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RESUMO NA LINGUA VERNACULA

Introducgéo: Cerca de 35,3 milhdes de pessoas em todo o mundo estdo infectadas
com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e destas, 2,7 milh6es séo criancas
com menos de 15 anos de idade. A transmisséao vertical (TV) do HIV-1 é responséavel
por 90% de todas as infec¢cdes em criancas, podendo ocorrer durante a gravidez, no
momento do parto e através do leite materno. Apesar das grandes conquistas na
prevencao da TV no Brasil, criancas ainda vém sendo infectadas. Objetivo: Avaliar a
diversidade genética do virus HIV-1 em crian¢as/ adolescentes infectados por via
vertical em comparacdo ao virus materno. Materiais e métodos: Amostras de
sangue total de 41 sujeitos infectados pelo HIV-1 (22 criancas e 19 maes) foram
coletadas. DNA genémico foi extraido e fragmentos de gag, pol e env amplificados
através de PCR e sequenciados. Reconstrucdes filogenéticas foram utilizadas para
subtipar as sequéncias e identificar recombinantes. Sequéncias de aminoacidos dos
pares de maes e filhos virgens de terapia antirretroviral (TARV) foram analisadas
guanto ao numero de mutacdes nao sinbnimas. A regido da alca V3 das sequéncias
de env foram analisadas para identificacdo de assinaturas e predicdo in silico do
coreceptor viral. Mutacdes de resisténcia associadas aos inibidores de protease,
transcriptase reversa e fusdo foram identificadas nas sequéncias de pol e env.
Resultados: A prevaléncia de subtipo B puro nesta populacdo foi de 82,1% e de
recombinantes BF 17,9%. A maior frequéncia de mutagdo nao sin6nima foi
encontrada em Env (9.9%), seguida de Gag (2.7%) e Pol (1.9%). Analises na alca V3
da regido do envelope revelaram 19,5% de subtipo B’ (GWGR); 46,4% de B (GPGR)
e 34,1% de outras variantes (GXPX). Com relacédo a predicdo de coreceptor, 46,3%
das sequéncias eram de virus X4 (CXCR4) e destas, dez (52,6%) eram sequéncias
de maes. Uma prevaléncia de 43,9% de mutacdes associadas as drogas
antirretrovirais (DRAM) nas sequéncias de pol foi identificada. Dentre as
criancas/adolescentes virgens de tratamento, 33,3% apresentaram pelo menos uma
mutac&o associada aos inibidores de protease e/ou transcriptase reversa. Mutacoes
de resisténcia transmitida (tDRM) foram detectadas numa prevaléncia de 4,9%.
Encontramos uma baixa prevaléncia de mutacdes no gene env, associadas a
resisténcia ao inibidor de fusdo: 4,9% de HR1 e 14,6% de HR2. Conclusdes: Os
resultados ressaltam a importancia de testar as gestantes e manté-las em TARV para
supressdo do virus, evitando assim a TV. Para dar melhor suporte as politicas
publicas de saude na eliminacdo da TV do HIV-1 e na selecdo de regimes de TARV
ativa para maes e bebés, é essencial entender a epidemiologia molecular do virus.

Palavras-chaves: HIV-1; transmisséo vertical; diversidade genética.



RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA

Introduction: Around 35.3 million people worldwide are infected with Human
Immunodeficiency Virus (HIV) around 2.7 million of whom are children under 15
years. Mother-to-child-transmission (MTCT) of HIV-1 accounts for 90% of all HIV-1
infections in children and can occur during pregnancy, delivery and through breast-
feeding. Despite great advances in the prevention of MTCT in Brazil, children are still
becoming infected. Objective: Characterize the genetic diversity of HIV-1 isolates in
infected children by the vertical route in relation to the maternal virus, in a population
from Salvador, the capital of Bahia State, Brazil. Methods: Samples from 41 HIV-1
infected individuals from 19 families were collected. Genomic DNA was extracted,;
fragments from gag, pol and env were amplified and sequenced directly.
Phylogenetic reconstruction was performed to subtype the sequences and find
recombinants. The V3 loop from env sequences was analyzed and coreceptor usage
was predicted. Drug resistance analyses were performed in pol and env sequences.
Results: We found 82.1% of subtype B and 17.9% of BF recombinants. The highest
frequency of non-synonymous mutations was found in Env (9.9%), followed by Gag
(2.7%) and Pol (1.9%). Based on V3 characterization, 8 (19.5%) Brazilian B’
(GWGR), 19 (46.4%) European/ EUA B (GPGR) and 14 (34.1%) GXGX variants
were found. With regard to coreceptor usage, 19 (46.3%) V3 sequences were
predicted to use the CXCR4 coreceptor (X4 virus) and 10 (52.6%) of them were
mothers. A prevalence of 43.9% drug resistance-associated mutations in the pol
sequences was identified. 33.3% of the drug-naive children/adolescents presented at
least 1 mutation related to PI/NRTI/NNRTI resistance. The prevalence of transmitted
drug resistance mutations was 4.9%. On the env we found a low prevalence of HR1
(4.9%) and HR2 (14.6%) mutations. Conclusion: This study thus highlights the
importance of increasing antenatal testing and maintaining mothers on suppressed
ART. To better support public health policies to eliminate MTCT and select active
regimens for mothers and babies, it is essential to understand the molecular
epidemiology of the virus.

Key-words: HIV-1; mother-to-child-transmission; viral diversity.
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1 INTRODUCAO

A epidemia de AIDS no Brasil tem se mantido estavel nos ultimos cinco anos
e, segundo dados do Ministério da Saude, cerca de 40 mil casos foram notificados
em 2012. Porém, ainda é dificil dimensionar a magnitude da infec¢do pelo HIV no
pais, uma vez que, somente a partir do final do ano de 2013 a notificacdo de todos
0s casos de infeccao pelo HIV se tornou obrigatoria em nivel nacional. Na populacao
jovem, a taxa de prevaléncia da infeccado pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
Tipo um (HIV-1) apresenta tendéncia de aumento e dentro deste grupo, encontram-
se mulheres em idade reprodutiva.

A transmissado vertical (TV) do HIV-1 é a principal rota de infeccdo entre
criancas e, apesar dos esforcos para ser erradicada, ainda € alarmante o nimero de
casos, sobretudo em &reas com recursos limitados. Diversos fatores podem
influenciar e aumentar o risco da transmissao do virus de mée para filho, sendo
importante a identificacdo precoce da gestante infectada, o conhecimento das
caracteristicas do virus que ela carrega e seu tratamento adequado.

O HIV-1 é um retrovirus cuja principal caracteristica € sua enorme
variabilidade genética. Tal fato pode levar a uma grande diversidade de
comportamentos biolégicos das cepas virais, que pode influenciar diretamente no
eficiente funcionamento do sistema imune do hospedeiro, assim como na otimizacéo
da terapia antirretroviral (TARV) e desenvolvimento de vacinas.

A epidemiologia do HIV no Brasil € dindmica, com a participacdo dos subtipos
B, F, e em menor escala, dos tipos C, D e A. A circulacdo desses gendtipos gera
eventos de co-infeccdo além de recombinacdo inter-subtipos, podendo ndo ser
detectadas nos testes sorolégicos e ndo responder as terapias antirretrovirais
existentes.

O presente estudo justifica-se pela necessidade de melhor entender o perfil
genético de isolados de HIV-1 que circulam em criangas e adolescentes na cidade
de Salvador, infectados por via vertical. Estudos como este, que buscam mapear as
caracteristicas moleculares de cepas de HIV-1 sdo de grande importancia para a
caracterizacdo de cepas virais circulantes no Brasil, podendo contribuir para o
desenho de uma vacina e melhor manejo de pacientes infectados pelo virus. Os
resultados obtidos neste trabalho, certamente contribuirdo com a literatura, uma vez

gue dados sobre criancas/adolescentes ainda séo escassos em nosso meio.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a diversidade genética do HIV-1 em criancas/ adolescentes infectados

por via vertical em comparacao ao virus materno.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar os subtipos do HIV-1 circulantes através de andlise filogenética das
regidoes gendmicas gag, pol e env;

e Verificar a presenca de recombinacdes inter-subtipos e caracteriza-las;

e Caracterizar a alca V3 do gene env quanto a presenca de assinaturas (motifs)
e predicao de correceptores;

e Comparar sequéncias do HIV-1 em nivel de aminoacidos de isolados das
maes e filhos e identificar muta¢gdes ndo-sinbnimas;

e Avaliar a prevaléncia de mutagfes associadas a resisténcia aos inibidores de

protease, transcriptase reversa e fuséo.



3 ARTIGO DE REVISAO DE LITERATURA

Transmissao vertical do HIV-1 e diversidade viral

1 Aspectos epidemiolégicos da AIDS

O primeiro alerta para a AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida - foi
relatado em 1981, nos Estados Unidos, seguindo um aumento na incidéncia de
doencas oportunistas raras (como a pneumonia por Pneumocystis carinii) e
comprometimento do sistema imune de homens adultos com comportamento
homossexual. Em 1983 o virus imunodeficiéncia humana (HIV) foi primeiramente
isolado e identificado como o agente causador da AIDS™.

A partir de entdo, AIDS foi se alastrando por todo o mundo, sendo hoje uma
das mais sérias doencas infecciosas relatadas na historia. De acordo com os ultimos
dados epidemioldgicos divulgados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
2013, o numero estimado de pessoas infectadas pelo HIV no mundo chegou a 35,3
milhdes, dentre elas, cerca de 3,3 milhdes séo criangas abaixo de 15 anos de idade.
A Africa Subsaariana se destaca no cenario mundial, sendo detentora de 71% de
todos 0s soropositivos no mundo?.

No Brasil, considerando os dados acumulados de 1980 a junho de 2013, um
total de 686.478 casos de AIDS foi notificado, dos quais 445.197 (64,9%)
correspondiam ao sexo masculino e 241.223 (35,1%) ao sexo feminino. Os Obitos
acumulados no mesmo periodo somam 379.045. Nos ultimos 10 anos, observa-se
uma diminuicdo de 6% na taxa de incidéncia de casos de AIDS no pais como um
todo, porém em 10 das 27 Unidades Federadas, a taxa de incidéncia da doenca
supera a média nacional que é de 20,2/100.000 habitantes. Sdo elas: Amazonas
(29,4%), Roraima (27,6%), Rondbnia (21,4%) e Amapa (20,3%) na Regido Norte;
Rio de Janeiro (31,5%), Sdo Paulo (20,6%) e Espirito Santo (20,3%) na Regido
Sudeste; Rio Grande do Sul (40,2%) e Santa Catarina (36,4%) na Regido Sul; e
Mato Grosso (21,5%) na Regido Centro-Oeste®.

Em relacdo aos grupos populacionais, acima de 18 anos e sob maior risco,

estudos realizados em 10 municipios brasileiros entre 2008 e 2009 estimaram taxas



de prevaléncia do HIV, de 4,9% em profissionais do sexo feminino, de 5,9% em
usuarios de drogas e de 10,5% entre homens que fazem sexo com homens®®.

O numero de casos estd aumentando entre as mulheres em todo o mundo,
fato caracteristico da feminilizacdo da AIDS, e o Brasil também vem seguindo esta
tendéncia. A evolucdo da epidemia no pais foi marcada pela queda na razéo entre
0s sexos masculino e feminino, passando de 9:1 em 1987 para dois casos em
homens para cada caso em mulheres, em 2012. Apesar do aumento do niumero de
mulheres infectadas ao longo dos anos, sobretudo em idade reprodutiva, observa-se
uma diminui¢do de 25% na incidéncia de casos de AIDS em menores de cinco anos,
nos ultimos 10 anos. Esta taxa de incidéncia é o indicador utilizado no pais para
monitorar a redugéo da TV do HIV, que em 2012 foi de 3,4/100.000 habitantes®>.

Com relacéo a infeccéo pelo HIV em gestantes, no ultimo estudo sentinela em
parturientes de 2010, observou-se uma prevaléncia de 0,38%, que corresponde a
um total estimado de 10.303 gestantes soropositivas para esse ano. Comparando o
dado estimado de 2010 com o numero de casos de gestantes com HIV notificados
em 2011 (6.540 gestantes HIV positivas), estima-se que a vigilancia de HIV em

gestantes alcancou 63,5% dos casos esperados®.

2 Caracteristicas estruturais e gendmicas do HIV-1

O HIV é um virus da familia Retroviridae, género Lentivirinae. Este grupo de
retrovirus é capaz de causar uma infeccdo latente em longo prazo, efeitos
citopaticos em curto prazo, além de doencas fatais de lenta ou rapida progressao’.

Uma particula infecciosa do virus (virion) é esférica, com diametro médio de
100nm, sendo constituida externamente pelo envelope e internamente, por um
nacleocapsideo que acondiciona o material genético viral, composto de duas fitas
idénticas de RNA, com polaridade positiva, além de enzimas associadas:
transcriptase reversa, integrase e protease® (Figura 1).

O genoma do HIV-1 possui aproximadamente 9.800 nucleotideos (9,8 Kb),
sendo constituido de trés genes estruturais, essenciais para a replicacdo viral: gag
(grupo antigeno), pol (polimerase) e env (envelope), além de seis genes acessorios

e regulatorios: vif, vpr, tat, rev, vpu e nef® (Figura 2).
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Figura 1. Estrutura do HIV.
Fonte: Adaptado de Robinson, 2002.

O genoma viral é flanqueado pelas regifes terminais repetidas longas (LTR —

Long Terminal Repeat Region), que se localizam nas extremidades 3" e 5 do

genoma pro-viral, e onde estdo as principais sequéncias promotoras para a

transcricdo dos genes virais.
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Figura 2: Genoma do HIV-1. Cepa padrdo HXB2.
Fonte: Adaptado de Los Alamos National Laboratory
(http://www.hiv.lanl.gov/sequence/HIV/IMAP/landmark.html).

9000

1
9719

O gene gag codifica as proteinas do capsideo viral: a proteina da matriz p17,

a p24, que envolve o cerne, a p7 e p6 que se localizam no nucleocapsideo. O gene



pol codifica as enzimas envolvidas no processo de replicacdo e integracdo do
genoma viral: protease (pll), transcriptase reversa (p66/p51) e integrase (p31). As
proteinas dos genes gag e pol sdo traduzidas como precursores poliprotéicos que
devem ser clivados pela protease em subunidades distintas. O gene env codifica a
gpl60, uma glicoproteina precursora, que depois de clivada da origem a duas
glicoproteinas extensivamente glicosiladas: a gp120, que se localiza externamente,
e a gp41, com localizacdo transmembranar. A gp120 é formada por cinco regides
variaveis (V1-V5) intercaladas por cinco regibes conservadas (C1-C5). A regido
hipervariavel, conhecida como V3, é imunodominante e contra ela sédo produzidos
anticorpos neutralizantes. A V3 é formada por uma alca composta de 35
aminoacidos e unida por pontes dissulfeto. O envelope viral € derivado da
membrana celular do hospedeiro e tem natureza lipoprotéica®**.

Os genes regulatorios e acessorios codificam as seguintes proteinas: vif,
importante para 0s mecanismos intracelulares de transporte dos componentes virais,
além de se ligar ao inibidor antiviral APOBEC3G*?; vpr, que aumenta a replicacdo
viral**; tat, que atua no alongamento do tamanho dos transcritos virais'*; ver, que
promove a exportacdo nuclear de particulas de RNA mensageiro®; vpu, que se
relaciona, sobretudo com a etapa de producdo e brotamento das particulas virais'® e
nef, que atua na inibicdo da expressao das moléculas CD4 e MHC nas células
hospedeiras aumentando a liberacdo de particulas virais®’.

As LTRs nao codificam proteinas, mas sdo essenciais para a regulacédo da
expressao viral. Fatores transcricionais do hospedeiro e outros codificados pelo virus
ligam-se a regides especificas da LTR e promovem a expressdo dos genes do
HIV*E,

3 Epidemiologia molecular

O HIV é classificado em tipo 1 (HIV-1) e tipo 2 (HIV-2). Cepas do HIV-1 se
dividem em quatro grupos filogenéticos distintos: M, N e O, que surgiram a partir de
transmissdes independentes do Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV) de
chimpanzés'®®; e o grupo P, oriundo de cepas de gorilas?*. O grupo pandémico M
(“‘major’, principal) é classificado em nove subtipos®’ A-D, F-H, J e K, e
recombinacdes entre estes subtipos geram formas recombinantes Unicas (URFs) e

formas recombinantes circulantes (CRFs). Atualmente 55 CRFs ja foram



identificadas sendo estas responsaveis por mais de 20% das infec¢des pelo HIV no
mundo®. Os grupos O (“outlier’, atipico)®* e N (“new”, novo, ndo-M e n&o-O)* foram
descritos circulando no oeste africano. Mais recentemente, o grupo P foi identificado
na Franca em uma mulher de origem africana®.

Os subtipos do HIV-1 séo distribuidos de maneira ndo uniforme pelas
diversas regides do mundo (Figura 3). De acordo com um estudo recente de
Hemelaar e colaboradores (2011), o subtipo C é o responsavel pelo maior numero
de infec¢cBes mundiais (com maior prevaléncia nas regides no sul da Africa e india, e
leste africano), seguido do subtipo A, B e dos CRF 02_AG e CRF02_AE. As
infecgbes pelo subtipo B sédo mais amplas e uniformemente distribuidas do que as
infeccbes pelos outros subtipos. Aproximadamente 95% das infeccbes pelo subtipo
B encontram-se distribuidas por sete regides do mundo, enquanto os outros subtipos
e CRFs juntos sdo encontrados em apenas trés regides ou menos®. No Brasil, a
distribuicdo dos subtipos € complexa e dinamica, com prevaléncia do subtipo B; co-

circulacdo dos subtipos F e C (principalmente no sul do pais), D e A%,
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Figura 3: Distribuicdo mundial dos subtipos e recombinantes virais do HIV-1.
Fonte: Adaptado de Hemelaar et al, 2011.

O surgimento de recombinagéo inter-subtipos como BF e BC vem sendo
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relatado e até o momento, seis CRFs ja foram descritas circulando pelo pais,

cada uma apresentando diferentes padrdes de recombinacdo: CRF02_AG,



CRF28_BF, CRF29 BF, CRF31_BC, CRF39 BF, CRF40 BF e CRF46_BF **°% Na
Bahia, os gendtipos inter-subtipos BF encontrados sdo CRF12, CRF28, CRF29,
CRF39 e CRF40 ¥,

Além destes gendtipos, foi descrita dentro do grupo do subtipo B uma
variacdo na alca V3 do gene env, caracterizada por uma substituicdo do aminoacido
prolina por triptofano (GPGR-GWGR). Esta variante foi entdo chamada de B’ (B
brasileiro)*?. Dos virus do subtipo B circulantes na regido Sudeste, aproximadamente
metade foi descrito como correspondentes a variante B’, e em Salvador, cerca de
18,2% .

O HIV-2 foi identificado em paises do oeste africano, onde se concentra o
maior numero de individuos infectados por este virus. Esta dividido em sete subtipos
e assemelha-se ao HIV-1 em alguns aspectos como a via de infeccao, tropismo por
células do sistema imunoldgico e capacidade de causar doencas que resultam da
deficiéncia deste sistema. Porém, quanto ao potencial de patogenicidade, o HIV-2

tem uma progressao mais lenta para AIDS quando comparado ao HIV-1%+4°.
4 Replicagéo viral

O ciclo replicativo do HIV (Figura 4) se inicia com a entrada do virus na célula
hospedeira através da ligacdo da gpl120 ao receptor celular CD4, que esta presente
na superficie de linfécitos T auxiliares, mondécitos/macrofagos, células dentriticas,
células de langerhans e microgliais*’. Interaces adicionais com receptores de
quimiocinas, também conhecidos como correceptores (CXCR4 e CCR5 sdo 0s mais
utilizados pelo HIV-1) ativam uma mudanca conformacional na gp4l que resulta na
fusdo das membranas do virus e da célula alvo. Esta fusdo promove a liberacédo do
contetdo viral*®.

No citoplasma da célula hospedeira ocorre a transcricdo reversa, ou seja, a
trascricdo do RNA viral em DNA complementar (cDNA), catalisada pela enzima
transcriptase reversa. Depois de sintetizado, o cDNA viral € transportado para o
nacleo da célula e a enzima integrase promove sua integragdo ao genoma
hospedeiro, onde é chamado de provirus®. O provirus pode permanecer em estado
de dorméncia ou ser transcrito em RNA mensageiro (RNAm), que é transportado
para o citoplasma, para a traducdo das proteinas que constituirdo novas particulas

virais. Os novos virions sdao montados proximo a membrana celular na forma de



particulas imaturas. Somente apds o brotamento ocorre a maturacdo viral, que
consiste na clivagem das proteinas Gag e Gag-pol pela enzima protease,

completando assim o ciclo replicativo. Os virions maduros sdo entdo capazes de

infectar novas células*®*°,
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Figura 4: Replicag&o do HIV-1.
Fonte: Adaptado de Rambaut et al, 2004.

5 Evolucgao da infecgéo pelo HIV

A infecgéo pelo HIV ocorre através do contato com sangue, sémen e fluidos
corpreos de uma pessoa infectada para outra nao infectada. A progressao da
infeccdo pode ser dividida em trés fases (Figura 5): a primeira € a fase aguda, que
compreende o periodo entre a terceira e sexta semanas apoés a infeccdo, momento
em que o virus atinge altos niveis de replicacdo (mais do que 107 copias de RNA
viral por mililitro de sangue), havendo queda nas taxas de células T CD4 e aumento
significativo de células T CD8+ no sangue periférico para tentar controlar a viremia.

Também nesta fase surgem as primeiras manifestacdes clinicas™®>2.
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Figura 5: Curso da infeccéo pelo HIV.
Fonte: Adaptado de Coffin e Swanstrom, 2013.

Em seguida, vem a fase assintomatica ou de laténcia clinica, caracterizada
por uma resposta imune ativa frente ao virus e consequente queda viral plasmatica,
que se mantém em niveis estaveis, podendo durar meses e até anos. A Ultima fase

7z

€ conhecida como periodo sintomatico, com o aparecimento de infeccbes
oportunistas que caracterizam um quadro clinico de AIDS®**2.

A patogénese da infeccdo pelo HIV-1 em criancas, nascidas de maes
soropositivas, difere em varios aspectos dos adultos no geral e de suas préprias
maes, sendo em geral mais grave e mais rapida, marcada por altas taxas de
replicacdo viral, e com importante impacto na evolucéo clinica e no progresso para
sintomas de AIDS. Pelo fato do sistema imune do bebé ser imaturo, estando ainda
em desenvolvimento, as respostas imunes contra o HIV-1 ndo sdo eficazes na
contencdo do virus. Estas criangcas sdo comumente acometidas por diversas
infeccbes oportunistas, sendo a pneumonia por Pneumocystis carinii ou jiroveci a
mais comum. Deficiéncias no desenvolvimento fisico e desordens no sistema
nervoso central também s&o relatadas em maior frequéncia nas criangas. No
entanto, em alguns casos, a doenca progride mais lentamente, podendo um

pequeno grupo permanecer clinicamente assintomatico por varios anos>*°,



A histéria natural da infeccdo pelo HIV-1 comecou a ser alterada a partir de
1995, com o surgimento da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART),
revertendo quadros clinicos sintomaticos em pacientes com AIDS. Nos individuos
assintomaticos, a HAART pode impedir a progressdo da doenca, aumentando a

sobrevida e reduzindo as taxas de morbimortalidade destes pacientes®.

6 Transmissao vertical do HIV-1

A TV ou transmissdo de mae para filho do HIV ocorre, sem nenhuma
intervencdo, em uma taxa estimada de 30% e ainda é a principal rota de infeccdo
entre criancas. O uso da TARV em gestantes infectadas reduziu consideravelmente
a taxa de TV em paises desenvolvidos, porém a infecgdo infantil pelo HIV-1 ainda é
preocupante, uma vez que cerca de 210 mil criangas ja nascem infectadas em todo

o mundo®’°,

6.1 Momento da infeccéo

A TV do HIV é um processo complexo e multifatorial que ainda permanece
nao totalmente elucidado, podendo ocorrer em trés momentos distintos (Figura 6):
durante a gravidez, durante o parto e no pés-parto®. E dificil determinar com
precisdo o0 momento em que o virus é transmitido, assim como calcular as taxas de

transmissao.

Recente Pos parto tardio
Gestacgao Tratbalho d: Amamentacdo
~15-20% parto e parto ~30-40%
~45-50%
0-1 més 1-6 meses 6-24 meses

Figura 6: Rotas de Infeccdo vertical do HIV-1.
Fonte: Adaptado de Cavarelli e Scarlatti, 2011.



A infeccao intra-Utero pode ser confirmada por testes baseados na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), através da deteccdo de RNA viral ou DNA proviral em
amostras obtidas nas primeiras 72 horas apés o nascimento. Bebés com PCR
negativa no nascimento e positiva entre duas e seis semanas podem ser
considerados infectados nos udltimos momentos da gestacdo, no parto ou nos
primeiros dias de vida, através da amamentacdo. Quando a infeccdo s6 € detectada
depois da oitava semana poOs-nascimento, considera-se infeccdo pos-parto,

6162 Um melhor entendimento

provavelmente ocorrida através da amamentacao
quanto ao momento e mecanismos da TV € importante para o desenvolvimento de

estratégias de intervencdo®.
6.1.1 Infeccéo durante a gestacao

A infeccdo intra-utero € responsavel por menos de 7% dos casos de TV do
HIV, o que pode ser explicado pelo eficiente papel desempenhado pela placenta
como barreira viral. Mesmo na auséncia de supressdo viral através da TARV
materna, 90% dos recém-nascidos expostos sao “naturalmente” protegidos da
infeccdo viral no Utero através da placenta. A membrana trofoblastica quando integra
regula a passagem de células sanguineas maternas para o feto, porém quando o
tecido € lesionado (através de infeccdo corioamnidtica, infeccdo aguda por
citomegalovirus e/ou toxoplasmose, por exemplo), sua permeabilidade é alterada
favorecendo a transposicdo de células infectadas e virus livres pela barreira,
disseminando assim a infeccéo para o feto®*°°.

Os virus livres cruzam a placenta através de transporte passivo ou ativo, ou
por infeccdo de células trofoblasticas. Estudos in vitro sugerem que o HIV-1 pode
transitar entre os trofoblastos, ou células infectadas podem rapidamente se fundir
com trofoblastos e transmitir o virus para células receptoras subjacentes®®. As
células de Hofbauer (HC), também conhecidos como macréfagos placentéarios, que
teoricamente constituem uma defesa contra a infeccdo através da fagocitose de
particulas virais, podem também servir de carreadores do virus para a circulacéo
fetal. As HC expressam em sua superficie (co) receptores do HIV-1 como CD4,
CCR5, CXCR4 e DC-SIGN. Este ultimo desempenha papel importante uma vez que
possui afinidade maior com a gp120 do que o préprio CD4%,



Estudos sugerem que a infeccdo pelo HIV-1 durante a gravidez ocorre, na
maioria dos casos, na fase final do periodo gestacional, possivelmente nos dias que
antecedem o0 nascimento, quando a placenta comeca a se separar da parede

uterina. Poucos casos parecem ocorrer no primeiro trimestre da gestacao® .

6.1.2 Infeccdo durante o parto

A infecc&o periparto ocorre através do contato mucoso-cutaneo do bebé com
0 sangue, fluido amnidtico e secregdes cervico-vaginais da mée. O virus HIV-1 ja foi
detectado em aspirados géastricos de neonatos, 0 que suporta a evidéncia de
degluticdo de fluidos corpéreos da mae® . O risco de transmissdo aumenta quando
ha o rompimento das membranas amniéticas por mais de quatro horas antes do
parto, ou, quando o trabalho de parto é prolongado, a contratilidade uterina
desencadeia microtransfusdes placentarias, levando a um maior contato do feto com
0 sangue materno. Dessa maneira, a escolha pelo parto cesareo pode conferir

grande protecéo ao bebé reduzindo assim a TV®*7°.

6.1.3 Infeccéo pds-parto

Apdés o0 nascimento, o bebé ainda estd exposto ao HIV-1, podendo ser
infectado no periodo da amamentacdo. Acredita-se que a TV neste periodo é maior
nos primeiros dias de lactacdo por causa do aumento da carga viral (CV) no
colostro, no entanto o risco continua apds 0s momentos iniciais, estando associado
a baixas taxas de contagem de células T CD4 e alta CV da mae, ocorréncia de
mastite e longos periodos de amamentacéo’* "2,

Alguns estudos apontam que as diferentes praticas de alimentacdo adotadas
para os neonatos/criancas desempenham um papel importante na TV do HIV-1. O
aleitamento materno exclusivo (nenhum outro alimento além do leite materno) nos
seis primeiros meses de vida foi associado a taxas mais baixas de transmissao
quando comparado a alimentagdo mista (leite materno associado a outras fontes de
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alimentacao) Sugere-se que a alimentacdo mista pode comprometer a

superficie da mucosa do trato gastrointestinal do bebé, facilitando assim a
transmissdo do virus, possivelmente através do aumento da permeabilidade

intestinal, inflamacao e recrutamento de células-alvo do HIV-1"°.



Sem duvida, a suspensdo da amamentacdo seria a melhor alternativa para
diminuir as taxas de TV no poés-parto, porém tal pratica deve ser ponderada, uma
vez que a sobrevivéncia infantil vai além da sobrevida livre do virus. Mesmo em
paises com alta prevaléncia de infec¢des pelo HIV, a amamentacdo pode prevenir
13% das mortes em criangcas com menos de cinco anos de idade. Em paises com
baixa prevaléncia de infeccbes pelo virus, 15% das mortes em criangas nesta faixa
etaria pode ser evitada se estas forem amamentadas. As diretrizes da OMS/UNAIDS
sobre substituicdo de alimentacdo, diz que: “onde a substituicdo da alimentacéo &
aceitavel, factivel, acessivel, sustentavel e segura, € recomendavel evitar a
amamentacao, caso contrario, a amamentacgdo exclusiva é recomendada durante os
primeiros meses de vida"’* "®. A promocdo do aleitamento materno exclusivo
durante os seis primeiros meses de vida, seguido de um rapido desmame, tem se
revelado uma boa estratégia para o decréscimo das taxas de TV quando comparado
a alimentac&o mista entre 12-24 meses®’.

No Brasil, as puérperas sao orientadas a ndo amamentar e tém o direito
garantido pelo governo de receber férmula lactea infantil pelo menos até seu bebé

completar seis meses de vida®.

6.2 Fatores envolvidos na transmisséao vertical

Diversos fatores podem influenciar e aumentar o risco de TV do HIV. Kourtis e
colaboradores (2010) sugerem uma divisdo destes fatores em trés grandes grupos:
(1) fatores virologicos, como a carga viral no plasma, trato genito-urinario e leite
materno; (2) fatores diretamente relacionados ao hospedeiro, como 0s imunol6gicos
e genéticos, e a integridade de tecidos e mucosas; (3) fatores obstétricos, como o
tipo e o momento do parto, procedimentos obstétricos invasivos e duracdo da
ruptura da bolsa®’.

Varios parametros maternos tém sido associados ao aumento do risco de TV
do HIV-1: estagio clinico avancado da doenca, baixo numero de contagem de
células T CD4 e resposta imune materna. Diversos estudos indicam a CV plasmatica
elevada da mde como um dos principais fatores que levam a TV"’.

Além dos fatores acima apresentados, as coinfec¢cbes maternas e infantis,

gue tém como alvo a placenta, membranas fetais, trato genital e tecidos mamarios,



também podem aumentar o risco da TV. Elas estimulam a liberagéo de citocinas e
agentes inflamatérios que aumentam a replicagdo do HIV e favorecem a
permeabilidade dos tecidos, enfraguecendo as defesas naturais e facilitando a TV.
Infeccbes do trato genital como as causadas pelo Herpes simplex virus e o
Treponema pallidum (agente causador da sifilis), ou infeccbes sistémicas, como a
hepatite B, hepatite C e malaria podem ter um impacto substancial sobre a TV .
Assim, ndo ha como avaliar o risco absoluto da TV do HIV-1 em um caso isolado. Os
valores preditivos de uma combinacgao de fatores podem ser mais relevantes do que

se cada fator for considerado isoladamente®.

6.3 Selecéo de cepas virais e efeito gargalo na transmissao do HIV-1

Os casos de TV representam uma grande oportunidade de identificar
caracteristicas virologicas associadas a transmissdo do HIV-1. Diversos estudos
analisaram a diversidade de quasispécies do virus, comparando a gama de
diversidade viral em amostras de mées e seus filhos, e sugerem que a infecgdo no
neonato se inicia comumente através de uma cepa materna Gnica ou por um nimero
limitado delas, indicando a presenca de um efeito gargalo na TV do HIV-179%°.

E provavel que as cepas transmitidas, quando comparadas as variantes n&o
transmitidas, possuam vantagens ao cruzar as barreiras da mucosa, ao infectar ou
se replicar nas células alvo, ou evadir as respostas imunes. A TV pode resultar na
transmissdo de um menor subconjunto de virus maternos com uma subsequente
limitacdo na diversidade viral de sequéncias do filho, quando comparado as
sequéncias maternas. No entanto, a transmissao de multiplas variantes de mée para
filho também ja foi descrita. Ha evidéncias que a infeccao no Utero pode envolver a
transmissdo de um maior numero de variantes virais quando comparado a
transmisséao no parto®:%,

Diferencas entre aspectos imunogenéticos do bebé e da mée, particularmente
a especificidade do HLA no reconhecimento de epitopos de linfécitos T citotoxicos
pela resposta imune materna e infantil, provavelmente desempenham um papel
importante na selegcdo. Também, algumas cepas virais transmitidas podem ter
vantagens replicativas nos neonatos, podendo assim ser naturalmente selecionados,

0 que nédo exclui a possibilidade de efeitos ndo relativos a selecdo favorecerem o



sucesso de uma variante viral®*®’. Através de andlises filogenéticas, Ceballos e
colaboradores (2008) analisaram sequéncias virais de mée e filho e observaram que
durante os primeiros meses de gestacdo, uma unica cepa minoritaria foi transmitida
ao bebé, seguida de uma subsequente evolucdo, sugerindo a ocorréncia de um
processo seletivo ou um evento estocéstico. No entanto, na infec¢do durante os
meses finais da gestacdo ou durante a amamentacéo, sequéncias virais da mae e
do filho se agruparam de maneira intercalada na arvore filogenética, sugerindo

transmissdes repetidas de mdltiplas variantes virais®’.

6.4 Diversidade genética do HIV-1, recombinacdo e seus efeitos na transmissao

vertical.

A principal caracteristica do HIV é a sua excepcional diversidade genética,
gue pode ser explicada por pelo menos quatro fatores: altas taxas de substituicdo de
nucleotideos; tamanho pequeno do seu genoma; curto tempo de geracao; alta
frequéncia de recombinagao®.

Estima-se que a taxa de substituicdo do HIV-1 seja de 2x103
substituices/sitio/ano, sendo considerada alta®, e aproximadamente 0,2
mutacBes/genoma/geracao, que é cerca de 33 vezes mais do que a encontrada em
Neurospora crassa °.

Assim como a maioria dos virus de RNA, o genoma do HIV é pequeno. A
limitacdo de tamanho pode ser relacionada a maquina replicativa viral que é
naturalmente propensa a erros, ou seja, na auséncia de um mecanismo de reparo
do genoma durante a replicacdo, quanto maior fosse 0 genoma, maior seria 0
nimero de mutacdes, dentre estas, mutacdes deletérias®. O tamanho reduzido do
genoma impacta diretamente no tempo de cada geracdo do HIV-1, que é de 1,2
dias, com a producédo de aproximadamente 10 virions por dia em um individuo
infectado®”.

A frequéncia de recombinacgéo no HIV-1 é de 2,4x10™ por nucleotideo e por

ciclo de replicagéo, o que equivale a 2-3 eventos de recombinagao por genoma e por

aEspécie importante de fungo devido ao seu uso intensivo na ciéncia como organismo modelo, com

genoma composto por 10 mil genes e cerca de 43 milhdes de bases [Froehlich AC, Noh B, Vierstra,
RD, Dunlap JC. Genetic and Molecular analysis of Phytochromes from the filamentous fungus
Neurospora crassa. Eukaryot Cell. 2005; 4(12):2140-52].



ciclo de replicagdo, e ocorre ao longo de todo o genoma®. Isto significa que a
recombinacdo € um mecanismo mais importante para a geracao de diversidade no
HIV-1 do que as mutacdes pontuais. Ela pode também representar um mecanismo
importante de reparacdo genémica, quando ocorrem mutacdes ou alteracbes muito
drasticas numa das cadeias de RNA viral que tornem o virus incapaz de se
replicar®®. Também, pode acelerar a progressdo para AIDS e promover, juntamente
com mutacdes, um mecanismo efetivo para driblar a TARYV, tratamento com vacinas
e pressdo imunolégica®’.

Todas essas variagdes no genoma do HIV-1 levam a diferentes padrbes de
diversidade e evolucéo, tanto em niveis populacionais, como dentro de um mesmo
hospedeiro, com consequéncias na transmissdo do virus, progressdo da doenca,
selecdo natural e resisténcia aos ARVs®.

Diversos estudos tentaram estabelecer uma relagcéo entre o subtipo do HIV-1
e sua transmissibilidade materno-fetal, através da andlise comparativa de
sequéncias de diferentes regides do genoma, de méaes que transmitiram o virus e
maes que nao transmitiram. Na Africa, Blackard e colaboradores (2001) analisaram
sequéncias da regido LTR e identificaram uma maior transmissédo dos subtipos C e
A em relacao ao subtipo D%; Yang e colaboradores (2003) verificaram maiores taxas
de TV entre mulheres do subtipo D comparado com o virus tipo A, em p24gag e
gp4lenv, e recombinantes A/D e D/A ainda mais transmissiveis do que os A/A%:
Renijifo e colaboradores (2004) associaram maiores taxas de transmissédo ao subtipo
C quando comparados ao A e ao D juntos, apés andlises da regido env®. Nos
Estados Unidos, Krogstad e colaboradores (2002) amplificaram sequéncias de gag,
pol e env e verificaram a presenca e transmissdo de subtipos ndo-B, além do
CRF02_AG®.

Na Franca, numa coorte de pacientes de origem africana, ndo foi verificado
diferenca nas taxas de transmissdo dos subtipos e recombinantes apds analise de
LTR e gag”’. No Brasil, Martinez e colaboradores (2006) nao identificaram diferenca
na transmissibilidade dos subtipos B e C, a partir da analise de sequéncias de gp41
env®. Em Portugal, Padua e colaboradores (2009), identificaram uma grande
diversidade genética de cepas virais, inclusive recombinacfes em env e nef, porém
nao foi possivel correlaciona-las com a TV®°.

Percebe-se que existe pouca evidéncia de que um padrdo especifico de

genotipo viral esta associado a TV do HIV-1, ndo sendo detectada até o momento, a



transmissdo preferencial de um gendtipo em comparagdo ao outro. Contudo, vem
sendo sugerido que diferencas geograficas nas taxas de TV podem estar associadas
a diversidade viral nestes locais®*'®. O fato de estes trabalhos terem analisado
apenas uma pequena parte do genoma viral, pode ter dificultado a conclusdo de se
as cepas virais transmitidas consistiam em subtipos puros ou recombinantes, ou
ainda avaliar o grau de recombinacéo.

As implicag@es bioldgicas e epidemiologicas da variabilidade genética do HIV-
1 ainda ndo foram elucidadas. Alguns estudos sugerem que diferentes subtipos
podem apresentar caracteristicas biologicas distintas que podem interferir na
transmissibilidade viral e progressdo da doenca dos pacientes infectados®. Quanto
aos recombinantes, € possivel que apresentem algumas vantagens sobre cepas
parenterais no que diz respeito a eventuais modificacdes no tropismo e no fitness
viral, tornando-os possivelmente mais virulentos e mais eficientes na transmissao.
Sob pressOes seletivas impostas por ARVs, a recombinagdo entre cepas com
diferentes niveis de sensibilidade pode ocorrer, resultando em uma variante ainda
mais resistente’®*,

Na Figura 7, um exemplo hipotético mostra como a recombinacdo do HIV-1
pode ser um importante mecanismo para gerar resisténcia as drogas: duas
diferentes cepas de HIV que séo resistentes a droga A (em vermelho) e a droga B

(em azul) recombinam e produzem uma nova cepa que é resistente as duas drogas.

0
O p -
Droga A
mutagdo de resisténcia
Dupla resisténciaem Recombinacdo
recombinantes Droga B
mutagso de
o resisténcia
o
o
(&)
(&)

Figura 7: Resisténcia multipla as drogas antirretrovirais.
Fonte: Adaptado de Rambaut et al, 2004.



6.5 Profilaxia de gestantes e recém-nascidos

A concepcao de que a reducédo das taxas de transmissdo do HIV poderia ser
alcancada através da TARV foi estabelecida em 1994, a partir do primeiro ensaio
clinico realizado para a TV (ACTGO076). A administracdo de Zidovudina (AZT) pela
gestante a partir do segundo trimestre da gestacdo e pelo bebé por até um més,
reduziu a transmissdo em aproximadamente dois tercos quando comparado com o
grupo placebo’®. O curto uso do AZT em doses diarias vem sendo associado &
reducdo da carga viral materna no momento do parto, tanto no plasma como nas
secrecdes vaginais®, além de promover a profilaxia do neonato contra o virus no

momento do parto'® (Figura 8).
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* Virus livre/ (*) Virus associado a célula. Do lado esquerdo: na auséncia de ARVs o
virus pode causar infec¢do. Do lado direito, o uso de ARV pela mde promove a
redugdo dos virus livres reduzindo a exposicdo do bebé; e o uso de ARV pelo bebé
bloqueia o estabelecimento da infecgdo.

Figura 8: Protecdo dos ARVs contra a TV do HIV-1.
Fonte: Adaptado de Lehman e Farguhar, 2007.



Desde entdo outros estudos foram realizados propondo esquemas Unicos,
como por exemplo, com dose Unica de Nevirapina (NVP) e esquemas combinados
com a associacado de inibidores da transcriptase reversa®**%.

O tratamento para gestantes preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil
consiste na utilizacdo de esquema ARV composto por trés drogas de duas classes
diferentes, seja com indicagédo de profilaxia ou de tratamento. Recomenda-se, para
terapia inicial, um esquema preferencial com dois Inibidores da Transcriptase
Reversa Analogo Nucleosideos (ITRN) + Inibidor de Protease potencializado com
Ritonavir (IP/r) [AZT + Lamivudina (3TC) + Lopinavir potencializado com Ritonavir
(LPV/r)] e esquema alternativo com 2 ITRN + Inibidores da Transcriptase Reversa
nao Analogo Nucleosideos (ITRNN) (AZT+3TC+NVP).

Toda gestante soropositiva para o HIV deve receber a infusdo endovenosa de
AZT no inicio do trabalho de parto até o nascimento do bebé, independentemente do
esquema ARV utilizado no pré-natal, e do nivel de carga viral plasmatica®.

Para os recém-nascidos, a recomendacdo € AZT em solucdo oral nas
primeiras horas ap0s o nascimento, devendo ser mantido o tratamento nas seis

semanas subsequentes (42 dias)®® %",

6.5.1 Mutacdes de resisténcia, resisténcia transmitida e suas implicacées na TV.

A prevencgdo da TV através do uso de ARVs pode resultar na transmisséo
direta de virus resistente (resisténcia transmitida), ou mais frequentemente, a
resisténcia as drogas pode ser selecionada em qualquer momento, desde a
gestacdo até o parto ou amamentacdo, como resultado do uso de ARV pela mae
e/ou pela profilaxia pos-parto. Um estudo desenvolvido por Arrive e colaboradores
(2007) demonstrou que mées e filhos apresentavam mutacdes diferentes (K103N na
mae e Y181C nos filhos) apds a exposicédo a dose Unica de NVP profilatico 1.

O surgimento de variantes virais resistentes selecionadas pela TARV pode
acontecer pela escolha de um regime pouco potente ou a incompleta aderéncia ao
tratamento, que juntamente com a resisténcia transmitida, resulta na limitacdo da
eficacia do tratamento. As mutacdes de resisténcia surgidas a partir da profilaxia
podem desaparecer algum tempo apds o nascimento, ndo sendo possivel desta
forma, avaliar o grau de resposta a TARV em criancas mais velhas expostas a

terapia n&o profilatica®.



No estudo de Hauser e colaboradores (2012) com gestantes em uso de TARV
tripla profilatica (AZT, NVP dose unica e 3TC), foi detectada a presenca de variantes
virais com mutacdes de resisténcia a pelo menos um ARV em 40% das mulheres; e
3/7 neonatos apresentaram virus resistente’®. J4& em um estudo recente com 97
gestantes infectadas com o HIV-1, na Africa, foi relatada uma prevaléncia de 11,9%

de resisténcia priméaria nestas pacientes''*.

6.6 Acdes de controle da transmisséo vertical

A eliminacdo da TV do HIV é uma meta perseguida por muitos paises.
Observa-se uma queda significante no niumero de criancas infectadas anualmente
ao longo dos ultimos anos. Em 2012, 210 mil criancas no mundo foram infectadas
pelo HIV-1, o que representa uma diminuicdo de 38% desde 2009>°. Pode-se dizer
qgue a TV do virus ja foi virtualmente eliminada em paises industrializados, ja que a
maioria das novas infeccdes tem ocorrido em paises da Africa Subsaariana e na
india. Em 2008, para cada crianga vivendo com o virus nas Américas e na Europa
centro-ocidental, aproximadamente 800 criancas foram infectadas nesta regiao
africana *2.

As ac0es prioritarias recomendadas pela OMS para a reducdo do niumero de
criancas infectadas incluem: (1) fortalecer os servigos primarios de prevencao para
assegurar que as mulheres em idade reprodutiva e seus parceiros evitem a infeccao
pelo HIV, (2) tomar medidas (tais como o fornecimento de contraceptivos e
aconselhamento) para reforcar o planejamento familiar entre as mulheres que vivem
com o HIV, (3) fornecer teste de HIV, aconselhamento e medicamentos ARV em
tempo habil para as mulheres gravidas infectadas e (4) assegurar cuidados
adequados e em tempo habil, tratamento e apoio para as mulheres que vivem com o
HIV, seus filhos e suas familias®.

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil incluiu como prioridade no Pacto
pela Saude, a reducdo da mortalidade materno-infantil, que tem como um de seus
componentes a reducdo das taxas de transmissdo vertical do HIV e sifilis. As
principais estratégias estdo embasadas nas recomendacgdes da OMS, com destaque

para a realizacdo do aconselhamento, que desempenha papel fundamental como



parte do processo de diagndéstico da infec¢do, tanto para o controle da infeccéo
materna quanto para a prevencao da TV,

O Brasil tem como meta a reducédo da TV do HIV para menos de 2% até
2015. Para atingir esse objetivo, muitas acdes estdo incluidas em diversas
atividades em andamento. Em 2010, o Governo Federal langou a “Rede Cegonha”,
um conjunto de medidas para garantir a todas as mulheres, atendidas pelo SUS,
assisténcia adequada, segura e humanizada desde a confirmagcdo da gravidez,
passando pelo pré-natal e o parto, até os dois primeiros anos de vida do bebé.
Espera-se uma melhor vigilancia do HIV-1, assim como de infec¢des na gravidez e
no acompanhamento cuidadoso de méaes positivas e seus filhos 411>

A descoberta de terapias que previnem a TV foi e estd sendo um grande
avanco na luta contra o virus, mas ainda urge a descoberta de uma vacina segura e
eficaz para os neonatos, criangas e também adultos. Prevenir a transmissdo de mée
para filho do HIV é um ponto crucial para cuidado e suporte de maes, criancas e

suas familias®® ©°,
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ABSTRACT

Introduction: Around 35.3 million people worldwide are infected with Human
Immunodeficiency Virus (HIV) around 2.7 million of whom are children under 15
years. Mother-to-child-transmission (MTCT) of HIV-1 accounts for 90% of all HIV-1
infections in children and can occur during pregnancy, delivery and through breast-
feeding. Despite great advances in the prevention of MTCT in Brazil, children are still
becoming infected. Objective: Characterize the genetic diversity of HIV-1 isolates in
infected children by the vertical route in relation to the maternal virus, in a population
from Salvador, the capital of Bahia State, Brazil. Methods: Samples from 41 HIV-1
infected individuals from 19 families were collected. Genomic DNA was extracted,;
fragments from gag, pol and env were amplified and sequenced directly.
Phylogenetic reconstruction was performed to subtype the sequences and find
recombinants. The V3 loop from env sequences was analyzed and coreceptor usage
was predicted. Drug resistance analyses were performed in pol and env sequences.
Results: We found 82.1% of subtype B and 17.9% of BF recombinants. The highest
frequency of non-synonymous mutations was found in env (9.9%), followed by gag



(2.7%) and pol (1.9%). Based on V3 characterization, 8 (19.5%) Brazilian B’
(GWGR), 19 (46.4%) European/ EUA B (GPGR) and 14 (34.1%) GXGX variants
were found. With regard to coreceptor usage, 19 (46.3%) V3 sequences were
predicted to use the CXCR4 coreceptor (X4 virus) and 10 (52.6%) of them were
mothers. A prevalence of 43.9% drug resistance-associated mutations in the pol
sequences was identified. 33.3% of the drug-naive children/adolescents presented at
least 1 mutation related to PI/NRTI/NNRTI resistance. The prevalence of transmitted
drug resistance mutations was 4.9%. On the env we found a low prevalence of HR1
(4.9%) and HR2 (14.6%) mutations. Conclusion: This study thus highlights the
importance of increasing antenatal testing and maintaining mothers on suppressed
ART. To better support public health policies to eliminate MTCT and select active
regimens for mothers and babies, it is essential to understand the molecular
epidemiology of the virus.

Key-words: HIV-1, mother-to-child-transmission; viral diversity.

INTRODUCTION

Globally, Human Immunodeficiency Virus (HIV) affects 35.3 million people around
2.7 million of whom are children under 15 years. There were 2.3 million new HIV
infections in 2012, despite the decrease observed in these rates over the last
decades. Among children, there was a pronounced drop of 52% between 2001 to
2012 [1]. In Brazil, the number of people living with HIV is 718,000, representing a
prevalence rate of 0.4% in the general population [2]. The epidemic is increasing
among women worldwide, which is a characteristic of the feminization of AIDS. Brazil
is following this trend. The male: female infection rate has changed from 9:1 to 1.7:1
in the last 2 decades [1]-[2].

Mother-to-child-transmission (MTCT) of HIV-1 occurs at a rate of 30% without any
intervention and accounts for 90% of all HIV-1 infections in children [3]. However,
prevention of MTCT (PMTC) strategies using antiretroviral (ARV) decreases infant
transmission to less than 2%. The transmission can occur during pregnancy, delivery
and through breast-feeding®. The mechanisms and timing of HIV-1 MTCT, however,
have not been fully elucidated. Some maternal parameters, such as mothers being in
an advanced clinical stage, low CD4+ lymphocyte counts and high viral load have
been implicated in the increased risk of MTCT [4]-[5].



The defining feature of HIV is its exceptional genetic diversity. This diversity has
been associated with the high substitutions rates, a rather small genome, short
generation times and the high error-prone nature of its replication machinery that
favors recombination and the emergence of mutant viruses [6]-[7]-[8]-[9]-[10]. The
pandemic M group has been classified into 9 genetic subtypes: A-D, F-H, J and K,
and recombination between these subtypes have generated unique recombinant
forms (URFs) and circulating recombinant forms (CRFs). Until now, 55 CRFs have
been identified and they are responsible for over 20% of HIV infection worldwide [11].
The subtype B is the most prevalent genotype found in Brazil, followed by F1, C and
recombinants B/F [12]-[13]. Besides these genotypes, a signature motif at the V3
loop, named Brazilian subtype B (B’) has been reported [14]-[15].

Brazil was the first developing country to implement a countrywide public health
program to PMTCT, providing pregnant women and newborn with free HIV diagnostic
tests and antiretroviral therapy (ART) [2]. While ART has been shown to reduce
MTCT rates, selective transmission of resistant strains has also been documented
[16]-[17].

The aim of this study is to characterize the genetic diversity of HIV-1 isolates in
infected children by the vertical route in relation to the maternal virus, in a population

from Salvador, the capital of Bahia State, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Study Population

This cross-sectional study was performed with a non-probabilistic sample of 41 HIV-1
infected individuals: children/adolescents infected though MTCT (22) and their
mothers (19), followed at the Specialized State Center in Diagnosis, Care and
Research (CEDAP), a Reference Health Service located in the city of Salvador,
Bahia, Brazil. The study protocol (n°.048/2011) was approved by the Ethics
Committee of Maternidade Climério de Oliveira (MCO/UFBA). Mothers gave written

informed consent for themselves and for their children. The study population was



recruited in 2012 and the clinical and demographic data were obtained from patients’

medical records.
DNA extraction, PCR amplification and sequencing

The whole blood samples were obtained and shipped to the Virology Laboratory at
Professor Edgard Santos Hospital (HUPES). Genomic DNA was extracted from
peripheral blood mononucleated cells (PBMC) using the Qiagen extraction kit
(Qiagen, Valencia, CA) in accordance with the manufacturer’'s directions. Fragments
of gag (positions 836-2040), pol (positions 2253-3260) and env (positions 6817-
8296) genes, all three relative to the HXB2 reference sequence, were generated by
nested-PCR, as previously described [15]-[18]. The DNA fragments were purified and
sequenced in an ABI 3130x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using a Big Dye
Terminator kit (Applied Biosystems).

Sequence analysis

Sequences were assembled using Geneious Software (Biomatters), aligned with a
subtype reference set from Los Alamos database (http://hiv-web.lanl.gov), using
ClustalX software [19] and manually edited using GENEDOC software [20].
JModeltest software [21] was used to choose the best model of nucleotide
substitution. Phylogenetic reconstruction was performed using PAUP* 4.0b10
software [22] to generate neighbor-joining (NJ) and maximum likelihood (ML) trees.
The reliability of the nodes was accessed by bootstrap analysis (1000 replicates) and
the likelihood ratio test method was used to calculate statistical support for the
branches. Sequences that did not cluster within any pure subtype groups were
analyzed using bootscanning methods available in Rega HIV Subtyping Tool V.3 [23]
and SIMPLOT software [24]. Recombinant forms were confirmed though
phylogenetic reconstruction, as described above. Paired mother and child sequences
were aligned and translated into amino acid sequences. All sites of amino acid

discordance between mother and child were identified.
V3 sequence analysis and viral tropism

V3 env amino acid sequences were aligned in order to find the signature motif

GWGR, with a tryptophan (W) replacing a proline (P) at the position 328 on the HIV-1



envelope. Coreceptor usage was predicted in silico based on V3 sequences and
clinical data using the web-based tools geno2pheno [coreceptor] [25]. A false-

positive rate (FRP) of 10% was used as a cutoff.

Drug Resistance Analyses

To check the presence of drug resistance-associated mutations (DRAM) in pol
(PR/RT fragments), sequences were submitted to the Stanford HIV resistance
database (http://hivdb.stanford.edu/). Transmitted drug resistance mutations (tDRM)
were analyzed using the Calibrated Population Resistance (CPR) tool [26]. The gp41
env mutations associated with fusion inhibitor were defined based in the International
AIDS Society-USA/IAS-USA database [27] and the Stanford Database
(http://hivdb.stanford.edu).

Statistical analysis

We have used SPSS software version 18.0 to perform descriptive analysis
(frequencies, medians, averages) from clinical, laboratory and demographic data.
Nonparametric tests were used and statistically significant difference was assumed

when p<0.05.

The sequences were reported to GenBank under the accession numbers KJ094770 -
KJ094810; KJ094811 - KJ094851; KJ09852 - KJ09890.

RESULTS

Subjects’ characteristics

Of the 41 HIV-1 infected subjects, 22 (53.7%) were children/adolescent and 19
(46.3%) were their mothers (adults). Three mothers were enrolled with 2 children
each. Among the children, the median age at sampling time was 6 years-old (IQR 3-
11); 15 (68.2%) were female; 14 (63.6%) were diagnosed early; 15 (68.2%) were
born through cesarean section; 7 (31.8%) were breastfed and 3 (13.63%) had AIDS
symptoms. All of them were infected through vertical transmission. Among the

mothers, the median age was 35 years (IQR 27-38), the majority (42.1%) were



diagnosed at delivery and only 3 (15.8%) had AIDS symptoms. Clinical, demographic

and laboratory data of the studied subjects are described in Table 1.

TABLE 1. Clinical, Demographic and Laboratory Characteristics of HIV-1 infected

individuals in Salvador-Bahia, Brazil.

Children (n=22)

Mothers (n=19)*

Age [years] - median (IQR)
Gender
Male - n (%)
Female - n (%)
Transmission route
Heterosexual - n (%)
IDU - n (%)
Unknown - n (%)
Time since diagnosis [years] - median (IQR)
Time of diagnosis
Before pregnancy - n (%)
During pregnancy - n (%)
At delivery - n (%)
After delivery - n (%)
Until the first year of life - n (%)
After the first year of life - n (%)

Viral load [copies/ml] - median (IQR)
Undetectable - n (%)
CD4 (cells/ml) - median (IQR)
Prenatal - n (%)
ARV prophylaxis during pregnancy - n (%)
Mode of Delivery
Vaginal - n (%)
Cesarean - n (%)
Maternal IV AZT during labor - n (%)

Breastfeeding - n (%)
Duration of breastfeeding [months] - median

(IQR)
AZT syrup for neonate prophylaxis - n (%)

Symptomatic [AIDS] - n (%)
Under ARV treatment - n (%)

6 (3-11)

7 (31.82)
15 (68.18)

N/A
N/A
N/A

6 (3-11)

4.5 (2-7.25)
N/A
N/A
N/A
N/A

14 (63.6)

8 (36.4)
15,873 (5,248-
192,897)

4 (57.1)

698 (559.50-811.25)
11 (50)
4 (18.2)

7 (31.8)
15 (68.2)
7 (31.8)
7 (31.8)

36 (3-48)
11 (50)
3 (13.63)
7 (31.8)

35 (27-38)

N/A
19 (100)

11 (57.9)
1(5.3)
7 (36.8)
5 (2-8)
5 (2-8)
2 (10.5)
2 (10.5)
8 (42.1)
7 (36.8)
N/A
N/A
22,953 (7,143-
112,873)

8 (66.6)
478 (214-778)
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
3(15.8)
12 (63.2)

* Three mothers with two offspring. IQR, Interquartile range; ARV, antiretroviral; N/A, not applicable; IDU, intravenous drug

user; IV, intravenous.



As regards the use of ARVs, 7 (31.8%) children and 12 (63.2%) mothers were under
HAART, while 15 children (68.2%) and 7 (36.8%) mothers were drug-naive. Among
the 7 children treated with ARV, 3 (42.9%) had received nucleotide analogue reverse
transcriptase inhibitors (NRTI) + non nucleotide analogue reverse transcriptase
inhibitor (NNRTI) and 4 (57.1%) had received NRTI + protease inhibitor (PI). Among
the 12 mothers treated with ARV, half of them received NRTI + NNRTI and half NRTI
+ PI. None of them used fusion inhibitors (FI) or CCR5 antagonists. Of the individuals
on therapy, 4 (57.1%) of the children and 8 (66.6%) of the mothers had undetectable

viral load (i.e. VL < 50 copies/ml).
Phylogenetic analysis

All samples were successfully sequenced in the 3 genomic regions, except gag
sequences from #8C1M (pair 8). Three different datasets were created according to
each genomic region. The final fragment length and the position relative to HXB2
were: gag (1079 bp, position 895 to 1974), pol (900 bp, position 2358 to 3258) and
env (1242 bp, position 6921 to 8163). In addition, sequences from each of the 19
family/mother-child pairs were concatenated in an alignment of 3,221 bp.
Phylogenies were constructed to the concatenated and individual genes. All analysis
showed that the mother and child sequences were more closely related to each other
than to any other sequences (bootstraps > 97) in the concatenated dataset (Figure
1). On the sub-genomic datasets of gag, pol and env all mother and child sequences
were more closely related to each other than to any other sequences (bootstraps >
92), except pair 6 in pol NJ tree. In this case, the mother-child sequences clustered
together in gag and env trees but unexpectedly clustered separately in pol. In order
to determine if this unexpected clustering was due to contamination or sample mix-
up, new DNA extractions were taken from the mother and child and these were
sequenced. The new sequencing of gag and env confirmed the clustering and pol

clustered separately again (Figures 2, 3, 4).
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The sequences were subtyped using the new version of the Rega HIV-1 Subtyping
Tool (V3) and were confirmed by NJ and ML analysis with pure HIV-1 subtypes. All of
the alignments were above 900 bp, which allowed recombination analysis to be
performed. In total, 34 (82.9%) individuals were subtype B and 7 were B/F
recombinants (17.1%) in at least 1 of the genomic regions (Table 2). Individuals from
mother-child pairs (number 4 and 19) clustered outside pure subtypes clusters and
were confirmed as a recombinant by bootscan analysis (Figure 1 & Table 2). Another
mother-child pair (number 17) clustered inside subtype B in the concatenated tree.
This was confirmed in the gag and env trees, however, this pair clustered outside in
the pol gene, which was confirmed as a recombinant by bootscanning analysis
(Figures 2, 3, 4).

In order to further characterize the possible B/F recombinant viruses circulating in
this population, sequences that did not cluster inside any pure subtype clusters were
submitted to phylogenetic analysis using the CRF as reference sequence. Five
(17.9%) gag and 7 (17.1%) pol sequences were detected as BF recombinants:
viruses from #4C1C2M (family 4 — 2 children and mother) and #19C1M (pair 19)
were classified as BF gag/ BF poi, While viruses from #17C1M (pair 17) were B 4.¢/BF
pol- Within the gag sequences, the recombinant families 4 and 19 did not cluster with
any recombinant profile, but formed a monophyletic cluster between CRF28 BF and
CRF40_BF sequences in the phylogenetic trees (Figure 5). Within the pol
sequences, strains from families 4 and 19 clustered together with CRF29 BF and
CRF28 BF sequences respectively, whereas strains from family 17 were closely
related to CRF12_BF sequences (Figure 6). When analyzing the NJ and ML trees for
subtype B samples, we observed that the sequences generated in this study are
present in different clusters in the phylogenetic trees suggesting multiple

introductions of HIV-1 subtype B in the general population of Salvador city.

Viral sequences derived from naive mother-child pairs were aligned to identify sites
of amino acid discordance. A total of 305 discordant sites were identified. The
distribution of nonsynonymous mutation was equal for Gag and Pol (median of 5),
but higher in Env polipeptides (median of 30). Likewise, the highest frequency of
mutations was found in Env (9.9%), followed by Gag (2.7%) and Pol (1.9%) (Table
3).



Table 2. Subtyped sequences according to Rega HIV-1 Subtyping Tool V3.

Sequence Gag Pol Env

1C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
M1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
2C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
2M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
3C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
3M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
4C1 Recombinant of F1, B Recombinant of B, F1 HIV-1 Subtype B
4C2 Recombinant of F1, B Recombinant of B, F1 HIV-1 Subtype B
aM Recombinant of F1, B Recombinant of B, F1 HIV-1 Subtype B
6C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
6M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
7C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
™ HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
8C1 N/S HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
8M N/S HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
9C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
IM HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
10C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
10M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
11C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
11M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
12C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
12M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
13C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
13C2 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
13M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
14C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
14M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
15C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
15M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
16C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
16M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
17C1 HIV-1 Subtype B Recombinant of B, F1 HIV-1 Subtype B
17M HIV-1 Subtype B Recombinant of B, F1 HIV-1 Subtype B
18C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
18C2 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
18M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
19C1 Recombinant of F1, B Recombinant of B, F1 HIV-1 Subtype B
19M Recombinant of F1, B Recombinant of B, F1 HIV-1 Subtype B
20C1 HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B
20M HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B HIV-1 Subtype B

C, child; M, mother; N/S, not sequenced.
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Figure 5. NJ tree based on gag recombinant sequences.

NJ tree showing phylogenetic relationships between HIV-1 samples and BF, BD, BC, BG and AB
reference sequences. A sequence from group O (AJ302647) was used as an outgroup sequence.
The GTR+I+G nucleotide substitution model was used. The 1,000 replicate bootstrap values above
70% were considered significant and are indicated in the branches. The HIV-1 sequences which were
generated in the present study are indicated in bold.
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Figure 6. NJ tree based on pol recombinant sequences.

NJ tree showing phylogenetic relationships between HIV-1 samples and BF, BD, BC, BG and AB
reference sequences. A sequence from group O (AJ302647) was used as an outgroup sequence.
The GTR+I+G nucleotide substitution model was used. The 1,000 replicate bootstrap values above
70% were considered significant and are indicated in the branches. The HIV-1 sequences which
were generated in the present study are indicated in bold.



TABLE 3: Amino acid discordances in drug-naive mother-

child-pairs
o .
. N. of Median n° of Protein Med|an_no.
Region subjects . of mutations
. mutations length (aa)

pairs per aa

Gag 6 5 380 0.0272

Pol 7 5 300 0.0199

Env 7 30 440 0.0994

aa, amino acid.

V3 characterization

Based on V3 characterization, 8 (19.5%) Brazilian B’ (GWGR), 19 (46.4%) European/
EUA B (GPGR) and 14 (34.1%) GXGX variants were found. Amongst the mothers,
the motifs GWGR and GPGR were found in (four) 4 (21.1%) and 9 (47.4%)
respectively, while among children, they were found in 4 (18.2%) and 10 (45.5%)
respectively. We compared clinical characteristics between subjects harboring B’
(GWGR group) and B (GPGR+GXGX group) viruses. The median viral load was
6,995 and 9,599 copies/ml; the median CD4 count was 658 and 653 cells/ml; the
time since diagnosis was 6.5 and 4 years in B’ and B groups respectively (Mann-
Whitney test p>0.05).

With regard to coreceptor usage, 19 (46.3%) V3 sequences were predicted to use
the CXCR4 coreceptor (X4 virus) and 10 (52.6%) of them were mothers. The median
age, viral load and the time since diagnosis among children infected with X4 virus
was higher (7 years; 18,835 copies/ml; 6 years) than among children predicted to use
the CCRS5 coreceptor (R5 virus) (5 years; 9,599 copies/ml; 4 years). The median age,
viral load and the time since diagnosis was also higher (35 years; 14,000 copies/ml;
6 years) among mothers harboring X4 virus than the ones infected with R5 virus (32
years; 7,443 copies/ml; 4 years). However, the median CD4 count for subjects
harboring X4 viruses was lower (690 cells/ml for children and 361 cells/ml for
mothers) than the R5 group (706 cells/ml for children and 653 cells/ml for mothers),
as expected, but none of these variables reached statistical significance (Mann-
Whitney test p>0.05).



Drug resistance analysis

The prevalence of DRAM was investigated in the pol sequences of the HIV-1 isolates
in this population. We found resistance-associated mutations in the reverse
transcriptase (RT) and in protease (PR) regions in 18 (43.9%) strains (Table 4). Half
of them were drug naive (5 children and 4 mothers) and the other half were ARV
treated (2 children and 7 mothers). The prevalence of DRAM in naive children was
33.3%.

With regard to the naive subjects, we only observed the presence of tDRM in 1 child
(#4C2 — K103N) and in 1 mother (#16M — M41L, M184V, L210W, K103N),
corresponding a prevalence of 4.9%. Of note, 1 untreated patient (#6M) had an
extensive resistance pattern to RT drugs, as shown in Table 4. Ten children received
AZT during the first 6 weeks of life, but did not present DRM associated with the
drug. Among the samples showing DRAM, 6 (25%) presented mutations associated
with a high level of resistance to ARV drugs. Four were ARV treated and 3 of them
were using at least 1 of the drugs as part of their current ARV regimen, while 1
patient presented a mutation associated with a drug that was not part of her

antiretroviral combination.

Resistance mutations associated with fusion inhibitor (T-20) therapy have been
described in the 36-45 amino-acid heptad repeat region (HR1), and compensatory
mutations have been described in the HR2 region of the gp4l env gene [27]-[28].
The L44M primary mutation was present in 2 subjects (4.9%). The N37K
compensatory mutation was found in 6 subjects (14.65%). Pair #20C1M had both the
L44M and the N37K. Pair #17C1M had V90I, an NNRTI polymorphic accessory
mutation in the pol gene. All subjects harboring HR1 and/or HR2 mutations had no
prior exposure to antiretroviral, nor prophylactic, except 1 (#4C1) which was ARV

treated.

Four mother-child pairs (#1C1M, #13C1M, #13C2M, #17C1M) presented the same
mutations profile in pol and 2 (#17C1M, #20C1M) in env, suggesting MTCT

transmission of resistance Table 4.



TABLE 4: Clinical, demographic and genotypic characteristics of the subjects showing mutations associated with drug resistance.

ARV . gp4l . !
PR/RT Mutations (a) mutations Drug Resistance profile (a)
Id Age Subtype ARV use Drug regimen (a-b)
(yrs) use duration P ) _
(yrs) (minor) NRTI NNRTI HR1 HR2 Low Intermediate High
01M 30 B N N/A N/A E138A,V179E RPV
oict 3 B N N/A N/A E138A,V179E RPV
04M 37 BF/BFIB Y 3 AZT,EFV D30G
04C1 12 BF/BFB Y 1 AZT,3TC,NVP N137K
04C2 5 BF/BFB N N/A NA K103N* EFV,NVP
06M 51 B Y 3 3TC,EFV,TDF ATL1T A98G NVP
o7M 19 B Y 1 AZT,3TC,EFV K103N EFV,NVP
11IM 35 B Y 3 3TC,TDF,ATVIR V103l
13M 38 B Y 2 AZT,3TC,LPV/IR ATV
13C1 5 B N N/A N/A ATV
13C2 2 B N N/A N/A ATV
14M 38 B N N/A N/A D30G
15M 36 B Y 3 TNF,3TC,LPV/R M41L,M184V,L210W  K103N,V108lI TDF ABC,AZT,DAT,DDI FTC,EFV,NVP
15C1 3 B N N/A N/A N137K
16M 25 B N N/A N/A M41L* M184V* L210W* K103N* V108l TDF ABC,AZT,DAT,DDI FTC,EFV,NVP
17M 26 BF/B/B N N/A N/A V90I N137K
17C1 5 BF/B/B N N/A N/A V90I N137K
18M 32 B Y 1 AZT,3TC,ATVIR ATL1T
18C1 10 B Y 2 AZT,DDI,LPV/R ATL1T M41L,T215Y G190A ABC,DDI, TDF,EFV AZT,DAT,NVP
18C2 3 B Y 2 AZT,3TC,LPV/IR M184V V90I ABC 3TC,FTC
20M 19 B N N/A N/A L44M N137K
20C1 O B N N/A N/A L44M N137K

Id, subject identification; C, child; M, mother; N, no; Y, yes; N/A, not applicable; ARV, antiretroviral; Pl, protease inhibitor; NRTI, nucleoside reverse transcriptase
inhibitors; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; PR, protease region; RT, reverse transcriptase region. HR1, primary mutations; HR2,
compensatory mutations. * Transmitted drug resistance mutations based in the Calibrated Population Resistance database. (a) According to Stanford HIV
resistance database. (b) According to International AIDS Society-USA/IAS-USA database.



DISCUSSION

In this study, we found 82.1% of subtype B and 17.9% of BF recombinants based on
the sequences of gag, pol and env genes. This confirms that B strains are still the
main HIV-1 variant [29]-[30]-[31] and that the number of BF recombinant strains has
increased over the years as part of the complexity of the dynamics and evolution of
HIV. Our data confirm this increase, if compared with previous findings. In 1999,
Couto-Fernandez and cols. found 3.4% of BF recombinants among a group of
patients infected through sexual contact in Salvador [32]. In 2003, Brindeiro and cols.
reported 6% of BF recombinants in their study with samples from northeast Brazil
[33]. In 2005, De Sa Filho and cols. showed a prevalence of 8.4% BF strains
circulating in Sdo Paulo [34] and more recently, in 2009, Monteiro and cols. found
13.1% BF viruses [35] in Salvador.

We found 2 intergenetic recombination patterns in this population. Strains from
families’ #4C1C2M and #19C1M were classified as BFgag /BFpol /Beny, While strains
from family #17C1M were Bgag /BFpoi /Benv. The recombinant sequences did not
cluster with any of the 12 previously described B/F CRFs in Brazil. These results
suggest that most of the CRFs in Brazil are not of epidemiological importance in
Salvador. To better identify the CRFs and possibly find URFs, we reinforced the
importance of multiple and full genomic region characterization in order to obtain a

reliable profile of HIV-1 molecular epidemiology.

The sequences of all mother-child pairs were in subtype accordance, including those
harboring BF recombinants strains. It is likely that the recombinants exhibit some
advantages over parental strains with regard to any changes in tropism and viral

fitness, making them potentially more virulent and more efficiently transmitted [36].

As expected, sequences from each family/mother-child pair formed a cluster in all the
phylogenetic analysis and were more closely related to each other than to any other
sequences, showing the closest pairwise relationship, with high bootstrap levels
(ranging from 92 to 100), which is consistent with vertical transmission [37]. The
exception occurred with pair #6C1M in the pol tree and this can be explained as a
case of divergent evolution in the infant following HIV-1 acquisition and ART. The

child was 14 years old at sampling time; he was diagnosed at 6 years of age and



then started HAART. Furthermore, the child was breastfed for 60 months so would
most likely have been infected during breastfeeding. It suggests the virus could have
evolved significantly in comparison with the strain that was originally transmitted from
the mother before initiation and during ART or that the mother was co-infected with
another strain, which recombined with the original one, in a similar way to the famous

Zambian couple recombination case [38].

Some of the sequences characterized in this study presented different clustering
within the subtype B group in gag, pol and env NJ trees. For instance, sequences
from pair #2C1M showed a close relationship with a reference B sequence in gag
tree, while in the pol and env trees, they were closely related with pairs #12C1M and
#17C1M respectively. These observations could indicate that these samples derived
from a common ancestor that went through a different evolution process and

subsequent intrasubtype recombination [15].

The tetrapeptide motif on the tip of the V3 loop of env varied in the sequences and a
prevalence of 19.5% Brazilian B’ variant was found. This frequency is slightly higher
than the results found in a recent study conducted by Aradjo and cols. in Bahia [15].
Nevertheless, these prevalence rates are much lower than the prevalence of 40%
observed in the Brazilian Southeast [39]. This leads us to suggest that Salvador has
experienced different introductions and founder effects than the Brazilian Southeast
[15]. The B’ Brazilian variant has been associated with low replications rates and

lower disease progression [40].

Most of the V3 sequences sequenced in this study were predictive of CCR5 use (R5
virus), including the majority of the children (59%). Sanabini and cols. had similar
findings even using different FRP cutoff [31]. When comparing the subjects infected
with R5 and X4 viruses with respect to age, viral load and time since diagnosis, we
observed that the highest values were associated with the subjects harboring X4
viruses. However, the CD4 count was lower in these groups. These findings were
expected, since CXCR4 usage is associated with low CD4 T-cell counts, high viral
load and an increased disease progression, while CCR5 is associated with acute or
asymptomatic patients [41]-[42]. Unexpectedly, 4 out of 6 subjects with AIDS
symptoms harbored the R5 virus. The coreceptor usage analysis in our study was

limited to sequence- based algorithms rather than using phenotypic/functional



methods. Although phenotypic assays still have advantages over genotypic methods,
genotypic predictors demonstrate to be highly concordant with phenotype data and
can reliably be used to determine viral tropism. The web-based tool geno2pheno was
used and it showed a similar performance to the Trofile phenotypic assay, the most

often used tropism method [43].

The comparison between aligned amino acid sequences from naive mother-child
pairs showed the highest frequency of nonsynonymous mutation in the env gene. In
the absence of selective pressure imposed by ARV, structural proteins such as gag
and pol are less able to accommodate amino acid variation [44]. Indeed, the HIV-1
envelope is a highly polymorphic region, and the outer membrane proteins are under

constant pressure from the immune system [45].

Transmitted drug resistance was defined according the Calibrated Population
Resistance, an algorithm specifically designed for the epidemiologic surveillance of
HIV-1 tDRM [26]-[46]. The prevalence of tDRM detected in this population was 4.9%,
which was somewhat lower than that previously reported for adults and children in
other regions of Brazil which used Stanford CPR criteria for these estimates [29]-[47]-
[48]. However, if one includes all DRAMs, we found a prevalence of 43.9% DRAM in
the pol sequences, and among naive subjects a prevalence of 41% DRAM was
observed. 33.3% (5/15) of the drug-naive children/adolescents presented at least 1
mutation related to PI/NRTI/NNRTI resistance. However, these were minor
resistance mutations and their resistance drug profile did not present intermediate or
high resistance to any drug. Drug-naive young with resistance mutation can be
worrying because it may limit future treatment, especially at an age that reaching
good adherence may be complicated [49]. Thus, these results reinforce the
importance of performing genotypic tests in pregnant women and children before

they start ART. This practice is already routinely followed in Brazilian Public Health

[2].

Ten children received AZT during the first 6 weeks of life, but did not present DRM
associated with the drug, which may involve reversion of resistance mutations and is
consistent with prior findings [17]. It is known that 9-30% of infected infants exposed
to MTCT prophylaxis with AZT present AZT-resistant viruses [50].



When comparing the resistance mutations in the children and their mothers, we
observed that the resistance pattern was the same in 5 out of 22 mother-child pairs
(22.8%), suggesting transmission of resistance or convergence evolution due to
treatment. In 2 drug-naive pairs (#1C1M and #17C1M), the subjects had not been
previously exposed to any ARV, nor prophylaxis and presented NNRTI mutations
(E138A, V179E, V190Il). This suggests that mothers were infected with a mutant
strain and transmitted them to their children. If this hypothesis or interpretation of
event is accurate, there was a tendency for the mutations in the transmission of the
virus to be preserved regardless of the time that had elapsed since diagnosis. On the
other hand, some children did not present mutations which were detected in their
mothers. This suggests that either a less prevalent strain without mutations was
transmitted and gained fitness in the new host environment or that the mutations
revert after the transmission [16]-[51].We included in our study some drug-naive
subjects that had been infected for some years, and hence some of the DRAM might
no longer be detected. The M184V mutation was detected in #16M, but not in her
child, a fact that may be linked to its tendency to disappear in the absence of
selective pressure by ART [52]. Another hypothesis is that this mutation was
acquired by the mother after the transmission to the child.

We found a low prevalence of HR1 (4.9%) and HR2 (14.6%) mutations. Similar
findings have been shown in a study from Reis and cols. in the Central-West Region,
Brazil, which worked with a cohort of pregnant women [53]. It is known that selective
pressure of ARV drugs on the pol gene of HIV-1 may affect other genomic regions,
such as the env gene [54]. However, it was not possible to assess the relationship
between ARV exposure and the presence of natural resistance mutations to T-20,
because only 1 subject harboring HR1/HR2 mutation was ARV treated. The L44M
primary mutation, found in 2 subjects, can lead to a loss of clinical response if
combined with other mutations in the HR1 region. This mutation has been described
in isolates from T-20 drug-naive patients [53]-[55]-[56]. On the other hand, two
subjects with extensive resistance pattern on the pol region had no T-20 resistance,

indicating that they may benefit from the T-20 salvage therapy.

Additional observations of this study are that heterosexual transmission was the

predominant route of contamination for mothers, which is in accordance with the



pattern of increase observed among young women in Brazil. The rate of male: female
infection has changed from 9:1 to 1.7:1 over the last 2 decades and the feminization
of the epidemic is a fact in the country [2]. The prevalence of late HIV-1 diagnosis
among mothers and children is worrying. These data disclose that regardless of the
great effort made by the Brazilian health authorities to control the AIDS epidemic,

some problems might still be occurring [57].

We are aware that our observations on genetic complexity may be limited by the
relatively small cohort and small fragments analyzed. Another limitation of this study
is that direct bulk sequencing and genotyping of HIV-1 might not identify minority
variants - quasispecies, which constitute less than 20-30% of the viral population
[58]. Likewise, the sequencing method used possibly underestimates the prevalence
of resistance mutations. Despite these limitations, our results thus highlight the
importance of monitoring the spread of HIV-1 and its transmission through the
vertical route, the molecular subtypes, and drug resistance among pregnhant women
and exposed children. To better support public health policies, it is essential

understand the HIV-1 epidemiology.
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CONCLUSOES

A predominancia de cepas do subtipo B e a identificagdo de recombinantes
do tipo BF era esperada, uma vez que estes genoétipos vém sendo descritos
circulando em Salvador-BA.

A maior frequéncia de mutacfes ndo-sinbnimas nas sequéncias de env,
guando comparado as sequéncias de gag e pol refletem a alta variabilidade
desta regido gendmica.

Verificamos uma baixa prevaléncia de subtipo B’ (B brasileiro), o que
contrasta com as ultimas publicacdes sobre este tema.

A alta prevaléncia de virus X4 nesta populacao, principalmente em criancas
pode, juntamente com outras variaveis, determinar um mau progndstico para
estes pacientes.

A baixa prevaléncia de resisténcia transmitida, principalmente em criancas
virgens de terapia antirretroviral, amplia a possibilidade de tratamento destes
pacientes ao longo dos anos.

A baixa prevaléncia de mutagdes associadas ao Enfuvirtida (T20 - inibidor de
fusdo) amplia a possibilidade de esquemas terapéuticos de resgate em casos
multiplas falhas.

Seis pares de mées e filhos apresentaram o mesmo padrao de mutagcdes em
pol e/ou env, fato que confirma a transmissao vertical de cepas de HIV
mutantes.

Enfatizamos a necessidade de realizacdo do teste de genotipagem em

gestantes e criancas antes da introducéo de terapia antirretrorival.



6 LIMITACOES DO ESTUDO

Destacamos algumas limitacdes neste estudo:

e O numero pequeno da amostra ndo nos permitiu realizar inferéncias
estatisticas robustas, assim como extrapolar os resultados para a populacéo
de Salvador-Bahia;

e O nado sequenciamento do genoma completo impossibilitou uma melhor
caracterizacao e correta classificacdo dos recombinantes;

e Utilizamos a técnica do sequenciamento direto que sO6 identifica cepas
dominantes, deixando de detectar quasiespécies virais. Isso implica na

subestimacédo de mutacdes e de algumas caracteristicas genéticas virais.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Os achados deste estudo, apesar das limitacdes, podem contribuir para uma
melhor caracterizacdo do perfil genético de cepas de HIV-1 que circulam em
criancas e adolescentes soteropolitanos, infectados por via vertical. Dados sobre
este tema ainda sdo escassos em nosso meio e estudos futuros sdo fundamentais

para elucidar questfes ainda nao respondidas.



8 PERSPECTIVAS FUTURAS

N&o pretendemos finalizar este estudo com a conclusdo deste trabalho.
Buscaremos aumentar o numero de pares de mées e filhos, sobretudo as criancas
virgens de terapia antirretroviral e mais jovens; coletar amostras do mesmo paciente
em mais de um tempo para andlises de filodindmica; clonar as sequéncias virais
para realizar analises evolutivas e realizar sequenciamento de genoma completo ou
quase completo (NFLGSs). Estes esforcos serdo de grande importancia para melhor
caracterizacdo da diversidade genética das cepas de HIV-1 que circulam em
Salvador-Bahia, podendo contribuir para o desenho de uma vacina e melhor manejo

de pacientes infectados pelo virus.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: EVOLUGAO DOS VIRUS HIV-1 E HTLV-1 EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES COINFECTADOS EM SALVADOR-BAHIA

Responsavel: Dr. Carlos Roberto Brites Alves

Introducdo - Vocé e/ou seu filho estd sendo convidado a doar sangue para uma pesquisa.
Antes de decidir fazer parte deste estudo, € necessario compreender 0s riscos e beneficios
existentes para que vocé possa tomar uma decisdo informada. Este procedimento é
conhecido como Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Este formulario de consentimento fornece informacdes sobre a pesquisa que foi explicada a
vocé. Uma vez que vocé compreenda o estudo e os testes que ele requer, vocé sera
solicitado a assinar este formulario caso concorde em participar desse estudo. Sua decisédo
em participar desse estudo é voluntaria. Isto significa que vocé é livre para escolher se vai
participar do estudo ou néo.

Finalidade - O projeto “Evolucdo dos virus HIV-1 e HTLV-1 em criancas e adolescentes
coinfectados em Salvador-Bahia” tem o objetivo de avaliar de que maneira os virus HIV-1 e
HTLV-1 evoluem em uma crianca/adolescente infectado com esses virus, que foram
transmitidos ao filho através da mae. E importante para os pesquisadores saber as
mudancas ocorridas nos virus e como eles se comportam quando sdo passados de mae
para filho.

Coleta e Possiveis Riscos - Sera coletado um pouco de sangue (cerca de 10 mililitros - 1
colher de sopa) através da puncdo de uma veia periférica, preferencialmente do bragco. Ha
possibilidade de uma ligeira dor no momento em que o sangue é retirado e pode ocorrer um
leve sangramento apds a coleta, que ird parar espontaneamente em minutos.

Possiveis Beneficios - Vocé pode nao ser beneficiado por este estudo, porém se for
encontrado algo que possa beneficia-lo, n6s faremos todo o esforco para que esta
informacg&o chegue até vocé.

Custos e compensacdes - O paciente ndo tera nenhum custo com este estudo. Vocé nao
vai receber nenhum pagamento ou compensacao por participar deste estudo.

Confidencialidade, Direito e Seguranca - Nenhuma informacdo ao seu respeito sera
divulgada, as amostras seréo utilizadas somente para esta pesquisa. Vocé tem o direito de
negar-se a participar deste estudo sem qualquer perda dos seus direitos ao atendimento
clinico. A Participagéo neste estudo é voluntaria.

Perguntas - Se vocé tiver alguma divida podera entrar em contato com o Dr Carlos
Roberto Brites Alves, responsavel pela pesquisa (71) 3283 8123. Se as duvidas
continuarem, vocé também podera entrar em contato com o Dr. Eduardo Martins Netto,
coordenador do Comité de Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira (Universidade



Federal da Bahia), através do telefone (71) 3283 9275. End. Rua do Limoeiro, 137, CEP:
40.055-150 - Salvador BA.

Assinaturas

Eu declaro compreender este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido depois de ler e
receber explicacdo em linguagem compreensivel, e tive tempo suficiente para decidir
participar. Concordo livremente em participar deste estudo de pesquisa. Ao assinar abaixo,
vou receber uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado e
datado.

Nome do paciente em letra de forma Data

Assinatura do paciente

Nome do responsavel em letra de forma

Assinatura do responsavel

ASSINATURA DA TESTEMUNHA (se aplicavel)

Eu, a testemunha, confirmo que acompanhei toda a explicacdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e confirmo que o sujeito da pesquisa ou responsavel
compreendeu o conteldo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sobre o
estudo, e que as perguntas dele ou de seu representante legal foram respondidas com total
satisfacéo.

Nome da testemunha em letra de forma Data

Assinatura da testemunha

ASSINATURA DA PESSOA QUE CONDUZIU O TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

O Sujeito da Pesquisa, (ou seu representante legal)
compreendeu o contetdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e compreende
também os riscos do estudo. As perguntas do sujeito de pesquisa e/ou as de seu
representante legal foram precisamente respondidas até sua completa satisfacéo.

Nome em letra de forma da pessoa que conduziu o Data
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Assinatura da pessoa que conduziu o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



APENDICE B — Ficha para coleta de dados

FICHA PARA COLETA DE DADOS

DADOS DA CRIANCA

Nome: Data de Nascimento: ! !
Sexo: Masculind | Feminino[ |

Infeccio: HIV[] HIV+HHTLV [] Tipo de parto: Normal [] Cesarea [

Diagnostico: Até o 1% ano [ ] Apds 1%ano [ ]  Alertamento: Sim [ ] Nio[ | Tempo:
Alettamento cruzado: Sim[ | Nao[] Tempo:

Transfusio de sangue: Stm[] Nio[] CV CD4+

AZT xarope pds nascimento: Sim[__|] Nio [] Tempo uso:

Em uso de ARV: Sim [ ] Nio[ ] Esquema: Tempo uso:
QOutras medicagfes:

Sintomatico AIDS: Sim [ ] Nio[] Relato de doengas:

Estado geral:

Meédico:

Observacdes:

DADOS DA MAE

Nome: Data de Nascimento: ! /
Infecciio- HIV[ ] HIVHHTLV []

Diagnostico: f / Antes gravidez[ | Durante gravidez[ | No parto |  Pos-parto[ ]

Risco: Parcewro [ ] Droga mjetavel ] NHo sabe [ Qutros: [
Pré-natal: Sim [ | Nao [ AZT endovenoso no parto: Sun ] Nio [

Profilaxia: Sim [ ] Nio [] Esquema: Tempo de Uso:
Carga viral antes do parto Data:

CvV CD4+

N°deFilhos:  Todos soropositivos?

Em uso de ARV: Sim [ ] Nio[ ] Esquema: Tempo uso:
Qutras medicagles:

Sintomatico AIDS- Sim [] Nio[] Relato de doencas:

Estado geral:

Medico:

Observacdes:

CONTATO paciente

Responsdvel pela colea de dados: DATA: / /




APENDICE C — Primers utilizados nas reacdes de PCR

REGIAO GAG
PRIMER SEQUENCIA POSICAO
GAGIF (1° round) 5 GCGAGAGCGTCAGTATTAAGC 3’ 796-813
H1P202R (1° round) 5 CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT 3 2352-2328
GAG2F (2°round e seq) | 5 GGGAAAAAATTCGGTTAAGGCC ¥ 836-857
G17R (2°round e seq) | 5 TCCACATTTCCAACAGCCCTTTTT 3’ 2040-2017
H1G77F (seq) 5 TCACCTAGAACTTTGAATGCATGGG 3’ 1231-1255
MZ14R (seq) 5 GAACCGGTCTACATAATCTC 3’ 1689-1670
REGIAO POL
PRIMER SEQUENCIA POSICAO
DP10F (1° round) 5 TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG 3’ 2198-2223
LR54R (1° round) 5 TAGGCTGTACTGTCCATTTAT 3’ 3279-3259
DP16F (2° round e seq) | 5 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 3’ 2253-2274
RT12R (2° round e seq) | 5 ATCAGGATGGAGTTCATAACCCATCC 3 3260-3235
LR49F (seq) 5 CAATGGCCATTGACAGAAGA 3’ 2836-2812
LR51R (seq) 5TGTGG TATTCCTAATTGAACTTCCC 3’ 2616-2635
REGIAO ENV
PRIMER SEQUENCIA POSICAO
EDS5F (1° round) 5 ATGGGATCAAGCCTAAAGCCATGTG 3’ 6557-6582
MM1R (1° round) 5GGTGAATATCCCTGCCTAA 3’ 8365-8347
ED31F (2°round e seq) | 5 CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 3 | 6817-6845
MMA4R (2° round e seq) | 5CCTCCTACTATCATTATGAA 3’ 8296-8277
ES7F 5 CTGTTAAATGGCAGTCTAGC 3’ 7002-7021
ED14R (seq) 5 TCTTGCCTGGAGCTGTTTGATGCCCCAGAC 3’ | 7961-7932




APENDICE D — Andlise de bootscan através do programa SIMPLOT

Familia 4: mae (4M) e dois filhos (4C1 e 4C2)

4C 1 Bootscan Analysis 4C2 Bootscan Analysis
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORG0003460. IRB00004123 June 30, 2012 - January 31, 2014
) Assurance FWA00002471, May 31, 2011 - February 08, 2014

Rua do Limoeiro, n® 137 - Nazaré Cep: 40.005-150 - Salvador-Bahia
Telefax.: (71) 3283-9210/9211 e-mail: .br, il

PARECER/RESOLUCAO N.° 053/2011

Registro CEP. 048/11. (Este numero, bem como o do Parecer acima. devem ser citados nas correspondéncias referentes a este projeto).

Titulo do Projeto: “Evolugio dos Virus HIV-1 e HTLV-1 em criangas e adolescentes coinfectados
em Salvador-Bahia”.

Patrocinio/Financiamento: Nao especificado. Or¢camento compativel explicito, a ser custeado com
recurso do “Laboratorio de Pesquisa em Infectologia — LAPI”, oriundos de projetos em andamento.

Institui¢do Proponente, Servigos Especializados em Infectologia, Centro de Pesquisa “SEI”, Salvador —
Bahia.

Pesquisador Orientador: Professor, PHD, Carlos Roberto Brites Alves. Pesquisadora Associada Sara
Nunes Vaz. “Curricula Vitae™ anexos, siimulas, procedentes.

Entidades: “LAPI e SEI”, esta entidade Vinculada.

Area do Conhecimento: Ciéncias Biologicas, 2.00. Biologia Geral, 2.01; Biosseguranga, Nivel
Epidemiologico, Grupo III.

Objetivo(s) Geral: Avaliar a evolugdo das cepas de HIV-1 e HTLV-1 transmitidas verticalmente e
comparar a evolugdo dos seus precursores no organismo dos pacientes. Especificos: Avaliar se as cepas
virais evoluem de modo independente; Caracterizar polimorfismos genéticos associados a transmissao do
HIV-1 e HTLV-I1.

Resumo: Ap6s Introdugio, na qual sdo tecidas consideragdes sobre o HTLV-1, (identifica¢do, origem,
patogenicidade, interrelacio com o HIV-1, transmissdao com énfase na verticalidade, incidéncia nas
populagdes consideradas e o estudo laboratorial a ser processado); Materiais e Métodos, (populagido do
Estudo e processamento investigacional); Resultados Esperados; Cronograma; Potenciais Limita¢es
do Estudo: Consideracdes Eticas, Referéncias Bibliogrificas e Anexos este entre os quais se
fundamenta a pedra basilar desta pesquisa, a existéncia legal do “Banco de Espécime Brasileiro de
Cancer Viral, (BEBCV)”. Compdem ainda, estes Anexos, a formalizagdo dos compromissos do
Investigador Responsavel para com as disposi¢des vigentes na espécie, as credenciais profissionais
habilitadoras e o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido™.

Parecer: As pegas constitutivas desta condensada, porém completa Proposi¢do de Pesquisa obedecem as
normas que presidem a pesquisa em Seres Humanos, inexistindo interveng¢do, (procedimento). O
presente Processo Investigatorio, com seus anexos pode ser aprovado por este Institucional. Bem como a
realizagiio da pesquisa na Entidade referida sob a condugido do Pesquisador Responsavel, devendo ser
observadas as disposi¢des constantes na “Folha de Recomendagdes™ e no “Modelo de Relatério™ deste
CEP, inclusos. Projeto Aprovado.

Salvador, 03 de N())/embro de 2011.
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Coordenador — CEP/MCO/UFBA

Observagdes importantes. Toda a documentagio anexa ao Protocolo proposto e rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada
neste CEP, e também a outra devolvida com a rubrica da Secretaria deste (a) ao (2) mesmo (a). faz parte intrinseca deste
Parecer/Resolugdo e nas “Recomendagdes Adicionais™ apensas, bem como a impostergivel entrega de relatérios parciais e
final como consta nesta liberacdo, (Modelo de Redagao para Relatério de Pesquisa, anexo).



ANEXO B — Resumo publicado em anais de congresso

Resumo apresentado em julho de 2013 no Terceiro Congresso Brasileiro sobre
HIV-AIDS e Virus Relacionados, sob forma de apresentacéo oral.
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