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Resumo |

Introducao: O principal objetivo do uso dos antirretrovirais é retardar a
progressao da imunodeficiéncia e restaurar, tanto quanto possivel, a imunidade
do individuo, aumentando o tempo e a qualidade de vida das pessoas que
vivem com HIV-1-AIDS. Os diversos polimorfismos apresentados pelo HIV-1
podem ter implicacdes na patogénese, na transmissao, no diagnéstico, no
tratamento e no desenvolvimento de vacinas que permitam uma profilaxia
eficaz. Objetivo: Descrever o perfil de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais
em pacientes com falha terapéutica em uma unidade de referéncia no
tratamento da AIDS no municipio de Catanduva, Noroeste Paulista. Métodos:
Foram analisados exames de genotipagem de 527 pacientes acompanhados
pelo Departamento de Moléstias Infecciosas do Hospital Escola Emilio Carlos,
localizado na cidade de Catanduva-SP, solicitados entre janeiro de 2000 e
Dezembro de 2010. Todas as sequéncias do genoma viral (segmentos da TR e
PR do gene Pol) foram analisadas nos sites da RENAGENO (MS-Brasil) e
reanalizadas utilizando-se o algoritmo da Stanford University, a fim de avaliar a
presenca de mutacdes de resisténcia do HIV-1 através de banco de dados
atualizado. Resultados: A maioria dos pacientes analisados pertence ao sexo
masculino (58,02%) e a faixa etaria entre 40 e 50 anos e ja havia sido
submetida a TARV. O principal esquema terapéutico utilizado foi composto por
trés antirretrovirais, sendo prescrito para 62,78% dos pacientes. A mutacao
184V foi a mais prevalente (52,7%) entre todas as analisadas. Houve elevada

prevaléncia para as TAM: 215Y, 41L, 67N, 210W, 70R, enquanto 215F e 219Q
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foram as TAM menos frequentes. Entre as mutagdes relacionadas a
multirresisténcia, destacamos a presenca da mutacdo 118l em 23,5% dos
genomas virais. Dentre as mutagdes para ITRNN, ressalta-se a elevada
prevaléncia da 103N, encontrada em 28,57% dos casos; a mutacdo 36l foi a
mais frequente dentre as principais da PR. Conclusao: Andlises do perfil
gendmico dos virus presentes na populagdo estudada mostraram que a
presenga pontual de uma determinada mutagdo ndo implica no aumento da
resisténcia por parte do HIV-1 a determinada droga. Interagcdes entre
polimorfismos podem resultar ndo sbé em resisténcia, mas também em

suscetibilidade a terapia antirretroviral.

Palavras-chave: 1. HIV-1; 2. AIDS; 3. Mutacao; 4. Terapia antirretroviral

(TARV).
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Abstract |

Introduction: The main aim in the use of antiretroviral drugs is delaying the
progression of immunodeficiency and restoring, as much as possible, an
individual’s immunity, increasing the length and quality of life of people living
with HIV-1-AIDS. The various polymorphisms presented by HIV-1 may have
implications for the pathogenesis, transmission, diagnosis, treatment and
development of vaccines which enable an effective prophylaxis. Objective:
Describing the resistance profile of HIV-1 to antiretroviral drugs in patients with
treatment failure in a reference unit in the treatment of AIDS in the city of
Catanduva, Northwestern Region of Sdo Paulo State. Methods: Genotyping
tests of 527 patients monitored by the Department of Infectious Diseases
belonging to Emilio Carlos School Hospital, located in Catanduva-SP,
requested between January 2000 and December 2010 were analyzed. All
sequences of the viral genome (TR and PR segment of the pol gene) were
analyzed in RENAGENO sites (MS-Brazil) and reanalyzed using Stanford
University’s algorithm, in order to assess the presence of HIV-1 resistance
mutations through updated database. Results: Most analyzed patients were
male (58.02%), aged between 40 and 50 years old and had already been
subjected to ART. The main therapeutic regimen was 3 ARV, followed by
62.78% of patients. The 184V mutation was the most prevalent (52.7%) among
all analyzed ones. There was a high prevalence for TAM: 215Y, 41L, 67N,
210W, 70R, whereas TAM 215F and 219Q were the least frequent ones.
Among the multidrug resistance-related mutations, the presence of the 118i

mutation may be highlighted in 23.5% of viral genomes. Among the NNRTI
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mutations, the high prevalence of 103N, found in 28.57% of cases, must be
emphasized; 361 mutation was the most frequent among PR leading ones.
Conclusion: Analysis of the genomic profile of the virus in the population
studied showed that the presence of a specific point mutation does not
necessarily increase the resistance of HIV-1 to a certain drug. Interactions
among polymorphisms may cause not only resistance but also susceptibility to

ART.

Keywords: 1. HIV-1; 2. AIDS; 3. Mutation; 4. Antiretroviral therapy (ART).
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1 INTRODUGCAO

Durante toda a histéria da humanidade, os microrganismos tem sido um
constante desafio a sobrevivéncia das espécies. Muitas vezes, a emergéncia
ou reemergéncia de um microorganismo resulta em catastréficas pandemias
com consequéncias sérias para a saude publica mundial. A pandemia causada
pelo influenza A, em 1918 causou a morte de, aproximadamente, 25 milhdes
de pessoas em todo o mundo.""

Nos dias atuais, a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
doencga primeiramente descrita em 1981, em homens jovens que fazem sexo
com homens apresentavam reducao dramatica dos linfocitos T e diminuigdo da

@ representa o novo

relagao linfocitos T auxiliares e linfocitos T supressores,
desafio aos pesquisadores.

O perfil epidemioldégico da AIDS que se desenha na sociedade brasileira
atual aponta para um crescente aumento dos casos de AIDS em mulheres,
além da interiorizacdo e da pauperizacao da doenca. Nos primeiros anos da
década de 80, a razdo entre homens e mulheres infectados com o virus era em
torno de 25:1; entre os anos de 1980 e 1990, esta razdo passou a ser de 6:1 e,
em 2003, de 1,6:1. Outro dado ndo menos preocupante € o aumento da
incidéncia de AIDS na faixa etaria entre 13 a 19 anos, em adolescentes do
sexo feminino.®® Rocha® acrescenta que, entre a populacdo feminina, as
mulheres negras sdo as mais atingidas, tanto para a incidéncia do Virus da

Imunodeficiéncia adquirida (HIV-1), quanto no que se refere a morbidade e

mortalidade por AIDS.



Quase trés décadas ap0s a identificacao do HIV-1-AIDS, a pandemia se
mantém como um dos maiores problemas de saude publica globais, afetando,
aproximadamente, 33 milhdes de pessoas. Embora o numero de pessoas
infectadas nao tenha diminuido, é possivel observar que, ao longo dos anos, o
tratamento antirretroviral tem permitido que a infec¢ao pelo HIV-1 se transforme
em doenca cronica, controlavel por meio do uso de medicamentos. O Brasil,
destaca-se no cenario mundial pela assisténcia universal aos individuos
infectados pelo HIV-1. Atualmente, cerca de 200.000 pacientes fazem uso de
terapia antirretroviral (TARV) e isso tem gerado grande impacto na epidemia do
HIV-1-AIDS, reduzindo sua morbidade e mortalidade.” Entretanto, em razéo
dos inumeros efeitos colaterais, dos estigmas da doenca e do uso diario e
indefinido da medicacao, torna-se um constante desafio proporcionar a adesao
plena e necessaria ao sucesso terapéutico. A baixa poténcia de TARV antigas,
as variagdes na absorcdo dos antirretrovirais (ARV), as interacbes
medicamentosas e a penetracdo erratica em alguns reservatorios virais
somam-se a adesao insuficiente para resultar em multiplicagédo viral ativa na
vigéncia de TARV.®™ A eficacia do tratamento confronta-se, portanto, com
uma complexa conjuntura centrada na adeséao insuficiente, que culmina com o
surgimento de cepas virais resistentes e a falha terapéutica.

A resisténcia viral as drogas é a causa e a consequéncia inevitavel de
uma supressdo incompleta da replicacdo do HIV-1."® Mesmo uma terapia
altamente potente, ou seja, um regime de trés ou quatro drogas, ndo € capaz
de erradicar o virus, até mesmo em pacientes que,aparentemente, apresentem

supressdo completa da replicagdo viral (viremia abaixo de 50 cépias/mL),'®



levando ao desenvolvimento de cepas virais resistentes, que podem ser
transmitidas e causar um potencial problema de saude publica.

Igualmente desafiante é o fenbmeno da variabilidade genética do HIV-1.
Sao conhecidos dois tipos de HIV-1, denominados HIV-1 e HIV-2. O primeiro,
responsavel pela pandemia, apresenta nove subtipos (A - D, F - H, J e K) que,
ao se recombinarem, deram origem a outras 43 formas circulantes

descritas.”:18

) Os mecanismos que contribuem para a diversidade genética do
HIV-1sdo a recombinagdo em pessoas coinfectadas/superinfectadas, o alto
indice replicativo do HIV-1, além dos erros inatos da transcriptase reversa (TR).

Existem dois tipos de mutacdes de resisténcia: as principais e as
acessorias. As mutacdes principais situam-se no sitio ativo da enzima ou em
local pr6ximo a ele e alteram a ligacéo da droga ao seu sitio alvo, reduzindo, de
forma direta, a suscetibilidade de uma enzima aos antirretrovirais; além disso,
algumas mutagdes sao relativamente especificas para cada droga e podem
aparecer logo ap6s o inicio da terapia.'® As mutacdes secundarias, ou ditas
acessorias, aparecem para compensar uma perda da atividade da enzima
causada pela alteracao estrutural gerada pelas mutacdes principais e podem,
assim, restaurar a capacidade replicativa do virus mutante, contribuindo para
sua resisténcia.!"®

As mutacoes também podem estar presentes antes do inicio da TARV,
em uma mistura de variantes genéticas da populacao infectante. Vérios fatores,

dentre eles caracteristicas individuais do préprio paciente, podem contribuir

diretamente para o aumento da carga viral.



Diversos estudos pretendem avaliar em que grau a diversidade genética
do HIV-1apresenta implicagdes na patogénese, no diagndstico laboratorial, no
desenvolvimento de vacinas, na emergéncia de mutacdes de resisténcia e
consequentemente, na suscetibilidade aos antirretrovirais disponiveis.

Neste contexto, os exames de genotipagem e fenotipagem assumem
papel de destaque na assisténcia e pesquisa da infeccao pelo HIV-1-AIDS. Em
2002, o governo brasileiro estruturou a Rede Nacional de Genotipagem
(RENAGENO), a fim de avaliar o perfil de resisténcia do HIV-1 aos
antirretrovirais, para melhor direcionar as estratégias terapéuticas de resgate e
possibilitar o monitoramento da variabilidade genética do HIV-1 no pais. A
Faculdade de Medicina de Catanduva (FAMECA) é um dos centros
colaboradores nacionais da referida entidade, através do laboratério do Servigco
de Doencas Infecciosas e Parasitarias. Diante disso, o0 presente estudo tem
como objetivo central avaliar a prevaléncia das mutacdes de resisténcia aos
antirretrovirais do HIV-1 presentes em pacientes acompanhados na Unidade de
Moléstias Infecciosas do Hospital-Escola Emilio Carlos, pertencente a
FAMECA.

A relevancia do presente trabalho consiste em referenciar,
cientificamente, os dados de resisténcia e diversidade genética do HIV-1 na
referida Unidade de Moléstias Infecciosas e em promover discussao
continuada acerca do impacto e da funcao que os exames de genotipagem tém

no seguimento dos pacientes infectados pelo HIV-1 em falha terapéutica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Classificacao, estrutura, organizacao genémica e replicacao do HIV-1

O HIV-1 é um virus RNA envelopado (revestido por envelope lipidico da
célula hospedeira), pertence a familia Retroviridae e ao género Lentivirus. Os
retrovirus patogénicos humanos sdo compostos pelos oncovirus Virus
Linfocitotrépico Humano (HTLV) I e Il, e os lentivirus (HIV-1 e 2), descobertos
entre 1978 e 1984.20:21

A particula viral madura infectante do HIV-1, denominada virion (Figura
1)@ & composta por uma membrana glicolipoprotéica externa rica em
colesterol (envelope viral), onde se encontram as proteinas gp120 e sua porcao
complementar transmembrana, a gp41, responsaveis pela fusao e penetracao
na célula hospedeira. Esse processo ocorre por meio da ligacdo entre a
molécula de CD4 presente nos linfécitos do hospedeiro e a gp120 viral, que
sofre mudangas em sua conformagéo e se liga a um dos correceptores (CCR5
ou CXCR4). Isso permite que ocorram mudancas estruturais na gp41,
promovendo a aproximagdo do virus com a célula do hospedeiro e a fusdo do

envelope viral com a membrana celular (Figura 2).*
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Figura 1 — Estrutura do Virus da Imunodeficiéncia Humana do tipo | (HIV-1)
Fonte: Adaptado de Robinson.??
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Figura 2 — Mecanismo de entrada do HIV-1.
Fonte: Adaptado de ESTE.®®



Cada virion possui duas fitas simples de RNA as quais se integram as
nucleoproteinas p7, compondo o conjunto do nucleocapsideo helicoidal que
mantém importantes relacées com a proteina viral R (vpR). O capsideo viral
(core), com formato icosaédrico, é constituido pelas proteinas estruturais p24 e
p6 e comporta o referido nucleocapsideo, além das enzimas virais transcriptase
reversa, integrase e protease (PR). Elas desempenham as etapas
fundamentais a replicagao viral: a transcri¢cao reversa, que origina o pré-virus, a
integracdo desse ao genoma celular e a clivagem das proteinas virais
traduzidas, tornando-as maduras e funcionais. A matriz, fundamental a
formacao do virus, é constituida pela proteina p17 e estabelece a conexao
entre o core e o envelope viral.??

A estrutura genética do HIV-1 é complexa e esta representada na Figura
3.9 Seu genoma possui 9,7 Kb, com a estrutura comum aos retrovirus, ou
seja, trés genes estruturais: gag (group antigen), pol (polymerase), env
(envelop), e mais seis genes assim discriminados: tat, rev (regulatérios) e os
acessorios: vif, vpu, vpr e nef, que tém suas sequéncias intercaladas aos genes
principais do HIV-1. As terminacgdes repetitivas longas (LTR), encontram-se em
ambas as extremidades do genoma viral e tém a funcdo de auxiliar na sua
integracdo ao DNA celular.®¥

O gene gag codifica as proteinas da matriz e do capsideo viral, 0 env
codifica as do envelope e, o pol, as enzimas responsaveis pela replicacao
viral.?¥ Assim, o gene env codifica a gp160 (glicoproteina precursora) que dara
origem, apés sua clivagem, a gp120 e a gp41. O gene gag produz a p55 que,

ao ser clivada, origina outras quatro proteinas que compdem o cerne viral: a
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proteina da matriz (p17), a proteina principal do capsideo (p24), a proteina de
ligacdo com o &cido nucléico (p9) e a proteina rica em prolina (p6).?® O gene
pol codifica as trés enzimas funcionais necessarias para a replicagédo do HIV-1:

a protease (p10), a transcriptase reversa (p66/p51) e a integrase (p31).

Organizacao Genomica do HIV - 1
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Figura 3 - Estrutura genética do HIV-1
Fonte: Adaptado de Stanford®

A TR é um heterodimero composto por duas subunidades protéicas e
possui propriedades cataliticas que incluem: atividade de DNA polimerase que
realiza cépias de DNA usando molde de RNA, e atividade de ribonuclease H
(RNAse H) que degrada o componente RNA das moléculas hibridas de RNA-
DNA. Essa regido do genoma viral, uma vez amplificada, podera mostrar as
possiveis mutagdes associadas a reducdo da suscetibilidade aos ARV.?" A

integrase € essencial para a integracdo do genoma viral ao DNA do
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hospedeiro.®® A protease realiza a clivagem das proteinas precursoras dos
genes gag e env, tornando-as funcionais.

O ciclo de replicacao do HIV-1divide-se em duas fases: inicial e tardia. A
primeira inicia-se com a ligacao do virus aos receptores de superficie celular e
liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula. A entrada do HIV-1 nas
células TCD4" se faz por meio de uma série de interacdes sequenciais entre as
glicoproteinas do envelope viral, os receptores CD4 e o0s correceptores
presentes na superficie da célula alvo.?

A glicoproteina env € o maior componente protéico da superficie viral e €
composta de duas glicoproteinas: gp120 e gp41. Primeiramente, ocorre a
ligacdo da gp120 do envelope do virus aos receptores da célula T-CD4+, o que
provoca mudancgas estruturais na gp120, expondo um sitio de ligagéo (alga V3)
que reconhece um de dois correceptores na superficie celular. A ligacao com o
correceptor da célula provoca mudangas na gp41do envelope viral, inserindo
um peptideo de fusdo na membrana da célula alvo. Posteriormente, ocorre
uma interagdo entre as regides helicais 1 e 2 (HR1 e HR2) da gp 41. Trés
regidbes da HR1 formam uma estrutura em espiral enrolada, estabilizada pela
insercdo dos trés dominios HR2. Quando esse feixe esta estabilizado, a
molécula gp41 se contrai e as membranas viral e celular se unem.®?

Nas Figuras 2 e 4 podemos compreender melhor a entrada do HIV-1 na
célula. Em uma primeira fase, a subunidade gp120 do envelope viral liga-se a
molécula CD4", que se encontra na superficie das células hospedeiras,

31,32)

nomeadamente células T e macréfagos. Essa ligacdo induz a alteragdes

conformacionais no envelope protéico, causando a exposicdao de um dominio
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altamente conservado, que se liga a um segundo receptor (correceptor).®" Os
correceptores virais mais importantes sdo o CCR5 e o CXCR4,%® membros da
subfamilia de quimiocinas formada por sete receptores de dominios
transmembranares.

A ligacao ao correceptor CCR5 ocorre tipicamente no inicio da infecgao.
Individuos que nao possuem CCR5 sdo muito resistentes a infec¢ao pelo HIV-
1, ndo possuindo, aparentemente, efeitos da perda da funcdo deste
correceptor.®V Por sua vez, o correceptor CXCR4 esta associado a uma
progressdo mais acelerada da doenca e encontra-se presente em,
aproximadamente, 90% das células CD4+, ao passo que o correceptor CCR5

esta presente apenas em, aproximadamente, 10% delas.®"
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Figura 4 - Entrada do HIV-1 nas células hospedeiras
Fonte: Adaptado de Doms®"
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Uma vez que o correceptor CXCR4 permite a infecgdo de um nuamero
muito maior de células CD4+, ao longo do processo infeccioso, ocorre uma
mudanca na producgao de virus que se ligam ao CCR5 para virus que se ligam
ao CXCR4.%'%) A Jigacdo do correceptor induz a uma mudanca
conformacional na subunidade gp41, que resulta na insercdo de um peptideo
de fusdao na membrana celular e na ligagdo da regiado HR1 e HR2 da gp41,

permitindo a fusdo da membrana viral e celular®" (Figura 5).
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2.2 Diversidade genética do HIV-1

Levy e colaboradores,®® identificaram o HIV-1 pertencente a familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género lentivirus dos retrovirus
humanos. Mais tarde, pesquisadores da Universidade do Alabama (EUA),
encontraram fortes evidéncias de que a epidemia global pelo HIV-1 é resultado
da infeccdo de humanos por outro lentivirus, o Virus da Imunodeficiéncia de
Simios (S1V), capaz de causar a doenga principalmente em macacos rhesus;
virus isolados de chimpanzés da subespécie Pan troglodytes troglodytes
apresentam uma similaridade genética muito proxima ao HIV-1, o qual surgiu
de uma recombinacao que envolve diferentes ancestrais do SIV. Dessa forma,
acredita-se que o estabelecimento da infeccdo em seres humanos é fruto de
uma transmissao interespécie.

Estudos sorolégicos evidenciam a presenca de uma grande
heterogeneidade genética para o HIV-1, sendo varios os fatores contribuintes
para tal fato. Dentre esses fatores, podemos assinalar: a) erro na transcrigcao
reversa (3x10° mutagdes/nucleotideo/ciclo); b) elevada frequéncia de
recombinacdo envolvendo a transcriptase reversa; c) grande quantidade de
virus produzidos na infecgdo (10°% 10'° particulas/dia); e d) grande nimero de
individuos infectados.

Até o momento, foram estabelecidos dois tipos antigénicos: o primeiro,
HIV-1, considerado o tipo mais virulento e disseminado pelo mundo, com trés
linhagens descritas (M, N e O) que divergem geneticamente entre si, tendo sua

provavel origem em trés diferentes virus de chimpanzés, que foram
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transmitidos para seres humanos. Acredita-se que a epidemia de AIDS tenha
se originado em Kinshasa, no Zaire (Africa), pois o local apresenta a maior
diversidade genética do grupo M. Quanto ao HIV-2, foram descritos cinco
subtipos (A-E) e acredita-se que a espécie de macaco Cercocebus atys seja
responsavel por sua disseminagao.

Estudos buscando variacbes genéticas do virus HIV-1baseiam-se,
principalmente, nas regides codificadas pelos genes env e gag. Desta maneira,
a classificagdo para o HIV-1 é: M (majon), O (outlier) e N (nem M, nem 0O).®
No grupo M, encontram-se 95% dos virus HIV-1descritos até o momento, do
qual fazem parte nove subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K), que divergem entre
si em torno de 30% na regidao do envelope; além dos subtipos, existem também
as formas recombinantes circulantes (CRFs, do inglés circulating recombinant

forms);1":18)

ocasionalmente, dois virus de diferentes subtipos podem infectar
uma mesma célula, podendo ocorrer recombinacdo genética e criar um virus
hibrido. Muitos desses virus ndo conseguem se manter, mas em alguns casos,
tornam-se CRFs. Atualmente, existem cerca de 29 CRFs descritas para o HIV-

1, sendo que o primeiro relato para uma CRF descrita no mundo veio do Brasil.

Para o grupo M do HIV-1estdo reconhecidas 16 CRFs®” (Figura 6 ).
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Figura 6 — Estruturas-mosaico das formas recombinantes circulantes (CRFs)

do HIV-1.7

*[O padrao do mosaico da CRF09_cpx ainda nao esta disponivel. As letras e as

cores representam os diferentes subtipos do HIV-1.]
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A prevaléncia do subtipo C é a maior do mundo, circulando nos paises
africanos onde ha maior niumero de individuos infectados; o grupo O possui
apenas um subtipo, que representa 5% dos individuos infectados na Republica
de Camardes, Gabao e Nova Guiné, e diverge em 50% das amostras do grupo
M;®® j4 o grupo N s6 foi descrito, até o momento, na Republica de
Camardes,®® O subtipo A e a CRF A/G sao encontrados, predominantemente,
na regido centro-oeste da Africa, sendo o primeiro, provavelmente, a principal
causa da epidemia na Russia. O subtipo B € o mais comum na Europa, nas
Américas, no Japao e na Australia, embora novos subtipos estejam sendo
introduzidos e ja sejam responsaveis por 25% das infeccoes na Europa. O
subtipo C predomina na Africa Meridional e Leste, na india e no Nepal, e tem
sido responsavel pelas piores epidemias do HIV-1, causando a metade das
infeccdes do mundo. O subtipo D esta, geralmente, limitado a regiao centro-
leste da Africa, enquanto o subtipo F tem sido encontrado na Africa Central, na
América do Sul e na Europa Oriental. O subtipo G e a CRF A/G foram
encontrados no Leste e Oeste da Africa, assim como na regido central da

Europa (Figura 7).
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Figura 7 - Distribuicdo mundial dos subtipos do HIV-1.""

O primeiro relato de uma forma recombinante com os trés subtipos ma

comuns na América do Sul foi realizado na Argentina, onde foi descrita uma
CRF formada pelos subtipos B, C e F. No Brasil, j4 foram detectados os
subtipos A, B, C, D e F, assim como a CRF B/F. Em Sao Paulo, recentemente,
foram descritas duas novas formas recombinantes classificadas como CRF28-

_BF e CRF29_BF. Nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, predomina

o subtipo B, seguido pelo subtipo F,“**/

do subtipo C é maior do que no resto do Brasil, podendo ultrapassar 50% dos

CaSOS(40’42’48) (

Figura 8).

is

) enquanto na regido Sul, a prevaléncia
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Figura 8 — Distribuicdo geografica dos subtipos de HIV-1no Brasil.*?

Considerando que mutacdes e recombinac¢des continuam a acontecer, €
provavel que novos subtipos do HIV-1 e de CRFs ainda sejam descritos no
futuro e que se espalhem, causando epidemias pelo globo; no entanto, discute-
se o significado biolégico desses subtipos em termos de transmissdo e
patogenicidade, ou seja, o grau de viruléncia e comprometimento do sistema
imunolégico causado por estes virus.

Outro fator importante, € o fato de alguns subtipos do HIV-1 e de CRFs

terem sido predominantemente associados a modos de transmissao
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especificos. O subtipo B é mais frequentemente encontrado quando a
transmissdo se da por contato homossexual ou pelo uso de seringas
contaminadas por sangue, enquanto o subtipo C e a CRF A/E tendem a ser
mais encontrados em epidemias com transmissao heterossexual.

A alta variabilidade genética do HIV-1pode ter implicacbes na
patogénese, na transmissdo, no diagnéstico, no tratamento e no
desenvolvimento de vacinas.!"” Alguns estudos, apontam para diferencas na
prevaléncia de algumas mutacoes de resisténcia entre os subtipos B e “ndo-B”,

(44,46,48,49

especialmente, aquelas relacionadas a protease. ) Entretanto, o impacto

dessas diferencas na eficacia da TARV ainda ndo é muito evidente.®%°?

Até 1994, pensava-se que um individuo nao poderia apresentar infeccao
por mais de um subtipo de HIV-1, mas desde entdo, muitos casos de
coinfeccao tém sido relatados. Todas essas infec¢cdes documentadas, até o
momento, foram resultado da exposicéao a diferentes amostras do HIV-1, mais
ou menos simultaneamente, antes de o sistema imunoldgico ter chance de
reagir. Normalmente, as duas fitas de RNA derivam de um mesmo virus; no
entanto, se uma célula estiver infectada por amostras virais diferentes, um RNA
transcrito de cada provirus podera ser encapsulado em um novo virion.
Eventualmente, tal recombinacado genética pode originar uma cepa viral com
maior poder de adaptacdo.®® Atualmente, acredita-se que possa haver uma
“superinfeccdo” alguns meses apds a primeira. Provavelmente, a resposta

imunoldgica ao primeiro virus nao seria suficiente para impedir a segunda

infeccdo, principalmente com virus de subtipo diferente.
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2.3 Evolucao da infeccao

Por atingir principalmente os homens homossexuais, 0s usuarios de
drogas injetaveis e os hemofilicos, no inicio da epidemia de AIDS, esses
individuos eram considerados grupos de risco. Atualmente, esse termo foi
substituido por vulnerabilidade a infeccdo, pois o virus passou a se espalhar de
forma geral, ndo mais se concentrando apenas em grupos especificos.

Sangue e hemoderivados foram responsaveis por parcela significativa
da transmissdo do HIV-1. A partir de 1988®%, com o desenvolvimento dos
testes para triagem em bancos de sangue, vem ocorrendo uma diminui¢ao
progressiva dessa categoria de transmissdo. Consideram-se, como
comportamento de risco: relacao sexual (homo ou heterossexual) com pessoa
infectada, sem o uso de preservativos; compartihamento de seringas e
agulhas, principalmente no uso de drogas injetaveis; transfusdo de sangue
contaminado pelo HIV-1; reutilizacdo de objetos perfurocortantes com presenca
de sangue ou fluidos contaminados pelo HIV-1. A transmissao vertical, da mae
para o recém-nascido, durante ou proximo ao nascimento ou por meio da

amamentacdo é a principal via de infecgdo em criancas.®®
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Figura 9 — Evolugéo da infecgéo pelo HIV-1
Fonte: Adaptado de National Institutes of Health ©*©

Apo6s exposicdo ao virus HIV-1, os primeiros sintomas podem ser
observados apés o periodo de 3 a 4 semanas. Os individuos infectados podem
apresentar febre, adenopatias, faringite, fadiga, mialgias, dores de cabeca e
perda de peso. Essa fase é caracterizada por elevados niveis de replicacdo do
HIV-1e de viremia no plasma (Figura 10). Também se verifica uma inversao na
razdo de linfécitos T CD4/CD8, havendo evidéncia para uma ativacao das
células T. A soroconversao e a producao de anticorpos contra as proteinas do
envelope e core ocorrem 4 a 6 semanas apoOs exposicdo ao virus. Como
consequéncia, ha uma diminuicdo nos niveis de viremia e o desaparecimento
dos sintomas. Neste ponto, a infeccao entra na fase de laténcia. Na maior parte
das criangas e dos adultos infectados, ela pode durar de alguns meses até 10

anos. Os fatores que determinam a sua duracdo sao o grau de viruléncia, a
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magnitude da resposta imunoldgica, a infeccdo por outros agentes
patogénicos, a idade do paciente e o uso de drogas antirretroviricas. No
entanto, sdo desconhecidos os eventos concretos que marcam o fim desse
periodo.

Durante a infeccdo pelo HIV-1, ocorre a progressiva destruicdo do
sistema imunoldgico do hospedeiro, impedindo que esse atue sobre a infeccao.
Assim, apés a fase de laténcia, diminui o nimero de linfécitos T CD4+ no
sangue e aumentam os niveis de viremia no plasma.®” Quando a contagem de
linfocitos T CD4+ € reduzida a niveis abaixo de 200 células/mm3,
aproximadamente, o risco de infeccdo por agentes oportunistas e outras
complicagdes clinicas associadas é elevado. Consequentemente, a infec¢do do
HIV-1 entra na ultima fase — a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA,
ou mais comumente denominada AIDS).®? Além das células T CD4+, os
macréfagos, as células dendriticas e as células foliculares dendriticas também
desempenham um papel importante na infeccao pelo HIV-1 e na progressao da

imunossupressao.®?

2.4 Terapia Antirretroviral

A TARV permitiu que a infecgédo pelo HIV-1se transformasse em doenca
de carater cronico. Ainda é grande o0 seu impacto social e individual,
especialmente nas populagdes economicamente ativas. O advento da TARV
reduziu a morbidade, a mortalidade e a incidéncia de infec¢cées oportunistas,

58,59

melhorando a qualidade de vida dos pacientes infectados.®®°% A introducéo da
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TARV tornou possivel a reducédo da carga viral a niveis ndo detectaveis em
pacientes ja tratados anteriormente, tornando-se um padrao de tratamento em
ambito mundial.®”

O Brasil destaca-se no cenario mundial pela politica do Ministério da
Saude para assisténcia aos individuos infectados pelo HIV-1. Em 1988, o
Sistema Unico de Saude (SUS) iniciou a distribuicido das drogas para o
tratamento das infeccées oportunistas. A partir de 1991, inicialmente com a
distribuicdo de Zidovudina (AZT), passou a disponibilizar gratuitamente os
antirretrovirais (ARV) aos individuos com indicacao de tratamento. Atualmente,
no Brasil, cerca de 200.000 pacientes estdo em tratamento com TARV
combinada. Essa politica tem causado consideravel impacto na epidemia de
HIV-1-AIDS, reduzindo sua morbidade e mortalidade no Brasil e no mundo®®"
63,7)

Mesmo com os grandes avancos da TARV nos ultimos 20 anos,
algumas questées fundamentais ainda nado estdo totalmente esclarecidas.
Dentre as principais, destacam-se o questionamento do melhor momento para
se iniciar o tratamento® e qual a melhor combinacdo de medicamentos.>® A
adesdo a terapia antiretroviral € um fator fundamental para o sucesso da
supressao viroldgica e da preservacado da fungdo do sistema imunoldgico de
pacientes infectados pelo HIV-1.%" Ao longo dos dltimos anos, diretrizes de
diversos paises e instituicbes foram publicadas em relacdao ao tratamento
antirretroviral e, ainda hoje, apesar de varios pontos em comum, algumas

diferencas persistem entre esses guias terapéuticos.®¥
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Existem quatro grupos principais de medicamentos disponiveis para o
tratamento de pacientes infectados pelo HIV-1, que agem em fases diferentes
da replicacao viral. O grupo dos Inibidores da Transcriptase Reversa subdivide-
se em: a) analogos de Nucleosideos (ITRN), que mimetizam esses precursores
do material genético celular formando sequéncias de DNA disfuncionais, e b)
nao analogos de nucleosideos (ITRNN), que se ligam a TR, interrompendo sua
acdo. Os Inibidores da Protease (IP) bloqueiam seletivamente a acdo dessa
enzima, impedindo a maturagdo das poliproteinas viras. Os Inibidores de
Entrada (IE), por sua vez, dificultam a ligacdo do HIV-1 com a membrana do
LTCD4, impedindo sua penetracdao celular. Uma nova classe de drogas, ja
disponivel para uso clinico, é constituida pelos Inibidores de Integrase (INSTI)
que blogueiam a acdo da referida enzima, impedindo a fusdo do provirus ao

DNA celular.

2.4.1 Inibidores da Transcriptase Reversa analogo de Nucleosideo

(ITRN)®®

Abacavir (ABC) — A dose recomendada é de 300mg de 12/12 h. E
apresentado na forma de comprimidos de 300mg e solucdo oral. Os alimentos
ndo interferem na sua absorcdo. E bem tolerado, porém, podem ocorrer
reacdes de hipersensibilidade sérias e potencialmente fatais. Varias mutacoes
associadas a resisténcia aos analogos de Timidina - AZT e Estavudina (D4T) -
conhecidas como TAM, associam-se com progressiva reduc¢ao da sensibilidade

ao ABC.
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Didanosina (DDI) — A dose para adultos com 60kg ou mais é de 400
mg/dia e para menos de 60kg é de 250mg/dia. Estdo disponiveis comprimidos
de absorcao entérica de 400mg e de 250mg e frascos com pd. Por ser um
acido labil, DDI deve ser ingerida com o estbmago vazio. Causa neuropatia
periférica em 5 a 15% dos pacientes. Pancreatite ocorre em 5 a 10% dos casos
e ha relatos de casos de acidose lactica.

Estavudina (D4T) — E apresentada na forma de capsulas de 30mg e a
dose é 30mg de 12/12h. Também apresenta a formulacado pediatrica. Dada a
forte associagdo com neuropatia periférica, dislipidemias, acidose lactica e
lipoatrofia periférica, D4T é um medicamento cada vez mais de uso restrito,
devendo ser reservada apenas para os pacientes para os quais ndao ha outras
opc¢odes terapéuticas.

Lamivudina (3TC) - A dose para adultos é de 300mg/dia, em dose Unica
ou 150mg de 12/12h. E apresentada na forma de comprimidos de 150mg ou
em solucao oral com 10mg/mL. Apesar de ser relativamente pouco potente, é
muito importante por sua caracteristica: a mutacao que confere resisténcia ao
3TC restaura a sensibilidade, ao menos parcialmente, de virus resistentes ao
AZT e ao Tenofovir. E muito bem tolerada, sendo raros os efeitos colaterais.
Podem ocorrer cefaleia, nauseas, diarreia, dor abdominal e insénia.

Tenofovir (TDF) — A dose recomendada é de 300mg/dia com ou sem
alimentos. A tolerancia é excelente e os efeitos colaterais mais comuns sdo
nausea, vomito, diarreia e flatuléncia. Ha alteracées da fungéo renal, devendo
ser monitorada cuidadosamente durante o tratamento; as lesdes renais, porém,

sdo reversiveis. A resisténcia ao TDF pode ser facilmente revertida pela
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presenca da mutacdo M184V, associada a resisténcia a 3TC; por isso, é
recomendado que essa seja sempre associada ao esquema quando o TDF for
usado.

Zidovudina (AZT) — A dose usual para adultos é de 300mg de 12/12h.
Estdo disponiveis capsulas de 100mg, frascos de 200 ml de xarope com
10mg/mL e ampolas de 20mg com 10mg/mL. De preferéncia, deve ser ingerido
com estbmago vazio ou com alimentos com baixo teor de gordura. Os
principais efeitos adversos sdo anemia, leucopenia e plaguetopenia. O uso
prolongado de AZT associa-se a toxicidade mitocondrial e a lipoatrofia
periférica. Ha relatos de casos de acidose lactica associada ao AZT, como com
os demais medicamentos desta classe.

Zidovudina+Lamivudina (AZT+3TC) — combinacédo de 300mg de AZT e
150mg de 3TC para uso de 12/12h, o que facilita a adesdo do paciente ao

tratamento.

2.4.2 Inibidores da Transcriptase Reversa nao analogos de Nucleosideo

(ITRNN)®®

Efavirenz (EFZ) - Potente ITRNN, a dose recomendada é de
600mg/dia; € apresentado na forma de capsulas de 200mg e comprimidos de
600mg e apresentacdo pediatrica. Tendo em vista sua eficacia, tolerancia e
seguranca em longo prazo, esquemas baseados em EFZ sdo considerados os
mais indicados para terapia inicial. Os alimentos pouco interferem em sua

absorgao, embora devam ser evitados alimentos com alto teor de gordura. Os
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efeitos adversos mais comuns sao relacionados ao sistema nervoso central,
predominando tontura, insénia, sonhos vividos ou pesadelos, depressao e
dificuldade de concentracdo. O uso prolongado também esta associado a

dislipidemia. Seu uso é contraindicado na gravidez.

Nevirapina (NVP) — E apresentada na forma de comprimidos de 200mg
e a dose recomendada é de 400mg/dia em duas tomadas diarias. Os alimentos
nao interferem na absorcdo. O tratamento deve ser iniciado com 200mg/dia
durante 14 dias, o que reduz a probabilidade de ocorrer exantema, que pode
ser muito grave, havendo varios relatos de casos de sindrome de Stevens-
Johnson. Seu uso deve ser cauteloso em pacientes com disfuncdo renal ou
hepatica, por ser metabolizada pelo figado e excretado por via renal. Outros

efeitos colaterais incluem cefaleia, nauseas e febre.

Etravirina (ETR) - Esta disponivel em comprimidos de 100mg. A dose
recomendada para adultos e de 200mg por via oral, 2 vezes ao dia (4
comprimidos/dia), tomada apos uma refeicdo leve que contenha gordura.
Adicionalmente, a etravirina permanece estavel quando dissolvida na agua e
pode ser preparada dessa forma para pacientes que apresentem dificuldades

para deglutir.

2.4.3 Inibidores de Protease (IP)®

Atazanavir (ATV) — E apresentado em céapsulas de 300mg e 200mg. A

dose recomendada é de 400mg/dia ou 300mg/dia quando associado ao
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Ritonavir. Suas principais caracteristicas sdo o uso em dose Unica diaria e o
menor impacto metabdlico, em relagdo aos demais IP. Os efeitos colaterais
mais comuns sao ictericia (em até 10% dos pacientes, raramente levando a

interrupgao do tratamento) ndusea e diarreia.

Darunavir (DRV) — A dose recomendada é de 600mg associado a
100mg de Ritonavir de 12/12h, junto com alimento. A apresentagao disponivel
€ em comprimidos de 300mg. Os eventos adversos mais observados sao

diarreia, nausea, cefaleia, nasofaringite e fadiga.

Fosamprenavir (FPV) — E uma pré-droga do Amprenavir. Esta
disponivel na forma de comprimidos de 400mg. A dose recomendada é
1400mg associados a 200mg de Ritonavir em dose Unica diaria ou em duas
tomadas de 700mg com 100mg de Ritonavir de 12/12h. Os principais efeitos
adversos sdo nauseas, diarreia e exantema, que sdo menos frequentes se

usado em conjuntocom oAmprenavir. Ndo ha restrigdo em relagéo a alimentos.

Indinavir (IDV) — Esta disponivel em capsulas de 400mg e a dose
recomendada é de 800mg de 8/8h; deve ser tomado com o estbmago vazio,
uma hora antes ou duas horas ap6s a ingestdo de alimentos com alto teor de
gordura. Quando associado ao Ritonavir, a dose € de 800mg de IDV com
100mg ou 200mg de Ritonavir de 12/12h. Estd fortemente associado com
lipoatrofia periférica e nefrolitiase, por ser eliminado na forma de cristais.

Outros efeitos colaterais incluem cefaleia, nduseas, vomitos, diarreia, gosto
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metalico na boca, mucosas secas, fadiga, insbnia, exantema, xerodermia, unha
encravada ou displasia ectodérmica, sonoléncia, alteragdo visual,

trombocitopenia e aumento de transaminases.

Lopinavir+Ritonavir (LPV/r) — A coformulacdo com Ritonavir é,
provavelmente, a sua maior vantagem. E apresentado na forma de
comprimidos de 200mg de Lopinavir e 50mg de Ritonavir e a dose
recomendada é de dois comprimidos de 12/12h. Esta disponivel em solucéo
oral. Os principais efeitos colaterais sdo nausea e diarreia, sendo comum a
elevagao significativa dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos. Nao é
raro o desenvolvimento de resisténcia a insulina; pancreatite ja foi relatada,

especialmente quando ha dislipidemia.

Ritonavir (RTV) — é um potente indutor de sistemas enziméaticos
hepaticos, via pela qual muitos medicamentos, incluindo a maioria dos IPs, sdo
metabolizados. Embora o RTV tenha sido inicialmente liberado para uso
isolado como IP, dadas as marcadas interagdes medicamentosas e a
frequéncia de efeitos colaterais, ndo mais se justifica o uso de RTV como o
unico inibidor da protease. Atualmente, seu uso é restrito a situacées em que
age como potencializador de outros inibidores da protease, por causar
profunda alteracdo da farmacocinética desses medicamentos. Os efeitos
colaterais mais frequentes incluem: intolerancia gastrintestinal, com nauseas,
dor e/ou distensdo abdominal e diarreia, parestesia em torno da boca e

também periférica, aumento dos niveis séricos de colesterol e de triglicerideos.
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Saquinavir (SQV) - Foi o primeiro inibidor de protease liberado para uso
clinico, em 1996. A dose recomendada é de 1000mg de 12/12h, associado a
100mg de Ritonavir, também de 12/12h. Esta disponivel na forma de capsulas
de 200mg. Os efeitos colaterais mais comuns sao relacionados ao trato
gastrintestinal, como nauseas, dor abdominal e diarreia, além de possivel

cefaleia.

2.4.4 Inibidor de Integrase (INSTI)®®

Raltegravir (RAL) - A posologia é de 400mg de 12/12horas sem a
necessidade da associacdo com RTV nem da ingestdo concomitante de

alimentos. A apresentacao disponivel € em comprimidos de 400mg.

2.4.5 Inibidor de Fusao

Enfuvirtida (T-20) — a dose é de uma ampola de 90mg de 12/12h. Por
ser injetavel e ser aplicado pela via subcutanea, apresenta diversos efeitos
colaterais como: eritema, nédulos ou cistos no local de aplicagao, desconforto e
hipersensibilidade. "%

A Tabela 1 evidencia os ARVs que o Ministério da Saude disponibiliza

para os pacientes que preenchem os critérios de inicio do tratamento!"

expostos na Tabela 2.



Tabela 1 - Antirretrovirais disponibilizados pelo Ministério da Satde.”"

Medicamentos Sigla
ITRN
Abacavir ABC
Didanosina DDI
Estavudina D4T
Lamivudina 3TC
Tenofovir TDF
Zidovudina AZT/ZDV
Zidovudina+Lamivudina AZT+3TC
ITRNN
Efavirenz EFZ
Nevirapina NVP
1P
Amprenavir APV
Atazanavir ATV
Darunavir DRV
Fos-Amprenavir FPV
Indinavir IDV
Lopinavir/ritonavir LPV
Ritonavir RTV
Nelfinavir NFV
Saquinavir SQV
Tripanavir TPV
Inibidores de Fusao
Enfuvirtida T20 / ENF
Inibidores de Entrada
Maraviroc® MVC
Inibidor de Integrase
Raltegravir* RAL

a- Drogas em processo de liberagio pelo MS — Brasil na ocasido desta revisio da literatura.
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Tabela 2 — Recomendacdes para inicio de Terapia Antirretroviral em adultos e

Adolescentes Infectados pelo HIV-17"

Condicio clinica e imunologica TARV
Naio tratar

Assintomatico sem contagem de LTCD4+

Assintomético com LTCD4+ > 350 células/mm? Nao tratar

Assintomatico com LTCD4+ entre 200 e 350 células/mm? Recomendar tratamento

+ OPp®
Assintomatico com LTCD4+ < 200 células/mm? Tratar= QP

Sintomaticos / condi¢des definidoras de AIDS® Tratar + QP

TARV- Terapia antiretroviral; LTCD4+ - Contagem, em numero absoluto, de linfocitos TCD4+; a- Ver
consideragdes do texto; b- Quimioprofilaxia para Infecgdes oportunistas: P. jirovecii com LTCD4+ < 200,
Toxoplasmose com LTCD4+ < 100 e Complexo Mycobacterium avium se LTCD4+ < 50; c- considerar
condigdes ndo definidoras em alguns casos.

Os pacientes sintomaticos sdo aqueles que apresentam condicoes
definidoras de AIDS especificadas nas “Recomendagbes para TARV em

" As orientagbes atuais

Adultos e Adolescentes Infectados pelo HIV-1".
recomendam o inicio de TARV para os pacientes assintomaticos com
contagem de LTCD4 entre 200 e 350 células/mm3. Nessa faixa imunoldgica, o
tratamento deve ser indicado especialmente para os pacientes que apresentem
queda progressiva do LTCD4 ou carga viral elevada (>100.000 copias/mL).
Caso o paciente apresente dificuldade de adesao a TARV em funcao de
efeitos adversos (Tabela 2) e para que nao haja piora clinica, recomenda-se
que os parametros laboratoriais sejam monitorados em intervalos mais curtos.

Verificou-se um aumento nas doencas cardiovasculares devido a

combinacdo de idade e fatores de risco como hipertensdo e diabetes, assim
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como esquemas antirretrovirais que usam D4T ou IPs. Os pacientes devem ser
monitorados e acompanhados cuidadosamente.®

O alvo principal da infec¢do pelo HIV-1 é o LTCD4 e a contagem deste
no sangue periférico tem estreita relacdo com a condicdo clinica do paciente,
funcionando como marcador progndstico.”® Uma vez que a evolucdo natural
da infeccdo pelo HIV-1 caracteriza-se por continua replicagdo viral, com
consequente destruicdo ou disfuncdo dos LTCD4, a dinamica da replicacao
viral em cada individuo constitui fator prognéstico importante em relagédo a
velocidade da evolugdo para o quadro clinico de AIDS." Assim,
classicamente, a quantificacdo das particulas virais circulantes (carga viral), por
meio da medi¢cdo dos niveis de RNA do HIV-1no plasma, passou a ter papel
central no seguimento clinico de pacientes infectados pelo HIV-1.®

O principal objetivo da TARV é, através da inibicao da replicacao viral,
retardar a progressao da imunodeficiéncia e restaurar, tanto quanto possivel, a
imunidade, aumentando o tempo e a qualidade de vida das pessoas que vivem
com HIV-1-AIDS. Assim, a supressdo maxima e continua da replicagédo viral €
imprescindivel para reduzir ou reverter o dano imunolégico.”” No seguimento
periédico dos pacientes em TARV, a carga viral indetectavel (<50 cépias/mL),
apds 24 semanas de terapia, tornou-se o parametro de avaliacdo a ser
atingido. No passado, o RNA viral plasmatico era definido como indetectavel se
presente em niveis menores que 400 cépias/mL. Atualmente, exames mais
sensiveis podem mensurar a carga viral em niveis proximos a 20 cépias/mL.
Evidéncias acumuladas sugerem que tratamentos capazes de reduzir a carga

viral para niveis inferiores a 50 cépias/mL estdo associados com supressao
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viral mais sustentada se comparado a tratamentos que mantém carga viral
entre 50 e 500 copias/mL. Ressalta-se que a reducao do RNA viral plasmatico

para niveis indetectaveis limita a selecao de virus resistentes as medicacoes.

2.5 Falha Terapéutica

A avaliacdo de resposta a TARV baseia-se, principalmente, em
parametros laboratoriais. O objetivo é que a carga viral seja indetectavel ao
final de seis meses de tratamento. Entretanto, deve-se considerar como
resultado positivo uma grande reducdo nos seus valores, o que € evidenciado
por uma queda maior que 1 log, ou 90%, nas primeiras 4-8 semanas e maior
que 2 log, ou 99%, nas 12-16 semanas iniciais de tratamento.!”"

A falha a um esquema antirretroviral é definida, de modo geral, como a
ocorréncia de deterioragdo clinica ou, mais precocemente, por piora dos
parametros imunologicos e virologicos. Em geral, a falha virolégica ocorre mais
precocemente, seguida da falha imunolégica e, finalmente, da piora clinica. A
diferenca no tempo de surgimento entre elas pode ser de meses ou anos.
Laboratorialmente, o principal parametro de falha é a ocorréncia de carga viral
ainda detectavel ap6s 48 semanas de tratamento em pacientes em TARV
inicial. Para aqueles que atingiram a supressao viral completa, o retorno da
deteccdo de RNA viral em exames repetidos é considerado como falha.
Reducéo significativa da contagem de LTCD4 (maior que 25%) é outro
parametro que indica falha terapéutica. Devem ser considerados, pelo menos,

dois exames consecutivos (de carga viral e/ou contagem de LTCD4) para se
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confirmar a tendéncia dos resultados obtidos e minimizar o efeito da
variabilidade intertestes.!”"

A duracao eficaz da TARV relaciona-se a diversos fatores, tais como:
poténcia do esquema antirretroviral, comodidade posoldgica, efeitos colaterais,

"® alteracdes na biodisponibilidade e metabolismo dos

adesdo do paciente,'
medicamentos, com destaque para as variacbes na absorcdo e interagdes
medicamentosas® e para a penetracdo erratica de alguns medicamentos nos
reservatérios virais fora do sangue e em células mononucleares do sangue

(10-14

periférico. ) Fatores virais, em especial o subtipo do HIV-1, podem trazer

%277) Em relacdo ao

impactos & TARV, mas os dados ainda sdo conflitantes.
sistema imune do hospedeiro, sabe-se que individuos com mutagcdo em
heterozigose para o gene A32, que codifica o correceptor celular para o HIV-1
CCR5 (presente nas células LTCD4), apresentam maior incremento de LTCD4
em resposta a TARV"® e mesmo progressdo mais lenta da imunodeficiéncia.
Como denominador final deste processo multifatorial, a emergéncia de
resisténcia aos ARV é fundamental para se entender a falha terapéutica. O
aparecimento de cepas resistentes aos antirretrovirais é, simultaneamente,
causa e efeito da supressao viral incompleta.’™™ A emergéncia de cepas virais
resistentes esté diretamente relacionada as altas taxas de replicagéo viral. Uma
producdo diaria de, aproximadamente, 10 bilhdes de particulas virais,"® aliada
a auséncia de mecanismos de autocorrecdo da TR viral, possibilita a
ocorréncia, em média, de uma troca de nucleosideo por ciclo de replicacao

viral, gerando milhares de mutacdes virais a cada dia. A pressao seletiva criada

pela TARV gera cepas variantes que, por acumulo de mutacdes, apresentam



37

melhor fitness (maior capacidade replicativa em um dado meio) e passam a
predominar, determinando a falha terapéutica.

Aproximadamente 50% dos pacientes que iniciaram a TARV no final da
década de 90 apresentaram falha terapéutica apds seis meses do inicio do
tratamento. Em geral, a falha ocorria por adesao insuficiente, principal fator
determinante do surgimento de virus mutantes resistentes aos
antirretrovirais.®”

Atualmente, a supressao virolégica € mantida em torno de 70 a 90%
entre o primeiro e o segundo anos de TARV. E importante lembrar que, no
contexto de TARV potentes e duraveis, 0 sucesso terapéutico esta intimamente

®) sugeriu que

relacionado & adeséo ao tratamento.®” O estudo de Paterson
seria necessaria uma aderéncia maior que 95% para se obter uma carga viral
indetectavel. Em trabalho publicado em 2000, Gifford e colaboradores®?
encontraram adesao de 100% em apenas 50% dos entrevistados.

Em 2001, Bartlett® mostrou correlagdo direta e significativa entre a
porcentagem de pacientes com carga viral do HIV-1 menor que 50 copias/mL
na semana 48 e o numero de comprimidos ingeridos. Algumas avaliagbes
apontam que, fora dos estudos clinicos controlados, os indices de falha
terapéutica sdo bem maiores.® A eficacia do tratamento, portanto, vem sendo
ameacada por uma complexa conjuntura centrada na adesédo insuficiente e

erratica, que culmina com o surgimento de cepas virais resistentes e falha

terapéutica.
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2.6 Resisténcia aos antirretrovirais

A resisténcia aos ARV pode ser de origem celular ou viral. A resisténcia
celular esta vinculada as caracteristicas das células infectadas do hospedeiro
por interferir na penetracao e ativacao dos antirretrovirais.

A resisténcia viral aos ARV, que pode ser avaliada através da
genotipagem e fenotipagem, subdivide-se em primaria ou secundaria. Essa
ultima decorre da pressdo seletiva exercida pela medicagdo antirretroviral,
sendo o principal alvo dos testes de resisténcia viral nas avaliagées de troca
dos esquemas terapéuticos. Ja a resisténcia primaria aos ARV, ou resisténcia
transmitida, apresenta-se em pacientes virgens de tratamento e sua crescente
prevaléncia, com possivel impacto na resposta ao primeiro esquema
antirretroviral, é objeto de estudo em varios paises.®

A resisténcia viral é determinada por mutagcées na sequéncia de
nucleosideos que formam o material genético. As mutacées sdo designadas
usando o formato letra-numero-letra, sendo que as letras representam o
aminoacido (AA) codificado por uma trinca de nucleosideos, a primeira o AA
selvagem e a segunda o AA mutante, enquanto 0 numero indica a posicao
ocupada pelo AA na proteina em questédo. Por exemplo, a designacdo M184V,
quer dizer que a metionina da posicdo 184 da TR foi substituida pela valina.
Devido a redundéancia do codigo genético, diferentes trincas de nucleosideos
podem codificar um mesmo aminoacido, configurando as mutacdes silenciosas.
A tabela completa da nomenclatura dos aminodcidos e suas abreviagOes

encontra-se no Anexo 1.
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2.6.1 Resisténcia Celular

A reducdo da concentracao intracelular e da meia-vida da droga séo
outras razdes para falha virolégica. A concentragao intracelular dos IP varia de
acordo com os diversos tipos de células. A glicoproteina-P (P-gp) localizada na
membrana plasmatica de varias células e, originalmente associada com
resisténcia aos quimioterapicos em células tumorais, pode bombear os IP para
o meio extracelular."™

Todos os IP de uso clinico tém demonstrado ser um substrato para a P-
gp e a sua presenca nas células do testiculo e da barreira hematoencefalica
pode, em parte, explicar a baixa concentracdo dos IP nesses tecidos. A sua
presenca nas células epiteliais do intestino também pode reduzir a
biodisponibilidade e ou aumentar a excregcao dos IP, diminuindo sua eficacia
terapéutica.®

Pacientes que expressam o0s genes das proteinas de transporte de
drogas (MDR — multi-drug resistance proteins) apresentam menores valores da
contagem de LTCD4.®” Embora a atividade direta da P-gp na regulagdo da
biodisponibilidade, distribuicéo tissular e concentracao intracelular dos IP ainda
nao tenha sido demonstrada em ensaios clinicos, os dados ja publicados

indicam que este mecanismo pode ter impacto na falha terapéutica.®®
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2.6.2 Resisténcia Viral Primaria ou Transmitida

Entende-se como resisténcia primaria a presenca de mutacdées que
confiram resisténcia aos antirretrovirais presentes no genoma viral em
pacientes virgens de TARV. Pode ocorrer por dois mecanismos distintos: o
primeiro, nos individuos cronicamente infectados em decorréncia da geracao
“espontanea” e da fixacao de virus mutantes resistentes, causadas pelo alto
indice replicativo do HIV-1e pela auséncia de mecanismos de correcao da TR;
0 segundo mecanismo, mais relevante, ocorre por transmissdo de cepas
resistentes, provenientes de um individuo ja exposto aos antirretrovirais
(resisténcia transmitida). Um estudo realizado entre 2000 e 2002, com cerca de
400 pacientes portadores de virus resistentes, evidenciou que 23% deles
relataram sexo desprotegido nos ultimos trés meses, significando um numero
de 1126 relagdes sexuais desprotegidas.® Dados como esse explicam a
crescente prevaléncia da resisténcia transmitida em diversos paises. Alguns
estudos apontam, entretanto, para a estabilizacdo e, até mesmo, para a
reducdo de sua prevaléncia em alguns paises.® Ao que parece, a prevaléncia
€ maior entre usuarios de drogas injetaveis, seguidos por homens que fazem
sexo com homens e heterossexuais.

Estudos recentes indicam que a resisténcia primaria ou transmitida
apresenta entrave a estratégia antirretroviral inicial, especialmente em paises

desenvolvidos.®%*

) Dessa forma, a maioria das diretrizes para tratamento
antirretroviral dessas localidades preconiza o uso de genotipagem antes

mesmo do primeiro esquema terapéutico. O custo-efetividade de tal conduta
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ainda baseia-se em opinidao de especialistas. No estudo EuroSIDA, contudo,
ndao houve impacto imunovirolégico na TARV inicial pela presenca de
resisténcia primaria.®®

Os paises em desenvolvimento, por sua vez, ndo estdo imunes ao
problema. Analise recente realizada com 47 individuos cronicamente infectados
em Camardes demonstrou cerca de 7% de resisténcia primaria aos IP e até
10% aos ITR.®® No Brasil, os indices de resisténcia primaria, apesar de
crescentes*? sdo aparentemente menores (em torno de 2 a 3%), reservando-
se 0 exame de genotipagem para avaliagdo de terapias de resgate.®” Todavia,
um estudo conduzido pelo Ministério da Saude do Brasil em centros de
testagem por todo o pais demonstrou a prevaléncia de resisténcia primaria em
7% dos individuos cronicamente infectados, com 2,2% de resisténcia para os
IP, 2,4% para os ITRN e 2,1% para os ITRNN.“? Em algumas localidades, a
prevaléncia de resisténcia primaria pode ser diferente da média nacional, por
particularidades locais da epidemia. Em Santos-SP, foi observado uma
prevaléncia de resisténcia primaria de 22% para os ITRN, de 15% para os
ITRNN e de 13% para os IP, determinando uma resisténcia cumulativa de
36%.%%

Ao contrario do que se pensava, as mutagdes de resisténcia primaria
podem persistir por varios anos, independentemente da pressao seletiva do

99,100,101

tratamento antirretroviral.! ) Assim, enquanto se observa uma relativa

tendéncia a redugcdo do surgimento de resisténcia adquirida com o uso da

terapia tripla (incluindo o maior uso de IP com Ritonavir), cresce a vigilancia

(85)

internacional de resisténcia primaria. Programas para monitorar a
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Prevaléncia de Resisténcia Primaria (TDR, ou Transmitted HIV-1Drug
Resistance) em diferentes regides € extremamente importante para melhor
fundamentar os manuais de tratamento ARV, promover o feedback de sua
eficiéncia e orientar os programas de prevencio do HIV-1.(1%?

Ha cerca de dois anos, a Organizacao Mundial de Saude (OMS)
estabeleceu um programa global de vigilancia genotipica da resisténcia do HIV-
1aos ARV.(%) Recomendou a adocdo de um consenso na definicdo das
mutacdes com impacto de resisténcia, para adequadamente se comparar as
taxas de resisténcia primaria (transmitida) em periodos distintos, nas diversas
regides. Para tanto, adotou uma lista de mutagdes proposta especificamente

para resisténcia transmitida.'%%1%%

2.6.3 Resisténcia Viral Secundaria ou Adquirida

Define-se resisténcia viral secundaria como a emergéncia de mutacoes
de resisténcia aos antirretrovirais em decorréncia da pressao seletiva exercida
por essa medicacdo. E, portanto, um mecanismo de selecdo natural. Cada
classe de medicamento antirretroviral possui um mecanismo de agéo particular
e, de forma logica, os mecanismos de resisténcia viral e, outras especificidades

das classes, devem ser entendidos para cada uma delas.!””
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2.6.3.1 Resisténcia aos IP

Os IP sao farmacos projetados em laboratério a partir do conhecimento
da conformacéo tridimensional da molécula protease. Seu mecanismo de acao

envolve a inibicao seletiva e por competicao do sitio ativo da protease.

Partiucula Viral Imatura

) @) (=

P g
4 =
% ’a ) Inibidor da
{ b - Protease

Poliproteina Protease RNA Viral

Figura 10 - Mecanismo de agao dos Inibidores de Protease

Fonte: Adaptado de Richman'%

Mutacbes no gene da protease alteram a conformacdo espacial da
enzima e inibem a agéo dos IP por dificultar e diminuir o tempo de sua ligacao
no seu sitio ativo. Em contrapartida, os substratos naturais da protease
(poliproteinas virais) também serdo clivados com menor eficiéncia, levando a
reducdo da capacidade replicativa viral, conhecida comofitness viral. Tais
alteracbes sdo detectadas por meio do sequenciamento do gene
(genotipagem) da protease em comparacdo com o observado no virus

selvagem (Figura 10).



44

As mutacoes selecionadas pelos IP podem ser definidas como principais
(ou primarias) e acessérias (ou secundarias). Geralmente, as mutacoes
principais sao selecionadas mais precocemente, se localizam proximas ao sitio
ativo da enzima e reduzem, sobremaneira,o fitness viral. Com o tempo, surgem
as mutacdes acessoérias (mutagdes secundarias) para queesse fitness viral seja
restaurado. (%197

Um terceiro mecanismo de resisténcia envolve a mutacdo no local de
clivagem da protease, regido codificada fora do gene da protease (no gene
gag). As mutacdes no gene da protease dificultam a eficacia da clivagem das
poliproteinas, enquanto as mutacées no sitio de clivagem atenuam esta

(108) Og testes de

restricao e facilitam a ligacdo dos substratos com a protease.
genotipagem em uso ndo examinam a regido do gene gag e futuras pesquisas
serdo necessarias para definir a relacdo das mutacbées no gene gag e da
protease, além de seus efeitos na terapia antirretroviral.””

Apesar da probabilidade de ocorréncia de resisténcia cruzada entre os
diversos IP, o tratamento sequencial pode ser possivel em determinadas
situacdes.Certas drogas possuem mecanismo de mutacao distinto das demais,

(109-111) Além disso, é

particularmente o Nelfinavir e possivelmente o Atazanavir.
possivel aumentar a barreira genética dos IP ao se elevar de forma sustentada
0s niveis séricos da droga pela combinagcdo com outro membro da classe: o
Ritonavir em baixas doses (100—-200mg ao dia). O resultado sdo concentracdes

do medicamento altas o suficiente para suprimir cepas que contém numero

limitado de mutagdes.
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O fenbmeno de hipersuscetibilidade aos IP também pode ajudar no
resgate terapéutico. Pacientes que apresentem as mutacdées D30ON e ou N88S

112102) Gepas virais

podem se beneficiar de maior suscetibilidade a outros IP.'
que apresentem a mutacdo V82T, relacionada ao uso de Indinavir, tém seu
fitness reduzido e apresentam hipersuscetibilidade ao Saquinavir.''™® A
mutacao 150L determina maior suscetibilidade a todos os IP, com excecéo ao

ATV. Ja as mutagdes 150V e 154L aumentam a susceptibilidade ao TPV e a

L76V aos ATV, SQV, TPV!% (Figura 11).
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Figura 11 — Mutacbes no gene da protease associadas a resisténcia a
inibidores da protease.

Fonte: Adaptado de Johnson.''¥

[Na figura, a letra superior refere-se ao aminoacido wild type, a letra inferior ao
aminoacido de substituicao, a numeragao em negrito a mutacdes primarias e a
numeracao restante a mutacoes secundarias.]
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2.6.3.2 Resisténcia aos ITRN

Os ITRN séao farmacos estruturalmente semelhantes aos nucleosideos
verdadeiros (A-adenosina, C-citosina, G-guanosina e T-timidina). AZT e D4T
sao analogos timidinicos; 3TC, FTC e DDC sao analogos citosinicos; TDF e
DDI sao anéalogos adenosinicos e o ABC é um analogo guanosinico. Assim,
durante a acdo da TR, esses “pseudonuleosideos” serao incorporados a cadeia

de DNA em polimerizacao, impedindo que o processo se conclua (Figura 12).

RNAse H RNAse H

RNA viral

RNA viral

e Cadeia de DNA
Transcriptase
Reversa

2 /

Figura 12 - Mecanismo de acao dos ITRN
Fonte: Richman('%)

Para essa classe de ARV, existem dois mecanismos de resisténcia. O
primeiro determina a diminuicdo da afinidade da enzima pelos analogos
nucleosideos. Como exemplo, durante a acdo da TR mutante, haveria maior
incorporacgao da citosina (nucleosideo natural) em detrimento do 3TC (analogo

citosinico). Um segundo e surpreendente mecanismo se processa pela
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habilidade da TR, conferida por mutacdes especificas, em remover o analogo

115,116) Isso

nucleosidico ja incorporado & cadeia de DNA em polimerizagao.'
ocorre por maior afinidade das pirofosfatases celulares em relacdo a TR com
mutacoes, levando a maior pirofosforélise dos analagos nucleosideos e seu
consequente desprendimento da cadeia de DNA em retrotranscricdo."'” As
mutacdes geradas por este mecanismo sdao denominadas TAM (mutacdes
associadas aos timidinicos) e sao divididas em duas vias mutacionais: TAM1,
com as mutagdes M41L, L210W e T215Y e TAM2, com as mutagbes D67N,
K70R, T215F e K219QE, reconhecidas inicialmente apés falha com Zidovudina
(AZT)_(118,119)

Embora as TAM aparecam apos o uso dos ITRN analogos da timidina,
quando presentes em grande numero, reduzem a suscetibilidade a todas as
drogas desta classe.®?

Alguns mecanismos de multirresisténcia aos ITRN foram identificados.
Um deles é a presenca do chamado complexo Q151M, pela presenca desta

(120-122

mutacao principal e um grupo de mutagdes acessorias. ) Outros dois

referem-se a alteracdes no cddon 69, pela insercdo de dois ou mais

123) 124

aminoacidos'®® ou pela dele¢do no cédon 67.%*) Por fim, a mutagcdo K65R,

selecionada pelo DDI, ABC e TDF, pode conferir resisténcia de 2,5 a 10 vezes
a todos os ITRN poupando, todavia, os timidinicos.'?®

Em pacientes com varias falhas terapéuticas, a interpretacdo das
mutacdes encontradas pode ser tarefa complexa.”” Certas mutagées podem

conferir resisténcia a uma droga e aumento da suscetibilidade fenotipica a

outras (fenbmeno da hipersuscetibilidade). Por exemplo, as mutagcdes M184VI
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e L74V, que estdo associadas com resisténcia a Lamivudina e Didanosina,

respectivamente, aumentam a suscetibilidade ao AZT. A mutagdo M184V

126)

causa diminuicdo da pirofosfordlise induzida pelas TAM! e, embora haja

reversdo parcial da resisténcia fenotipica ao AZT relacionada as TAM, este

(127) A ocorréncia da

efeito é limitado pelo surgimento de outras mutagdes.
mutacdo M184VI na presenca das TAM melhora o perfil de sensibilidade in
vitro ao AZT, D4T e TDF, porém aumenta a resisténcia ao 3TC, ABC e DDI!'®)

(Figura 13).
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Figura 13 — Mutacdes no gene da transcriptase reversa (RT) associadas a
resisténcia a inibidores nucleosideosda RT (ITRN).

Fonte: Johnson!"'

[Na figura, as linhas verticais cor de rosa indicam TAM, a letra superior refere-
se ao aminoacido wild type, a letra inferior ao aminoacido de substituicdo, a
numeracao em negrito a mutagdes primarias € a numeragcao restante a

mutagbes secundarias.]
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2.6.3.3 Resisténcia aos ITRNN

Os ITRNN sao inibidores nao competitivos da enzima TR e se ligam
diretamente ao sitio ativo da enzima TR em uma regiao hidrofébica proxima do
local de ligacdo do substrato para os nucleosideos. Os complexos resultantes
bloqueiam o local de ativacdo e catalisacdo da TR, diminuindo a ligagdo a
poucos nucleosideos. Além disso, reduz drasticamente a polimerizagao,
provocando a interrupcao da sintese de DNA (Figura 14). Ao contrario dos

ITRN, os ITRNN nao requerem ativacao intracelular.

1 2
RNA Viral
N ifjj _' @ Cﬂ%
N Transcriptase Interrupcdo da Sintese da
ITRNN Reversa Cadeia de DNA
N %

Figura 14 - Mecanismo de acédo dos ITRNN.

Fonte: Adaptado de Richman.!'%®

Em tratamentos que contém os ITRNN (EFZ, NVP), a resisténcia viral
emerge rapidamente se a replicacdo viral ndo for completamente suprimida.
Apenas uma mutagdo € capaz de induzir alto grau de resisténcia a todas as

drogas dessa classe, caracterizando sua baixa barreira genética.!””%?
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Dois padrdoes de multirresisténcia sao descritos: o primeiro ocorre pela
presenga da mutacdo K103N na transcriptase reversa, a qual estabiliza o local
de agado das drogas desta classe (cavidade hidrofébica préxima ao sitio de

),129 impedindo o acoplamento e a inibicdo da enzima; o

acao da enzima TR
segundo ocorre pelo acumulo de mdultiplas mutacdées (L100I, V106A, Y181C,
G190S/A e M230L). Outra mutacao relacionada a multirresisténcia aos ITRNN
€ a V106M, que se relaciona mais a infecgao pelo virus subtipo C e ao uso do
Efavirenz.('3%

Um fendmeno de hipersuscetibilidade cruzada, entre classes distintas de
ARV, pode acontecer geralmente em pacientes sem experiéncia prévia com
drogas dessa classe, quando ocorrem multiplas mutagdes relacionadas aos

130 Estio

ITRN na auséncia de mutagdes especificas para os ITRNN.!
relacionados a presenca de hipersuscetibilidade o uso prolongado de ITRN e a
ocorréncia de mutagdes associadas ao AZT e ao Abacavir que sdo: M184V,
M41L, L210W e 215Y."3? Esse fenémeno parece ter significado bioldgico e

sua presenca aumenta a probabilidade de boa resposta viroldgica em regimes

de resgate contendo Efavirenz *® (Figura 15).
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Figura 15 — Mutacdées no gene da transcriptase reversa (RT) associadas a

resisténcia a inibidores nao nucleosideos da RT (ITRNNs)

Fonte: Adaptado de Johnson.''¥

[Na figura, a letra superior refere-se ao aminoacido wild type, a letra inferior ao
aminoacido de substituicao, a numeragao em negrito a mutacdes primarias e a

numeracao restante a mutacoes secundarias.]

2.6.3.4 Resisténcia aos Inibidores de Fusao e de Entrada

Os inibidores de entrada sdo moléculas que se ligam a superficie celular
do LTCD4 ou na superficie viral, impedindo o acoplamento e a penetracéo do
HIV-1 a célula hospedeira. A regido conservada 4 da gp120 viral (C4) liga-se a
molécula de CD4 celular; a regiao hipervariavel 3 da gp120 (V3) liga-se aos
correceptores do LTCD4, CCR5 ou CXCR4, que, uma vez ativados, modificam
a regido HR-1 e HR-2 da gp41, conectando-seao receptor denominado

glicosaminoglicano celular, conhecido como dominio de fusdo'’” (Figura 16).
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Figura 16 - Mecanismo de agéo dos IE
Fonte: Adaptado de Salvage Therapies.!"*%

A principio, ndo ha resisténcia cruzada com as outras classes de ARV,

posto que as mutagdes referentes a essas drogas sao encontradas no gene
env que codifica o envelope viral.O Enfuvirtide (ENF ou T20), que se liga ao
complexo HR-1 da gp41, teve sua aplicabilidade clinica avaliada nos estudos
TORO 1 e TORO 2). Observou-se baixa barreira genética quando o Enfuvirtide

foi utilizada em esquemas de resgate que ndo continham outras drogas

ativas.©913°

impedem a ligacdo da ENF em seu sitio de agéo, tornando o virus resistente.

As mutacgdes relacionadas a resisténcia a ENF sdo: G36DSVE, 37V, V38AEM,

Q40H, N42T E N43D, 44M, 45M"1%) (Figura 17).

) Mutacdes na regido HR-1(entre os cédons 36 e 45 do gen env),
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Figura 17 — Mutacdes no gene que codifica a gp41 associadas a resisténcia a

inibidores de fusao

Fonte: Adapatdo de Johnson.''¥

[Na figura, a letra superior refere-se ao aminoacido wild type, a letra inferior ao

aminoacido de substituicao.]

%) realizado recentemente, foram detectadas mutacdes

Num estudo
naturais de resisténcia aos IE, bem como polimorfismos na regiao HR1 da
gp41, em pacientes que nunca foram tratados com T20. Além disso, foram
verificadas diferencas em estirpes de HIV-1pertencentes a diferentes subtipos,
quer na frequéncia das mutacdes/polimorfismos (maior frequéncia em subtipos
nao B), quer no padréo de substituicdes. Ainda é desconhecido de que maneira
o background genético pode afetar a eficacia do tratamento com T20.1%®

A concentracdo de Enfuvirtide requerida para inibir a infec¢do celular
pode ser afetada por fatores relacionados com o hospedeiro e o prdprio virus,
como, por exemplo, a velocidade de fusdo viral e o nivel de expressdo do
correceptor CCRS5 nas células alvo, que varia de individuo para individuo.®"

A resisténcia a essas drogas pode ser aumentada por fatores que
aumentem a velocidade de ligacédo e fusdo, como o aumento da afinidade viral

(31)

para correceptores ou uma elevada expressao desses;””’ a analise desses

dados levanta a possibilidade de combinacao de inibidores da entrada do virus.



56

Por exemplo, uma vez que os inibidores dos correceptores reduzem o nimero
de correceptores disponiveis para o0 virus, aumentando, assim, a
disponibilidade para os locais de ligacao ao Enfuvirtide e diminuindo a cinética
da fusdo, é de se esperar que a combinacdo do uso de antagonistas dos
correceptores com Enfuvirtide tenha um efeito sinergético na inibicdo da
entrada do virus. Este efeito ja foi observado in vitro em estudos com inibidores
de CCR5."

Uma nova classe de inibidores de entrada atua ao ligar-seao coreceptor
celular CCR5, impedindo sua ligacao na gp120 viral, mas apenas nos HIV-1
que tém tropismo por esse correceptor, denominados virus R5. Varias
substituicdes na regidao do gene env que codifica a porcdo V3 da gp120 (local
especifico de ligacdo ao CCR5) foram descritas e, possivelmente, associadas
com resisténcia aos farmacos desta classe, Maraviroc e Vicriviroc. Todavia, as
mutacdes observadas variaram entre os diferentes isolados virais e, assim,
ainda nao é possivel identificar resisténcia para os antagonistas de CCR5 com
base em mutagdes especificas no gene env. Ao que parece, alteracées nas
posicdes 11,13, 25 e 26 sdo as mais significativas para inducao de resisténcia.
Nos ensaios clinicos, a falha viroldgica tem sido frequentemente atribuida a
emergéncia de virus que se utilizam do coreceptor CXCR4 (virus X4) e que
seriam populagdes minoritarias quando iniciado o uso do inibidor de CCR5.""
E importante ressaltar que os testes de tropismo disponiveis ndo sdo capazes
de diferenciar os casos em que um mesmo virus apresenta tropismo duplo,
para CCR5 e CXCR4, daqueles em que ha uma mistura de diferentes

populacdes de virus com tropismo R5 e outros X4. Nesse ultimo caso, os
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testes de tropismo néo identificam populacdes minoritarias de virus X4 quando

137

correspondem a menos de cinco, ou 10% do total"®*” Novos testes com melhor

sensibilidade, capazes de detectar até 0,3% de virus X4, ja estdo sendo

avaliados.'%®

2.6.3.5 Resisténcia aos Inibidores de Integrase

Os inibidores de integrase constituem uma nova classe de ARV que
atuam impedindo a acao desta enzima cuja funcao é o transporte do provirus
do citoplama ao nudcleo e sua posterior integracdo ao genoma da célula
hospedeira. Ap6s a TR, ocorre a formacao do complexo de pré-integracao que
envolve varias proteinas virais: a integrase, a proteina da matriz (p17),a TR e a

proteina viral R (vpr). A Figura 18 detalha a acdo da integrase na célula

hospedeira.
(7 " <\
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Figura 18 - Mecanismo de acéo dos Inibidores da Integrase!'®?
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A mutacdes desta classe, assim como para os IP, sdo denominadas

principais ou secundarias'’”

As principais, que em geral surgem mais
precocemente durante a falha terapéutica, alteram os residuos da integrase
onde, primariamente, ocorreria a ligacdo da droga. As secundarias, na
presencga de mutacdes principais, restabelecem parte da capacidade replicativa
viral perdida e podem aumentar ainda mais a resisténcia.'*?

O representante da classe disponivel para uso clinico é o Raltegravir e,
originalmente, a falha terapéutica foi descrita a partir de duas vias mutacionais
de acordo com a selecdo das mutagdes principais Q148HKR ou N155H.(140:141)
Atualmente, sdo as seguintes mutacdes relacionadas a resisténcia ao
Raltegravir: 92Q, 121Y, 138AK, 140AS, 147G, 148HRK, 155HS, 157Q.0utras
com menor impacto sdo: 183P, 226FH, 230R, 232N, (ndo-polimoérficas) e 74M,

97A, 1511, 163R, 203M, 230N (polimérficas).'*?

2.7 Testes de Resisténcia Viral

Nos ultimos anos, os testes para avaliar a resisténcia do HIV-1tém se
popularizado na prética clinica. O histérico dos ARV utilizados e os padrbes de
resisténcia cruzada podem fundamentar uma decis&o racional ao se prescrever
um novo esquema terapéutico, mas nao sao suficientes para otimizar essa
conduta. Existem duas formas de se testar a resisténcia viral: a genotipagem e
a fenotipagem. A resisténcia fenotipica refere-se a capacidade replicativa do
virus em um meio de cultura na presenca de antirretrovirais em diferentes

concentracdes, analogamente aos antibiogramas convencionais. A resisténcia
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genotipica determina as mutagdes presentes nos genes do HIV-1, pertinentes
aos alvos de acdo das diversas classes de ARV. Indiretamente, pode-se
predizer o comportamento do virus na presenca dos ARV implicados.

Mais recentemente, foi disponibilizado o teste de “Fenotipagem Virtual”
(Tibotec-Virco, Mechelen-Bélgica), sistema que prediz a resisténcia fenotipica
através de um teste de genotipagem. Esse método utiliza-se de um banco de
dados (com mais de 100 mil testes de genotipagem e fenotipagem pareados)
que compara as genotipagem e fenotipagem de amostras virais. As mutacoes
genotipicas em anadlise sdo comparadas com o banco de dados de amostras
onde ambos os testes foram realizados, pressupondo qual seria o

143 Diferentemente de outros

comportamento fenotipico da amostra em andlise.
algoritmos, esse nao é de dominio publico, o que restringe seu uso em larga

escala.

2.7.1 Testes de fenotipagem para o HIV-1

Os estudos fenotipicos do HIV-1 in vitro podem estabelecer a
sensibilidade do virus aos varios medicamentos. O teste correlaciona a
concentracdo da droga capaz de reduzir a replicacao viral (IC50 e IC90) em,
pelo menos, 50% ou 90%. Dessa forma, estima-se a diminuicdo da
sensibilidade em relacao ao virus selvagem.

Tradicionalmente, o teste de fenotipagem era realizado utilizando-se
cultura de virus do paciente em células mononucleadas do sangue periférico

(PBMC), avaliando sua capacidade de crescimento em diferentes



60

) E um processo ndo automatizado, demorado e

concentragdes de drogas.'
com alto custo para sua realizagéo.
A possibilidade de medir a resisténcia fenotipica em larga escala foi

145 Nesse método, o virus do

possivel utilizando-se virus recombinantes.!
paciente é isolado e as regides da TR e PR no gene pol, que contém os
determinantes da resisténcia viral, sdo amplificadas através da reagdo em
cadeia de polimerase (RT-PCR). Apés essa etapa, a sequéncia amplificada é
inserida em um vetor HIV-1 com delecéo da PR e da TR. Com isso, elimina-se
a etapa inicial de cultura do HIV-1 em PBMC. O vetor utiliza o correceptor
CXCR4 presente nas células T, melhorando a reprodutibilidade e a rapidez do
teste. Os testes de fenotipagem diferem quanto as suas metodologias, em
especial na extensao do segmento amplificado do virus em andlise, dificultando
a comparacao entre eles.

Existem evidéncias de que ocorre resisténcia clinica significativa em

146) Uma

diferentes niveis de concentragdo inibitéria para as diferentes drogas.'
limitagdo pratica do teste consiste em ndo ser possivel extrapolar seu
resultado, que se aplica a cada droga isoladamente, para um esquema de
terapia combinada. Apesar de todas as dificuldades na padronizacdo dos
dados da fenotipagem, alguns estudos mostraram seu beneficio, ainda que em

(147

curto prazo, na pratica clinica.!"*” O primeiro trabalho prospectivo, VIRA3001,

(18) mostrou maior queda da carga viral quando a troca da TARV foi guiada por
teste de resisténcia, em comparacdo com o cuidado padrao (uso de manuais e
histéricos terapéuticos dos pacientes). Um das limitagcdes do estudo foi o seu

tempo de seguimento de 16 semanas, ndo avaliando se os beneficios
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permaneceram por mais tempo. Entretanto, estudo que comparou o exame de
fenotipagem, genotipagem e cuidado padrdao ndo mostrou beneficios da

fenotipagem quando comparado ao cuidado padrao.*?

2.7.2 Testes de genotipagem para o HIV-1

A genotipagem determina a sequéncia de nucleosideos do gene da
protease e da transcriptase reversa. Enquanto o teste de fenotipagem mede a
suscetibilidade do virus as drogas, o teste de genotipagem detecta as
mutagcbes que conferem resisténcia fenotipica. Inicialmente, procede-se a
amplificagdo do material genético através da TR pela técnica de reacao de
cadeia da polimerase (RTPCR) ou amplifica-se o DNA proviral. Em geral, é
necessaria carga viral acima de 500 cépias/ml para realizagdo do exame.””

As mutacdes sdo geralmente pontuais e modificam a estrutura de suas
proteinas (TR e PR), diminuindo a eficacia dos antirretrovirais. Embora ocorram
em uma frequéncia menor, as dele¢des, inser¢cdes e recombinagdes trazem
grande impacto mutacional.

Como ja exposto, as drogas utilizadas atualmente na TARV atuam
inibindo a transcriptase reversa, a protease, a integrase ou inibindo a ligacéo
viral a célula do hospedeiro. Apenas duas regides do gene pol, TR e PR sao
analisadas no teste de genotipagem de uso comercial. Ainda nao esta
disponivel, na pratica clinica, teste de genotipagem para detectar resisténcia

aos inibidores de fusdo (geneenv), bem como aos inibidores de integrase

(segmento p31do genepol).
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2.7.3 Limitacoes dos Testes de Resisténcia Viral

Genotipagem e fenotipagem sao exames que se complementam. Ambos
tém vantagens e desvantagens e compartilham certas limitacées, como mostra
a Tabela 3. Os testes atuais sdo pouco sensiveis a presenca de espécies
minoritarias. Variantes resistentes nao sdo detectadas até constituirem 20% da
populacdo de quasispécies. A genotipagem tem a vantagem de ser mais

rapida, facil e mais econémica em relagédo a fenotipagem.

Tabela 3 - Vantagens e desvantagens dos testes de resisténcia viral:

Genotipagem e Fenotipagem.

Vantagens Desvantagens

Genotipagem

Detectam resisténcia apenas nas quasiespécies
dominantes (>20% da populagdo viral)

Mais baratos que o teste de fenotipagem

Resultados disponiveis em menor tempo A experiéncia do técnico influencia o resultado
Bem padronizados com boa reprodutibilidade Nem todas as mutagoes de resisténcia s&o
conhecidas
Possibilidade de realizar fenotipagem virtual Podem ser discordantes dos testes fenotipicos
Mais sensiveis para mutagdes emergentes (misturas) Exige interpretacdo de um especialista
Preferidos em estudos comparativos para 12 e 22 falhas Requer carga viral > 500 copias/mL
Fenotipagem
Ainterpretagdo é mais direta e familiar (como anti- Mais caros que Genotipagem
biograma convencional)
Avaliam o efeito total, inclusive as interagdes entre as Resultados demorados

mutagdes

Os limiares (cut off’s) ndo estdo disponiveis para

todos os medicamentos e ndo se leva sempre em
conta o reforco com ritonavir

N&do exigem dados sobre correlatos genotipicos de
resisténcia (bom para novos farmacos)

Boa reprodutibilidade Detectam resisténcia a um Unico farmaco, néo a
associagoes
Melhores que genotipagem quando ha muitas Detectam resisténcia apenas nas espécies
mutagdes dominantes (>20%)
Fornecem os niveis de farmacos necessarios para Exigem carga viral > 500-1000 copias/mL

tratar o virus resistente

Fonte: Bartiett e Galiant.!"®?
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As dificuldades na interpretacao do teste de resisténcia constituem um
grande desafio para os profissionais da area de saude. Os resultados dos
testes de genotipagem sao interpretados através de julgamentos individuais,

719 ou banco de dados computadorizados,

consultando listas de mutacdes!
por meio de regras que classificam o virus como “susceptivel”, “baixo grau de
resisténcia”, “resisténcia intermediaria” e “alto grau de resisténcia’. A
construgcao de algoritmos para a interpretacdao € um processo lento e dificil que
requer atualizacdo frequente e existem grandes variacées entre os diferentes

algoritmos.(1®1%%

As diferencas nos critérios de resisténcia dificultam a
comparacao entre os algoritmos e a interpretacao de resisténcia através de
algoritmos deve ser baseada em estudos que correlacionam a genotipagem
basal a queda da carga viral.

O teste de genotipagem revela as mutacdées que conferem resisténcia
aos ARV. Entretanto, mutagbes ndo encontradas nao significam que
determinados medicamentos funcionaram, ou seja, o valor preditivo negativo
do teste € baixo. Isso ocorre porque, na auséncia de pressao seletiva de

drogas que o paciente utilizou no passado, algumas mutagdes ficam

arquivadas em populagdes virais minoritarias, ndo detectadas na genotipagem.
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2.7.4 Estudos Clinicos para avaliar a eficacia dos testes de resisténcia

viral e ensaios clinicos de novos ARV

Diversos estudos retrospectivos, para avaliar a eficacia do uso de testes
de genotipagem, mostraram que a presenca de mutacdes virais € um dos
fatores determinantes dos desfechos clinicos, juntamente com a historia
terapéutica, o grau de imunodeficiéncia e a carga viral na época da troca do
esquema. O numero de mutagbes encontradas na genotipagem &
inversamente relacionado a queda da carga viral no regime terapéutico de

%9 Em estudos retrospectivos que avaliaram o teste de resisténcia

resgate.
fenotipica, os resultados também foram favoraveis ao seu uso. A presenca de
sensibilidade fenotipica a duas ou mais drogas esta relacionada a uma maior
queda da carga viral.('®®

Historicamente, é possivel identificar-se duas fases em relagdo ao uso
dos testes de resisténcia nos ensaios clinicos. A primeira visava validar os
testes de resisténcia na pratica clinica com estudos desenhados para medir a
eficacia do uso da genotipagem e fenotipagem no controle imunoviroldgico.A
partir de 2002-2003, com a publicacao dos estudos TORO 1 e 2, os testes de
resisténcia tornaram-se ferramenta indispensavel para os ensaios clinicos dos
novos ARV.®% Ao se testar uma nova droga em fase IIb ou lll, em geral para
pacientes experimentados em TARV, faz-se necessario definir, através dos

exames de resisténcia, o melhor esquema antirretroviral de base a ser

oferecido a cada um dos pacientes no estudo.
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Percebe-se que, em todos o0s ensaios clinicos de novos ARV, os testes
de resisténcia se revestem de dupla importancia: avaliam o melhor esquema de
base a ser utilizado e determinam as possiveis mutacées associadas a falha
terapéutica durante os estudos. Isso corrobora a indicacdo, ja bem
fundamentada, do uso da genotipagem para orientar os esquemas ARV de

resgate na pratica clinica.

2.7.5 Algoritmos para analise do genoma viral

Os algoritmos consistem em listas padronizadas com as mutacdes ou
alteracbes observadas no sequenciamento do genoma viral na populacéo
analisada e cuja presenca é associada a reducdo da resposta do virus diante
das drogas antirretrovirais. A maior parte desses algoritmos contém regras de
atribuicao de um nivel de resisténcia a uma droga com base em um padrao de
mutagbes de amostra de virus selvagem. H& diversos algoritmos para
interpretagdo genotipica do HIV-1que contém diferentes regras, favorecendo
interpretacbes diversas para a mesma sequéncia do genoma viral. O sistema
mais comumente usado e publicamente disponivel para interpretacdo de
resisténcia genotipica inclui o sistema de banco de dados, denominado HIV-

157 Outros sistemas s3o: o sistema da

1DB, disponivel pela University Stanford."
Agence Nationale de Recherhes sur le Sida (ANRS), o Sistema do Rega
Institute, o Antiretroscan (ltalian Antiretroviral Resistance Coortes), e 0
Geno2pheno (Centro Nacional Alem&do de Referéncia). Os sistemas privados

mais utilizados sdo o ViroSeq, associado com o kit Celera de sequenciamento
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da TR e PR do HIV-1, o sistema TrueGene, associado com o kit Siemen de
sequenciamento da TR e PR do HIV-1, o sistema VircoType, desenvolvido pela
Virco Laboratories e o sistema GeneSeq, desenvolvido pela Monogram

Biosciences."*®
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3 JUSTIFICATIVA

A evolucao da terapia antirretroviral proporcionou uma dramatica
alteracao da historia natural do HIV-1, por meio da redugéo significativa dos

159 Entretanto, relatos

padrdes de morbimortalidade relacionados & infecgao.!
da literatura especializada tem sido frequentes a respeito do aumento da
prevaléncia de virus resistentes a uma ou mais drogas ARV em individuos
virgens de tratamento.

Em individuos tratados, a progressao da resisténcia pode inviabilizar

160)

potenciais esquemas terapéuticos.! aumentando a chance de falha com

1) Dessa forma, a identificacdo de

consequéncias negativas ao paciente.!
possiveis padroes genéticos na TR e PR do HIV-1, em uma populacéo de
individuos em diferentes estagios da infeccéo, pode gerar dados que auxiliem
no entendimento da progressao da doenga, principalmente durante o periodo
de tratamento ARV. Em outras palavras, a evolugdo de determinados sitios
poderia indicar o mecanismo de escape de pressdes seletivas oriundas do
tratamento ARV ou da resposta imune. Além disso, a caracterizagdo do HIV-1
circulante, em termos de resisténcia e polimorfismos, pode gerar informacgdes

epidemioldgicas uteis para uma melhor compreensdo do padrao de infecgéo

gue tem se estabelecido no pais.

3.1 Hipotese

A heterogeneidade genética do HIV-1 e de frequentes polimorfismos

resultam em uma intensa resisténcia viral as drogas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais nos pacientes
com falha terapéutica em uma unidade de referéncia de AIDS no municipio de

Catanduva, Noroeste paulista.

4.2 Objetivos especificos

a. Descrever a frequéncia de mutacées do HIV-1 na populacao estudada;

b. Delinear o arsenal terapéutico utilizado neste Servico de Referéncia;

c. ldentificar o padrdo de resisténcia as terapias antirretrovirais as quais os
pacientes foram submetidos; comparando os resultados obtidos com as
andlises dos perfis mutacionais do HIV-1 para os ITRNs, ITRNNs e IP,
utilizando o Algoritmo de Stanford.

d. Correlacionar a prevaléncia das mutacdoes de resisténcia e a terapia

antiretroviral aplicada;
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5 METODOLOGIA

5.1 Delineamento da pesquisa

O presente estudo pode ser entendido como uma corte transversal, ao
avaliar a prevaléncia das mutagcbes em um periodo definido e historicamente
avaliar o impacto do uso prévio de determinadas terapias antirretrovirais na
prevaléncia das mutacdes e a evolucao imunovirolégica. O estudo foi realizado
através dos exames de genotipagem solicitados entre janeiro de 2000 e
dezembro de 2010 no Departamento de Moléstias Infecciosas do Hospital-
Escola Emilio Carlos (Catanduva-SP). Para preservar a independéncia das
observacdes, a unidade de analise escolhida para este estudo foi a primeira
genotipagem realizada nos pacientes acompanhados. Todas as sequéncias do
genoma viral (segmentos da TR e PR do gene pol) foram reanalisadas nos
sites da RENAGENO (MS-Brasil) e Stanford, para avaliar a presenca de

mutacdes de resisténcia do HIV-1 através de banco de dados atualizado.

5.2 Populacéao de estudo

A populagao alvo foi composta por 527 pacientes com AIDS, da macro-
regidao, cadastrados no Departamento de Moléstias infecciosas do Hospital-
Escola Emilio Carlos, localizado na cidade de Catanduva-SP, sob terapia

antirretroviral, que apresentaram falha terapéutica e que realizaram
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genotipagem, de acordo com o programa RENAGENO, no periodo de janeiro

de 2000 a dezembro de 2010.

5.2.1 Critérios de inclusao

a) Presenca de infeccao pelo HIV-1 confirmada pela existéncia de dois testes
de triagem reagentes e um confirmatério para deteccao de anticorpos anti-HIV-
1, de acordo com as normas do Ministério da Saude — Brasil;

b) Ocorréncia de falha terapéutica, determinada pelo médico assistente e
caracterizada por critérios do Grupo de Consenso de Tratamento Antirretroviral
do Programa Nacional de DST/AIDS do Ministério da Saude (PNDST/ AIDS) na
ocasido da realizagdo do exame de genotipagem;

c) Primeiro exame de genotipagem do HIV-1 de cada paciente, realizado no
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2010, na microrregidao de
Catanduva;

d) Presenca de carga viral detectavel, superior a 2000 ou 5000 copias/ml, nos
pacientes, na vigéncia de esquema terapéutico, conforme os critérios da

RENAGENO por ocasido do exame.

5.2.2 Critérios de exclusao

a) Exames posteriores de genotipagem do HIV-1 (que ndo o primeiro) de um

mesmo paciente;



74

b) Exames de genotipagem tecnicamente inapropriados para analise por
sequenciamento inadequado dos segmentos de interesse do gen pol, sem 0s
esperados 1302K pares de base;

c) Dados insuficientes ou de dificil identificacao (ilegiveis) nos formularios

(formulario A) de solicitagao das genotipagens.

5.3 Fontes de Dados

Foram utilizadas as seguintes fontes de dados:

a) Formulario para solicitagcdo de exame de genotipagem - Sistema de Controle
de Exames de Genotipagem (SISGENO) do Programa Nacional de DST/AIDS
do Ministério da Saude (PNDST/AIDS do MS) (Formulario A — Anexo 2);

b) Formulario com os resultados da interpretacao do algoritmo brasileiro;

c¢) Prontuério clinico dos pacientes submetidos a genotipagem;

d) Registro nominal dos pacientes submetidos a genotipagem na Instituicao;

e) Formulario com os resultados da interpretacao do algoritmo Stanford.

5.4 Etapas para o levantamento de dados

Obteve-se acesso a uma listagem nominal dos pacientes submetidos a

exame de genotipagem, desde o inicio da implantagdo do programa, na

Instituicdo. Esta lista, ndo informatizada, continha nome completo, numero do
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prontuario e ano de realizacdo do exame. Procedeu-se a avaliacdo de 527
prontuarios de pacientes que realizaram genotipagem no periodo do estudo.
Em uma segunda etapa, buscou-se analisar os formularios preenchidos
com a solicitacdo de exame de genotipagem do SISGENO (Anexo 2) e os
formularios com os resultados da genotipagem, de acordo com o Algoritmo
Brasileiro. Embora o SISGENO tenha sido concebido como um sistema
informatizado ndo teve acesso a esses dados em arquivo eletrénico. Procedeu-
se, entdo, a avaliacdo manual e posterior digitacdo de todos os campos desses
formularios, para os pacientes que preencheram os critérios de inclusao.
Posteriormente, revisou-se os prontuarios médicos do servico, com o
intuito de completar e compatibilizar as informacdes contidas nos formularios
de solicitacdo de exames e nos formularios com resultados dos testes de

genotipagem.

5.5 Consideracoes éticas

Os dados dos pacientes foram obtidos através de exames de
genotipagem arquivados no Departamento de Moléstias Infecciosas do
Hospital-Escola Emilio Carlos, localizado na cidade de Catanduva-SP. A
populacao foi analisada como um grupo, € nao houve identificagédo individual, o
qgue garantiu o sigilo e a confidencialidade de todas as informacgdes. Ressalta-
se que muitos dos pacientes que realizaram o exame de genotipagem ja

haviam falecido por ocasido da coleta e analise dos dados para a pesquisa.



76

As informacdes obtidas através do exame de genotipagem tém
aplicagéao por periodo limitado de tempo e nenhuma conduta diferente daquela
ja instituida pelo médico assistente, a época, poderia ser tomada hoje, a partir
da revisdo dos exames. Assim sendo, foi solicitada e consentida pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) - FIPA, a autorizacdo para ndo utilizagdo do
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

Esta pesquisa foi aprovada pelo CEP-FIPA, de acordo com as
exigéncias das Resolugdes do Conselho Nacional de Saude n°196/96 e 251/97

da CONEP- registro de aprovacao — parecer n°08/11 (Anexo 3).

5.6 Exame de genotipagem do HIV-1 e determinacao do subtipo

Para o exame do exame de genotipagem do HIV-1, foi utilizado o
sistema ViroSeq TM Gentyping System versao 2.0 (Applied Biosystems), que
inclui os médulos de extracdo de RNA viral plasmatico, reacdo de transcricao
reversa, amplificagcdo por PCR do genepol (protease e transcriptase reversa) e
reacdo de sequenciamento automatico do produto amplificado. Todas as
etapas foram realizadas conforme protocolo especifico do fabricante. O mddulo
de sequenciamento utiliza Dye Terminator Chemistry, ou seja, marcacao
fluorescente da extremidade 3° do nucleotideo de terminacdo com
fluorocromos especificos para cada base. O analisador genético ABI PRISM®
3100, faz a resolucao eletroforética das amostras e gera um cromatograma
para cada sequéncia. O programa de computador gera ndao somente a

montagem, mas também analisa os polimorfismos genéticos encontrados,
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baseado na comparagdao com a sequéncia prototipica de um isolado de HIV-
1do tipo B, sabidamente sensivel aos antirretrovirais (isolado HXB2).

As sequéncias dos genes da TR e PR sao traduzidas, alinhadas com a
cepa MN e as mutacdes relacionadas a resisténcia aos ITRN, ITRNN e IP sao
identificadas a partir da reanadlise de seus arquivos em extensdes do tipo fasta
e gt no site da RENAGENO (http://algoritmo.aids.gov.br/resistencia.html), o que
também permite a identificacdo do subtipo viral do HIV-1. A determinagcado do
subtipo viral por esse método da-se através da similaridade, ou seja, a
sequéncia submetida a analise é comparada com sequéncias de referéncia de
subtipos do grupo principal do HIV-1 (grupo-M). Entre as sequéncias de
referéncia, a que mais se aproximar da sequéncia viral em analise determinara
o subtipo do HIV-1 em questao.

O algoritmo da Stanford University utiliza cinco niveis de
resisténcia/sensibilidade para avaliar o impacto das mutagdes sobre cada ARV:
“sensivel”, “potencial baixo grau de resisténcia”, “baixo grau de resisténcia”,
“resisténcia intermediaria” e “alto grau de resisténcia”. Para fins de comparacgao
ao sistema utilizado pela RENAGENO, foi realizada uma adequacao do perfil
de resisténcia apresentado por esse algoritmo. Este foi realizado agrupando-se
as duas primeiras categorias em “sensivel”, a terceira e a quarta ao perfil de
“‘moderada” e a ultima ao perfil “resistente”, conforme ja utilizado por outros

autores, como no estudo de prevaléncia de resisténcia ao HIV-1 na Franga.!""
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5.7 DefinicOes de variaveis para analise

Com o objetivo de realizar algumas andlises especificas, fez-se
necessaria a criacao de novas variaveis a partir do banco de dados original,
assim como a definicdo de alguns conceitos que serdo expostos nesta secéo.

As mutacbes de resisténcia consideradas para analise, bem como sua
classificacdo em maiores ou menores para os ITRNN, e principais ou
secundarias para os IP, foram baseadas no painel recomendado pela
International AIDS Society (I1AS), em 2008, para muta¢des adquiridas com uso
de TARVY”) e publicacées adicionais relevantes.%?

A fim de se obter o numero total de ARV utilizado pelos pacientes,
individualmente, cada ARV foi considerado uma Unica vez, ou seja, mesmo que
tenha sido observado seu uso em varios esquemas, ele foi contabilizado como
apenas um ARV. Os IP que foram utilizados com e sem ritonavir (em dose
potencializadora) em esquemas diferentes (SQV, IDV, ATV, APV, FPV)
também foram considerados como uma droga apenas para a soma final.

A analise do perfil de resisténcia antirretroviral a toda uma classe de
drogas foi definida pela auséncia de sensibilidade total a pelo menos uma
droga na classe, (baseado no algoritmo da RENAGENO); a multirresisténcia
aos ARV foi definida pela auséncia de sensibilidade as trés classes de ARV
concomitantemente. Tais definicbes basearam-se em conceitos ja utilizados

por outros autores. "%
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Foram feitas analises univariadas e de prevaléncia com algumas vias

192) apresentadas

mutacionais, definidas a partir de dados revistos na literatura,'
a sequir:

TAM 1 (Via 1 das mutacoes aos analogos de timidinicos): a sequéncia viral
deveria apresentar uma ou mais das seguintes mutacdes: 41L, 210W e 215Y e

ndao poderia ter nenhuma das seguintes: 67N, 70R, 215F ou 219QE,

pertencentes a via TAM 2.

TAM 2 (Via 2 das mutacoes aos analogos de timidinicos): a sequénciaviral
deveria apresentar uma ou mais das seguintes mutacdes: 67N, 70R, 215F e
219QE, e nao poderia ter nenhuma das seguintes: 41L, 210W e 215Y,

pertencentes a via TAM 1.

TAM 1+2: a sequéncia viral deveria apresentar mutacdes das duas vias, TAM 1
e TAM 2, na mesma sequéncia da TR, ou seja, o virus deveria conter TAM sem
preencher os critérios para vias exclusivas TAM 1 ou TAM 2, ou ainda,

“‘caminhar” pelas duas vias mutacionais.

NAM: (Mutacoes associadas aos analogos de Nucleosideos): sequéncias
analisadas da TR que apresentavam mutac6es deresisténcia aos ITRN sem,
todavia, apresentarem TAM de qualquer uma das vias.

Ressalta-se que, muitos pacientes que apresentavam as TAM ja
definidas, também continham NAM, as quais ndo foram contabilizadas no

grupo da TAM.
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6 RESULTADOS

A fim de atingir os objetivos citados, os resultados foram divididos em
trés partes. Na primeira, uma analise descritiva dos dados foi realizada,
incluindo medidas de posicao e dispersao, e os dados foram apresentados em
tabelas e graficos de frequéncia, bem como em tabelas com o cruzamento de
informacdes necessarias. Para a verificagdo do relacionamento entre variaveis
quantitativas e qualitativas, foi feito o teste nao-paramétrico de Mann Whitney;
ja a relacao entre variaveis quantitativas foi analisada por meio de correlacées
de Pearson.

Na segunda parte dos resultados, foram construidas tabelas,
subdivididas pelo tipo de tratamento (ITRN, ITRNN e IP), com as mutacdes
encontradas no banco de dados relacionadas a cada tipo de medicamento.

A terceira parte consiste em tabelas que mostram a quantidade de
pacientes e seus esquemas de tratamentos, assim como a média da
quantidade de mutagdes observada em cada esquema. Para melhor
visualizagdo, todos os resultados foram também apresentados na forma de
graficos.

O banco de dados utilizado para as analises foi composto por
informacgdes relativas aos prontuarios e exames dos 527 pacientes portadores
do virus HIV-1atendidos entre 2000 e 2010 pelo Departamento de Moléstias

Infecciosas do Hospital-Escola Emilio Carlos (Catanduva-SP).
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6.1 Parte |

A principio, foi feita uma analise descritiva para as variaveis de
prontuario uma a uma. Na Tabela 4 e Figura 19, observa-se que a maioria dos
pacientes é do sexo masculino (59,58%). Ja na Tabela 5 e Figura 20, pode-se
observar que a faixa etéria predominante é a de individuos entre 40-50 anos
(44,36%), seguida dos que tém entre 50-60 anos (20,68%) e 30-40 anos

(19,74%).

Tabela 4 - Frequéncia absoluta e percentual por género dos pacientes
analisados.

SEXO N %

Feminino 213 40,42
Masculino 314 59,58
Total geral 527 100,00

Figura 19 - Frequéncia absoluta e percentual por género dos pacientes
analisados.

Sexo(%)

M Femino

B Masculino
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Tabela 5 - Frequéncia absoluta e percentual por faixa etaria dos pacientes

analisados.

idade N %

0al10anos 5 0,95
11 a 20 anos 20 3,80
21 a30anos 14 2,66
31 a40anos 119 22,58
41 a 50 anos 234 44,40
51 a 60 anos 99 18,79
61 a70anos 29 5,50
71 a 80 anos 7 1,33
Total geral 527 100

Figura 20 - Frequéncia absoluta e percentual por faixa etaria dos pacientes

analisados.

Idade (%)

WO0a 10 anos

HW1lla20anos
Wm2la30anos
W3lad0anos
m4la50anos
Wm51la60anos
[m6la70anos

m71a80anos

Avaliando o valor p do teste ndo-paramétrico de Mann Whitney, o qual

testa a igualdade entre as médias nos diferentes géneros, percebe-se que

ambos estdo acima do nivel de significancia de 0,05, aceitando-se, entdo, a

hipétese de que as médias sejam iguais. Dessa forma, pode-se dizer que néao

héa diferenca na quantidade de mutagdes entre 0s sexos.
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A andlise do perfil por faixa etaria visa incentivar reflexdes que possam
resultar em estratégias preventivas que permitam minimizar os riscos de

contaminacao dos individuos em nossa regiao.

6.2 Parte Il

Nossos estudos permitiram a analise do total de mutacbes encontradas
nos genomas virais de pacientes submetidos as diferentes classes de

inibidores utilizados na terapia antirretroviral Tabela 6.

Tabela 6 - Frequéncia percentual de mutacdes presentes de acordo com o tipo

de tratamento.

Presenca ou auséncia

de mutacao ITRN ITRNN IP

N % N % N %
NAO 148 28,08 241 45,73 142 26,94
SIM 379 71,92 286 54,27 385 73,06
TOTAL 527 100 527 100 527 100

Nesta etapa do estudo, foram feitas tabelas subdivididas pelo tipo de
tratamento (ITRN, ITRNN e IP) com as mutagdes encontradas no banco de

dados, relacionadas a cada tipo de medicamento (Tabela 7).
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Tabela 7 - Frequéncia absoluta e percentual de genomas virais que

apresentaram mutacdes ITRN e medicamentos afetados por elas.

Mutacoes (ITRN) N (%) Medicamento
184V 277 52,07 3TC, ABC
41L 182 34,21 AZTDAT
215Y 174 32,71 AZT,D4AT
67N 171 32,14 AZT,DAT
210W 131 24,62 AZT,DAT
1181 125 23,50 AZT, DAT
70R 113 21,24 AZT, DAT
215F 69 12,97 AZT, D4T
219Q 65 12,22 AZT, DAT
74V 21 3,95 DDC
67D 11 2,07 AZT
1841 9 1,69 3TC
210L 8 1,50 AZT
70K 7/ 1,31 AZT
65R 5 0,94 3TC,D4T,TDE,DDC

Figura 21 - Porcentagem de genomas virais que apresentaram ou nao a
mutacao (ITRN).

~

65R
70K
210L
184
67D
74V
219Q
215F
70R
118l
210W
67N
215Y
411
184V

Mutagdes relacionadas a ITRN

M Apresentou mutagao

H Nao apresentou mutagao

1 T

0% 20%

T T T

40% 60% 80% 100%
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Pela Tabela 7 e Figura 21, observa-se que a mutagdo encontrada
associada aos ITRN com maior frequéncia é a 184V, observada em 277
pacientes, ou 52% do total analisado. A segunda mutacdo mais frequente,
nesse caso, € a 41L, com 182 observagcdes, correspondendo a 34% dos
pacientes. A mutacdo menos frequente é a 65R, com cinco observacoes,
encontrada em apenas 0,93% dos pacientes.

Tabela 8 - Pacientes cujos genomas virais apresentaram mutagdo e
medicamentos associados ao ITRN(*).

MEDICAMENTOS
MUTACOES 3TC AZT DAT TDF Biovir ABC DDC
184V 230 100 59 77 26 2% .
% 83,03 36,10 21,30 2780 939 0,72 0,00
41L 133 S4%  46% 51 16 3 .
% 73,08 29,67 2527 2802 879 1,65 0,00
215Y 129 53 47% 46 14 2 .
% 74,14 3046 27,01 2644 805 1,15 0,00
67N 122 65  37* 44 i 2 .
% 7135 38,01 2164 2573 994 1,17 0,00
210W 92 40%  32% 37 12 2 .
% 7023 30,53 2443 2824 9,16 1,53 0,00
1181 93 34%  30* 38 10 3 .
% 74,40 27,20 24,00 30,40 8,00 240 0,00
70R 83 55%  [9% 26 10 1 .
% 7345 48,67 1681 23,01 885 088 0,00
215F 49 32¢ 0% 22 6 1 .
% 71,01 46,38 1449 31,88 870 145 0,00
219Q 53 30%  12% 7 3 . .
% 81,54 46,15 1846 26,15 4,62 0,00 0,00
74V 13 . 7 8 1 R
% 61,90 0,00 3333 3810 4,76 0,00 0,00
67D 8 2% 3 4 ) . .
% 72,73 18,18 2727 36,36 18,18 0,00 0,00
1841 g 3 3 ) . . .
% 100,00 33,33 33,33 2222 000 0,00 0,00
210L 6 2% 3 ) . . .
% 75,00 25,00 37,50 25,00 0,00 0,00 0,00
70K 6 E 1 4 1 . .
% 8571 1429 1429 57,14 1429 0,00 0,00
65R 3% * 1* 5 . . *

% 60,00 0,00 20,00 100,00 0,00 0,00 0,00
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Na Tabela 8, podemos avaliar a quantidade de individuos que, tendo
alguma mutacgao, faziam uso de cada medicamento. Observa-se que 83% dos
individuos que tiveram a mutagédo 184V tomavam o medicamento 3TC e 36,1%
tomavam AZT, apesar de tal medicamento nado estar associado a esta
mutacgao.

Para as mutacdes associadas aos ITRNN, nota-se que a 103N foi a mais
frequente, observada em 152 pacientes (28,57%). A segunda mais frequente
foi a mutacdo 190A, com 69 pacientes (12,97%). A mutacdo observada menos

frequente é a 1811, com apenas um paciente (Tabela 9 e Figura 22).

Tabela 9 - Frequéncia absoluta e percentual de pacientes que apresentaram
mutagbes ITRNN e medicamentos afetados.

Mutacoes

(ITRNN) N (%) MEDICAMENTO
103N 152 28,57 EFZ,NVP
190A 69 250 EFZ,NVP
181C 42 7,89 EFZ,NVP
225H 30 5,64 BEREZ
1001 25 4,70 NVP
1081 22 4,14 EFZNVP
188L 18 3,38 EFZ,NVP
190S 13 2,44 EFZ
106M 7 1,32 EFZ.NVP

1811 1 0,19 NVP
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Figura 22 - Porcentagem de pacientes que apresentaram ou ndo a mutacao

(ITRNN).
(7
Mutagoes associadas ao ITRNN
1811
106M
190S W Apresentou
mutagdo
188L
108l m Ndo
100l apresentou
mutagdo
225H
181C
190A
103N
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Nota-se, na Tabela 10, que, dos pacientes que tiveram mutacoes

associadas aos ITRNN, a maioria estava submetida ao tratamento com EFZ.

Para a mutacdo 103N, temos que 55,92% estavam submetidos ao tratamento

com EFZ e 9,21% estavam submetidas ao tratamento NVP.
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Tabela 10 - Pacientes que apresentaram mutacao e medicamentos associados
ITRNN (*).

Medicamentos
Mutacoes EFZ NVP
103N 85*  14%
% 55,92 921
190A 19*%  14%*
% 27,54 20,29
181C 14%  7*
% 33,33 16,67

225H 24* 1
%o 80 3,33
1001 15 128
% 60 4

1081 14* 2
% 63,64 9,09
188L 105 0*
% 55,56 0
190S g 1
% 61,54 7,69
106M 3% 0*
% 4286 0
1811 0 0
% 0 0

A Tabela 11 e o Figura 23 apresentam as mutac6es associadas aos IP. A
mutacao mais frequente foi a 361, em 265 pacientes (49,81%). A segunda mais
frequente foi a 63P, encontrada em 196 pacientes. As mutagdes menos
frequentes foram 10R, 20L, 47A e 82L, encontradas em apenas um paciente
para cada uma das mutacbes — as mesmas nao foram apresentadas na Figura

5.
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Tabela 11 - Frequéncia absoluta e percentual de pacientes que apresentaram

mutagbes IP e medicamentos afetados.

Mutacdes (IP) N % MEDICAMENTO
361 265 4981 IDV, RTV, NFV, ATV
63P 196 36,84 LPVr
10V 11 20,86 IDV, RTV, SQV, FPV, LPVr, ATV, TIPRR
101 108 20,30 IDV, RTV, SQV, NF V, FPV, LPVr, ATV, TIPRR
20R 100 18.80 IDV, RTV, LPVr, ATV
461 99 18,61 IDV, RTV, NFV, FPV, LPVr, ATV, TIPRR
54V 08 18.42 IDV, RTV, SQV, FPV, LPVr, TIPRR
90M 95 17,86 IDV, RTV, ATV, LPVr, NFV, SQV, TIPRR, FPV, DRV
71V 94 17,67 IDV, RTV, NFV, SQV, LPVr, ATV
82A 88 16,54 IDV, RTV, SQV, NFV, LPVr, ATV, TIPRR
77 72 13,53 IDV, RTV, SQV, NFV
33F 48 9,02 RTV, LPVr, ATV, TIPRR
30N 46 8,65 NFV
88D 44 8,27 NFV
71T 40 7,52 IDV, RTV, SQV, NFV, LPVr
53L 33 6,20 LPVr
73S 32 6,02 IDV, SQV, FPV, LPVr, ATV
46L 31 5,83 IDV, RTV, NFV, FPV, LPVr
241 30 5,64 IDV, LPVr, ATV
50L 29 5,45 ATV
201 27 5,08 ATV
84V 25 4,70 IDV, RTV, SQV, NF V, FPV, LPVr, ATV, TIPRR,
10F 21 3,95 RTV, NFV, LPVr, ATV
20M 19 3,57 IDV, LPVr, ATV, TIPRR
36L 19 3,57 ATV
47V 19 3,57 FPV, LPVr
88S 14 2,63 NFV, ATV
331 13 2,44 ATV, TIPRR
36V 12 2,26 ATV
541 12 2,26 RTV, FPV, LPVr, ATV
50V 10 1,88 LPVr
82T 10 1,88 IDV, RTV, NFV, LPVr, TIPRR
82F 8 1,50 RTV, NFV, LPVr, TIPRR
48V 7 1,32 ATV
828 6 1,13 RTV, LPVr
73T 3 0,56 ATV
54T 2 0,38 LPVr
10R 1 0,19 RTV
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Figura 23 - Porcentagem de pacientes que apresentaram ou ndo a mutacao

(IP)

Mutagoes relacionadas ao IP

771
82A
71V

90M
54V
46|
20R

10l
1oV
63P

36l

0% 20% 40% 60% 80% 100%

W Apresentou

mutagdo

M N3o apresentou

mutagdo

Tabela 12 - Pacientes que apresentaram mutacdo e medicamentos associados

IP, (*) medicamentos ingeridos.

[ad

Medicamentos

Mutagbes  LPVr NFV RTV ATV IDV sQv APVr  TIPRR___ FPV(FPV) _ DRV(DRV)  Total
36l 78 36 44 40 10 8 7 5 3 1 265
% 2966 1369 1673 1521 3,8 3,04 2,66 1,9 1,14 0,38 -
pvalor [ 01280 os37a o5 [ 07876 osser [EEEE 0,0818 0,3159 -

63P 59 26 33 27 9 8 5 2 2 1 193
% 3057 1347 17,1 13,99 4,66 4,15 2,59 1,04 1,04 052 -
pvalor  [JJEBEB 02073 05181 09038 02495 01729 07137 0,8748 0,2787 0,1879 -

10V 37 16 19 14 8 5 2 3 0 1 109
% 33,94 1468 1743 12,84 7,34 4,59 1,83 2,75 0 0,92

pvalor BB o643 ossss  oea15  os021 02197 o720 [ EEEE 0,3751 0,05

101 40 10 21 14 4 7 4 2 3 0 108
% 37,04 926 1944 12,96 3.7 6,48 3.7 1,85 2,78 0
pvalor [ ECONIIERES 02371 06722 02185 0,265  0,2776 0,6113

20r 37 8 24 18 4 4 5 3 1 1 98
% 37,76 816 2449 1837 4,08 4,08 5,1 3,06 1,02 1,02
ovelor | OORNNOORNOO0RE 010+ o:235 o1 [NGGHMNNGNEE  oswoc INNNGEEN
46l 52 9 19 15 7 4 6 2 1 1 98
% 53,06 9,18 1939 1531 7,14 4,08 6,12 2,04 1,02 1,02
pvalor [ CHREEE 02731 07357 06899 o415 [JNENEEA  o2165 osic [ R
Sy 55 9 18 7 6 8 5 4 1 1 97
% 56,7 9,28 1856 7,22 6,19 8,25 5,15 4,12 1,03 1,03
ovalor | NORNNONRS o.00: NSRS o.o7c NGGRNNGSRAN oo NGRS
90M 32 21 22 15 5 6 5 2 2 1 95
% 3368 2211 23,16 1579 5,26 6,32 5,26 2,11 2,11 1,05

p-valor - 0,0803 06312 0,6572 0,199

71v 34 12 23 16 7 4 6 3 1 1 92
% 36,96 13,04 25 17,39 7,61 4,35 6,52 3,26 1,09 1,09

pvalor  [GE  o:7ss [EGEE 03307 o553 osa0s [ EEGANNOREE oo NS 0
824 42 3 20 19 4 3 3 2 0 1 86
% 48,84 349 2326 22,09 4,65 3,49 3,49 2,33 0 1,16
ovalor | NOONNNOOORNNNORENOOR] 05005 0soss  out01  onao  osss [N
77 21 11 15 19 1 1 3 2 0 o 7
% 29,17 1528 20,83 26,39 1,39 1,39 4,17 2,78 0 0

p-valor 02792 08326 02025 [NOMOMB 00662 04235 02474 0,0849 0,4896 0,6905

o
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Na Tabela 12, notamos que, dos pacientes que apresentaram a mutacao
361, quase 30% foram submetidos ao tratamento com LPVr, apesar de este nao
estar associado a tal mutacdo. Aproximadamente 17% dos pacientes foram
tratados com RTV, sendo tal medicamento associado a mutacdo 36l. Os p
valores apresentados nessa tabela devem ser analisados considerando a
hipotese nula: Existe independéncia entre a ocorréncia da mutacdo e o
medicamento ingerido. Se o p-valor for inferior a 0,05 (nivel de significancia)
rejeitamos a hip6tese nula, caso seja superior ndao rejeitamos a hipotese. Os
casos em que rejeitamos a hipétese estdo marcados em vermelho. Nesses

casos, existe uma correlagdo entre o0 medicamento ingerido e a mutagao.

6.3 Parte lll

A partir da Tabela 13 e dos Figuras 24 e 25 (0s quais nao consideraram
as mutacdes relacionadas a polimorfismos), observa-se que a maior parte dos
pacientes (62,78%), foi submetida a um esquema de terapia com trés
medicamentos e a minoria dos pacientes (0,38%) a um esquema de apenas
um medicamento. O esquema com cinco medicamentos apresentou o maior
namero médio de mutagdes encontrado e 0 esquema com um medicamento, o

menor.
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Tabela 13 - Numero e porcentagem de pacientes e numero médio de mutacdes

por numero de drogas.

Nimero _dr: Nﬁmg:ru de (%) Numero médio mutagdes
terapias pacientes (DP)
1 2 0.38 4 (5,66)
2 76 14,29 10,47 (9.35)
3 334 62,78 12,18 (9.64)
4 102 19,17 15,54 (12,78)
5 13 2,44 25,92(11,56)
Total 527 100,00

Figura 24 - Numero de pacientes por esquema de tratamento.
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Figura 25 - Niumero médio de mutacdes por esquema de tratamento.
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No Figura 26, nota-se que, em todos os tratamentos, existem pacientes
que nao tiveram mutacgdes. A maior quantidade de mutacdes foi encontrada
nos esquemas de trés e quatro medicamentos. Apesar de o maior desvio
padrdao ter sido encontrado para o0s pacientes que nao tomaram nenhum
medicamento, a maior variabilidade encontrada foi para os pacientes que
tomaram quatro medicamentos, considerando o grande nimero de pacientes

com tal esquema. (Tabela 14)
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Figura 26 - Boxplot de numero de mutacdes por esquema de tratamento (ndo

considerando os polimorfismos).
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Tabela 14 - Numero de mutacdes por esquema de tratamento considerando os

polimorfismos.

Niumero de Nimero de - Nimero médio mutaces
3 i {%a)

terapias pacicntes (D)

| 2 0,38 4 (5.66)

2 76 14,29 13,69 (10,92)

3 334 62,78 1543 (10,77)

4 102 19,17 18,34 (13.79)

5 13 2,44 29.23 (12.76)
Total 527 100,00

Inserindo, na analise, as possiveis combinacées de medicamentos, foram
construidas a Tabela 15 e o Figura 27. Nota-se que as combinacbes mais
prevalentes foram ITRN + IP (54,51%) e ITRN + ITRNN (30,08%). Com o

objetivo de comparar esses valores com o0s esquemas terapéuticos, foram
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construidos a Tabela 16 e o Figura 28. A prevaléncia das combinacdes citadas

se mantém quando observados 0s esquemas terapéuticos.

Tabela 15 - Frequéncia dos esquemas de tratamento utilizados pelos pacientes

avaliados.
Combinacdes N %
ITRN 23 4,36
ITRN+ITRNN 160 30,36
ITRN+IP 290 55,03
ITRN+ITRNN+IP 40 7,59
ITRNN+IP 3 0,57
IP 3 0,57
ITRN+ITRN+IE 1 0,19
ITRN+IP+IE 7 1,33
Total 527 100

IP- inibidores da protease viral; ITRN - inibidor da transcriptase reversa analogo
de nucleosideo; ITRNN - inibidor da transcriptase reversa nao analogo de
nucleosideos; IE — inibidores de entrada

Figura 27 - Frequéncia dos esquemas de tratamento utilizados pelos pacientes
avaliados.
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Tabela 16 - Frequéncia de combinagdes por esquema terapéutico.

Esquema terapéutico

Combinacgdes 1 2 3 4 5 Total
ITRN 1 19 3 0 0 23
ITRN+ITRNN 0 26 133 1 0 160
ITRN+IP 0 26 188 74 2 290
ITRN+ITRNN+IP 0 0 9 24 7 40
ITRNN+IP 0 2 1 0 0 3
IP 1 2 0 0 0 3
ITRN+ITRN+IE 0 0 0 0 1 1
ITRN+IP+IE 0 0 1 3 3 7
Total 2 75 335 102 13 527
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IP- inibidores da protease viral; ITRN - inibidor da transcriptase reversa analogo de nucleosideo; ITRNN -

inibidor da transcriptase reversa nao andlogo de nucleosideos; |E — inibidores de entrada

Figura 28 - Combinagdes por esquema terapéutico.
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6.4 Analise descritiva para o tipo de sensibilidade

Visando estabelecer uma correlacdo entre presenca de mutacdes e
medicamentos ingeridos, tracamos um perfil de todos os genomas virais
encontrados na populacao atendida no centro de referéncia.

As Tabelas de 17 a 19 e os Figuras 29 a 31 apresentam as frequéncias
absolutas e percentuais para cada um dos medicamentos por nivel de
resisténcia. Cada um aparece duas vezes na tabela: o nome acompanhado de
asterisco (ex: LPV-r*) refere-se a informagédo do banco de dados em geral e o
nome sem asterisco (ex: LPV-r) é referente apenas aos genomas virais
presentes em pacientes que ingeriram dado medicamento.

Iniciando a andlise pela classe IP, percebeu-se que apenas o0s
medicamentos LPV e IDV apresentaram um comportamento semelhante nas
duas populacdes: em LPV e IDV, a maioria dos genomas virais apresentou
resisténcia sensivel ao medicamento, a minoria apresentou resisténcia ao LPV
e, para IDV, a resisténcia é moderada. Em NFV, a minoria, nas duas
populacdes, € de genomas com resisténcia moderada; ja a maioria, é de
resistentes para os genomas virais presentes em pacientes que ingeriram o
remédio e sensivel para os genomas em geral. Para ATV e SQV, a maioria, em
ambas as populacdes, é sensivel, a minoria € moderada entre os genomas
presentes em pacientes que ingeriram os remédios e resistente entre os

genomas em geral (Tabela 17 e Figura 29).
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Tabela 17 - Frequéncias absoluta e percentual de resisténcia por medicamento

" ‘ ‘Moderada‘Resistente|$ensive||Tota| |p-va|or |
LPV-r 40 32 55 127

31,5% 25,2%  43,3% 100,0% _ 0001

LPV-r* 131 55 341 527 '

24,9% 10,4% 64,7% 100,0%
NFV 5 43 37 85
6,0% 51,0% 44,0% 100,0%

NFV* 28 195 304 527 S
5,3% 37,0% 57,7% 100,0%
ATV 12 27 36 75
16,0% 36,0% 48,0% 100,0%

ATV* 119 102 306 527 0,0004
22,6% 19,4% 58,1% 100,0%
sQv 2 5 8 15
13,0% 33,06 53,0 99,0%

sQv* 130 77 320 527 0,0979
24,7% 14,6%  60,7% 100,0%
TIPR-R 4 1 0 5

80,0% 20,0% 0,0% 100,0% <0001

TIPR-R* 108 7 412 527 '

20,5% 1,3% 78,2% 100,0%
FPV 1 2 0 3
33,3% 66,7% 0,0% 100,0%

FPV* 138 48 341 527 0,001>
26,2% 9,1% 64,7% 100,0%
DRV 1 0 0 1
100,0% 0,0% 0,0% 100,0%

DRV* 62 1 464 527 0,0234
11,8% 0,2%  88,0% 100,0%
IDV 5 6 22 33
15,2% 18,2%  66,7% 100,0%

IDV* 89 102 336 527 0,349
16,9% 19,4% 63,8% 100,0%

Lopinavir/ritonavir (LPV-r); Nelfinavir (NFV); Atazanavir (ATV); Saquinavir (SQV); Tripanavir (TIPR-R);

Fos-Amprenavir (FPV); Darunavir (DRV); Indinavir (IDV).
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Figura 29 - Frequéncia percentual de resisténcia por medicamento — IP.
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Observando TIPR-R, as populagdes sédo bastante diferentes, ja que a
maioria dos pacientes que ingeriram o remédio € moderada e, em relacdo ao
geral, a maior parte é sensivel. Deve-se lembrar que apenas cinco pacientes
ingeriram esse remédio, 0 que restringe a analise generalizada. Apenas trés e
um paciente ingeriram FPV e DRV, respectivamente; dessa forma, ha pouca
informacao para avaliar as caracteristicas de resisténcia dos pacientes que
ingeriram tais remédios.

Em relacdo aos medicamentos da classe ITRN, a distribuicdo dos
remédios 3TC, AZT, TDF e D4T foi semelhante quando comparadas as duas
populacdes (a que ingeriu 0 remédio e a populacao geral). Em relacdo a 3TC, a
minoria apresentou-se moderada e, a maioria, resistente. Em AZT, a minoria
também foi moderada, ja a maioria foi sensivel. Para TDF e DDI, a maior parte

se divide entre moderada e sensivel, exceto para os pacientes que ingeriram



101

TDF, grupo no qual a resisténcia do genoma viral €, em sua maioria, moderada

(Tabela 18 e Figura 30).

Analisando-se DA4T,

ambas as populagbes apresentaram maior

porcentagem de pacientes sensiveis € 0s menores percentuais ficaram

equilibradas entre moderada e resistente. Para Biovir, as frequéncias estiveram

equilibradas entre as trés categorias de resisténcia. Apenas seis individuos

ingeriram ABC, dos quais trés mostraram-se resistentes e trés sensiveis.

Tabela 18 - Frequéncias absoluta e percentual de resisténcia por medicamento

- ITRN.
| ITRN ‘ Moderada ‘ Resistente ‘ Sensivel | Total | p-valor ‘
3TC 14 243 127 384
0,036458333  0,6328125 0,330729
3TC* 33 287 207 527
0,062618596  0,54459203 0,392789 <,0001
AZT 42 65 86 193
0,21761658 0,336787565 0,445596
AZT* 122 181 224 527
0,231499051  0,34345351 0,425047 0,7425
D4T 40 36 64 140
0,285714286 0,257142857 0,457143
D4T* 146 164 217 527
0,277039848 0,311195446 0,411765 0,2472
TDF 80 1 38 119
0,672268908 0,008403361 0,319328
TDF* 268 6 253 527
0,508538899 0,011385199 0,480076 0,0003
DDI 33 20 29 82
0,402439024 0,243902439 0,353659
DDI* 188 128 211 527
0,356736243  0,24288425  0,40038 0,5774
ABC 0 3 3 6
0 0,5 0,5
ABC* 223 125 179 527
0,423149905 0,237191651 0,339658 0,091
BIOVIR 15 14 20 49
0,306122449 0,285714286 0,408163
BIOVIR* 209 143 175 527
0,39658444 0,271347249 0,332068 0,3503

Lamivudina (3TC); Zidovudina (AZT); Estavudina (D4T); Tenofovir (TDF); Didanosina(DDI); Abacavir
(ABC); Biovir (Lamivudina + Zidovudina).
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Figura 30 - Frequéncia percentual de resisténcia por medicamento — ITRN.
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Por fim, da classe de remédios ITRNN, o EFZ apresentou maioria de
pacientes com genoma viral resistente quando avaliados apenas 0s que
ingeriram o remédio. Essa maioria dividiu-se entre sensivel e resistente quando
avaliada a populacdo em geral. Para NVP, nenhum dos pacientes que ingeriu o
remédio se apresentou moderado, sendo a maioria resistente. Ja na populacéao
em geral, a maioria dividiu-se igualmente entre resistente e sensivel (Tabela 19

e Figura 31).
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Tabela 19 - Frequéncias absoluta e percentual de resisténcia por medicamento

— ITRNN.
ITRNN | Moderada | Resistente |Sensivel | Total p-valor
EFZ 6 110 35 151
0,0397351  0,7284768 0,231788
EFZ* 41 222 264 527
0,0777989 <,0001
NVP 0 31 22 53
0 0,5849057 0,415094
NVP* 23 252 252 527
0,0436433 0,4781784 0,478178 0,1072

Efavirenz (EFZ) e Nevirapina (NVP)

Figura 31 - Frequéncia percentual de resisténcia por medicamento.
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6.4.1 Analise de correspondéncias multiplas

Em estudos analogos a presente pesquisa, na qual se deseja avaliar a
correlacado entre variaveis categoricas, a analise de correspondéncias é uma
alternativa bastante utilizada. Isso se justifica porque tal andlise permite
observar, conjuntamente, toda a informacdo contida em uma tabela de
contingéncia, representando graficamente a estrutura de correlagoes,
resultados esses que nao seriam possiveis caso fosse feita analises de
variaveis duas a duas. Quando apenas duas variaveis sao estudadas,
denominamos a analise “Analise de Correspondéncias Simples” e, quando um
ndamero maior de variaveis é considerado, denominamo-la “Andlise de
Correspondéncias Multiplas” (ACM).

Entende-se por tabelas de contingéncia, aquela que cruza as categorias
de duas variaveis, contendo em cada casela o numero de individuos que
apresenta as categorias cruzadas. A ACM tem seus resultados baseados em
uma unica tabela, chamada de Tabela de Burt, a qual é simétrica (k x k) e
justapde o conjunto das tabelas de contingéncias que poderiam ser construidas
cruzando duas a duas as p caracteristicas observadas. Sendo k, o numero total
de categorias, tal tabela resume a informacdo de todas as tabelas de
contingéncia possiveis [1,2]. Além da Tabela de Burt, uma forma alternativa de
analise seria utilizar a tabela ldgica, porém essa forma de analise ndo sera
utilizada nesse trabalho, entdo ndo sera apresentada a fundo.

Ao submeter a tabela de Burt a ACM, obtém-se um conjunto de m eixos

que organizam de forma hierarquizada toda a informacdo contida no
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questionario, ou seja, a quantidade de informacao concentrada decresce do
primeiro ao ultimo fator.

Como a informagdo decresce da primeira a ultima dimensdo, o0s
primeiros eixos (dimensdes) sdo de grande utilidade na representacdo das
categorias, 0 que faz com que a andlise grafica de tais eixos seja muito
informativa. A observacao grafica deve ser feita da seguinte maneira: cada
ponto é relativo a uma categoria de determinada questdo, as categorias
préximas no grafico sdo mais correlacionadas do que as categorias mais
distantes.

Por fim, deve-se lembrar que a existéncia de categorias com baixa
frequéncia é prejudicial a andlise; sendo assim, muitas vezes opta-se por unir
categorias para uma observagao mais fiel do comportamento dos dados.

Na ACM apresentada na Figura 32, foram analisadas as variaveis

apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20 - Variaveis consideradas na ACM.

Variavel Categorias
Medicamento Tomou ou ndo dado medicamento
Mutacdes Apresentou ou ndo as mutagoes

Esquema terapéutico  Quantidade de medicamentos por classe ITRN

ITRNN e IP
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Figura 32 - ACM para relacionamento entre esquema terapéutico e presenca

de mutacdo. (DIM: dimensao)
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No gréafico acima (Figura 32), buscou-se observar a proximidade entre os

pontos azuis e verdes. Dessa forma, puderam-se relacionar quais esquemas

apresentaram maior quantidade de mutagdes e concluir que:
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e O esquema com trés medicamentos ITRN e um medicamento IP (“3-
ITRN, O-ITRNN, 1-IP”) apresentou grande correlacdo com a mutacdo 54V
(classe IP) e também com as mutagdes 90M (IP) e 461 (IP).

e O esquema “2-ITRN, 1-ITRNN, 2-IP” apresentou grande correlacdo com
as mutagdes 118l (ITRN), 57K (IP), 20R (IP) e 10l (IP).

e O esquema “3-ITRN, 1-ITRNN, 1-IP” apresentou associacdo com as
mutacdes 57K (IP), 215F (ITRN), 210W (ITRN), 10l (IP), entre outras.

e O esquema “3-ITRN, 0-ITRNN, 0-IP” apresentou associagcdo com 184V,
219Q, 215F e 70R.

e O esquema “1-ITRN, 1-ITRNN, 2-IP” apresentou associacdo com 214F e

41K.
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7 DISCUSSAO

Sabe-se que o0 sucesso da terapia de combate a AIDS passa pelo
entendimento de processos que tém levado ao surgimento de mutagdes do
genoma do HIV-1, muitas das quais promovendo o acumulo de resisténcias as
drogas antirretrovirais e causando falhas terapéuticas.'®?

Essa diminuicdo da suscetibilidade aos farmacos pode ocasionar
problemas, tais como o aumento de polimorfismos e o surgimento de genomas
virais cada vez mais dificeis de serem eliminados ou estabilizados.

E fundamental que mais estudos avaliem o grau da diversidade genética
do HIV-1 e levem ao entendimento de suas implicagcdes na patogénese, no
diagnoéstico laboratorial, no desenvolvimento de vacinas, na emergéncia de
mutacbes de resisténcia e, consequentemente, na suscetibilidade aos
antirretrovirais disponiveis.

Cada vez mais, os avancos da tecnologia tém contribuido para o refino e
a confiabilidade dos exames de genotipagem e fenotipagem, os quais
assumem papel de destaque na assisténcia e na pesquisa da infeccdo pelo
HIV-1-AIDS.

A estrutura e os constantes investimentos realizados na RENAGENO
tém permitido avaliar o perfil de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais e
melhor direcionar as estratégias terapéuticas de resgate, possibilitando o

monitoramento da variabilidade genética do HIV-1 no pais.
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7.1 Selecao dos casos e coleta de dados

Este foi um estudo retrospectivo que se propbs a avaliar o perfil do HIV-
1, suas mutacbes e vias mutacionais associadas a resisténcia aos
antirretrovirais, através das genotipagens realizadas no periodo de janeiro de
2000 a dezembro de 2010, em 527 pacientes com AIDS cadastrados no
Departamento de Moléstias infecciosas do Hospital-Escola Emilio Carlos,
localizado na cidade de Catanduva-SP. Podemos destacar que a populacao
analisada apresentou caracteristicas condizentes com o perfil epidemioldgico
da infecgao pelo HIV-1 no Brasil e no Estado de Sao Paulo, no que se refere a
proporcdo homem/mulher e faixa etaria.

Os dados dos pacientes tiveram a presenca de infeccao pelo HIV-1
confirmada pela existéncia de dois testes de triagem reagentes e um
confirmatério para deteccdo de anticorpos anti-HIV-1, de acordo com as
normas do Ministério da Saude — Brasil.

Todas as sequéncias do genoma viral (segmentos da TR e PR do gene

57 a fim de avaliar a

pol) foram reanalisadas no site da Stanford Universit
presenca de mutacdes de resisténcia do HIV-1 através de banco de dados

atualizado.
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7.2 Caracteristicas gerais e uso de ARV

Todos os individuos analisados eram moradores de cidades que
compdem a microrregido de Catanduva. A maioria dos pacientes era do sexo
masculino (58,02%), enquanto o nimero de pacientes do sexo feminino era de
(40,22%). A faixa etaria predominante foi a de individuos entre 40 e 50 anos,
Esses numeros concordam com os fenémenos epidemiol6gicos do HIV-1 AIDS
observados no Brasil nos Uultimos anos: interiorizacdo, feminilizagdo e
envelhecimento da populagao infectada.!”"

A populacao analisada tinha consideravel experiéncia com a TARV. O
principal esquema terapéutico usado foi aquele com trés ARV, seguido por
62,78% dos pacientes. Um percentual relativamente pequeno dos pacientes
havia sido submetido a uma terapia subétima, tais como monotrapia ou terapia
dupla (14,67%) e ao uso de IP sem Ritonavir (76,12%). E importante lembrar
que, a época, nao havia recomendacdes formais para a referida associagao de
IP com Ritonavir e o Nelfinavir foi utilizado por 85 pacientes (15,98%). Houve
baixa frequéncia de uso de SQV, TIPR-R, FPV e DRV; importante ressaltar que
drogas mais recentes foram incorporadas, em geral, aos esquemas de resgate
apds as anadlises de genotipagens. Os ARV mais utilizados foram: 3TC, por
72,18% dos pacientes; AZT, por 36,27% deles; EFZ, por 28,38%; D4T, por
26,31% e TDF, por 22,36%. Assim, as elevadas prevaléncias de mutacdes de
resisténcia na TR, em particular as TAM e da protease devem ser interpretadas

a luz desse contexto.
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Os principais medicamentos disponiveis para o tratamento de pacientes
infectados pelo HIV-1 atuam em fases diferentes da replicagdo viral. Nos
pacientes analisados, péde-se verificar uma prevaléncia dos seguintes perfis
aos quais os pacientes foram submetidos: ITRN+IP (54,51%), que possui
grande correlacdo com as mutacdes 54V, 90M e 461, as quais podem atuar
sobre os IP; ITRN+ITRNN (30,08%) n&o apresentou mutacdes diretamente
relacionadas, enquanto ITRN+ITRNN+IP (7,52%) apresentou correlacdo com
as seguintes mutacdes: 184V (ITRN), 1181 (ITRN), 215F (ITRN), 219Q (ITRN),
210W (ITRN), 70R(ITRN) e 214F (ITRN), 57K (IP), 20R (IP), 10I (IP) e 41K
(IP). Valores menores foram encontrados, mas referiram-se a terapia dupla ou
a monoterapia; houve ainda valores menores envolvendo IE, mas que néo

possuem uma amostra significativa.

7.3 Evolucao Imunovirolégica

Nosso estudo ndo buscou avaliar a eficacia do controle imunovirologico
através do uso de genotipagem para orientar a TARV de resgate. Nao foi
possivel utilizar nenhum instrumento de medida de adesdo, nem avaliar o
ajuste da TARV de resgate conforme as orientacdes da genotipagem a época.
Nossa preocupagcdo maior foi para com a prevaléncia de polimorfismos e sua

relagdo com o perfil de tratamento usado na unidade de saude.
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7.4 Prevaléncia de mutacoes aos ARV

7.4.1 Prevaléncia de mutacoes na TR

Em concordancia com diversos estudos, a mutacdo 184V foi a mais
prevalente (52,7%), ndo s6 da TR como entre todas as analisadas #4253 A
despeito da ampla resisténcia ao 3TC, a mutacdo 184V desempenha
importante papel ao se planejar qualquer esquema de resgate, pois reduz o
fitness viral e aumenta a suscetibilidade do virus ao AZT, D4T e TDF.
Evidéncias recentes apontam ainda que o 3TC preserva a atividade antiviral
residual na presenca da 184V. Vale lembrar que tem impacto relativo sobre
ABC e DDI e que, quando associada com a mutagcao 74V, presente em 3,95%
dos casos neste estudo, determina alto nivel de resisténcia a esses ARV.'%

Uma elevada prevaléncia também foi observada para as TAM: 215Y,
41L, 67N, 210W, 70R; enquanto 215F e 219Q foram as TAM menos
frequentes. Essa distribuicdo das TAM é semelhante as apresentadas em

outros estudos.(™*

Dentre as mutacdes relacionadas a multirresisténcia,
destacamos a presenca da mutagdo 118l em 23,5% dos genomas virais
analisados; trata-se de uma mutacao acessoéria que normalmente acompanha
TAM | e que ocorre em, aproximadamente, 1% de virus de pacientes nao
tratados e em uma parcela significativamente alta de virus de pacientes que

receberam ITRN, afeta diretamente os medicamentos AZT e D4T, sem contar

suas interacbes com outros polimorfismos. Em nosso estudo, pudemos
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observar que 51,2% dos pacientes tratados com essas drogas apresentavam a
mutacao 118l.

O complexo 151M se destacou com prevaléncia de 3,3%. Esse valor
pode ser considerado adequado, ja que a literatura aponta que este complexo
€ teoricamente encontrado em 5% dos casos expostos a combinacao de DDI
com AZT ou D4T, sendo raramente observado nos laudos de genotipagem.%?

Dentre as mutacdes para ITRNN, ressalta-se a elevada prevaléncia de
103N, em 28,57% dos casos, e de 190A, em 12,97%; outras mutacdes
importantes da classe que apareceram com frequéncia abaixo de 10% de
prevaléncia foram 181C, 225H, 100l, 108l e 188L, as quais interferem
diretamente na resisténcia do genoma viral as drogas NVP e EFZ. Esse perfil
de mutagdes para ITRNN seguiu o padrao descrito em outros estudos em

diversos paises e em populacdes com diferentes particularidades.*4154163.164)

7.4.2 Prevaléncia de mutacoes na PR

A mutagdo 361 foi a mais frequente dentre as principais da PR,
interferindo diretamente na resisténcia a IDV, RTV, NFV e ATV; do total de 265
pacientes que tomavam algum destes medicamentos, 49,05% apresentavam a
mutacao e quase 30% deles estavam submetidos ao tratamento com LPV-r.

Outras mutagcdées que se mostram presentes no total de genomas

analisados foram 63P, com 36,84%, 10V, com 20,86%, 10l, com 20,30% e



115

20R, com 18,8%. As mutacdes menos frequentes foram 10R, 20L, 47A e 82L e

vale ressaltar que, para todas essas, apenas um genoma viral foi analisado.

7.5 Mutacoes de resisténcia e prognostico

189 indicam que a emergéncia de mutacdes de

Hogg e colaboradores!
resisténcia aos ARV, independentemente da classe, estaria relacionada a
maior mortalidade com risco relativo de 1,75 (IC95% de 1,27 — 2,43). Quando a
analise foi estratificada para ITRNN, o risco relativo aumentou para 3,02
(IC95% de 1,99-4,57) em relacdo as demais. Trata-se de um estudo
prospectivo com numero significativo de pacientes (1138), todos virgens de
TARV e com prevaléncia de resisténcia transmitida de 7,8%. Os autores
descrevem bem o modelo utilizado para a analise multivariada com propaésito
de anular outros fatores como LTCD4, CV, adeséo, idade, sexo, entre outros,
que poderiam confundir o desfecho em analise: a mortalidade.

Estudos sobre mutacdes de resisténcia da IAS-USA (International AIDS
Society) consideram fundamental avaliar como a variabilidade genética do HIV-

192) Além disso, ha controvérsias

1 altera o perfil de sensibilidade aos ARV.!
sobre como e em que grau a diversidade genética do HIV-1 afeta a emergéncia

de resisténcia antirretroviral.®?
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7.6 Perfil de resisténcia aos ARV

O teste genotipico do perfil de resisténcia do HIV-1 ja esta implantado no
seguimento de pacientes com falha virolégica, a fim de obter melhores
resultados na estratégia de tratamento, e tem sido usado também na profilaxia
em casos de acidente ocupacional, transmissao vertical e pacientes com
infeccao primaria.

Durante o curso do tratamento antirretroviral, a analise genotipica pode
trazer importantes informacbes a serem consideradas como base para
estratégias terapéuticas. Sabe-se que cada ITRN induz a um grupo previsivel
de alteracbes genéticas, geralmente de maneira gradativa, levando a mutagdes
primarias (que conferem resisténcia, mas afetam o fitness viral) seguidas de
mutacdes secundarias (que restauram a capacidade replicativa do virus) e se
desenvolvem durante toda a terapia.*®®

Uma exposigdo intensa aos antirretrovirais e longos periodos com
esquemas terapéuticos subétimos séo, reconhecidamente, fatores relacionados
ao acumulo de mutagdes de resisténcia.'®”

Nosso estudo procurou analisar também o perfil de resisténcia

genotipica do HIV-1 e observar a eventual relagcdo entre esse perfil e a

resposta a TARV.
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7.6.1 Analise descritiva do perfil de sensibilidade do genoma viral

Para fins de comparacao com o sistema utilizado pela RENAGENO, foi
realizada uma adequacao do perfil de resisténcia apresentado pelo algoritmo
Stanford, agrupando-se as duas primeiras categorias em “sensivel”, a terceira e
a quarta ao perfil de “moderada” e a ultima ao perfil “resistente”, conforme ja
utilizado por outros autores, por exemplo, o estudo de prevaléncia de

resisténcia ao HIV-1 na Franca.!"™™

Dessa forma, pudemos verificar a
susceptibilidade de cada genoma as diferentes drogas as quais foram
submetidos os pacientes e as possiveis influéncias causadas pelas interacoes
entre os diversos polimorfismos detectados.

Analisamos o perfil de resisténcia genotipica da amostra total, ou seja,
de 527 genomas, e comparamos o padrao de resisténcia dos genomas virais
provenientes de pacientes que efetivamente fizeram uso de medicamento.

Iniciando a andlise pelos IP, percebemos que apenas os medicamentos
LPV e IDV apresentaram um comportamento semelhante nas duas
populagdes: para LPV e IDV, a maioria dos genomas encontrados mostrou-se
sensivel, a minoria em LPV resistente e em IDV moderada. Em NFV, a minoria
em ambas as populacdes foi de genomas com resisténcia moderada, ja a
maioria dos genomas resistentes estavam presentes em pacientes que
ingeriram o medicamento. Para ATV e SQV, a maioria em ambas as

populacées foi composta de genomas virais sensiveis, a minoria moderada

entre 0s genomas virais provenientes de pacientes que ingeriram 0s
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medicamentos e resistente entre todos 0os genomas que compdem a amostra
geral deste estudo.'®®

Observando TIPR-R, as populagdes mostraram-se bastante diferentes,
ja que grande maioria dos genomas provenientes de pacientes que ingeriram o
medicamento apresentou resisténcia moderada, enquanto a maioria dos
genomas encontrados na populacdo total mostrou-se sensivel ao
medicamento. Deve-se lembrar que apenas cinco pacientes ingeriram esse
medicamento, 0 que restringe a analise generalizada. Apenas trés pacientes
ingeriram FPV e um ingeriu DRV, uma quantidade insuficiente para que
pudéssemos avaliar as caracteristicas de resisténcia dos genomas virais
presentes nesses pacientes.

Chamamos atencao para o caso do medicamento Darunavir (DRV), pois
observamos que 87,97% dos genomas mostraram-se sensiveis ao
medicamento, o que pode ser explicado pelo fato de se tratar de um
medicamento relativamente novo e que teve sua liberacdo no Brasil no inicio de
2008. Estudos mostraram excelentes resultados quando usado em associacao
com RTV, trata-se de droga de resgate, de alto custo, funcionando como droga
reservada para casos de multirresisténcia, e que nao deve ser usada em
monoterapia funcional, ou seja, sem acompanhamento de outra droga ativa. ¢

O TIPR-R é outro caso que apresenta particularidades, pois verificamos
que 78,01% dos genomas estudados mostraram-se sensiveis a tal
medicamento. Trata-se também de um IP que deve estar associado a RTV, foi
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 2005, sendo aprovado

para uso pediatrico em 2008. E muito potente e eficaz na recuperagéo
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terapéutica para pacientes com alguma resisténcia a drogas, no entanto, seus
efeitos secundarios podem ser mais graves do que outros medicamentos
antirretrovirais. Alguns efeitos secundarios incluem hemorragia intracraniana,
hepatite, e até diabetes mellitus. Também foi demonstrado que a droga pode
provocar aumento nos niveis de colesterol. Até 2010, no Brasil, poucos
pacientes conseguiam ter acesso ao medicamento.

Para a classe de medicamentos ITRN, analisando 3TC, AZT, TDF e DD,
o perfil de resisténcia genotipica da amostra total foi semelhante quando
comparamos o padrdo de resisténcia dos genomas virais obtidos a partir
pacientes que efetivamente fizeram uso de medicamento.

A andlise do perfil do gendtipo viral mostrou ampla resisténcia ao 3TC
tanto para a amostra total (54,51%) como para 0s genomas virais obtidos de
pacientes que efetivamente fizeram uso de medicamento 63,28%, 0 que se
deve a presenca marcante da mutacdo 184V; a minoria dos genomas virais
apresentou resisténcia moderada, e a maioria mostrou-se resistente em ambas
as populagoes.

Para AZT, a minoria dos genomas virais também apresentou resisténcia
moderada, em ambas as populacdes, j& a maioria foi sensivel; para DDI, a
maior parte dividiu-se entre moderada e sensivel.

Dentro dessa classe de medicamentos, o Tenofovir (TDF) foi o que
apresentou o melhor desempenho: 48,12% dos genomas virais analisados
mostraram-se sensiveis ao medicamento; quando consideramos apenas 0s
pacientes que efetivamente ingeriram TDF, verificamos que a grande maioria

dos genomas virais apresentou resisténcia moderada.
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Estes sao fatores importantes se considerarmos que, a partir de 2011, o
Brasil comegou a produzir o medicamento, barateando custos e facilitando sua
distribuicao pelo SUS. O Tenofovir tem atividade antiviral eficaz contra o HIV-1
e o virus da hepatite B, sendo recomendado como uma opc¢éao preferencial no
tratamento de individuos coinfectados com HIV-1 e hepatite B e, em alguns
paises, por ser um medicamento de custo baixo, é a opcao preferencial para o
tratamento de individuos monoinfectados com hepatite B. No entanto, o
Tenofovir apresenta o problema da toxicidade renal em individuos suscetiveis
ja que, diferentemente de muitos medicamentos, é processado nos rins, em
vez de ser metabolizado no figado. Existindo danos no figado que
comprometam o fluxo sanguineo, as toxinas acumuladas podem ter um efeito
negativo sobre a funcao renal.

A analise do perfil genébmico viral para D4T demonstrou que ambas as
populagdes apresentaram a maior parte dos genomas sensiveis, € as menores
frequéncias ficaram equilibradas entre moderada e resistente. Para Biovir, as
frequéncias permaneceram equilibradas entre as trés categorias de resisténcia.

Apenas seis individuos ingeriram ABC, dos quais trés apresentaram
genomas virais resistentes e trés sensiveis a droga.

A andlise do perfil de suscetibilidade a classe de medicamentos ITRNN
dos genomas virais mostrou que a maioria apresenta-se resistente (72,85%) ao
EFZ, quando avaliados apenas os genomas que tiveram contato com o
medicamento. Quando avaliamos todos 0s genomas pesquisados, observamos
um relativo equilibrio entre genomas sensiveis (50,19%) e resistentes

(42,11%).
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Para NVP, nenhum dos genomas virais dos pacientes que ingeriram o
medicamento se apresentou moderado, sendo a maioria resistente. A analise
do perfil da amostra geral de genomas mostrou um relativo equilibrio entre
genomas resistentes e sensiveis. Podemos, entado, dizer que tanto para EFZ
como NVP, praticamente ndo houve resisténcia intermediaria ou moderada por
parte dos genomas virais analisados nas diferentes populacdes, o que confirma
o fendbmeno de “tudo ou nada” ja estabelecido na literatura.

Por fim, podemos verificar que a o surgimento de novos polimorfismos e
as interacoes de mutacoes ja existentes sdo um desafio na luta contra o virus
HIV-1; a cada ano, temos milhares de paciente submetidos a TARV que
apresentam falha terapéutica por resisténcia aos antirretrovirais. Faz-se
necessaria a incorporacao de novos ARV como os Inibidores de Entrada
(Enfuvirtida, Maraviroc) e o Inibidor de Integrase (Raltegravir), bem como a
analise e o refino dos exames de genotipagem que permitem detectar novas
mutacdes e estabelecer seus padrdes de resisténcia.!””

Estudos que facam um mapeamento constante da evolugcao dos
genomas virais, bem como do perfil da populacdo em esferas municipais e
regionais, sdo fundamentais no contexto de saude publica, ndo s6 pela
perspectiva da transmissdo e surgimento de mutacdes resistentes, mas
também para se avaliar a proporcdo de pacientes que necessitam de novas
drogas. O estudo e monitoramento da variabilidade genética do HIV-1pode
contribuir para a melhoria do entendimento do diagnéstico, da resposta
terapéutica, da emergéncia de mutagdes de resisténcia, do progndstico e do

desenvolvimento de vacinas.
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7.6.2 Analise de correspondéncias multiplas

Buscando avaliar a correlacdo entre variaveis categoricas, optamos
também, por utilizar a analise de correspondéncias mdultiplas; tal analise nos
permitiu observar conjuntamente todas as informacdes contidas em tabelas de
contingéncia e, em seguida, representa-las graficamente e analisar as
estruturas de correlacdes.

Estabelecemos varios padrdées de correspondéncia, mas nossas
andlises principais focaram-se nas possiveis relagbes entre as diversas
mutacdes e o esquema terapéutico utilizado pelo paciente.

O esquema composto por trés medicamentos ITRN e um medicamento
IP (“3-ITRN,0-ITRNN,1-IP”) apresentou grande correlacdo com as mutacdes
54V, 90M e 461 todas apresentando alguma influéncia sobre a classe dos IP.

O esquema “2-ITRN, 1-ITRNN, 2-IP” apresentou grande correlacdo com
as mutagdes 118l (ITRN) e também as mutacdées 57K, 20R e 10l que
apresentam alguma influéncia sobre a classe dos IP.

O esquema “3-ITRN, 1-ITRNN, 1-IP” apresentou associacdo com as
mutacdes 215F, 210W, com influéncia sobre a classe dos ITRN e 10I, 57K,
com influéncia sobre a classe dos IP.

O esquema “3-ITRN, 0-ITRNN, 0-IP” apresentou associacdo com 184V,
219Q, 215F e 70R, enquanto o esquema de tratamento “1-ITRN, 1-ITRNN, 2-

IP” apresentou associacdo com as mutacdes 214F e 41K.
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8 CONCLUSAO

A andlise do perfil de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais em
pacientes atendidos no Departamento de Moléstias Infecciosas do Hospital
Escola Emilio Carlos, em Catanduva-SP no periodo compreendido entre 2000
e 2010 permitiu estabelecer as seguintes conclusées:

1. Para as mutacdes presentes na TR, 184V foi a mais prevalente,
destacando-se inclusive entre todos o0s genomas virais analisados; para
ITRNN, a maior frequéncia ocorreu para a mutacao 103N, enquanto, na PR,
verificou-se uma maior prevaléncia da mutagao 36l.

2. As principais drogas utilizadas no centro de referéncia em questao
foram: 3TC, pertencente a classe dos ITRN, a qual apresentou maior
frequéncia na andlise geral; dentre a classe de medicamentos ITRNN,
destacamos EFZ como a mais prevalente, enquanto, para a classe dos IP,
destacamos principalmente o uso de LPVr.

3. A analise do perfil mutacional dos genomais virais da populacdo em
estudo mostrou que a maior parte apresentou resisténcia aos medicamentos
3TC, NVP e NFV

4. O esquema terapéutico mais utilizado foi 0 composto por trés tipos de
antirretrovirais, sendo que pacientes em estagio avancado e que apresentavam
a maior taxa de mutacdes foram submetidos a um esquema com cinco drogas.
Destaca-se que os principais esquemas terapéuticos foram compostos pelas
seguintes classes de antirretrovirais:  ITRN+IP, ITRN+ITRNN e

ITRN+ITRNN+IP.
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Anexo 1 - Tabela completa da nomenclatura dos aminoacidos e suas
abreviagoes.

Aminoacido Codigo com 3 letras Codigo com 1 letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Asparagina Asn N
Aspartato Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Glutamato Glu I8
Glicina Gly G
Histidina His H
I[soleucina Ile I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val V
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Anexo 2 - Formulario A para solicitacao do exame de genotipagem do HIV-1.

Ministério da Saude

Secretaria de Vigilancia em Saude
Programa Nacional de DST/Aids
Sistema de Controle de Exames de Genotipagem — SISGENO

Formulario para Solicitacio de Exame de Genotipagem

Formulirio A

N° Parecer:

1.Institui lici (carimbo padrio) 2. CNPJ
3. Nome 4. Data de N: 5. Sexo
/ / Masculino :‘
Feminino |:
6. Cidade de nascimento 7. UF 8. Raca/Cor
1-branca 2-preta 3-amarela  4-parda
5-indigena  6-ndo informado  7-ignorada
9. Nimero de Identidad 10. CPF 11. Escolaridade

O]

1.nenhuma / 2.Dela3 /3.De4a7 /4.De8all
5.-De 12 e mais / 6. ndo informado/ 9. ignorado

Néo [ ] 1GN[]

sim [] Nao []

El Sintomatico. Especificar:

12. Niimero SISCEL 13. Cartfio N: al de Saude - CNS 14.G 15. Telefone do Paciente 16. Prontudrio
Sim D Nio I:l
17. Nome do R avel (seop te for menor de idade) 18. CPF do R 1 (seop for menor de idade)
19. Nome da mie 20. Endereco do paciente
21. Bairro 22. CEP 23. Cidade de residéncia do paciente 24. UF | 25. Céd. IBGE Municipio
26. Diagnéstico sorolégico 27. Paciente compareceu as 28. Histéria patol 29. Estado Clinico atual. 30.G iy Anterior
da infec¢io pelo HIV tltimas 3 consultas médicas de | pregressa Doen¢a |:| Assintomético
(més/ano). retorno agendadas? definidora de Aids?

sim [ ] Nao []

_/ 1GN[]

Siml:l

31. As digdes cli do p ou uso de medi contra-indi a utilizacdo de algum medi a ser utilizado em esq ARY futuro?
Quais?
32. Resultado de Linfécitos T CD4+ (céls/mm?®) e (%) 33. Resultado de Carga Viral (cépias/ml e log)
Situaciio Data da Coleta | CD4 (ul) % CD4 Técnica Situacio Data da Coleta Cépias LOG Técnica
; Carga Viral imediatamente
Ultimo: / / anterior ao esquema ARV atual / /
Carga Viral mais baixa durante o
Pentltimo: / / esquema ARV atual / /
Mais baixo: / / Ultima Carga Viral realizada / /
34. Medicamentos Anti-Retrovirais ji utilizados e atualmente em uso:
) . TV' (MAE) Inicio Fim Motivo da Troca
. 1
LG |:I IR I:l TV' (MAE) I:l TARV? nio conhecida (més/ano) (més/ano) FT INT Outros
1° / /
2° / /
3° / /
4° / /
5° / /
6° / /
7° / /
8° / /
9° / /

Zidovudiva(ZDV) - Zalcitabina(ddC) - Abacavir (ABC) - Delavirdina(DLV) - Efavirenz(EFZ) - Ritonavir (RTV) - Nelfinavir (NFV) - Lopinavir/ritonavir (LPV/r) -
Indinavir/ritonavir(IDV/RTV 800/200) - Didanosina (ddI) - Lamivudina (3TC) - Estavudina(d4T) - Nevirapina(NVP) - Saquinavir(SQV) - Indinavir(IDV) -
Amprenavir(APV) - Indinavir/ritonavir (IDV/RTV 800/100) - Tenofovir(TDF) - Atazanavir (ATV) - Darunavir(DRV)

35.CID 10 36. Nome do Profissional Solicitante ?.7' lzoc.umeln:o‘f(;NS/CPF) e 38.'.A.ssinatura CCarimlin GO ML
CNS El CPF l:]

39. CRM (N° Registro do C lho) | 40. Data do Preenchimento Numero:

UF/CRM: / / /

"TV — Transmissio Vertical,

SISGENO_WEB-FormularioA-V2.doc

’TARV - Terapia Anti-Retroviral
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Anexo 3 — Registro de aprovacao no CEP-FIPA.

C E P - Comité de Etica em Pesquisa
FIPA - Faculdades Integradas “Padre Albino”
Rua dos Estudantes 225, Parque lracema, CEP 15809-144 — Catanduva-SP
Fone (17) 3311 3229 — www.fundacaopadrealbino.org.br
Coreme fameca@terra.com.br

Catanduva. 30 de margo de 2011.
Oficion®17/11
CEP/trbm

Ref.: Registro de Aprovagdo Parecer n°® 08/11 - CEP-FIPA.

Prezados(as) Senhores(as):

Vimos informar Vs.Sas. que o Projeto do Trabalho de
Pesquisa intitulado “Analise do Perfil de Mutagdes em Individuos Positivos para o Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida Tipo 1 associadas a Resisténcia aos Anti-Retroviriais no
Municipio de Catanduva — Noroeste Paulista”, foi avaliado por este Comité de Etica e Pesquisa
¢ considerado aprovado, de acordo com as exigéncias das Resolugdes do Conselho Nacional de
Sande n° 196/96 ¢ 251/97 da CONEP.

O registro de aprovagio do referido Protocolo no Comité
de Etica em Pesquisa das Faculdades Integradas Padre Albino ¢ sob Parecer n° 08/11.

Cabe aos pesquisadores eclaborar ¢ apresentar ao
CEP/FIPA, o relatorio parcial mostrando relagdo risco/beneficio ¢ o relatério completo ao final
da pesquisa.

Sendo o que temos a informar, subscrevemo-nos.

Atenciosamente.

Jodo Ricarde Araijo dos Santos (*)
Ricardo Luiz Dantas Machado (**)
Ricardo Santaella Rosa (**)

(*) Pesquisader Responscivel
(*%) Co-Pesquisadores



