l, o qual pode causar baixos niveis de resisténcia ao 3TC e
possivelmente para outros ITRN quando presente com E44A/D. A mutacao
M184V causa altos niveis de resisténcia ao 3TC e FTC, baixos niveis in vitro de
resisténcia ao ddl e ABC. A Y181C causa altos niveis de resisténcia a NVP de
DLV e baixos niveis ao EFV. Ja a L100I* causa resisténcia intermediaria ao EFV e
DLV, e baixos niveis a NVP. A T215Y/F causa resisténcia ao AZT e D4T e limita
o fitness para o ABC, ddl e TDF particularmente quando ocorrem em

combinagdes com M41L e L210W. A K103N causa altos niveis de resisténcia a
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NVP, DLV, e EFV. Referentes aos inibidores da Protease (IP) a unica mutagao
menor encontrada foi a L10V (I/F/R) que é relacionada a resisténcia quando
presente com outras mutagdes (Laudos Standford).

A tabela 14 mostra o perfil das mutagdes diante os esquemas terapéuticos

para o grupo C.

TABELA 14— Perfil das mutagdes frente ao tratamento adotado pelo grupo C.

PACIENTES | SEXO | TRATAMENTO | MUTAGCOES | MUTAGCOES | SUBTIPO
ADOTADO RT PT

ctr M RFM, INH, PZA | - - B,F

Cc2 M RFM, PZA - L10LV B

C3 M RFM composto, | - * F
PZA

c4 M RFM, INH, PZA | - L10LV B

*Nao foi possivel realizar o seqiienciamento essa regiao.

Fonte: Algoritmo de Standford.

Os pacientes do grupo A que estavam realizando tratamento e que
apresentaram as mutagbes acima relacionadas encontraram-se resistentes a

quase todos os medicamentos administrados.

Entre os subtipos encontrados no grupo A, o mais freqlente foi o subtipo B
(75%) seguido do BD (25%). No grupo C, o subtipo mais frequente foi o B (50%),
seguido do BF (25%) e F (25%). Esses resultados condizem com o subtipo mais

prevalente para nossa regiao segundo varios estudos.

Através dos laudos puderam ser avaliados os niveis de resisténcia as
drogas: sensibilidade, resisténcia intermediaria, baixos niveis de resisténcia e
altos niveis de resisténcia; tanto para os ITRN/ITRNN como para os IP, conforme

mostram os quadros 5 e 6.



QUADRO 5 - Niveis de resisténcia para IP/ITRN/ITRNN do
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grupo A.
IP ITRN/ITRNN

Amostras |[ATV|DRV|FPV(IDV|LPV|NFV|SQV|TPV(3TC|ABC|AZT(D4T|DDI(FTC|TDF|DLV|EFV|NVP
1118 S|S|S|S|S|8|S|S|S|S|S|LRILR[S|S|S|S|S
1119 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|LRILR[S|S|S|S|S
1120 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|[S|S|S|S|S
1121 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|[S|S|S|S|S
1122 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|S|S|S
1123 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S[S|S|S|S|S
1125 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S[S|S|S|S|S
1126 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S[S|S|S|S|S
1127 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S[S|S|S|S|S
1128 [ S [ S |S|S|S|S|S|S |HR|HR|[HR|HR|HR[HR|IR [HR|LR[HR
1129 [ S [ S |S|S|S|S|S|S |HR|HR|[HR|HR|HR[HR|IR [HR|LR[HR
130 [S[S|S|S|S|S|S|S |HR|HR|[HR|HR|HR[HR|IR [HR|LR [HR
1131 S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S[S|S|S|S|S
133 [S[S|[S|S|S|S|S|S|HR|HR[HR|HR|IR[HR|IR [HR|HR|HR
1134 S|S|S|S|S|S|S|S| - - -l -] - - - - - -

S: Susceptible; IR: Intermediate resistance; LR: Low-level resistance; HR: High-

level resistance

ATV: Atazanavir; DRV: Darunavir ; FPV: Fosamprenavir; IDV: Indinavir; LPV:

Lopinavir; NFV: Nelfinavir; SQV: Saquinavir, TPV:Tipranavir 3TC: Lamivudina,

ABC: Abacavir; AZT: Zidovudina; D4T: Estavudina; DDI:

Didanosina; FTC:

Entricitabina; TDF: Tenofovir; DLV: Delavirdina; EFV: Efavirenz; NVPNevirapina.

Em relagdo aos Inibidores da Transcriptase Reversa, sejam ITRN ou

ITRNN,

observou-se que aproximadamente 43%

(3/7)

dos

pacientes

apresentaram algum nivel de resisténcia para as drogas testadas (3TC, ABC,

AZT, DAT, DDI, FTC, TDF, DLV, EFV e NVP). Desses, 28,6% (2/7) apresentaram

altos niveis de resisténcia para 3TC, ABC, AZT, DAT , DLV, NVP, DDI (14,3% -

(1/7) e EFV (14,3%) - (1/7), o que condiz com algumas das mutacdes
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apresentadas pelos respectivos pacientes, como T69N, V118l, M184V, T215Y,

A98G, L100l, K103N, Y181C, entre outras. Quanto aos IP, ocorreram 100% de

susceptibilidade.

QUADRO 6 -Niveis de resisténcia para IP e ITRN/ITRNN no grupo C.

P ITRN/ITRNN

Amostras|ATV|DRV|FPV]IDV|LPVINFV[SQV|TPV|3TC|ABC|AZT|DAT|DDI|FTC|TDF|DLV|EFV|NVP

136 [ S| S|[S|S|S|S|S|[S|S|S|S|LRILR{S|S|S|S|S

137 [ S| S|S|S|S|S|S|[S|S|S|S|LRILR{S|S|S|S|S

139 [ S| S|S|S|S|S|S|[S|S|S|S|S|S|{S|S|S|S|S

1M141 [ S| S|S|S|S|S|S|[S|S|S|S|S|S|{S|S|S|S|S

S: Susceptible; IR: Intermediate resistance; LR: Low-level resistance; HR: High-

level resistance

ATV: Atazanavir; DRV:Darunavir ; FPV: Fosamprenavir; IDV: Indinavir; LPV:
Lopinavir; NFV: Nelfinavir; SQV: Saquinavir, TPV: Tipranavir 3TC: Lamivudina,
ABC: Abacavir; AZT: Zidovudina; D4T: Estavudina; DDI: Didanosina; FTC:

Entricitabina; TDF: Tenofovir; DLV: DelavirdinaEFV: Efavirenz; NVP: Nevirapina.

Em relacdo aos ITRN ou ITRNN, observou-se que 50% (2/4) dos pacientes
apresentaram um baixo nivel de resisténcia para D4T e DDI, embora ndo tenha
sido encontrado nenhuma mutagcdo associada a resisténcia nesse grupo.
Referente aos IPs, n&do foi observado nenhum nivel de resisténcia as drogas

testadas, como também foi visto para o grupo A.
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8. DISCUSSAO

Ao longo do tempo, observou-se um decrécimo na incidéncia da co-
infeccao HIV/M. tuberculosis devido & evolugdo do proprio diagndstico da AIDS
ndo ser mais baseado no critério Caracas, e sim em testes laboratoriais, mais
precisos e com maior rapidez. Em estudo realizado no periodo de 1991-2000, as
regides dentro do Estado de Sdo Paulo que apresentaram maiores incidéncias de
tuberculose em casos de AIDS foram verificadas em Santos, Franco da Rocha e
Osasco, induzindo uma idéia de que a tuberculose trata-se de uma doenca
importante nas regides de alta concentracdo demografica. Nesse estudo
observou-se que a DIR VII, referente ao municipio de Araraquara, encontrou-se
em 17° lugar (25%), no ranking das incidéncias totais de Tuberculose em casos

de Aids ( RODRIGUES-JR, A. L. et. al.; 2006).

Segundo dados coletados na Secretaria de Saude de Araraquara, através
do SINAN, que atendem cerca de 15 municipios vizinhos, observou-se a
frequéncia por municipio de residéncia (Araraquara) e ano diagnostico de casos
notificados para Aids com notificacdo apresentando tuberculose pulmonar no
periodo de 1986 a 2006, e foram encontrados um total de 178 pacientes, sendo
143 mortos, 1 paciente ignorado, e somente 34 vivos. Com base em tais valores
nao foi possivel abranger o numero de pacientes pretendido no inicio do trabalho

(SECRETARIA DA SAUDE DE ARARAQUARA, 2006).

Com o acompanhamento laboratorial realizado através da contagem de
Linfécitos T CD4, Linfécitos T CD8 (como principal marcador prognéstico de
evolugdo da infecgao pelo HIV) e a dosagem da Carga viral, foi possivel monitorar
o tratamento proposto pelo corpo clinico, onde a avaliacdo da resposta ao

tratamento possui como parametros a redugcédo da carga viral e o aumento do
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ndmero de Linfécitos T CD4 (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Dessa forma,

pode-se realizar um acompanhamento do perfil imunolégico e virolégico dos
pacientes, verificando-se possiveis falhas terapéuticas e/ou desenvolvimento de

resisténcia por parte dos virus circulantes.

Segundo consta na literatura, a tuberculose altera o desenvolvimento da
infeccao pelo HIV, diminuindo a contagem de células T CD4 e aumentando o
nimero de replicagdo viral (viremia)(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Na
populagdo avaliada observou-se que nem sempre a viremia elevada era
acompanhada pelo numero reduzido de linfocitos T CD4. Esse fato foi possivel
ser visto em alguns pacientes do grupo A e do grupo C, tratados somente com
anti-retroviral e tuberculostatico, respectivamente, onde o0s pacientes
apresentavam contagens de linfocitos T CD4 em niveis satisfatorios e carga viral
detectavel (Tabela 6). Foi observado que a carga viral no grupo C permaneceu
sem variagao entre as coletas, fato esse observado no grafico 12, e que o grupo
C apresentou melhor perfil de Linfocitos T CD8. Foram observados também casos
em que as contagens de linfocitos T CD4 apresentavam-se reduzidos e a viremia
indetectavel. Esse achado tornou-se mais interessante por tratar-se de pacientes
do grupo D, sob tratamento com anti-retroviral e tuberculostatico, sugerindo que,
mesmo com todas as dificuldades nos tratamentos, esses pacientes co-infectados
reagem de uma maneira satisfatoria, apresentando uma forma de tratamento

adequada.

Essa resposta discordante entre contagem de linfécitos T CD4 e
determinagao de carga viral, com a diminui¢do ou elevagdo de ambos, ndo é raro
de ocorrer. Segundo o Ministério da Saude, nesses casos o tratamento deve ser
mantido para que se possa observar a evolugdo destes parametros antes que

sejam realizadas mudangas nos esquemas terapéuticos. Os pacientes com 6tima
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resposta viroldgica podem nao apresentar elevagao da contagem de linfécitos T
CD4 devido ao esgotamento de sua capacidade de regeneragdo imunoldgica,
mais frequientes quando a contagem basal de linfécitos T CD4 é muito baixa e nos

casos de pacientes idosos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Foi observado que mesmo com a presenga da co-infecgdo, o perfil
imunoldgico dos pacientes manteve-se em niveis favoraveis, permitindo um
controle adequado da infeccdo pelo HIV-1. No que diz respeito a viremia,
observou-se que também houve uma resposta favoravel, visto que em alguns
casos nao houve aumento da replicagdo viral, ou seja, o tratamento foi adequado
a ponto de manter a viremia em equilibrio,e em outros, esta manteve-se em niveis
indetectaveis. Portanto, esses resultados mostraram-se positivos quando
referindo-se ao tratamento adotado.

Entre os grupos selecionados para a realizagdo do teste de genotipagem,
foram avaliados somente aqueles pacientes que participaram da selecgao,
independente do numero de coletas.

Segundo objetivo do estudo, também foram avaliadas as frequéncias de
mutagdes na regido pol (gene da transcriptase reversa e protease) de individuos
co-infectados frente ao esquema terapéutico adotado para as amostras (coletas)
que encontraram-se disponiveis, e observou-se que os pacientes do grupo C (co-
infeccdo) ndo apresentaram mutagdes associadas a resisténcia nas regides da
Transcriptase Reversa (ITRN/ITRNN) quando comparados com os pacientes do
grupo A (somente com HIV) para a mesma regido. Dentre as amostras o subtipo
mais prevalente foi o B, resultado que condiz com o subtipo mais frequente
observado no Brasil segundo estudos ja realizados (BRINDEIRO, P. A. et. al;
2002) (DUMANS, A. T. et. al.; 2002) (MARTINEZ, A. M. B. et. al.; 2002) (TANURI,

A. et. al.; 2002). Outros dois subtipos discordantes também encontrados para as
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regides gendmicas avaliadas foram os recombinantes B/D, B/F e F. Segundo
estudos, mosaicos como B/F, B/C e B/D também sao reportados em nosso pais
(DUMANS, A. T. et. al.; 2002) (SABINO, E. C. et. al.; 1996) (TANURI, A. et. al,;

1999).

Os subtipos do HIV diferem um do outro por 10 a 12% em seus
nucleotideos e 5 a 6 % em seus aminoacidos para as regides da Transcriptase
reversa e Protease. Essas diferengas podem influenciar o espectro das mutagdes
que desenvolvem-se durante a pressao seletiva da droga (KANTOR, R. et. al.,

2005).

As mutacgdes associadas aos ITRN/ITRNN mais freqientes no grupo que
realizaram tratamentos somente com anti-retroviral (A) foram: T69N (1,2% - geral
/ 14,28% - por paciente), M41L (2,5% / 28,5%), E44A (2,5% / 28,5%), D67N (2,5%
I 28,5%), VI51MV (1,8% / 14,28%), V118l (1,8% / 14,28%), M184V 2,5% /
28,5%), L210W (2,5% / 28,5%), T215Y (2,5% / 28,5%), K219N (1,8% / 14,28%) e
Y181C (1,8% / 14,28%), L100I (0,6% / 14,28%), K103N (0,6% / 14,28%). A Unica
mutacdo encontrada relacionada a regido da protease foi a L10V (1,1% / 12,5%).

Em estudos anteriores, como Kantor, R. et. al, em 2005, ja relatou
mutagbes associadas a resisténcia encontradas no Subtipo B nas seguintes
posicdes, para ITRN: 41, 44, 62, 65, 67, 69, 70, 74, 75, 77, 115, 116, 118, 151,
184, 210, 215 e 219; para ITRNN: 98, 100, 101, 103, 106, 108, 179, 181, 188,
190, 225, 227, 230, 236 e 238; e para IP: 10, 20, 24, 30, 32, 33, 36, 46, 47, 48, 50,
53, 54,63, 71, 73, 77, 82, 84, 88, 90 e 93. Nesse mesmo trabalho também foram
citados os polimorfismos encontrados em nossas amostras para o Subtipo F:
(sendo para a Transcriptase reversa: 35, 39, 49, 162, 169, 173, 174 e para

Protease: 15, 19, 35, 36, 41, 57, 60, 61, 65, 72 e 89).
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Outros polimorfismos encontrados para a regido da protease associados a
mutacdes acessorias descritas em outros trabalhos foram: M361, L63P, V771, e
para a regiao da Transcriptase Reversa, quanto aos ITRN: M41L, M44D, D67N,
V118l, M184V, L210W, T215Y/F, K219N; ITRNN: L100I, K103N E Y181C, além
de outros polimorfismos como V35T, A98G/S, K122E, 1135T/V, S162C, E169D,
D177G/E, T200R/A/l, 1202V, R211K (CERQUEIRA, D. M. et. al.,2004) (BAHIA, F.

et .al., 2004) (CERQUEIRA, D. M. et. al., 2004).

A mutacdo encontrada no grupo dos pacientes co-infectados pode estar
associada aos medicamentos que podem ter sido administrados a esses
pacientes no passado, como o proprio inibidor da protease, ou também a

aquisicao de um virus ja mutante.

A mutagdo (secundaria) referente & regido da protease mais
freqientemente encontrada em ambos os Grupo foi a L10V/LV, também
observada em outros estudos (DUMANS, A. T. et. al, 2002) (CERQUEIRA, D. M.

et. al., 2004).

Portanto, nossos resultados condizem com mutag¢des e polimorfismos ja

citados em outros trabalhos, no que referem-se ao mesmo subtipo.
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9. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, embora com um numero reduzido

de pacientes por grupo, € possivel concluir que:

= Os grupos de estudos apresentaram um perfil imunolégico e viral
bastante razoavel, considerando os diferentes tratamentos
instituidos.

= Em alguns casos a co-infecgao parece atuar de forma sinérgica com
o tratamento antiretroviral, mantendo sob equilibrio a carga viral e
favorecendo o aumento dos linfécitos CD3+CD4+.

= O tratamento para tuberculose concomitante ao anti-retroviral
parece nao regenerar, em alguns casos, a populagao linfocitaria.

= A anadlise do polimorfismo da regido pol do Subtipo B permite
identificar maior freqiéncia de mutagdes por posicdo no grupo néo
co-infectado.

= O esquema terapéutico preconizado pode ter contribuido para a
presenca de mutacdes associadas a resisténcia aos ITRN/ITRNN.

= A maior frequéncia de mutagcdes pontuais na regido da protease
para o Subtipo B esteve associada a co-infecgdo; podendo sugerir
gue ou esses pacientes ou foram infectados com virus apresentando
estas mutacdes ou a co-infecgdo influencia a selecido de tais

populacgdes virais.
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QUADRO 7 - Sequéncias de primers utilizados para a realizagado do PCR e

Sequenciamento

Primer Sequence (5” 3”) Gene | Localizagao
K1 CAGAGCCAACAGCCCCACCA Pol | 2147-2166
K2 TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA | Pol | 3338-3308

DP10 TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG Pt | 2198-2223

DP 11 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA Pt | 2598-2572
F1 GTTGACTCAGATTGGTTGCAC Rt | 2519-2539
F2 GTATGTCATTGACAGTCCAGC Rt | 3321-3301

DP 16 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC Pt | 2253-2274

DP 17 AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT Pt | 3260-3280
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TABELA 8 — Perfil de mutagdes do grupo A para Transcriptase Reversa

PACIENTES |ITRN ITRNN POLIMORFISMOS
K20R,V35T V60, S68G, K122E,
AT’ T6ON :
1135T, E169D
K20R, V35T, V60, S68G, K122E,
A1’ T6ON -
D123DN, 1135T, E169D
V35T, V60I, K64KR, 1135T,
A2 : : $162C, T200A, E203DE, Q207A,
R211K
Az L33V, N37CS, L63P, 164V,
HE9HQ, K70KT
K11R, K49KR, K122E, 1135T,
A3’ : : D177E, V1791, Q197E, 1202V,
R211K
K49KR, 1135T, D177E, V179,
A3” : - G196EG, Q197EQ, 1202V,
R211K, V245M
A K11R, W24RW, D177E, VI77E,
V1791, 1202V, R211K, V245M
g W24RW, D177E, V179, 1202V,
R211K
K11R, D177E, V179l 1202V,
A4”’ - -
R211K
M41L, E44A,
D67N,
V75IMV, V1351, T39A, K43E, K73KM,
V118l 194IL, A98AS, 1135T, T139R,
A5’ Y181C
M184V, $162D, V1791, G196E, H208Y,
L210W, R211K, K223EKQ, D237E
T215Y,
K219N
M41L, E44A, V1351, T39A, K43E, K73KM,
A5” Y181C
D67N, A98AS, 1135T, T139R, S162D,
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V75IMV,
V118l,
M184V,
L210W,
T215Y,
K219N

V1791, G196E, H208Y, R211K,
K223EKQ, D237E

A5”’

M41L, E44A,
D67N,
V75IMV,
V118l,
M184V,
L210W,
T215Y,
K219N

Y181C

V1351, T39A, K43E, K73KM,
A9BAS, 1135T, T139R, S162D,
V1791, G196E, H208Y, R211K,

K223EKQ, D237E

A6”’

1135T, 1142V, I1178M, R211K

A9”

M41L, E44D,
D67N,
M184V,
L210W,
T215Y

L100l, K103N

K122E, 1135T, R211K
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TABELA 9 — Perfil de mutagdes do grupo A para protease

PACIENTES | PMAIOR | P MENOR POLIMORFISMOS
" T12K, 115V, E35ED, M361, N37D,
T74TS, L8IM
INE - - T12Q, 15V, E35 ED, M361, N37D
Ay L33V, N37CS, L63P, 64V,
H69HQ, K70KT
Az L33V, N37CS, L63P, 64V,
HB9HQ, K70KT
A3’ - - 113V, N37S, L63A, V77]
Az 113V, K14KR, N37S, R41RK,
L63T, V77
A4’ - : N37S, L63T, V77|
A4” : : E35D, L63T, V77l
Ag” : : N37S, L63T, V77l
AS T12A, K14KR, M36MI, N37NS,
R41K, R57K, Q61D, L63P
A5 T12A, K14KR, M36MI, N37NS,
R41K, R57K, Q61D, L63P
A5 T12A, K14KR, M36MI, N37NS,
R41K, R57K, Q61D, L63P
G K14R, E35D, N378S, P39S, R41K,
QB1N, 162V, L63T, 164V, E65D
Ao T4S, 113V, 115V, N378, R57K,
HB9K, T74S, L8IM
A0’ : L10V L191, H69Q
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TABELA 10 — Perfil de mutag¢des do grupo C para transcriptase reversa

PACIENTES ITRN ITRNN POLIMORFISMOS
cr - - 1135IT, T200E, R211K, F214L
V211, V60I, 135T, K173KT,
Cc2 - - Q174R, D177E, 1178L, V189IV,
1202V, R211KR, V245M
K20R, V35T, E36A, T39AT,
c3 K49KR, D86DN, K122EK, S162Y,
E169DN, K173T, Q174K, D177E,
1202IT, R211K, F214L
K49KR, K102Q, K104KR, K122A,
Cc4 - - T165I, 1178IL, 1202V, F214L,

V245M
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TABELA 11 — Perfil de mutag¢des do grupo C para protease

PACIENTES P MAIOR P MENOR POLIMORFISMOS
15V, L19l, E35D, M361, R14K,
c1r - - R57K, Q61N, EGSD, I72IT, L89M,
193L
T12K, 115V, L19V, M36MI, N37E,
Cc2 - L10LV
193IL
C3’*
K14R, 115V, G16E, N37T, P39S,
c4 - L10LV

L63LP

¢ Nao foi possivel realizar o sequenciamento deste paciente.
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Alinhamento das sequéncias da regido pol/ do HIV (regido RT) com os grupos de

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

A —_—

5
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAAWGGCC
AACAAWGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC
AACAATGGCC

NI
55
ACAGAGATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
GCAGAACTGG
GCAGAACTGG
GCAGAACTGG
ACAGAAATGG
ACAGAACTGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG
ACAGAAATGG

R
105
ATACAATACT
ATACAATACT
ATACAATACT
ATACAATACT
ATACAATACT
TTACAATACT
TTACAATACT
TTACAATACT
TTACAATACT
ATATAATACT
ATATAATACT

pacientes

A —

15
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAG
ATTGACAGAG
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
AYTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA
ATTGACAGAA

R
65
AAAAGGAAGG
AAAAAGAAGG
AAAAAGAAGG
AAAAGGAAGG
AAAAGGAAGG
AAAAGGAAGG
AAAAGGAAGG
AAAAGGAAGG
ARAAGGAAGG
AAGAGGCAGG
AAGAGGCAGG
AAGAGGCAGG
AAAAGGAAGG
AAAAGGACGG
AAAAGGAAGG
AAAAGGAAGG
AAAAGGAAGG

R
115
CCAGTATTTG
CCAATATTTG
CCAATATTTG
CCAATATTTG
CCARTATTTG
CCAGTATTTG
CCAGTATTTG
CCAGTATTTG
CCAGTATTTG
CCAGTATTTG
CCAGTATTTG

R -
25
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA
GAAAAAATAA

NI
75
GAAAATTTCA
AAAAATTTCA
AAAAATTTCA
RAAAATTTCA
AAAAATTTCA
AAAAATTTCA
AAAAATTTCA
AAARATTTCA
AAAAATTTCA
GAAAATTTCA
GAAAATTTCA
GAAAATTTCA
GAAAATTTCA
GAAAATTTCA
GAAAATTTCA
AAAAATTTCA
AAAAATTTCA

R
125
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAARGAA
CCATAARGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA

R -
35
AAGCATTAGT
AAGCATTAAC
AAGCATTAAC
AAGCATTGAC
AAGCATTGAC
AAGCATTAGT
AAGCAYTAGT
AAGCAYTAGT
AAGCMYTAGT
AAGCACTAAT
AAGCACTAAT
AAGCACTAAT
AAGCATTAGT
AAGCATTAGT
AAGCATTAGT
AAGCATTAGT
AAGCATTAGT

o]
85

AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
ARAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AARATYGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
AAAATTGGGC
ARAATTGGGC

R
135
AAAAGACAGT
AAAAGATGGT
AAAAGATGGT
AAAAGACAGT
AAAAGACAGT
AAAAGACAGT
AAARGACAGT
AAAAGACAGT
RAAAGACAGT
AAAGAATAGT
AAAGAATAGT

R -
45
AGAAATTTGT
AGAAATATGT
AGAAATATGT
AGAAATTTGT
AGAAATTTGT
AGAAATATGT
AGAAATATGT
AGAAATATGT
AGAAATATGT
AGAAATCTGT
AGAAATCTGT
AGAAATCTGT
AGAAATCTGT
AGAAATTTGT
AGAAATCTGT
AGAAATTTGT
AGAAATTTGT

o]
95

CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CYGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAACCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC
CTGAAAATCC

R
145
ACTAAATGGA
AATAARTGGA
AATAAATGGA
ACWAARTGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA



1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

ATATAATACT
ATATAATACT
ATACAATACT
ATACAATACT
ATACAATACT
ATACAATACT

R
155
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAARTTAGT
GAAWGCTART
GAATGCTAAT
GAATGCTAAT
GAAAGTTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTAGT
GAAAATTGGT
GAAAATTAGT

R
205
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTCCAAT
GAAGTCCAAT
GAAGTCCAAT
GAAGTCCAAT
GARGTTCAAT
GARGTTCAAT
GARGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT
GAAGTTCAAT

R I
255
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
GATAG----A
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AATAACAGTA
AATAACAGTR
AATAACAGTR

CCAGTATTTG
CCAGTATTTG
CCAGTATTTG
CCAGTATTTG
CCAATATTTG
CCAGTATTTG

R
165
AGATTTCAGA
AGATTTCAGA
AGAYTTCAGA
AGATTTCAGA
AGATTTCAGR
AGATTTCAGA
AGATTTCAGA
AGATTTCAGA
AGATTTCAGA
RGATTTCAGA
GGATTTCAGA
GGATTTCAGA
AGATTTCAGA
AGATTTCCGA
AGATTTCAGA
GGATTTCAGA
AGATTTYAGA

R
215
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGAMTACC
TAGGRATACC
TAGGAATACC
TAGGAATACC
TAGGGATACC
TAGGAATACC
TAGGGATACC
TAGGAATACC

R I
265
CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
CAAGGACAAG
CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
YTGGATGTGG
CTAGATGTGG
CTAGATGTGG
CTAGATGTGG

CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CCATAAAGAA
CYATAAAGAA

N I

175
GAACTTAATA
GAACTTAATA
GAACTTAATA
GARCTYAATA
GAACTYAATA
GAACTTAATA
GARCTYAATA
GAACTTAATA
GARCTTAATA
GAACTTAATA
GAACTTAATA
GAACTTAATA
GAACTTAATA
GAGCTTAATA
GAACTTAATA
GAACTKAATA
GAACTTAATA

R
225
ACATCCCGCA
ACATCCTGCA
ACATCCTGCA
ACAYCCCGCA
ACATCCCGCA
ACATCCTGCA
ACATCCCGCA
ACATCCYGCA
ACATCCYGCA
ACATCCCKCA
ACATCCCTCA
ACATCCCKCA
ACATCCCGCA
ACATCCCGCA
ACATCCTGCA
ACATCCCGCA
ACATCCYGCA

R I
275
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GAACTGTAT-
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA

AAAGAATAGT
AAAGGATAGT
AAAGAACAGT
AAAAGACAGT
AAAGGACAGT
AAAGGATAGT

ol
185
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
ARAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACWCA
AGAGAACWCA
AGAGAACWCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
AGAGAACTCA
ARAGAACTCA

R
235
GGGTTAAAAA
GGGTTAAAGA
GGGTTAAAGA
GGGTTAAAAA
GGGTTAAAAA
GGATTAAAAA

GGRTTAAAAA
GGAYTAAAAA
GGRTTAAAAA
GGGTTAAAAA
GGGTTAAAAA
GGGTTAAAAA
GGGTTAAAAA
GGGATAAAGA
GGGTTAAARA
GGGTTAAAAA
GGGTTAAAAC

R I
285
TTTTTCAGTT
TTTTTCAGTT
TTTTTCAGTT
CTTTTCAGTY
YTTTTCAGTT
CTTTTCAGTT
CCCTTAGCTT
TTTTTCAGTT
TTTTTCAGTT
TTTTTCAGTT
TTTTTCAATT
TTTTTCAATT
TTTTTCAATT

ACTAAATGGA
ACTAAGTGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA
ACTAAATGGA

R
195
AGACTTCTGG
AGATTTCTGG
AGATTTCTGG
AGAYTTTTGG
AGACTTTTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG
AGACTTCTGG

R
245
AGAAAAAATC
AGAAAAAGTC
AGAAAAAGTC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGCAGGAGCC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAACAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAAAATC
AGAAAARATC

R I
295
CCCTTAGATG
CCYTTAGATG
CCYTTAGATG
CCYTTAGATA
CCCTTAGATR
CCCTTAGATG
CCCTCAGATC
CCCTTAGATA
CCYTTAGATA
CCYTTAGATA
CCCTTAGATA
CCCTTAGATA
CCCTTAGATA
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1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AGTAACAGTA
AGTAACAGTR
AGTAACAGTA

R
305
AAGACTTCAG
AAGACTTCAG
AARACTTCAG
AGGACTTCAG
AGGACTTCAG
AAGACTTCAG
ACT-CTTTGG
AAGACTTCAG
AAGACTTCAG
AAGAYTTCAG
AAGACTTCAG
AAGACTTCAG
AAGACTTCAG
AAGACTTCAG
AAGACTTCAG
AAGATTTCAG
AAGACTTCAG
CAGACTTCAG

R
355
GACACCAGGG
GACACCAGGG
GACACCAGGG
GACACCAGGA
GACACCAGGA
GACACCAGGG
AGGAAGCTCT
GACACCAGGG
GACACCRGGR
GACACCAGGG
AAGACCAGGG
AAGACCAGGG
AAGACCAGGG
AACACCAGGG
GACACCAGGG
AACGCCAGGA
GACACCAGGG
GACACCAGGG

ol
405
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
AGTTTACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG

CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
CTGGATGTGG
TTAGATGTGG
CTGGATGTGG

R
315
GAAGTATACT
GAAGTAYACT
GAAGTAYACT
GAAGTATACT
GAAGTATACT
GAAGTATACT
CAGCGACCCC
GAAGTATACT
GAAGTATACT
GAARTATACT
GAAGTATACT
GAAGTATACT
GAAGTATACT
GAAGTATACT
GAAATATACT
GAAGTATACT
GAAGTACACT
RAAGTATACT

R
365
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGATAYC
ATTAGATATC
ATTAGATACA
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGATATC
GTTAGGTATC
ATTAGATATC
ATTAGATATC
ATTAGRTAYC
ATTAGATATC

A I

415
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
GAARGTGGAA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA

GTGATGCATA
GCGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA
GTGATGCATA

R
325
GCATT-TACC
GCATT-TACC
GCATT-TACC
GCATT-YACC
GCATT-YACC
GCATT-TACC
TCGTCACART
GCATT-TACC
GCATT-TACC
GCATT-TACC
GCATT-TACC
GCATT-TACC
GCATT-TACC
GCATT-CACT
GCATT-TACC
GCATT-TACM
GCATT-TACC
GCATT-TACC

R
375
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
ARTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
GGAGCAGATG
AGTACA-AYG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
AGTACA-ATG
ARTACA-ATG
AGTACA-ATG

N I

425
AAGTAGCATG
AAGTAGCATG
AAGTAGCATG
ATGTAGCATG
ATGTAGCATG
AAGTAGCATG
ACCAAAAATG
AAGTAGCATG
AAGTAGCATG
AAGTAGCATG
AGATAGCATG
AGATAGCATG
AGATAGCATG
AAGTAGCATG

TTTTTCAGTT
TTTTTCAGTT
TTTTTCAGTK
YTTCTCAGTT
TTTTTCAGTT

R I
335
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
AARGATAGGG
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA
ATACCTAGTA

R
385
TGCTTCCACA
TACTTCCACA
TACTTCCACA
TGCTTCCACA
TGCTTCCACA
TGCTTCCACA
ATACAGTATT
TGCTTCCACA
TGCTTCCACA
TGCTTCCACA
TACTTCCCCA
TACTTCCYCA
TACTTCCCCA
TGCTTCCCCA
TGCTTCCCCA
TGCTTCCACA
TGCTTCCACA
TGCTTCCACA

N I

435
ACAAAAATC-
ACRAAAATY-
ACRAAAATY-
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ACAAAAATY-
ATAGGGGGAA
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-

CCCTTAGATA
CCCTTAGATG
CCTTTAGATA
CCYTTAGAYA
CCCTTAGATG

R
345
TAAACAATGA
CAAACAATGA
CAAACAATGA
CAAAYAATGA
CAAACAATGA
CAAACAATGA
GGGCAACTAA
TAAACAATGA
TAAACAATGA
TAAACAATGA
CAAATAATGA
CAAATAATGA
CAAATAATGA
CAAATAATGA
CGAACAATGA
YAAACAATGA
CWAATAATGA
TAAACAATGA

R
395
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
AGGATGGAAA
AGGATGGAAA
GGGATGGAAA
AGAAGAAATG
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAG
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA
GGGATGGAAA

ol
445
TTAGAGCCTT
TTAGATCCTT
TTAGATCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTGGAGGTTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
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1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG
GGATCACCAG

R -

455
TTAGAAAACA
TTAGAAAGCA
TTAGAAAGCA
TTAGAAAGCA
TTAGAAAGCA
TTAGAAAGCA
TATCAAAGTA
TTAGAAAGCA
TTAGAAAGCA
TTAGAAAGCA
TTAGAAAACA
TTAGAAAACA
TTAGAAAACA
TTAGAAAACA
TTAGAAAACA
TTAGAAAACA
TTAGAAMACG
TTAGAAAACA

R
505
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGCT
TATGTAGGCT
TATGTAGGAT
CATAAAGCTA
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGAT
TATGTAGGGT
TATGTAGGTT
TATRTAGGAT
TATGTAGGAT

R I
555
GCTGAGACAA
ACTGAGACAA
ACTGAGACAA
RCTGAGAGCA
ACTGAGAGCA
ACTGAGACAA
ATTGGAAGAA
RCTGAGACAA
ACTGAGACAA
ACTGAGRCAA
ATTGAGACAA
ATTGAGACAA

CAATATTTCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA
CAATATTCCA

A -

465
AAATCCAGAC
GAACCCAGAC
GAACCCAGAC
AAATCCAGAC
AAATCCAGAC
AAATCCAGAA
AGAC---ART
AAATCCAGAA
AAATCCAGAA
AAATCCAGAR
AAATCCAGAC
AAATCCAGAC
AAATCCAGAC
AAATCCAGAC
AAATCCAGAC
AAAYCCAGAC
AAATCCAGAA
AAATCCAGAC

R
515
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
TAGGTACAGT
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA
CTGACTTAGA

R I
565
CATCTGTTGA
CATCTGTTGA
CATCTGTTGA
CATTTGCTAA
CATTTGCTAA
CAYTTGTTGA
-ATCTGTTGA
CATTTGTTGA
CATTTGTTGA
CATTTGTTGA
TATCTGTGGA
TATCTGTGGA

AAGTAGCATG
GAGTAGCATG
RAGTAGCATG
AAGTAGCATG

R -

475
ATAGTTATCT
ATAGTTATCT
ATAGTTATCT
ATAGTTATCT
WTAGTTATCT
ATAATTATAT
ATGATCAGAT
ATAATTATAT
ATAATTATAT
ATAATYATAT
ATAATTATCT
ATAATTATCT
ATAATTATCT
ATGGTTATCT
ATAGTGATCT
ATAGTTATCT
CTAGTGATCT
MTAGTTATAT

R I
525
AATAGGGCAG
AATAGGGCAG
AATAGGGCAG
AATAGGACAR
AATAGGACAA
AATAGGGGAA
RTTAATAGGA
AATAGGGCAA
AATAGGGCAA
AATAGGGCAA
AATAGAGCAG
AATAGAGCAG
AATAGAGCAG
AATAGGGCAG
AATAGGGCAA
AATAGGGCAG
AATAGGACAG
AATAGGRCAG

R I
575
GGTGGGGACT
GGTGGGGATT
GGTGGGGATT
AGTGGGGATT
AGTGGGGATT
AGTGGGGATT
CTCA--GATT
AGTGGGGATT
AGTGGGGATT
AGTGGGGATT
AGTGGGGATT
AGTGGGGATT

ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ACAAAAATC-
ATAAAAATC-

R -

485
ATCAATACAT
ATCAGTACAT
ATCAGTACAT
ATCARTACAT
ATCARTACAT
ATCAATAYAT
AACCATAGAA
ATCAATACAT
ATCAATACAT
ATCAATACAT
GTCAATAYGT
GTCAATAYGT
GTCAATAYGT
ATCAATACAT
ATCAATACGT
ATCAATACAT
ATCAATACAT
ATCAATACAT

R I
535
CATAGAACAA
CATAGAACAA
CATAGAACAA
CATAGAGCAA
CATAGAGCAA
CACAGGACAA
CCTACACCTG
CACAGGACAA
CACAGGACAA
CACAGGACAA
CATAGAACAA
CATAGAACAA
CATAGAACAA
CATAGAACAA
CATAGAACAA
CATAGAGAAA
CATAGAACAA
CATAGAACAA

R I
585
TACCACACCA
YACCACACCA
YACCACACCA
YACCACACCA
YACCACACCA
TACCACACCA
GGCTGCACT-
TACCACACCA
TACCACRCCA
TACCACACCA
YTACACACCA
TTACACACCA

TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT
TTAGAGCCTT

N -

495
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTA
GGATGATTTA
GGATGATYTG
ATCTG-TGGA
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG
GGATGATTTG

ol
545
AAATAGAGGA
AAATAGAGGA
AAATAGAGGA
AAATAGAKGA
AAATAGAGGA
AAGTAGARGA
T--CAACATA
AAGTAGAGGA
AAGTAGAGGA
AAGTAGAGGA
AAATAGAGGA
AAATAGAGGA
AAATAGAGGA
AAATAGAGGA
AAATAGAGGA
AAATAGAGGA
AAGTAGAGGA
AAGTAGAGGA

R I
595
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAAGAAAC
GACAAGAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAACAAAC
GACAACAAAC

101



1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

seq rt/B

1118
1119
1120
1121
1122
1123
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1133
1136
1137
1141

RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe
RTe

ATTGAGACAA
ATTGAGACAA
ACTAAGACAA
GCTGAGACAA
ACTRAGACAA
ACTGAGACAA

R
605
ATCAGAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCARAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCAGAARGA
-TTAAATTTT
AYCAGAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCAGVAAGA
ATCAGMAAGA
ATCAGMAAGA
ACCAGAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCAGAAAGA
ATCAGAAAGA

TATCTGTGGA
CATCTGTTGA
CATCTGTGGA
CATCTGTTGA
CATCTGTTGA
CATCTGTTGA

R
615
ACCTCCATTC
ACCTCCATTT
ACCTCCATTT
ACCYCCATTT
ACCCCCATTT
ACCCCCATTY
CCCATTAGTC
ACCCCCATTC
ACCCCCATTC
ACCCCCATTC
ACCACCATTC
ACCACCATTC
ACCACCATTC
ACCTCCATTC
ACCCCCATTC
ACCGCCATTC
ACCTCCATTC
ACCTCCATTC

AGTGGGGATT
AGTGGGGGTT
AGTGGGGATT
AGTGGGGATT
RGTGGGGATT
GGTGGGGACT

R
625
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTATTGAAAC
CTCTGGATGG
CTYTGGATGG
CTYTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG
CTTTGGATGG

TTACACACCA
TACCACACCA
TTACACACCA
AACCACACCA
TACCACACCA
TACCACACCA

R
635
GTTATGAACT
GTTATGAACT
GTTATGAACT
GTTATGAGCT
GTTATGAGCT
GTTATGAGCT
TGTACCAGT-
GTTATGAGCT
GTTATGAGCT
GTTATGAGCT
GTTATGAACT
GTTATGAACT
GTTATGAACT
GTTATGAACT
GGTATGAGCT
GTTATGAACT
GTTATGAGCT
GTTATGAACT

GACAACAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC
GACAAAAAAC

R
645
CCATCCTGA
CCATCCTGA
CCATCCTGA
CCATCCTGA
CCATC—---
CCATCCTGA
CCATCCTGA
CCATCCTGA
CCATCCTGA
TCATCCTGA
TCATCCTGA
TCATCCTGA
TCATCCTGA
CCACCCTGA
CCATCCTGA
TCATCCTGA
CCATCCTGA
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FIGURA 7 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas (Subtipo B) para a regiao

da Transcriptase Reversa nos grupos analisados.



seq prot/B
1118 06PTe
1119 _06PTe
1120 _06PTe
1121 _06PTe
1122 06PTe
1123 06PTe
1125 _06PTe
1126_06PTe
1127 _06PTe
1128 06PTe
1129 06PTe
1130_06PTe
1131 _06PTe
1133 06PTe
1134_06PTe
1137 _06PTe
1141 _06PTe

seq prot/B
1118 06PTe
1119 06PTe
1120_06PTe
1121_06PTe
1122 06PTe
1123 06PTe
1125 06PTe
1126_06PTe
1127_06PTe
1128 06PTe
1129 06PTe
1130 _06PTe
1131_06PTe
1133 06PTe
1134 06PTe
1137 06PTe
1141 _06PTe

seq prot/B
1118 06PTe
1119 _06PTe
1120 _06PTe
1121 06PTe
1122 06PTe
1123 06PTe
1125 _06PTe
1126 _06PTe
1127 06PTe
1128 06PTe
1129 06PTe
1130 _06PTe
1131 06PTe
1133 06PTe
1134 06PTe
1137 06PTe
1141 06PTe

NI
5

TTAACTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAGCTTCCC
TTAACTTCCC
TTAACTTCCC
TTAACTTCCC
TTAACTTCCC
TCAGCTGCCC
TTAACTGCCC
TTAGCTTCCC
TTAACTTCCC

R
55

ATAGGGGGGC
GTAGGGGGGC
GTAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
ATAGGGGGAC
ATAGGGGGAC
ATAGGGGGAC
ATAGGGGGAC
GTAGGGGGGC
ATAGGGGGGC
GTAGGGGGAC
GTAGAGGGGC

ol
105
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTAGTAGAA
AGTAGTAGAA
RGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTRTTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTATTAGAA
AGTRTTAGAA
AGTATTAGAA

R
15

TCAGGTCACT
TCAAATCACT
TCAAATCACT
TCAGATCACT
TCAGATCACT
TCAGATCACT
TCAGATCACT
TCAGATCACT
TCAGATCACT
TCAGATCACT
TCAAATCACT
TCAAATCACT
TCAAATCACT
TCAAATCACT
TCAAATCTCT
TCAGATCACT
TCAAATCACT
TCAGATCACT

N I
65
AACTAAAGGA
AACTAAAGGA
ARCTAAAGGA
AACTAAAAGA
AACTAAAAGA
AACTAAAGGA
AACTAAAGGA
AACTAAAGGA
AACTAAARGA
AACTAAAGGA
AGYTAAAGGA
AGCTAAAGGA
AGYTAAAGGA
AGCTAAAGGA
AACTAAAGGA
AAATAAAAGA
AAGTAAAGGA
AACTAAAGGA

ol
115
GAAATGAGTT
GASATAGATT
GASATAGATT
GAAATGWGTT
GAAATGWGTT
GAAATGAGTT
GAAATGAGTT
GAAATGAGTT
GACATGAATT
GAAATGASTT
GAAATRARTT
GAAATAAGTT
GAAATAARTT
GACATGAGTT
GAAATGAGTT
GAAATGAATT
GAAATRGAGT
GAAATGACCT

R
25

CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAGC
CTTTGGCAGC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCARC
CTTTGGCARC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCAAC
CTTTGGCARC
CTTTGGCARC

R
75
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTMTTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTYTATTA
AGCTYTATTA
AGCTYTATTA
AGCTCTATTA
AGCTTTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA
AGCTCTATTA

ol
125
TGCCAGGAAG
TACCAGGAAG
TACCAGGAAG
TGCCAGGGAG
TGCCAGGGAG
TACCAGGAAG
TACCAGGAAR
TACCAGGAAG
TGCCAGGAAG
TACCAGGAAG
TGCCAGGAAA
TGCCAGGAAA
TGCCAGGAAA
TATCAGGAAA
TGCCAGGAAG
TGCCAGGAAG
TGCCAGGGAG
TGTCAGGAAG

o]
35

GACCCCTCGT
GACCACTAGT
GACCACTAGT
GACCCCTCGT
GACCCCTCGT
GACCCCTCGT
GACCCCTCGT
GACCCCTCGT
GACCCCTYGT
GACCCCTYGT
GACCCCTAGT
GACCCCTAGT
GACCCCTAGT
GACCCTTAGT
GACCCCTTGT
GACCCGTCGT
GACCASTAGT
GACCCSTCGT

N I
85
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GATACAGGAG
GAYACAGGAG

N I

135
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
GTGGAAACCA
GTGGAAACCA
GTGGAAACCA
GTGGAAACCA
GTGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA
ATGGAAACCA

o]
45
CACAATAAAG
TCAAATAAAR
TCAAATAAAR
YACAATAAAG
YACAATAAAG
CACAGTAAAG
CACARTAARG
CACAATAAAG
CACAATAAAG
CACAATAAAG
YGCAATAARG
CGCAATAAGG
YGCAATAARG
CACAATAAGG
CACAGTAAAG
CACAATAAAG
CAAAATAAAG
CACAATAAGG

A
95
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC
CAGATGATAC

ol
145
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
AAAATGATAG
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seq prot/B
1118 06PTe
1119 _06PTe
1120 _06PTe
1121 _06PTe
1122 06PTe
1123 06PTe
1125 _06PTe
1126_06PTe
1127 _06PTe
1128 06PTe
1129 06PTe
1130_06PTe
1131 _06PTe
1133 06PTe
1134_06PTe
1137 _06PTe
1141 _06PTe

seq prot/B
1118 06PTe
1119 06PTe
1120_06PTe
1121_06PTe
1122 06PTe
1123 06PTe
1125 06PTe
1126_06PTe
1127_06PTe
1128 06PTe
1129 06PTe
1130 _06PTe
1131_06PTe
1133 06PTe
1134 06PTe
1137 06PTe
1141 _06PTe

seq prot/B
1118 06PTe
1119 _06PTe
1120 _06PTe
1121 06PTe
1122 06PTe
1123 06PTe
1125 _06PTe
1126 _06PTe
1127 06PTe
1128 06PTe
1129 06PTe
1130 _06PTe
1131 06PTe
1133 06PTe
1134 06PTe
1137 06PTe
1141 06PTe

ol
155
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GAGGAATTGG
GAGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG
GGGGAATTGG

R
205
GAAATCTGTG
GAAATCTGTG
GAAATCTGTG
GAAATATGTG
GAAATATGTG
GAAATCTGTG
GAAATCTGTG
GAAATCTGTG
GAAATCTGTG
GAAATCTGTG
GAAATTTGTG
GAAATTTGTG
GAAATTTGTG
GACATTTGTG
GAAATCTGTG
GAGATCTGTG
GAAATYTGTG
GAAATCTGCG

R
255
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
AGTCAACATA
AGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA
TGTCAACATA

el
165
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGCTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC
AGGTTTTATC

R
215
GACATAAAGC
GGCATAAAGC
GGCATAAAGC
GACAWAMAGC
GACADAMAGC
GACATAAAGC
GACATAAAGC
GACATAAAGC
GACATAAAGC
GACATAAAGC
GACACAAGGC
GACACAAGGC
GACACAAGGC
GACACAAGGC
GAAAGAAAGC
GACAAAAGGC
GACATAAAGC
GACATAAAGC

R
265
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGRA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA

el
175
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAAAC
AAAGTAAAAC
AAAGTAAAAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAAAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC
AAAGTAAGAC

R
225
TATAGGTACA
TATAGGTWCA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTTCA
TATAGGTACA
TATAGGTACA
TATAGGTACA

R
275
ATCTGTTGAC
ATMTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTRAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATATGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC
ATCTGTTGAC

el
185
AGTATGATCA
ARTATGATCA
ARTATGATCA
AATATGATCA
AATATGATCA
AATATGATCA
ARTATGATCA
AGTATGATCA
ARTATGATCA
AGTATGATCA
AGTATGATGA
AGTATGATGA
AGTATGATGA
AATATGATAA
AGTATGATCA
AGTATGATCA
AGTATGATCA
AGTATGATCA

R
235
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAATAG
GTRTTAATAG
GTATTAATAG
GTATTAATAG
GTATTAATAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTATTAGTAG
GTGTTAGTAG
GTATTAGTAG

R
285
TCAGATTGGT
TCAGATTGGY
TCAGATTGGY
TCAGATTGGT
TCAGATTGGT
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGC
TCAGATTGGT
TCARMTTGGC
TCAGATTGGC

ol
195
GATACTCATA
AATACTCATA
AATACTCATA
AATACCTGTA
AATACCTGTA
GATAGCCATA
GATAACCATA
GATAACCATA
GATAACCATA
GATAACCATA
CATACCAATA
CATACCAATA
CATACCAATA
CGTAACCGTA
AATACTCATA
GATACTCATA
GATACTYATA
GATACYCATA

R
245
GACCTACACC
GACCTACMCC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCYACACC
GACCCACACC
GACCCACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GACCTACACC
GRCCTACACC
GGCCTACACC

R
295
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGYACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTCTAA
TGCACTCTAA
TGCACTCTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGCACTTTAA
TGYACTTTAA
TGCACTTTAA
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seq prot/B
1118 06PTe
1119 _06PTe
1120 _06PTe
1121 _06PTe
1122 06PTe
1123 06PTe
1125 _06PTe
1126_06PTe
1127 _06PTe
1128 06PTe
1129 06PTe
1130_06PTe
1131 _06PTe
1133 06PTe
1134_06PTe
1137 _06PTe
1141 _06PTe

S
305
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT

ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT

ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCCAT
ATTTTCCYAT
ATTTTCCCAT

TAGTCCTATT
TAGTCCTATT
TAGTCCTATT
TAGTCCTATT

TAGTCCTATT
TAGTCCTATT
TAGYCCTATT
TAGTCCTATT
CAGTCCTATT
CAGTCCTATT
CAGTCCTATT
TAGTCCTATT
TAGTCCTATT
TAGTCCTATT
TAGTCCTATT
TAGTCCTATT

GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC

GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
GAAACTGTAC
AAGACTGTAC
GARACTGTAC
GAAACTGTAC
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FIGURA 8 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas (Subtipo B) para a regiao

da Protease nos grupos analisados.
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Graficos que expressam os perfis de cada paciente no decorrer das trés coletas

realizadas
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GRAFICO 21 - Perfil dos pacientes do grupo A quanto a contagem de Linfécitos

T CD4 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 22 - Perfil dos pacientes do grupo A quanto a contagem de Linfécitos

T CD8 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 23 - Perfil dos pacientes do grupo A quanto a dosagem Carga Viral no

decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 24 - Perfil dos pacientes do grupo B quanto a contagem de

Linfécitos T CD4 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 25 - Perfil dos pacientes do grupo B quanto a contagem de Linfdcitos

T CD8 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 26 - Perfil dos pacientes do grupo B quanto a Carga Viral no

decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 27 - Perfil dos pacientes do grupo C quanto a contagem de

Linfocitos T CD4 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 28 - Perfil dos pacientes do grupo C quanto a contagem de Linfécitos

TCDS8 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 29 - Perfil dos pacientes do grupo C quanto a dosagem da Carga

Viral no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 30 - Perfil de pacientes do grupo D quanto a contagem de Linfécitos T

CD4 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 31 - Perfil de pacientes do grupo D quanto a contagem de Linfécitos T

CD8 no decorrer das trés coletas.
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GRAFICO 32 - Perfil dos pacientes do grupo D quanto a dosagem da Carga

Viral no decorrer das trés coletas.



Eu

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

,RG ,Estado Civil

nO

Telefone ,

1.

Jldade anos, Residente na ,
,Bairro , Cidade ,

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

5. Que né&o corro nenhum risco ao participar dessa pesquisa e que ocorrera

apenas o desconforto da coleta do material;

6. Os materiais empregados na coleta serdo descartaveis;

7. Deverei voltar ao laboratério todas as vezes que houver solicitagdo do

médico ou dos pesquisadores desse projeto;

8. Nao terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

9. Os procedimentos aos quais serei submetido ndo provocarao danos fisicos

ou financeiros e por isso ndo havera a necessidade de ser indenizado por

parte da equipe responsavel por esse trabalho ou das Instituicoes



(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas / UNESP, Araraquara- SP, Hospital
Regional Nestor Goulart Reis, Américo Brasiliense — SP, Servigo Especial
de Saude de Araraquara — SESA e Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo —
capital);

10. Meu nome sera mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade
e se desejar, deverei ser informado sobre os resultados dessa pesquisa;
11.Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a
qualquer momento da realizagdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou

penalizagao, isto €, sem interrup¢céo do meu tratamento;

12.Qualquer duvida ou solicitagdo de esclarecimentos, poderei entrar em

13.Para notificacdo de qualquer situacdo de anormalidade que nao puder ser
resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Regional Nestor Goulart Reis, Américo
Brasiliense — SP (16) 292-1914.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar da
pesquisa “Estudo longitudinal da frequéncia de mutagbes no gene da

transcriptase reversa em co-infectados HIV — Tuberculose”.

Araraquara, de de 200 .

Assinatura do Voluntario

Prof. Dr. Paulo Inacio da Costa Juliana Cristina da Silva

Supervisor do Projeto Pesquisadora ResponsavelL

Via do Pesquisador
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TERMO DE DOAGAO DE MATERIAL BIOLOGICO

Eu,

RG , residente na

, Na

cidade de , concordo em doar o material bioldgico,

sangue e escarro, para a pesquisa “Estudo Longitudinal da freqiiéncia de
mutagées no gene da transcriptase reversa em co-infectados HIV-
Tuberculose”.
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