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RESUMO

Desde os primeiros relatos da AIDS na década de 1980 até os dias atuais, o HIV foi
responsavel por aproximadamente 35 milhdes de mortes, sendo considerada uma das
piores pandemias ja registrada na espécie humana. O HIV é um virus RNA
pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae do género dos
Lentivirus. Apesar de existirem duas espécies de HIV, somente o HIV-1 apresenta
distribuicdo pandémica. Filogeneticamente o virus divide-se em diversos grupos,
subtipos, subsubtipos, CRF’s e URF’s. Com o advento da terapia antirretroviral
altamente ativa (HAART) a infeccdo pelo HIV passa a ser considerada de carater
cronica, o individuo bem tratado apresenta melhora na qualidade de vida e
possibilidade de néo transmissibilidade. Todavia o aumento da resisténcia aos
antirretrovirais, principalmente devido a ma adeséo ao tratamento, podera prejudicar
0s avancos globais realizados até hoje no combate ao HIV. O objetivo deste estudo
foi a realizacdo da caracterizacdo genética das linhagens circulante do HIV-1 no
Estado do Rio Grande do Norte a partir de amostras referente ao periodo de janeiro a
outubro de 2018. Um total de 170 amostras das 4 regides de saude do Rio Grande do
Norte foram selecionados, atendendo os critérios estabelecidos de incluséo, e em 8
amostras foi possivel a realizacdo de todas as etapas metodolégicas da pesquisa. A
realizacdo da filogenia por meio do sequenciamento da regido da protease e
transcriptase reversa do gene Pol apontou predominio do HIV1-B circulante com um
paciente apresentando o subtipo F1 e um apresentando subtipo C. A anadlise do
sequenciamento genético dos virus apontou a presenca de diversas mutacdes de
resisténcia, tanto transmitida como adquirida, além de mutacdes acessorias, apenas
em 4 amostras ndo foram evidenciadas mutaces de importancia clinica, as mutacfes
mais recorrentes foram modeladas e identificadas na transcriptase reversa em regides
de a-hélice, folha-B e regido de alga. Em conclusdo, esse estudo revelou um
predominio do HIV-1 subtipo B circulante e o perfil de mutagbes revelou que os
antirretrovirais mais prejudicados foram os inibidores da transcriptase reversa. As
informagbes sdo fundamentais para redirecionamento adequado de resgate
terapéutico destes pacientes e rastreio epidemiolégico molecular de linhagens

circulantes.



Palavras-chave: HIV-1, Mutacao de resisténcia, Rio Grande do Norte, Caracterizacao

geneética.



ABSTRACT

Since the earliest reports of AIDS in the 1980s to the present, the HIV was responsible
for approximately 35 million deaths, considered one of the worst pandemics ever
recorded in the human. HIV is an RNA virus belonging to the family Retroviridae,
subfamily Orthoretrovirinae of the genus Lentivirus. Although there are two species of
HIV, only HIV-1 has a pandemic distribution. Phylogenetically the virus is divided into
several groups, subtypes, sub-types, CRF's and URF's. With the advent of highly
active antiretroviral therapy (HAART) HIV infection is considered chronic, the well
treated individual is not developing AIDS, resulting in an improvement in the quality of
life, increased survival and the possibility of non-transmissibility. However, increasing
resistance to antiretroviral drugs, mainly due to poor adherence to treatment, could
jeopardize the global progress made so far in combating HIV. The objective of this
study was to perform the genetic characterization of circulating HIV-1 strains in the
State of Rio Grande do Norte from samples from January to October 2018. A total of
170 samples from the four health regions of Rio Grande do Norte were selected,
meeting the established inclusion criteria, and in 8 samples it was possible to perform
all the methodological steps of the research. The phylogeny by means of sequencing
of the protease and reverse transcriptase region of the Pol gene showed
predominance of circulating HIV-1-B with one patient presenting subtype F1 and one
presenting subtype C. The analysis of the genetic sequencing of the viruses indicated
the presence of several mutations of resistance, both transmitted and acquired, as well
as accessory mutations, only mutations of clinical importance were not detected in 4
samples, the most recurrent mutations were modeled and identified in reverse
transcriptase in regions of a-helix, B-sheet and region of shoulder strap. In conclusion,
this study revealed a predominance of circulating HIV-1 subtype B and the mutation
profile revealed that the most impaired antiretrovirals were reverse transcriptase
inhibitors. The information is fundamental for adequate redirection of therapeutic

rescue of these patients and molecular epidemiological screening of circulating strains.

Keywords: HIV-1, Resistance mutation, Rio Grande do Norte, Genetic

characterization.
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INTRODUCAO

1.1 Aspectos Historicos

A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA), mundialmente conhecida
como AIDS (Acquired Immunodeficienty Syndrome) foi a sigla criada em 1982 pelo
CDC, Atlanta, EUA (Centers for Disease Control and Prevention) (CDC, 1982) para
expressar uma doenca cuja caracteristica marcante era uma profunda disfuncéo
imunologica fatal. No ano seguinte descobriu-se que o agente etiolégico responsavel
era um virus, mais especificamente um retrovirus. Em 1986 esse virus passou a ser
conhecido pela sua sigla, HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), cuja infeccdo
cronica ocasionaria a AIDS.

A AIDS por consequéncia do HIV é considerada uma das pandemias mais
devastadoras registradas na espécie humana (SHARP & HAHN, 2011), sendo causa
da morte, desde inicio da epidemia em 1981 até o ano de 2017, de aproximadamente
35 milhdes de pessoas em todo o mundo [28.8 milhdes — 41.5 milhdes], em seu auge,
ameacou a estabilidade e a seguranca global (UNAIDS, 2018a)

Os primeiros relatos da doenca ocorreram na década de 1980, mais
precisamente em 1981 em Los Angeles e Sao Francisco, nos Estados Unidos (EUA),
gquando o CDC, Atlanta (EUA) recebeu relatos de caso de grupos de jovens
homossexuais masculinos apresentando sintomas de infeccdo fangica por
Pneumocystis jirovecii (antigamente conhecido como Pneumocystis carini), fungo
oportunista que acomete individuos imunocomprometidos (MASUR et al., 1981), além
disso esses individuos apresentavam um raro acometimento neoplasico maligno de
endotélio linfatico conhecido como sarcoma de Kaposi (HYMES et al., 1981) além de
linfadenopatia generalizada e persistente. Outros grupos como usuarios de drogas
intravenosas, pacientes hemofilicos, prisioneiros, parceiras sexuais femininas de
homens infectados, haitianos e individuos da regido central da Africa comecaram a
apresentar o mesmo quadro de imunodeficiéncia (CLUMECK et al., 1983; VIEIRA et
al., 1983).

Os anos de 1983 e 1984 foram importantes na histéria da AIDS pois neste
periodo sucederam-se uma série de pesquisas cientificas cujos resultados foram o

isolamento e descobrimento do virus responsavel pela Sindrome da Imunodeficiéncia
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Adquirida. Até entdo ndo se conhecia o patdégeno, todavia ja era conhecido a sua
transmissibilidade sexual, sanguinea e vertical e apresentava como grupo mais
vulneraveis os homossexuais masculinos, sendo a AIDS erroneamente estereotipada
como “Doenca Gay”, nessa época a taxa de mortalidade da AIDS chegava a
alarmantes 39% (CDC, 1982; SHARP & HAHN, 2011).

O virus foi isolado na Franca e nos EUA. O descobrimento do HIV é oficialmente
creditado ao médico e virologista francés Luc Montagnier e a virologista francesa
Francoise Barré-Sinoussi do Instituto Pasteur (Franca) tendo como co-descobridor o
médico americano Robert Gallo e sua equipe no Laboratério de Biologia Celular do
Tumor (LTCB) do Instituto Nacional do Cancer, EUA. Ambos os laboratorios sabiam
gue estavam diante de um virus da familia dos retrovirus, em tal contexto o isolado foi
nomeado como HTLV Il (Virus Linfotrépico para Células T de Humanos IIl) por Gallo
(GALLO et al., 1984) e LAV (Virus Associado a Linfadenopatia) por Montagnier onde
conseguiu-se, em 1983, observar a atividade da enzima transcriptase reversa
(BARRE-SINOUSSI et al., 1983). Outros nomes para o virus também foram sugeridos
por outros pesquisadores como: IDAV (Immunodeficiency-associated virus) e ARV
(AlIDS-associated virus), contudo os nomes HTLVIII/LAV eram os mais conhecidos e
utilizados em publicacfes cientificas da época (COFFIN et al., 1986), porém tanto o
HTLVIII/ como o LAV tratavam-se na verdade de isolados do mesmo virus que poucos
anos depois (1986) seria definitivamente nomeado como Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) pelo ICTV (Comité Internacional de Taxonomia Viral) (CDC, 1982;
COFFIN et al., 1986).

Nos anos seguintes uma série de controvérsias pelo reconhecimento da
descoberta ocorreram envolvendo as equipes de ambos os paises, até que em 2008
o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina foi concedido a Luc Montagnier e Francgoise
Barré-Sinoussi, do grupo francés (SCIENCE, 2008).

No final do ano de 1985 foi publicado um estudo onde foi evidenciado, em
individuos no Senegal, um quadro de imunodeficiéncia semelhante aqueles
reportados nos EUA e na Africa Central, até entdo ndo haviam relatos de AIDS na
porcéo Oeste da Africa. O estudo conseguiu demonstrar que o virus era similar, porém
nao era 0 mesmo que ocasionara oS surtos nos EUA. Tal virus estava mais

relacionado ao STLV Il (antigo nome para SIV — Virus da Imunodeficiéncia Simia) em



25

African Green Monkeys (macacos verdes africanos) do que ao HTLVIII/LAV (antigos
nomes do HIV) (BARIN et al.,, 1985). Em 1986, esses achados também foram
confirmados em um outro estudo onde conseguiu-se isolar, de individuos do oeste da
Africa, um retrovirus que apresentava componentes antigénicos diferentes do
HTLVIII/LAV e que estariam mais relacionados ao STLVIII em African Green Monkeys,

tal estudo apresentou a proposta de chama-lo de LAVII (CLAVEL et al., 1986).

Em 1986, o ICTV passou a classificar os primeiros isolados como HIV-1,
enguanto que os novos isolados virais provenientes da regido oeste de Africa
passaram a ser conhecidos como HIV-2, (BARIN et al., 1985; CLAVEL et al., 1986;
COFFIN et al., 1986) sendo este classificado como outra espécie de HIV com aspectos
antigénicos distintos e divergéncia génica (como o gene Vpx encontrado apenas no
HIV-2) quando comparado ao HIV-1. A caracterizacdo antigénica apds o isolamento
possibilitou, em 1985, a disponibilidade de testes para deteccdo de anticorpos
especificos, sendo esta medida de fundamental importancia principalmente na triagem
de sangue e hemoderivados (WENDEL et al., 1985).

O HIV-1 é o virus de perfil pandémico, mais prevalente e patogénico quando
comparado ao HIV-2. O HIV-2 é endémico na Africa Ocidental, embora tenham sido
relatados em outros paises como Brasil, Portugal e Franca (CAMPBELL-YESUFU;
GANDHI, 2011). Apesar de poder causar doenca semelhante aquela vista por
consequéncia do HIV-1, o HIV-2 se apresenta com uma menor carga viral em seus
hospedeiros, o que implica em uma transmissibilidade muito menor do que aquela
vista no HIV-1, a progressdo da doenca, quando ocorre, € mais lenta do que a
observada no virus pandémico. A baixa transmissibilidade do virus € importante em
explicar porque o HIV-2, diferentemente do HIV-1, ndo apresenta perfil pandémico,
sendo mais restrito ao Oeste da Africa, local onde ocorreram as transmissées
zoonGticas a partir de seus hospedeiros naturais, popularmente conhecidos como
Sooty mangabey monkeys (mangabey fuliginoso), simio encontrado em especial nas
florestas de Senegal e Gana (MAARTENS et al., 2014; POPPER et al.,, 2000).
Todavia, estudo recente tem reportado que, contrariamente ao que majoritariamente
se pensa sobre HIV-2, individuos infectados com essa espécie também apresentam
alta probabilidade de desenvolvimento de AIDS sem o tratamento antirretroviral
(ESBJORNSSON et al., 2018).
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1.2 Origem do HIV e aspectos filogenéticos

No ano de 1985 um estudo isolou, pela primeira vez, um retrovirus a partir de
quatro primatas ndo humanos com linfoma e sinais de SAIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia de Simios) a semelhanca da AIDS, em seres humanos. O retrovirus
descoberto apresentava elevada similaridade com o entdo recém-isolado HIV
(HTLVIHI/LAV) (DANIEL et al., 1985) e recebeu posteriormente o nome de Virus da
Imunodeficiéncia Simia (SIV). O SIV juntamente com o HIV (HIV-1 e HIV-2) formam o
grupo do género lentivirus dos primatas.

Os Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV) formam um grande grupo de
retrovirus que podem ser achados naturalmente em primatas, tanto domésticos como
selvagens, tais como o macaco verde africano (Chlorocebus sabeus), macacos
mangabeys fuliginosos (Cercocebus atys), mandris (Mandrillus sphinx), chipanzés
(Pan troglodytes) e gorilas (Gorilla gorila). (BEER et al., 1999). Uma andlise
filogeografica na llha Bioko, Guiné Equatorial, foi capaz de isolar linhagens ancestrais
do SIV concluindo que esses virus infectam seus hospedeiros naturais por pelo menos
h& 30.000 anos. (WOROBEY et al., 2010). A grande maioria dos primatas hospedeiros
naturais dos SIVs apesar de apresentarem elevada carga viral a sua progressao para
a doenca é rara ou inexistente, todavia, quando o SIV é capaz de infectar espécies
gue nado sao seus hospedeiras naturais como macacos de origem asiatica (Rhesus) e
estes sdo infectados pelo SIV do macaco verde africano (Chlorocebus sabeus)
aqueles desenvolvem um quadro semelhante & AIDS humana (SAIDS), com
estabelecimento de infec¢des oportunistas (BEER et al., 1999).

Estudos da relacdo parasito-hospedeiro em primatas nao progressores
(hospedeiros naturais) mostram que; (1) ocorre uma resposta imune inata e adaptativa
durante a fase aguda assim como os hospedeiros progressores; (2) a principal
diferenca observada é durante a transicao da fase aguda para a fase crbénica onde os
primatas ndo progressores apresentam diferentes padrdoes de ativagcdo imunoldgica
com mudancas fenotipicas em suas subpopulagfes linfocitarias CD4+, limitando a
intensa ativacdo imune e conservando a imunidade de mucosa, estes fatores
contribuem para uma lenta ou ndo progressao da infeccdo e uma reducdo da

transmisséo vertical do SIV nesses primatas (SODORA et al., 2009).
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A proporcao de hospedeiros naturais selvagens soropositivos para o SIV pode
ser considerado elevado. Acredita-se que a proximidade desses animais (fluidos
biolégicos) com os seres humanos seja 0 evento responsavel pela origem do HIV. A
hipétese cientifica mais aceita para a origem € sustentada por estudos
epidemioldgicos e filogenéticos que apontam a origem do HIV em 12 eventos de
transmissdes zoonoticas ndo relacionadas (transmissdo de primatas ndo humanos
para humanos), cada evento representou 0 sucesso do virus em ultrapassar a barreira
entre espécies e em alguns dos varios “saltos” do SIV entre primatas ndo humanos
para humanos ocorrera uma adaptacdo do virus ao seu novo hospedeiro,
caracteristicas desse novo fitness do virus recém-adaptado possibilitou que este fosse
capaz de ser transmitido entre seres humanos, originando assim o HIV, esta hipétese
foi testada por varias andlises filogenéticas onde é sequenciado e comparado o
genoma de diferentes linhagens de SIVs e HIVs (GAO et al., 1999; KEELE et al., 2006;
LOCATELLI & PEETERS, 2012; SHARP et al., 2015).

Cada transmissao zoonotica bem-sucedida levou a formacdo de diferentes
grupos do HIV hoje conhecidos, sendo estes grupos classificados de acordo com a
similaridade de sua sequéncia nucleotidica. Das 12 transmissfes, quatro delas sédo
filogeneticamente associadas ao HIV-1 e deram origem aos seus grupos (figura 1),
sao eles; M (Major), O (Outlier), N (Non-M, non-O) e P (SOUZA, 2018).

Exemplos:
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Figura 1 - Grupos filogenéticos do HIV-1 resultado das transmissfes zoondticas
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Apenas o grupo M apresenta o perfil pandémico sendo as demais (N&ao-M)
restritas a costa oeste do continente africano e Camardes (Africa Equatorial/Oeste
africano). As linhagens ndo-M apresentam menor indice de transmissdo apesar de
apresentarem um curso natural da infeccdo semelhante aquele visto no grupo M
(MOUREZ et al., 2013). O HIV-1 M apresenta nove subtipos (A-D, F-H, J e K) podendo
ramificar-se em sub-subtipos (A1-A4 e F1 a F2) além das formas recombinantes
circulantes (CRF) e Uunicas (URF), sendo estes dois Ultimos o resultado da
identificacdo de fragmentos gendmicos de linhagens filogeneticamente distintas
porém contidas em um unico acido nucléico recombinante, quando este mesmo
genoma recombinante é encontrado em pelo menos trés individuos ele é considerado
‘circulante’ e recebe o nome de CRF, quando n&o existem relatos epidemiolégicos de
circulacdo daquele HIV-1 recombinante da-se o nome de URF por ser até entdo
‘Unico’. Existem 97 CRFs conhecidas no mundo para o HIV-1 e um CRF para o HIV-2
(LOS ALAMOS, 2018).

As transmissoes filogeneticamente associadas ao HIV-2 sdo oito, originando os
grupos (A-H), porém apenas os grupos A e B representam linhagens que séo
transmitidas entre humanos. O HIV-2 apresenta uma menor transmissibilidade e

circula predominantemente na costa ocidental da Africa. (SOUZA, 2018).

A origem zoonotica africana do HIV-2 em sooty mangabeys monkey foi a
primeira elucidada. A proposta foi reportada pela primeira vez em 1989 depois de
observada elevada similaridade gendmica entre o HIV-2 e o SIV de uma comunidade
de macacos verdes presente na costa oeste da Africa, se estendendo do Senegal &
Costa do Marfim (SANTIAGO et al., 2005; HIRSCH et al., 1989). Com o0 sucesso do
isolamento do SlIV-ancestral direto (presente em macacos verdes da Africa
popularmente conhecidos como sooty mangabeys monkey (Chlorocebus aethiops))
ficou demonstrado filogeneticamente a relacdo da origem entre SIVsmm (SIV sooty
mangabeys monkey) e HIV-2. Estimativas evolutivas acreditam que os eventos de
transmissao interespecifica dando origem aos grupos A e B do HIV-2 ocorreram por
volta da década de 1940, e sua maior difusdo em populagbes humanas ocorreram
cerca de 20 — 30 anos apo6s (LEMEY et al.,, 2003). A domesticacdo, caca para
alimentacdo (bush meat) e/ou simplesmente a caca para matanca desses animais,

uma vez que eram considerados “pragas” para agricultura, possibilitou a ocorréncia
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de eventos que acabaram por gerar a transmissao zoonatica e posterior circulacdo do

virus em humanos, em pelo menos oito ocasides (SHARP & HAHN, 2011).

A origem zoonética do HIV-1 foi identificada posteriormente, na década de 90,
quando demonstrado que o HIV-1 apresentava-se filogeneticamente mais préximo do
SIV de grandes primatas como chimpanzés (SIVcp;) e gorilas (SIVgor), €m especial 0s
chimpanzés Pan troglodytes troglodytes (KEELE et al., 2006; TAKEHISA et al., 2009;
HUET et al., 1990) apresentando maior semelhanca, portanto, com HIV-1 M (virus
pandémico) e HIV-1 N. Os grupos O e P do HIV-1 estéo relacionados a transmissdes
zoonoticas de gorilas para humanos. O HIV-O esta relacionado ao SIVgor de gorilas da
regido central do Camardes (Western lowland gorilas), enquanto que o HIV-1 P estaria
mais proximo filogeneticamente do SIVgor de gorilas encontrados na porgao sudoeste
do Camardes. (D’ARC et al., 2015).

Todos os quatro grupos do HIV-1, assim como SlVgor estdo relacionados
particularmente com o SIVcepzer (Pan troglodytes troglodytes) de chimpanzés cujo
habitat sdo as florestas localizadas no sul do Camardes, o Gabdo e a Republica
Democratica do Congo (D’ARC et al., 2015; KEELE et al., 2006; TAKEHISA et al.,
2009). O SIV¢p; também foi encontrado em outra subespécie de chimpanzés (Pan
troglodyte schweinfurthii) encontrado na Republica Democratica do Congo e em
paises mais a leste da Africa, todavia o HIV-1 é filogeneticamente mais préximo do
SIVcpzrit do que 0 SIVepzets. O SlIVepzp € considerado um ancestral comum do virus

tanto para humanos quanto para gorilas. (KEELE et al., 2006).

Abordagens estatisticas robustas apontam Kinshasa (antiga Leopoldville),
localizada na Republica Democratica do Congo (RDC), como local de disseminacao
do grupo M do HIV-1 em torno do ano de 1920 [1909 — 1930]. O estudo aponta
(SHARP & HAHN, 2008) transporte de chimpanzés via balsa pelo rio Sangha a partir
do sul do Camarbes em direcdo centro urbano de Kinshasa (cidade mais populosa na
época), algo comum enquanto Kinshasa era colbnia belga e explorava a borracha e
marfim (1884 — 1916). O grupo M (subtipo B), anos depois, foi diversas vezes
introduzidos nos EUA na década de 80 com intermediagéo de individuos haitianos que
ja haviam entrado em contato com o HIV-1 na década de 60, esses profissionais
haitianos infectados com o HIV-1 na RDC acabaram levando, sem saber, o virus para
a Ameérica. O HIV-1 M infecta mais de 40 milhdes de pessoas em todo o mundo, o
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HIV-1 N foi encontrado em torno de 20 pessoas no Camardes e o HIV-1 P apenas em
dois individuos de procedéncia camaronesa, o HIV-1 O infecta em torno de 100.000
pessoas no Camardes, Gabdo, Nigéria e em paises vizinhos a estes (D’ARC et al.,
2015; FARIA et al., 2014; SHARP & HAHN, 2011).

A origem do HIV-1 pode resumidamente ser sustentada por algumas
evidéncias, tais como: (1) os dois virus (HIV-1/SIV de grandes primatas) compartilham
estruturas gendmica (similaridade gendémica); (2) virus de chimpanzés e variantes do
HIV-1 se agrupam proximos nas arvores filogenéticas; (3) prevaléncia dos SIVs nos
seus hospedeiros naturais; (4) existem evidéncias indiretas de que a infeccao de
chimpanzés pelo SIV ndo € um evento incomum; (5) chimpanzés e representantes de
todos os grupos de HIV-1 compartilham a mesma regio geogréfica (o oeste da Africa
Equatorial); e (6) a carne de chimpanzés é utilizada como alimento na regido, o que
evidencia a oportunidade do SIV ter infectado a espécie humana. Portanto, a hipotese
da infeccdo de humanos a partir de eventos zoonoéticos envolvendo outros primatas é
amplamente aceita na comunidade cientifica. (PINTO & STRUCHINER, 2006).

Existem varias teorias que tentam explicar como se deram 0s eventos iniciais
de transmissdo zoondtica dos SIVs originando o HIV como; Tainted Polio Vaccine
(Teoria da Vacina Contaminada), Cut Hunter (Cacador), Contaminated Needles
(Agulhas Contaminadas) e Heart of Darkness (Coracdo da Escuriddo). A teoria mais
aceita é a teoria do Cut Hunter (Cacador). Resumidamente esta abordagem aponta
como origem a cacga da carne de chimpanzés e outros primatas infectados com SIV.
A transmisséo aconteceria no momento da alimentacéo de carnes malcozidas e/ou
durante manuseio desses alimentos infectados cujos fluidos (sangue, secrecao)
entraram em contato com fluidos bioldgicos de seres humanos, seja por solucéo de
continuidade (cortes e outros ferimentos) ou exposicao direta em mucosas (MOORE,
2004; PINTO et al., 2007). Na figura 2 temos exemplos de cacas a macacos
mangabeys na Africa.
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Figura 2 Caga de macacos mangabeys na Africa. MOORE et al., 2004

1.3 Epidemiologia

A UNAIDS (Programa Conjunto das Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS)
apresentou em seu mais recente levantamento epidemioldgico as estatisticas globais
sobre HIV referente ao ano de 2017, neste relatério estima-se que aproximadamente
existam 36.9 milhdes de pessoas [31.1 milhdes — 43.9 milhdes] em todo o mundo
vivendo com HIV (PVHIV). Aproximadamente 21.7 milhdes de pessoas [19.1 milhdes
— 22.6 milhdes] apresentam acesso a TARV e no ano de 2017 houve cerca de 1.8
milhdes [1.4 milhdo — 2.4 milhdes] de novas infeccbes pelo HIV. Do inicio da pandemia
até o ano de 2017 aproximadamente 77.3 milhdes [59.9 milhdes — 100 milhdes] de
pessoas foram infectadas pelo HIV. Até os dias atuais o virus tirou a vida de
aproximadamente 35.4 milh6es de pessoas [25 milhdes — 49.9 milhdes]. A tabela 1
apresenta o resumo dos dados epidemioldgicos globais da infeccao pelo HIV entre os
anos 2000 a 2017 (UNAIDS, 2018b).
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Tabela 1 Dados estatisticos globais da pandemia HIV/AIDS nos anos 2000 a 2017

S o RN | 3 |

27,4 milhdes | 30,1 milhdes | 32,4 milhdes | 33,7 milhdes | 34,3 milhdes | 35,0 milhdes | 35,6 milhdes | 36,3 milhdes | 36,9 milhdes
RN EENE T (23 1 milhdes— (25,4 milhdes— [27,4 milhdes—| 28,4 milhdes— | (29,0 milhdes— | [29,5 milhdes! (30,1 milhdes— | (30,6 milhdes (31,1 milhdes-
HIV 32,6 milhdes] | 35,8 milhdes] | 38,5 milhdes] | 40,0 milhdes] | 40,8 milhdes] | 41,6 milhdes] | 42,4 milhdes] | 43,1 milhdes] | 43,9 milhdes]

28 milhdes | 2,5milhdes | 2,2 milhdes | 2,1 milhdes 2,0 milhdes 2,0 milhdes | 1,9 milhdo 1,9 milhdo 1,8 milhdo
LA (2,2 milhdo- | [1,9 milhdo~ | [1,7 milhdo- | 1,6 milhdo—~ [1,6 milhao- [1.5 milhdo- | [1,5 milhao- [1,4 milhdo- | [1,4 milhdo-

HIV (total) 3,7 mihdes] |3.2mihdes] | 2,9 mihdes] |27 mihdes] |27 mihdes] | 2,6 mihdes] |2,5mihdes] | 2,4 mihdes] | 2.4 mihGes]
2,4 milhdes 2,1 milhdes 1,9 milhdo 1,8 milhdo 1,8 milhdo 1,8 milhdo 1,7 milhdo 1,7 milhdo 1,6 milhdo
LIVERRDCEGLLER LI (1,9 milhdo- | [1.6 milhdo~ | [1,5 milhdo~ | [1,4 milhdo- [1,4 milhdo- [1.4 milhdo— | [1.3 milhdo- [1,3 milhdo- | [1,3 milhdo-
LUACELICECCR LU 3 2 milhoes] | 2,7 milhdes] | 2,5 mihdes] | 2.4 milhGes] 2,4 milhdes) 2,3milhdes | 2,3 milhdes) 2,2 milhdes] | 2,1 milhdes)
420 000 380 000 270 000 230 000 220 000 200 000 190 000 180 000 180 000
Novas infeccoes por PG {240 000- [170 000- [150 000- [140 000- {120 000~ (120 000- [110 000- [110 000-
HIV (com idade 0-14) ESLEN)! 560 000) 400 000) 340 000} 320 000) 290 000) 280 000] 270 000) 260 000)
1,5milhdo | 1,9milhdo | 1,4 milhdo | 1,2 milhdo 1,2 milhdo 1,4 milhdo | 1,0 milhdo 990 000 940 000
[EL O LPEEIEE PR (1 1 milhdo- | [1.4 milhdo- | 1,0 milh@o- | (880 000~ (820 000~ [770000- | [730 000 {700 000- (670 000~
3 AIDS 2.2 milhdes] | 2,7 mihdes] | 2,0 mithdes] | 1.7 milhao] 1,6 milhdo] 1,5mihdo] | 1,5 milhdo] 1.4 mihdo] | 1,3 milhao)
611 000 2,1 milhdes | 8,0 milhdes | 11,4 milhdes | 13,2 milhdes | 15,1 milhdes | 17,2 milhdes | 19,4 milhdes | 21,7 milhdes
Pessoas com acesso NEXLIIS [1.8 milhdo—~ | 7,1 milhdes— | [10,1 milhdes— | [11,6 milhdes— | [13,3 milhdes—| (15,2 milhdes— | (17,1 milhdes— | [19,1 milhtes—
a terapia antirretroviral F V| 2,1 milhdes] | 8,3mihdes] | 11,9 milhdes] | 13,8 milhdes] | 15,7 milhdes] | 17,9 milhdes] | 20.2 milhdes] | 22,6 milhdes)
Recursos disponiveis
para HIV (paises de LX) US$ 9,4 US$ 15,9 USs 18,8 USs$ 19,5 Uss 19,2 USS$ 19,0 Uss 19,1 uss 21,3
baixa - e média bilhdes* bilhdes* bilhdes* bilhdes* bilhdes** bilhdes** bilhdes* bilhdes** bilhdes**

- renda)

O continente africano concentra os maiores ndmeros de casos de HIV no
mundo, corroborando com a hipotese cientifica mais aceita de origem do HIV uma vez
gue neste continente sdo encontrados todos os grupos filogenéticos do virus, ou seja,
0 continente apresenta os maiores dados epidemioldgicos, tanto quantitativamente
como qualitativamente (diversidade genética). O continente africano apresenta
aproximadamente 26 milhdes de pessoas vivendo com HIV o que representa 70% das
infeccbes no mundo. Seguido pela regido da Asia e regido do Pacifico com
aproximadamente 5.2 milh6es de PVHIV representando aproximadamente 15% de
prevaléncia no mundo. Em terceiro esta a América do Norte e Europa (ocidental e
central) com 2.2 milhdes [1.9 milhdo — 2.4 milhdes] de PVHIV. A América Latina
concentra aproximadamente 1.8 milhfes [1.5 milhdo — 2.3 milhdes] de casos de
infeccdo pelo HIV. O leste Europeu e Asia central concentra 1.4 milhdes de casos de
infecgao pelo HIV e a regiao do Caribe concentra em torno de 310.000 [260.000 —
420.000] casos de infeccao (BECERRA et al., 2016; UNAIDS, 2018c).

O Brasil apresenta aproximadamente 830 mil PVHIV, a epidemia no Brasil é
considerada “concentrada”, pois 0 niumero de casos, novos ou antigos, em qualquer
populacdo chave € maior que 5% (UNAIDS, 2017a). O Brasil concentra o maior
namero de infectados da América Latina, responsavel por quase 50% das infec¢des

do continente (UNAIDS, 2017b). As regides Sudeste e Sul concentram os maiores
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nameros de casos com 52.3% e 20.1%, respectivamente. As regides Nordeste, Norte
e Centro-Oeste correspondem a 15.4%, 6.1% e 6.0% do total de casos,
respectivamente. A regido Centro-Oeste apresentou pouca variacdo na taxa de
deteccdo do HIV, chegando a 16.7 casos/100 mil hab. As regides Sudeste e Sul
apresentam tendéncia de queda nos ultimos dez anos com diminui¢cdo de 35.8% e
19.3%, respectivamente. As regides Norte e Nordeste apresentam uma tendéncia
linear de crescimento da taxa de deteccdo nos ultimos dez anos correspondendo a
alarmantes 35.7% e 66.4%, respectivamente (BRASIL, 2017a).

No Brasil chama atencdo o aumento de numero de casos entre jovens,
principalmente o homem jovem. Nos Ultimos dez anos, tem sido verificado um
aumento da taxa de deteccdo entre 15 a 19 anos, 20 a 24 anos, 25 e 29 anos. Outro
grupo de faixa etaria com incremento da taxa de deteccéo séo os individuos de 60
anos ou mais. Destaca-se o aumento em jovens de 15 a 19 anos e de 20 a 24 anos,
cuja taxa triplicou entre o primeiro grupo e, mais que duplicou no grupo de 20 a 24
anos. A transmissdo heterossexual é a principal forma de transmissao do HIV no
Brasil, porém, hd uma tendéncia de aumento na propor¢do de casos entre
homossexuais e bissexuais nos ultimos dez anos, que passou de 35.6% em 2006 para
47.3% em 2016, um aumento de 32.9%. Em contrapartida € notado uma diminuicao
da transmissado entre usuarios de drogas injetaveis (UDI), representando 3.2% dos
casos entre homens e 1.9% dos casos entre mulheres no ano de 2016 (BRASIL,
2017a).

Em dezembro de 2013 novas metas para conter o avango da pandemia
HIV/AIDS foram requisitadas por uma Junta de Coordenacdo de Programa (PCB)
sendo aceito e colocado em prética pela UNAIDS. O resultado da nova meta de
intensificacdo da TARV, colocado em pratica apés 2015 foi uma ambiciosa meta,
porém alcancavel, sendo esta baseada em uma nova construcao narrativa sobre
contencdo do HIV/AIDS no mundo, a “meta 90-90-90”. Esta meta consiste em um
desafio para os governos, dentre todas as PVHIV em cada pais 90% devem ser
diagnosticadas, 90% das pessoas diagnosticadas devem estar sob cobertura da
TARV e 90% das pessoas em TARV apresentando CV suprimida. Quando esta meta
for alcancada, pelo menos 73% de todas as pessoas vivendo com HIV no mundo teréo
supressao viral. Modelos matematicos sugerem gue uma vez esta meta triplice seja

alcancada até 2020 a epidemia de AIDS chegarad ao seu fim até 2030, gerando
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beneficios para a saude e economia. A Unica maneira de alcancar essa meta € por
meio de estratégias alicercadas em principios de direitos humanos, respeito mutuo e
incluséo (UNAIDS, 2018c).

Quanto a epidemiologia molecular, o clado C do HIV-1 do grupo M é a variante
viral mais prevalente em todo o mundo concentrando-se principalmente no continente
africano (HEMELAAR et al., 2011) sendo responsavel por aproximadamente metade
das infecgcbes em todo o globo, entretanto o clado B € o mais bem distribuido no
mundo, e nas Américas é o mais prevalente. No Brasil encontra-se maior prevaléncia
do subtipo B, seguido pelos subtipos F, C e pequena proporc¢édo do subtipo D, além de
recombinantes B/F e F/C (EYER-SILVA et al., 2008; HEMELAAR et al., 2006, 2011,
MORGADO et al., 2002; REQUEJO, 2006).

No Brasil existe um predominio do subtipo B (70-90%), seguido do subtipo F
(5-20%), e menos frequentemente o subtipo C (1-10%), além dos recombinantes B/C
e B/F (BRASIL, 2016; PINTO & STRUCHINER, 2006; SABINO, 1998; SILVEIRA,
2007). O subtipo B do HIV-1 tem sido descrito como o mais prevalente no Brasil e
pertence ao clado pandémico que migrou da RDC para o Haiti no fim da década de
1960 e deste para os EUA, América Latina, inclusive o Brasil. Seguido do subtipo B,
temos no Brasil descrito as variantes F1 e CRF B/F1 nas regides Norte, Nordeste,

Centro-Oeste e Sudeste.

Mais especificamente na regido nordeste do Brasil estudos encontram maior
prevaléncia do HIV-1 B, seguidos do subtipo F1, C e casos esporadicos como subtipo
D, estruturas recombinantes predominantes encontradas no nordeste foram
classificadas como BF1, BC, BCF1 e CRF02_AG-like (PINTO, 2004; BRASIL, 2016;
DELATORRE et al., 2017; GADELHA et al., 2003).

O clado F1 do HIV-1 encontrado na regido nordeste, é encontrado além do
Brasil, na Angola e Roménia. Filogeneticamente esse subtipo segrega em trés
grandes clados a partir de eventos fundadores do subtipo F1 da Republica
Democratica do Congo (RDC) (1950 — 1960) e Bélgica, introduzido inicialmente na
Angola. O percurso do subtipo F1 e os eventos que sucederam sua chegada até as
Américas e Europa ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, embora trabalhe-se a
hipotese de que o subtipo F1 brasileiro tenha sido originado da Angola. Sua presenca

no Brasil € mais facilmente encontrada em fragmentos recombinantes do que o
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gendétipo puro (BELLO et al., 2012; GUIMARAES et al., 2009). O subtipo F1 foi
introduzido no Brasil depois da introdugéo do subtipo B provavelmente na segunda
metade da década de 1970, sua expansao comecou a diminuir ainda por volta da
década de 1980, apos aproximadamente dez anos de crescimento mais acelerado,
compartilha ampla rota de transmisséo heterossexual, homossexual e entre usuarios
de drogas injetaveis (UDI's) (BELLO et al., 2006, 2007).

Na regido Sul do Brasil observa-se uma maior prevaléncia do subtipo C
(SILVEIRA et al.,, 2012). Apesar de um quadro de estabilidade na diversidade
molecular do HIV-1 no Brasil, algumas mudancas tém sido observadas, como o
aumento gradativo do avanco do subtipo C (subtipo mais prevalente do mundo
responsavel pela infeccdo de aproximadamente 50% das PVHIV) avancando da
regido Sul do Brasil em direcao aos estados mais ao norte, por questdes migratérias
e por uma aparente menor patogenicidade levando a um longo periodo sem
desenvolvimento de doenc¢a quando comparado a outros subtipos de HIV-1 (revisado
por PINTO & STRUCHINER, 2006).

O subtipo B, predominante no Brasil, divide-se principalmente no subtipo B
pandémico (Breanpemic) € 0 subtipo B caribenho (Bcar). O subtipo Bcar € menos
prevalente e corresponde a menos de 10% do subtipo B circulante no Brasil com
excecdo de Roraima (41%) (DIVINO et al., 2016). A hipétese mais aceita e defendida
para origem do subtipo B encontrado no Brasil correlacionam e identificam a cepa viral
fundante como oriunda da Africa Central introduzida em haitianos por volta da década
de 1960. Entre 1960 e 1970 vérias introduc¢des do virus passaram a ocorrer nos
Estados Unidos e paises do Caribe a partir do Haiti (BELLO et al., 2007; DIVINO et
al., 2016). Dos Estados Unidos o virus foi disseminado para os demais paises do
mundo (incluindo o Brasil), estabelecendo o clado B pandémico (Branpemic). A outra
variante do subtipo B permaneceu predominantemente restrita as regides caribenhas
estabelecendo o clado ndo pandémico ou caribenho (Bcar). O subtipo B é capaz de
suportar certo grau de variabilidade genética em arvores filogenéticas, curiosamente,
guando analisado o gene do envelope percebeu-se que no Brasil pode-se falar,
filogeneticamente, de uma variante B brasileira (Bsr) cujo motivo na regido V3 loop do
envelope é identificado como GWGR altamente disseminado no pais (DIAZ et al.,
2008; MORGADO et al., 1994).



36

O subtipo B encontrado predominantemente no Brasil foi introduzido na
populacao brasileira, provavelmente na regido sudeste brasileira em algum momento
antes de 1980 (BELLO et al., 2007). O subtipo B do HIV-1 encontra-se mais prevalente
em populacdes chaves, como aquelas de homens que fazem sexo com homens
(HSH) e apresenta uma rota de transmissdo predominantemente homossexual
guando comparado a outros clados do HIV-1 (CHALMET et al., 2010).

No Brasil, casos isolados de clados do HIV normalmente encontrados na
epidemia africana tém sido descritos, como por exemplo, os subtipos A e D e os
recombinantes CRF02_AG e CRF45_cpx (ALENCAR et al.,, 2013; CARIDE et al.,
2000; EYER-SILVA & MORGADO, 2007; PESSOA et al., 2015).



1.4Taxonomia e organizacao estrutural do HIV-1

O Virus da Imunodeficiéncia Humana-1 (HIV-1) é um retrovirus, classificado,
segundo o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), como pertencente a
familia Retroviridae, fazendo parte da subfamilia Orthoretrovirinae, do género dos
Lentivirus. O HIV-1 e HIV-2 representam exemplos de espécies virais dentro desse
género (ICTV, 2017).

Os Lentivirus recebem esse nome pois 0s virus associados levam a um curso
lento de infeccao, proporcionando um periodo relativamente elevado entre o momento
da infeccdo e o aparecimento das manifestacdes clinicas. Os Lentivirus também séo
conhecidos como agentes causais de imunodeficiéncias adquiridas em diferentes
animais, além de apresentarem associacdo com doencas neurolégicas (MURRAY,
2014).

O HIV-1 é um virus envelopado classico, cuja composicdo é de natureza
fosfolipidica (oriundo da membrana plasmética da célula hospedeira durante
brotamento). Em seu envelope encontram-se inseridas glicoproteinas importantes
para adsorcdo viral a célula hospedeira alvo, como a gpl120 e gp4l. A gpl20
apresenta grande capacidade de extensdo para mutacdes, contém cinco regides
hipervariaveis intercalada por regides conservadas, a facilidade de diversidade
genética nestas glicoproteinas dificulta a elaboracdo de vacinas (ENGELMAN &
CHEREPANOV, 2012; LI et al., 2015). Abaixo do envelope encontramos a matriz viral
de composicao proteica (p17 ou MA) e envolto por essa matriz encontra-se uma outra
estrutura proteica denominada capsideo (p24 ou CA), esta estrutura tem a funcéo de

proteger o contetdo genético do virus.

O HIV-1 € um virus RNA, ou seja, seu material genético consiste de acido
ribonucleico (RNA). O HIV-1 alberga no interior de seu capsideo duas copias da fita
simples de RNA com polaridade positiva. Retrovirus como o HIV pertencem ao grupo
VI da classificagdo gendmica de Baltimore sendo referenciados como virus RNA de
cadeia simples com intermediario de DNA. Além do acido nucléico viral, no interior do
capsideo encontram-se outras enzimas fundamentais para o sucesso da replicacao,
maturacdo e infectividade viral como protease (PR), transcriptase reversa (TR) e
integrase (IN). Encontram-se também presentes no virion enzimas acessorias como

as proteinas vif, vpr, nef e vpu que serdo melhor descritas no topico de replicacdo
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viral, além de componentes celulares derivados do hospedeiro. O virion é
externamente esférico e apresenta um didmetro que varia entre 100 e 120 nm
(SUNDQUIST & KRAUSSLICH, 2012).

O genoma do HIV apresenta aproximadamente 9,7 kilobases (kb) e nove
matrizes de leitura aberta (ORF), que originam 15 proteinas, a leitura de cada fita de
RNA é feita em trés fases abertas principais em sobreposi¢ao, constituindo um RNA
policistronico (HERSCHHORN & HIZI, 2010; LI et al., 2015). O virus, portanto,
apresenta em seu genoma trés genes estruturais (Gag, Pol e Env), dois genes
regulatérios (tat e rev), e quatro acessorios (nef, vif, vpr e vpu ou vpx) flanqueadas por
regides de longas repeti¢cdes de terminal (LTR) que se localizam em cada extremidade
do genoma conforme ilustrada na figura 1. A ORF gag € codificada em uma
poliproteina gag sendo clivada pela protease viral dando origem proteinas estruturais
funcionais tais como a proteina da matriz (p17), do capsideo (p24), nucleocapsideo
(p7) e a proteina p6. A ORF env codificara o polipeptideo gpl60 cuja clivagem
proteolitica originara estruturas presentes no envelope viral tais como a gp120 e gp41.
A ORF pol gera um polipeptideo gag-pol contendo a PR, TR e IN, fundamentais na
replicagdo, maturagéo e infectividade dos virions. As ORF’s dos genes acessoérios e
regulatorios originardo proteinas fundamentais na patogénese da infeccéo pelo HIV-1
interagindo com vérias proteinas humanas durante o ciclo replicativo viral (LI et al.,
2015; WATTS et al., 2009). O resumo das informacdes estruturais do HIV pode ser
visto na figura 3 e 4.
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Figura 3 - Estrutura genémica do HIV-1. Adaptado de ENGELMAN et al., 2012.
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1.5Ciclo replicativo do HIV

A manutencdo de coOpias virais é fundamental na garantia do sucesso da
infeccdo e perpetuacdo do material genético viral, para isso os virus utlizam o
maquinario celular do hospedeiro e através do éxito desta manipulacdo conseguem a
perpetuacdo do seu codigo genético, a esse processo de realizacdo de novas copias
virais da-se o nome de ciclo replicativo cujo esquema encontra-se representado na

figura 5.
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Figura 5 - Ciclo replicativo do HIV. Adaptado de ENGELMAN & CHEREPANOV, 2012.

O ciclo replicativo do HIV brevemente inicia-se com a etapa da adsor¢édo onde
0 virus através de suas glicoproteinas ancoradas no envelope (espiculas) interage
com moléculas especificas da célula hospedeira em uma espécie de interacao chave-
fechadura, embora ligagbes quimicas de natureza ndo fundamentais (interacdo com
grupos de acucar, dominios do tipo lectina, heparan sulfato, galactoceramida,
integrina a4B7 e moléculas de adesao nao integrinas como DC sign) ocorram durante
essa etapa, e apesar de ndo serem necessarias, a natureza dessas ligagdes auxiliam
na eficiéncia da entrada do virus (TARDIF & TREMBLAY, 2003), outras proteinas da

célula do hospedeiro incorporadas no envelope também auxiliam a adeséo viral, como
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a ICAM-1 (molécula de adesédo). O receptor primario fundamental na célula do
hospedeiro capaz de interagir com a gpl120 viral € a molécula CD4 (Cluster of
differentation 4) e subsequentemente um co-receptor das familias CC ou CXC de
receptores de quimiocinas, sendo CCR5 e CXCR4 os mais importantes (DEJUCQ,
2000; SANTOS, 2010).

Quanto ao uso de receptores de quimiocina como co-receptores o HIV pode
apresentar diferentes fendtipos. Sabe-se que o virus transmitido apresenta o perfil
chamado HIV-1 R5 (R5), chamado de macréfagos trépicos ou M-trépicos, devido ao
tropismo pelo CCR5 (expresso nas células de superficie mucosa). Todavia durante o
desenvolvimento da patogénese o virus sofre mutacdo no segmento gendémico do
envelope e passa a apresentar um fendétipo mais tardio correspondente ao HIV-1 X4
(X4), chamado de T-tropicos, com tropismo para 0 CXCR4. Algumas cepas virais
podem apresentar o fenotipo HIV-1 R5X4 (R5X4) por apresentar tropismo para ambos
0s receptores de quimiocina. O mecanismo da troca do fenétipo viral ainda ndo é
completamente compreendido, todavia é de conhecimento cientifico que o HIV-1 R5
€ 0 virus transmissor e apresenta uma maior resisténcia a acdo imunoldgica inata via
interferons do tipo | (IFN-a resistance). Individuos que apresentam delecédo
homozigotica do CCR5 (CCR5-A32) sédo praticamente protegidos da infeccéo pelo HIV
(BELL & NOURSADEGHI, 2017; DEEKS et al., 2015; MARMOR et al., 2006).

O CD4 é uma glicoproteina de membrana da superfamilia das imunoglobulinas
e € expressa na superficie de algumas células como linfécitos T, macréfagos,
mondcitos, células dendriticas e micrdglia (GRAF, 2011; MAARTENS et al., 2014),
estas células representam o perfil de tropismo celular do HIV, além destas células
sabe-se que o HIV-1 é capaz de infectar células como os astrdcitos (macroglia) e
células do epitélio renal, a expressdo subsequente de seus genes nessas células
apresentam papel importante na patogénese de desordens neurocognitivas associado
ao HIV e nefropatias, esse tipo de infeccédo pelo HIV é conhecida como independente
de CD4 (CD4-independent HIV infection) (MAARTENS et al., 2014).

A interacao entre a gp120 com o CD4 promove uma mudanca conformacional
na gpl20, que causa sua ligacao secundéria aos co-receptores de quimiocinas, essa
ligacdo aos co-receptores promove uma mudanca conformacional na gp41 que passa

a expor as regides hidrofobicas que compdem o peptideo de fusédo levando a formacao
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de uma estrutura feixe de seis a-hélices (6HB) cuja funcéao é promover a aproximacao
e consequente fusdo de membranas para posterior liberacdo do capsideo viral no
interior do citoplasma por intermédio de microtubulos da célula hospedeira, uma vez
no citoplasma o capsideo passa a se desestruturar lentamente expondo seu contetdo
no interior da célula encerrando a primeira etapa do ciclo replicativo (GACH et al.,
2011; MELIKYAN, 2008).

A etapa seguinte ocorre no citoplasma e é caracterizada como transcricao
reversa através da transcriptase reversa (polimerase de acido desoxirribonucleico
(DNA) RNA-dependente - TR). A TR € uma enzima ja presente e funcional no virion e
necessaria para iniciar seu ciclo replicativo. A TR apresenta trés atividades
bioquimicas distintas e sequenciais; atividade polimerase formando um DNA
complementar (DNAc), atividade de degradacéo de RNA quando se encontra de forma
hibrida com o DNAc conhecida como atividade RNAse H e por fim atividade de sintese
da fita positiva de DNA utilizando o DNAc (GILBOA et al., 1979; MENENDEZ-ARIAS
& BERKHOUT, 2008; WARD, 1995).

A TR é um heterodimero formada por duas subunidades protéicas; a maior € a
subunidade de 66kDa (p66) composta por 560 aminoacidos, € responséavel pela
atividade de transcricdo reversa, RNAse H e DNA polimerase, o dominio da
polimerase assemelha-se a uma mao direita possibilitando a subdivisdo do dominio
da polimerase em subdominios, palma (aa 86-117; 156-237), dedos (aa 1-85; 118-
155), polegar (aa 238-318) e conector (aa 319-426) ; uma outra subunidade seria
composta da proteina p51 (51kDa) que contém os primeiros 440 aminoacidos da p66
e apresenta atividade de polimerase. O subdominio da palma da subunidade p66
contém o sitio ativo da enzima e junto com os subdominios dedos e polegar forma a
fenda catalitica na qual se ligam o molde mais o iniciador (RNAg:RNAt"S). O sitio ativo
da TR é composto pelos residuos dos aminoacidos (aa) tirosina 183, metionina 184 e
acido aspartico 185 e 186 (BARRE-SINOUSSI, 1996; JACOBO-MOLINA et al., 1993).

Apesar do HIV-1 ser um virus RNA de senso positivo ele ndo é infectivo ao
chegar no citoplasma, ou seja, 0 RNA viral ndo é imediatamente traduzido por isso
necessita ser transcrito em DNA pela TR. A transcriptase reversa inicia sua funcao ao
polimerizar uma fita simples de DNA a partir do RNA viral, o resultado € uma estrutura

hibrida DNA-RNA. Para iniciar essa atividade a enzima forma um complexo com um
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tRNAsLys (que se encontra inicialmente ligada a extremidade 5 do RNA genémico) que
consiste em um RNA transportador que servira de iniciador (primer) da reacdo da
polimerase, a regido de inicio da polimerase € conhecida como sitio de ligagdo do
primer (PBS) (ISEL et al., 1996). Uma vez formado o material genético hibrido viral a
TR inicia sua atividade de RNAse H, degradando todo o RNA viral com excecéo de
regides ricas em purina (ppt) que servirh de PBS para atividade polimerase da
segunda fita de DNA, formando assim, a partir de uma fita simples de RNA, um DNA
dupla fita (DNAps). Esse DNAps sera integrado em um préximo passo no genoma
humano (HU & HUGHES, 2012).

A integrase (IN) € uma enzima importante no ciclo replicativo e tém como
principal funcéo integrar o DNAps recém-formado e circular ao genoma humano. Uma
vez integrada no genoma do hospedeiro o DNAps recebe o nome de provirus ou
estrutura proviral. A IN contém 3 dominios: o dominio aminoterminal (1-50 aa), onde
se encontram dois residuos de histidina e dois de cisteina que promovem a ligacéo
com o0 zinco, importante para sua atividade. Além do dominio aminoterminal a IN
apresenta um dominio “cerne” (aa 50-512) que consiste de sitios cataliticos para a
endonuclease e a polinucleotidil transferase, além da triade 4cido aspartico 64, acido
aspartico 116 e glutamina 52, onde se ligard ions manganés ou magnésio, chamada
de “motriz DDE” e por fim a IN apresenta um dominio carboxiterminal (aa 213-288)
contendo aminoacidos basicos e liga-se ao DNA (ADESOKAN et al., 2004; THOMAS
& BRADY, 1997; YOUNG, 2001).

O DNAps interage com proteinas virais e celulares formando um complexo preé-
integracdo (CPI), uma das proteinas que compde o CPI é a integrase, fundamental
para integracdo gendmica. O CPI transloca-se em dire¢cdo ao nucleo da célula
hospedeira, interage com as porinas nucleares e consequentemente transloca esse
DNAps para o interior do nucleo onde serd subsequentemente inserido no genoma
humano (POPQV et al., 1998). Uma vez inserido o provirus funcionard como qualquer
outro gene celular, sendo assim esta estrutura viral servird de molde para sintese de
RNA viral através da RNA polimerase Il celular, a regulacédo da sintese do RNA viral
é feita por regides que flanqueiam o genoma viral conhecida como LTR (Repeti¢cdes
terminais longas, do inglés long terminal repeats), essas estruturas sédo produzidas
durante o processo de transcri¢cao reversa, o LTR da extremidade 5’ do provirus serve

como um promotor da transcricdo do genoma viral, enquanto que o LTR da
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extremidade 3’ auxilia a poliadenilagao do RNA viral transcrito. Para que o virus tenha
sucesso em se replicar é necessario a integracao gendmica e isso pode ser feito em
praticamente qualquer regido do genoma humano, todavia estudos propoem padrdes
de possiveis locais preferenciais de integracdo para desenvolvimento de terapia
génica. Nota-se que regides ricas em G/C (Guanina e Citosina), assim como locais de
alta densidade génica e sitios de maior atividade de DNAse representam os locais de
integracao de preferéncia do virus (BERRY et al., 2006; WANG et al., 2007).

A proxima etapa do ciclo é a transcricdo do genoma proviral, ja integrado ao
genoma do hospedeiro, para sintese de mais virions. A transcrigdo viral é dividida em
duas etapas, a fase inicial ou precoce e a fase tardia. Durante a fase inicial temos as
primeiras sinteses transcricionais. As regides gendmicas contendo os LTR
apresentam sequencias promotoras que sinalizam para o inicio da transcricdo do DNA
viral, como TATA box e regides ricas em GC, além de sequencias potencializadoras
(enhancers) e sinais negativos de transcricdo. O virus utiliza-se da enzima RNA
polimerase Il do hospedeiro para transcricdo do DNA proviral e diversos outros fatores
celulares como coativadores. O proprio HIV contém um ativador transcricional
importante conhecida como proteina tat (transactivator protein) que juntamente com o
complexo celular P-TEFb (composto pela ciclina T1 e sua cinase associada CDK9)
atua aumentando a taxa de extensdo da RNA polimerase Il por hiperfosforilagcdo da
regido carboxiterminal. A interrupcao da transcricao é resultado do recrutamento de
fatores celulares negativos de alongamento como DSIF [5,6-dicloro-1-B-D-
ribofuranosilbenzimidazol (DRB) sensitivity inducing factors] e NELF (negative
elongation factor) (revisado por KILARESKI et al., 2009).

Durante a fase transcricional a RNA polimerase Il ir4 transcrever o genoma
proviral em RNAm viral e no caso do HIV é modificado para receber, ainda no ndcleo,
o cap de 7-monometil-guanosina na extremidade 5’ e uma cauda poliadenilada (poli-
A) na extremidade 3’, tais modificagbes sao fundamentais pois permitem que o RNAm
viral seja reconhecido, como um RNAmM da célula eucaridtica, pela maquinaria
ribossémica do hospedeiro. O RNAm viral completo sera traduzido levando a sintese
das poliproteinas estruturais Gag e varias enzimas virais, além de RNAg (genémico)
para constituir o RNA de novas particulas virais. Todavia na fase inicial o RNAm viral
completo sera totalmente processado em um fenbmeno conhecido como splicing, isto

€ realizado por enzimas celulares levando a formacdo de diversos transcritos
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diferentes que servirdo de molde para sintese de proteinas regulatérias da transcri¢ao
viral tat, rev e uma proteina acessoria nef, essas proteinas sdo expressas somente no
inicio da fase transcricional enquanto as demais proteinas acessérias sao sintetizadas

na fase tardia assim como as proteinas estruturais (KILARESKI et al., 2009).

A proteina tat depois de traduzida volta para o nucleo aumentando a taxa
transcricional da RNA polimerase Il a partir do LTR (KILARESKI et al.,, 2009). A
proteina rev (regulator of expression of viral proteins) apresenta capacidade de
translocar-se entre 0os compartimentos citosdélico e nuclear transportando aqueles
RNAm virais que contém a regido conhecida como RRE (rev responsive element) para
posterior exportacdo citosoélica. Os RNAmM que contém RRE sdo os RNAmM completos
(sem sofrer splicing) e RNAm parcialmente processados (que sofreram menos de 4
eventos de corte de introns e juncado de éxons), esses Ultimos transcritos quando
traduzidos produzirdo as demais proteinas acessorias vif, vpr, vpu (ou vpx no HIV-2),
assim como a poliglicoproteina 160 (Env) que apos clivagem enzimatica originara a
gp120 e gp4l. E devido a acdo da proteina viral rev que é possivel garantir uma
exportacao citosolico rapido o suficiente para evitar o splicing e isso levara a
expressdo das proteinas estruturais (clivagem de poliproteinas precursoras) e
acessorias (vif, vpr, vpu ou vpx) (proteinas de fase tardia), marcando o inicio da fase
tardia da transcricdo viral (FERNANDES et al., 2012; KNIPE et al., 2001; SHERPA et
al., 2015).

A fase tardia é a etapa do ciclo de replicacdo do HIV que compreende a sintese
das proteinas acessorias e estruturais assim como também as etapas finais do ciclo
replicativo de automontagem envolvendo as proteinas estruturais, envolve o
brotamento das particulas virais, além do processamento e maturacdo (por acao da
protease viral) destas particulas que passam a se tornar virions. A montagem assim
como o brotamento e inicio da maturacao viral ocorrem na proximidade da membrana
plasmatica, todavia a maturagao viral tem seu término somente apos saida da célula
hospedeira (SUNDQUIST & KRAUSSLICH, 2012).

A montagem inicia-se apds a transcricdo de RNAm caracteristicos da fase
tardia que aparece no final da fase inicial e se constituem de RNAmM completos ou
minimamente processados. Este RNAm viral completo servira de molde para sintese

das poliproteinas precursoras posteriormente clivadas (poliproteina Gag (p55) e Gag-
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Pol (p160), poliglicoproteina gpl160) e proteinas acessorias virais, aléem de RNAg
(gendmico) para constituir o RNA de novas particulas virais. A montagem tem seu
inicio na clivagem das poliproteinas pela protease viral que € liberada em um processo
de autocatalise da Gag-Pol (TANG et al., 2008).

A clivagem de Gag e Gag-Pol é realizada pela protease viral durante o
amadurecimento. A poliproteina Gag (p55) quando clivada liberara as proteinas da
matriz (MA), capsideo (CA), peptideos espacadores (SP1 e SP2), nucleocapsideo
(NC) e peptideo p6 (importante para rompimento do HIV da célula hospedeira). A
poliproteina Gag-Pol (p160) quando clivada dara origem as mesmas proteinas vistas
na poliproteina p55 acrescido das enzimas integrase (IN), transcriptase reversa (TR)
e protease (PR) (FANALES-BELASIO et al., 2010). A poliglicoproteina gpl160 é
sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) onde sera glicosilada e inserida
no limen do reticulo endoplasmético (RE) e transportada para o complexo de Golgi
local onde ocorrera a clivagem por uma enzima celular furina-like gerando a gp120 e
a gp4l que sédo transportadas para a membrana celular do hospedeiro onde se
encontram as demais particulas virais (HALLENBERGER et al., 1992). Na fase tardia
ainda temos RNAm parcialmente processados que originam proteinas acessoérias e
regulatorias que afetam a replicacdo do HIV de diferentes formas, garantindo a
‘segurancga’ de seu ciclo. O RNAm completo que da origem a Gag e Gag-Pol também
€ o préprio genoma viral, no caso do HIV duas fitas do RNAm de 9kb se unem na
extremidade 5’, constituindo um dimero de RNAg viral, o RNAm que da origem a
gp160 € um RNA subgenbmico parcialmente processado (mono splicing) (KNIPE et
al., 2001). E importante lembrar que todo processo de maturacdo, apesar de iniciar
antes do brotamento, devera ser concluido imediatamente apds a saida da particula
viral da célula hospedeira (KNIPE et al., 2001; SUNDQUIST & KRAUSSLICH, 2012).

O acumulo de particulas virais sendo montadas na regidao em proximidade com
a membrana plasmética provoca uma deformacdo na mesma que marcara o inicio do
processo de brotamento viral consequente da interagdo de particulas virais como a
vpu e componentes celulares da maquinaria secretoria. A vpu forma canais ibnicos na
membrana do hospedeiro mediando a saida do HIV (DAMME et al., 2008). Ao sair, 0
virus leva consigo uma por¢cdo da membrana plasmatica da célula hospedeira
contendo as glicoproteinas de seu novo envelope (gp120 e gp4l) (LAZZAROTTO et
al., 2010).
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O resultado do amadurecimento é a formac&do do virion, particula viral
completa. O principal constituinte do HIV é o Gag que corresponde a
aproximadamente a 50% da massa viral, o envelope corresponde a aproximadamente
a 30% de sua massa, outras proteinas virais e celulares correspondem a
aproximadamente a 20% e 2.5% correspondendo ao RNA gendmico e outros RNAs
como por exemplo o RNAt que apresenta funcao de primer para acao da TR na etapa
de transcricéo reversa. O virion apresenta 2 copias de RNA gendmico senso positivo
(diploide), RNAt como primer, proteinas do envelope, poliproteina Gag, integrase,
protease e transcriptase reversa (SUNDQUIST & KRAUSSLICH, 2012).

1.6Patogénese

O alvo primério do HIV séo os linfocitos T CD4* (LT CD4*) e a infeccédo dessas
células e sua profunda deplecédo € o efeito mais marcante da infeccdo. O CD4 é
expresso na superficie de linfécitos T, mondcitos, macréfagos e células dendriticas.
Além do CD4 é fundamental a presenca de um co-receptor para 0 virus, que séo
receptores de quimiocina para adsorcdo e penetragdo e consequentemente
estabelecimento da infec¢éo, sdo eles; CCR5, CXCR4. O CCR5 € expresso em niveis
elevados nos linfécitos T de memadria mas nédo em linfcitos T virgens, enquanto que
0 CXCR4 é expresso em ambos. O CCR5 também encontra-se presente em
macrofagos e células dendriticas. O alvo preferido do HIV séo os linfocitos T ativados
(BELL & NOURSADEGHI, 2017; DEEKS et al., 2015; ENGELMAN & CHEREPANOV,
2012).

O HIV-1 transmitido e presente no inicio da infeccéo é conhecido como fenétipo
HIV-1 R5 ou HIV M-trépico, uma vez que o CCR5 esté presente em células mieloides,
células T periféricas e subgrupos de células T helper, por sua vez o HIV-1 com
afinidade pelo co-receptor CXCR4 é denominado como HIV-1 X4 ou HIV T-tropico e
representa um fendtipo mais tardio aparecendo em fases mais avancadas da doenca
(embora ocasionalmente possa estar envolvido em fases iniciais), 0 CXCR4 se

encontra presente primariamente em células T (TERRASSE et al., 2017).
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A porta de entrada para inicio da infeccao é a superficie mucosa, a maioria das
infeccbes acontecem nesta via e a principal forma de transmissao de mucosas ocorre
via sexual. Estudos em patogénese sdo feitos principalmente em primatas nao
humanos infectados pelo SIV e em individuos humanos conhecidos como
controladores de elite (CE). Estudos mostram que o SIV € capaz de atravessar a
barreira de mucosa e estabelecer infeccdo dentro de 60 minutos, isso pode ocorrer
mesmo com a mucosa integra via células dendriticas conhecidas como células de
Langerhans (LCs), ainda que estas (LCs) ndo expressem CD4* ou CCR5 todavia elas
apresentam fatores de adeséo viral como CDla e um grande numero de receptores
lectina tipo C dependentes de manose (mannose-dependent C-type lectin receptors -
MLCRs). Uma vez “capturado” o destino sdo os LT CD4* localizados principalmente,
levando em consideracdo o sitio anatdmico vaginal, nas camadas mais basais do
tecido escamoso. A esse processo de infeccdo via célula dendritica dar-se o nome de
transinfeccao de linfécitos T (Figura 6) (WILEN et al., 2012; XU et al., 2013).
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Figura 6 Modelo de transifeccao de linfécitos T CD4+ mediada por células dendriticas. Adaptado de
WILEN et al., 2012
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Apoés infeccdo dos LT CD4*, o virus passa a ser replicado em grande
quantidade nos linfonodos caindo na corrente sanguinea e entdo disseminando para
os demais érgaos do corpo e tecidos linfoides em poucos dias apés infeccao, sendo
estes 0s principais sitios acometidos e responsaveis pela manutencéo da replicacéo
viral e disseminacdo do virus no hospedeiro. Os linfonodos s&o considerados
“santuarios de replicagdo” devido a grande oferta de células alvo para o HIV
(transmisséo cell-cell) e por ser um compartimento biologico de maior dificuldade para
difusdo dos antirretrovirais (BELL & NOURSADEGHI, 2017; DEEKS et al., 2015).

Além disso, todos os pacientes, tratados ou ndo, apresentam, mais cedo (ainda
em estagios iniciais de infeccdo) ou mais tarde, danos histolégicos nestas estruturas
por fibrose. Ao longo do tempo da patogénese viral, os danos histolégicos acumulados
inutilizam os linfonodos para realizacdo do seu exercicio fisioldgico de combate a
infec¢des por consequéncia de uma gradativa perda de linfécitos T CD4* virgens (LT
CD4* naive). O mecanismo de dano por deposicdo de coladgeno ocorre por resposta
das células T regulatérias (LTreg) a intensa e persistente ativacdo nos linfonodos
tendo a presenca do HIV como causa, 0 aumento de producao de procolageno ocorre
via fator de crescimento 3 (transforming growth factor-8 / TGF-31) em fibroblastos dos
tecidos linfoides levando ao acumulo de componentes fibrilares que por sua vez
inviabilizard o acesso dos LT CD4* a fatores de sobrevivéncia como IL-7 produzido na
rede de células reticulares fibroblasticas levando assim a ativacdo de mecanismos de
apoptose com deplecdo das células T. Tal dano inicia-se aos poucos desde o estagio
inicial da infeccdo onde histologicamente observa-se uma hiperplasia folicular que
involui gradaticamente. Dessa forma o dano histologico por fibrose, resultado da
ativacdo imunoldgica continua, juntamente com o proprio dano citopatico viral assim
como mecanismos indiretos como inducédo da apoptose que acompanha a ativagao
imune cronica persistente associado as infec¢des por HIV-1 e SIV representam alguns
dos meios pelos quais ocorre uma deplecdo gradativa da atividade imunolégica e
perda da funcionalidade das células imunoldgicas que podera levar a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (ESTES et al., 2007; ZENG et al., 2011).

Apbs contato com o HIV e o estabelecimento da infeccdo o hospedeiro entra
em uma fase de incubacdo que compreende o periodo até duas semanas do contato
inicial. Durante esta fase o virus inicia a sua replicagcdo e comeca a se expandir do

sitio inicial de infeccdo para vérios tecidos e 6rgdos que poderdo servir de sitios
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replicativo. Nesta fase néo € possivel deteccao da viremia assim como néo € possivel
avaliar qualquer resposta imunoldgica contra o HIV, sinais e sintomas. Entre a
segunda e a quarta semanas o hospedeiro entra na fase aguda da infeccdo, onde a
maior parte dos individuos apresentara alguma forma de manifestagao clinica e todos,
com excecao dos controladores de elite, apresentardo elevada viremia (BECERRA et
al., 2016; COFFIN & SWANSTROM, 2013).

Durante a fase aguda atinge-se um pico do RNA viral no sangue do hospedeiro
da ordem de 107 cépias por mililitro de sangue, que coincide com os sinais e sintomas
anteriormente descritos. Existe uma forte e estabelecida correlacdo de que o risco de
transmissao na fase aguda é elevado e preocupante (COHEN, 2007), e uma vez que
as manifestacdes clinicas do HIV sdo inespecificas sempre existirA o risco da
negligéncia. Estudos em casais heterossexuais apontam que o risco de infeccdo mais
que triplica quando a carga viral atinge patamares entre 2.6 — 3.5 logio cépias a 3.6 —
4.0 logio copias do RNA viral, o risco praticamente dobra novamente entre 3.6 — 4.0
logio € concentragdes maiores que 4.6 logio copias de RNA viral (QUINN et al., 2000).
A severidade dos sintomas esta relacionada ao pico da viremia na fase aguda, que
poderia ser usado como um parametro preditivo de evolugdo para AIDS. Um dos
marcadores utilizados € o de morte programada 1 (Programmed death 1 / PD-1),
niveis elevados deste marcador sinalizam uma subpopulacdo de LT CD8*
disfuncionais para o HIV com capacidade reduzida de producdo de citocinas e de
proliferacdo (DAY et al., 2006; TRAUTMANN et al., 2006).

A fase cronica ou fase de laténcia clinica € um periodo longo que pode se
estender entre 1 a 20 anos ou mais e inicia apds um decaimento em até 100 vezes da
carga viral da fase aguda por acédo do sistema imune via linfocitos T CD8 citotoxicos
especificos para o HIV (CTLs), porém assim como a resposta inata a resposta
imunoldgica adaptativa (humoral e celular) ndo conseguira impedir o avanco da
infec¢do nos individuos nédo tratados. O decaimento produz um platdé conhecido como
“viral set point”’. Individuos progressores rapidos da doenca apresentam um elevado
pico de viremia na fase aguda e um alto viral set point na fase crénica, sendo esta
condicéo determinado tanto por caracteristicas do hospedeiro como do virus. Estudos
mostram, a partir da abordagem filogenética comparativa, que mais da metade das
variacdes no viral set point sdo atribuidas ao gendtipo viral e, portanto, pode ser
herdada na cadeia de transmisséo (ALIZON et al., 2010; FRASER et al., 2014). Alguns
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poucos individuos conseguem manter um baixo viral set point mesmo na auséncia de
farmacos antirretrovirais, podendo chegar a ser indetectavel por metodologias
moleculares. A esses da-se o nome de controladores virémicos, que juntamente com
os controladores de elite (carga viral indetectavel) formam o grupo de controladores
do HIV e sdo de grande interesse para comunidade cientifica. Durante esta fase os
individuos encontram-se assintomaticos. Com o passar do tempo de infeccdo, o
decaimento progressivo dos LT CD4* e com o aumento da disfuncionalidade do
sistema imunoldgico, a carga viral ira lentamente aumentar e isso podera se agravar
desencadeando uma profunda imunodeficiéncia de elevado indice de mortalidade
(DEEKS et al., 2015).

A caracteristica marcante da infeccao pelo HIV é a deplecdo dos LT CD4* e
ISSO ocorre por diversos mecanismos sendo isto ainda motivo de muita investigagao.
Alguns mecanismos séo; efeitos citopaticos do proprio virus, todavia esse efeito
sozinho é incapaz de justificar a deplecdo global destas células, em especial na
infeccdo cronica, produtos transcritos reversos incompletos e proteinas inflamatérias
do proprio HIV séo liberados no sangue provocando uma intensa resposta inflamatéria
com mortes de células ndo infectadas (DOITSH & GREENE, 2016), além disso o HIV
afeta a capacidade de renovacao dos LT CD4" por intermédio de danos no arcabouco
histolégico dos linfonodos (ZENG et al., 2011), em células tronco, por estimulacao
excessiva do sistema imunolégico provocado pelo virus que acelera o processo de
deplecédo destas células. Quando a diminuicdo dos LT CD4* atinge um patamar entre
350 — 200 ou <200 células por mililitro cubico de sangue, o individuo entra na fase
AIDS e sua homeostasia passa a ser constantemente perturbada por diversos

patégenos oportunistas, além de reativar infec¢des latentes adquiridas durante a vida.
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1.7Manifestacdes clinicas

As manifestacdes clinicas da infeccao por HIV, assim como em muitas outras
infec¢cdes virais sdo, via de regra, inespecificas e por isso podem ser negligenciadas
e 0s pacientes ndo corretamente diagnosticados. Durante a fase aguda da infec¢éo
(duas — quatro semanas ap0s infeccao) as manifestacdes clinicas sao descritas como
flulike ou mononucleoselike (como um quadro gripal ou quadro semelhante aquele
visto na mononucleose infecciosa, respectivamente), sdo autolimitadas (tendendo a
desaparecerem apdés duas — trés semanas de inicio do quadro sintomatico) e ocorrem
devido a massiva liberacdo de citocinas (cytokine storm). Essa liberagcdo macica ndo
€ regra e ira variar de individuo para outro a depender da intensidade da resposta
imunoldgica, porém a maioria dos infectados (50-90%) apresentardo algum grau das
manifestacdes clinicas que incluem febre, mialgia, artralgias, linfadenopatia, faringite,
diarreia com perda de peso e rash cutaneo maculopapular, sudorese noturna,
ulceracdes orais, anais e/ou genitais (COFFIN & SWANSTROM, 2013; LIOVAT et al.,
2012; PAIARDINI & MULLER-TRUTWIN, 2013; PINCUS et al., 2003).

Das manifestacdes clinicas citadas a mais frequente é a febre, podendo estar
presente em até 90% dos casos, com uma média de 38.9°C (PINCUS et al., 2003).

A severidade das manifestacdes clinicas na fase aguda esta correlacionada a
rapida progressao da doenca, com decréscimo de subpopulac¢ées linfocitarias T CD4*,
elevacdo de ativacao de linfocitos T CD8* e elevagédo da carga viral. A carga viral
juntamente com a contagem de linfocitos T CD4* sdo os marcadores laboratoriais mais
utilizados para acompanhamento da progresséo da doenca. Alguns estudos mostram
gue outros biomarcadores podem ser utilizados para evidenciar uma rapida
progressao cuja relacdo seria compativel com a severidade das manifestacdes
clinicas. Os pacientes que apresentam maior severidade das manifestacdes clinicas
apresentam perfil inflamatorio diferente e apresentam progressao rapida, um desses
biomarcadores seria 0s niveis da proteina-10 induzida por interferon (IP-10) na fase
aguda das manifestacbes clinicas. Esses pacientes progressores também
apresentardo a elevacao de outros marcadores de progressao como PD-1 (marcador
de exaustdo imunologica), CD57 (marcador de senescéncia imunologica), e seus

linfécitos T CD8* com frequéncia expressam marcadores de ativagcdo como CD38 e
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HLA-DR que se relacionam com a carga viral nesses pacientes (LIOVAT et al., 2012,
PAIARDINI & MULLER-TRUTWIN, 2013).

Apés a fase aguda o individuo infectado entra na fase de ‘laténcia’ (1-20 anos
apos infeccao) ou fase assintomatica, todavia apesar da sugestdo que o0 home nos
leva a pensar o virus continua a se replicar nos linfonodos, € um periodo longo de
anos até culminar na fase de AIDS. Durante esta fase ndo ocorrem manifestacdes
clinicas e o paciente ndo diagnosticado na fase inicial da infeccdo desconhece seu
status de infec¢céo e apresenta-se assintomatico (COFFIN & SWANSTROM, 2013).

Apébs anos de infecgdo os individuos ndo tratados encaminharédo para a fase
de AIDS onde ocorrem extensas manifestacées clinicas oriundas de infeccbes
oportunistas ocasionadas pelo colapso imunoldgico provocado por anos de infeccao
ativa do HIV. A diarreia é uma caracteristica marcante desta fase de transicdo
assintomatica-AIDS. O quadro inflamatério nessa fase cursa com manifestaces
neurolégicas com perda de neurdnios por apoptose, mostrando uma relacéo estreita
entre AIDS e deméncia (AIDS dementia complex - ADC), estas manifestacdes clinicas
neuroldgicas consistem na perda de memoaria, confusdo mental, depressao, alteracéo
da fala, visdo e equilibrio. Além das manifestacbes neuroldgicas, ocorrem outras
manifesta¢des clinicas oriundas de anos de inflamacéo de diferentes 6rgéaos, gerando
manifestacdes clinicas ndo infecciosas como € o caso da nefropatia e miocardiopatia.
As manifestacdes clinicas classicas da AIDS incluem também infeccdes oportunistas
oriunda de fungos, protozoarios, bactérias ou outros virus, e neoplasias. As infec¢des
oportunistas mais comuns na AIDS s&o; pneumonia por Pneumocystiss jirovecii
(outrota P. carinii), tuberculose atipica ou disseminada, toxoplasmose, candidiase
oroesofagica, criptococose, citomegalovirose, histoplasmose e infeccdo por
Mycobacterium avium. As neoplasias mais comuns séo sarcoma de Kaposi, linfoma
nao Hodgkin (LNH), cancer de colo uterino, linfoma primério cerebral (LPC), neoplasia
anal e cancer cervical invasivo. Na auséncia da terapia antirretroviral a taxa de
mortalidade da AIDS esta acima de 95% (SAKSENA et al., 2010).
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1.8Terapia antirretroviral

O isolamento do HIV em 1983 foi o ponta pé inicial para a busca de farmacos
gue proporcionassem a cura ou controle da infeccdo. Apesar da escassez de
conhecimento sobre a patogénese e a historia da infeccéo pelo HIV durante a década
de 80, o primeiro farmaco antirretroviral foi viabilizado ainda nessa década apds um
rapido processo, de responsabilidade da Food and Drug Administration (FDA/EUA),
para disponibilizar seu uso. A Zidovudina ou azidotimidina (AZT) foi anunciada em 20
de marco de 1987 e considerado um marco inicial da era dos antirretrovirais (ARVS).
Antes dos ARVs o tratamento se limitava apenas as doencas oportunistas que
acometiam os individuos com AIDS, uma vez que nado havia tratamento especifico
para a infeccéo pelo HIV (ARTS & HAZUDA, 2012; PAU & GEORGE, 2014; STYRT
et al., 1996).

Com uma maior elucidacédo do ciclo replicativo do HIV nos LT CD4* foi possivel
o desenvolvimento de novos ARVs que possibilitavam limitar o ciclo replicativo viral
no hospedeiro em uma determinada etapa. Com o surgimento de novos farmacos e
novas combinacgdes surge a terapia antirretroviral combinada (TARVc), substituindo a
monoterapia (AZT) e terapia dupla inicial com a didanosina (AZT + ddl). Em 1996, com
advento de mais ARVs e o0 surgimento da classe dos inibidores de protease
caracteriza um grande avanco na terapéutica do HIV, um novo esquema conhecido
como terapia antirretroviral altamente ativa (HAART - Highly Active Antirretroviral
Therapy) (ARTS & HAZUDA, 2012). A partir da HAART, a infeccdo pelo HIV passa a
ser considerada de carater cronico e controlada. O esquema terapéutico foi
considerado o primeiro a promover supressdo da viremia a niveis indetectaveis,
melhora na contagem de células CD4* e um impacto positivo da sobrevida dos
pacientes (JUNIOR & ITSUKO, 2018; PAU & GEORGE, 2014). Ainda neste mesmo
ano o Brasil através da Lei 9.313, de 13 de novembro de 1996, passa a disponibilizar
de forma gratuita e universal a TARV (BRASIL, 1996). Nessa mesma época, 0 pais ja
apresentava aproximadamente 23.661 casos de AIDS (BRASIL, 2017).

Os objetivos da TARV séo: a) reduzir a carga viral a niveis indetectaveis; b)
restaurar ou manter (evitar decaimento) a funcéo imunologica mediada pelos LT CD4%;

c) prolongar a sobrevida e oferecer qualidade de vida as pessoas vivendo com
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HIV/AIDS (PVHA); d) reducdo da transmissibilidade do HIV. A TARV é vitalicia e
nenhum esquema terapéutico, até os dias de hoje, é capaz de erradicar
definitivamente o HIV do hospedeiro e o abandono ou ma adesao da terapia levara
rapidamente ao efeito rebote viral com potencial selecdo de mutacdo de resisténcia
com consequente decaimento dos LT CD4* que podera levar o individuo infectado ao

estagio AIDS caso nao ocorra o resgate terapéutico (DHHS, 2019).

Farmacologicamente a TARV pode ser dividia em seis classes: inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideos e nucleotideos (ITRN/ITRNt)
(impedimento da transcricdo reversa do RNA gendmico viral); inibidores da
transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN) (impedimento da
transcricdo reversa do RNA gendmico viral por inibicdo alostérica da TR); antagonista
do correceptor CCR5 (adsorcéo e entrada); inibidor de fusdo (fusdo de membranas);
inibidores da integrase (INI) (impede a inser¢cdo do cDNA ao genoma humano);
inibidores da protease (IP) (impedimento da maturacao viral) (BECERRA et al., 2016;
NACHEGA et al., 2014). No Brasil, atualmente, existem 22 medicamentos ARVs, em
38 apresentagdes farmacéuticas (BRASIL, 2018a).

Estudos estdo sendo desenvolvidos para mais uma possivel nova classe de
ARV, os inibidores da RNase H da TR, dentre as quatro atividades enzimaticas do
HIV-1 (protease, TR polimerase, TR RNase H e integrase) somente a RNase H néo
possui ARVs especificos para atuacdo nesse sitio enzimatico. Em estudos de
avaliacdo esses inibidores mostraram-se especificos contra a TR do HIV-1, ndo
atuando na RNase H2 humana nem na RNase do vetor utilizado nas pesquisa
(Escherichia coli RNase HI) (BOYER et al., 2018). O surgimento de novas classes
farmacoldgicas aumenta o repertorio de opcdes para resgates terapéuticos em

pacientes com virus multiresistentes.

Um novo farmaco, aprovado em 2018 pela FDA nos EUA, sera utilizado para
tratamento da infeccdo pelo HIV-1 em pacientes multirresistentes a outros ARVs
(FDA, 2018). O novo antirretroviral, Ibalizumab, pertence a classe dos inibidores de
entrada, todavia se prop6e ndo somente a interagir com o CCR5 (Maraviroc) mas
também com a molécula CD4 por intermédio de anticorpos monoclonais (MAbs). O
MADb é capaz de promover uma alteragdo conformacional no CD4 e impedir a entrada
do virus na célula hospedeira. Segundo estudo, a interagdo com o CD4 humano nao
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interfere no funcionamento normal da célula T nem em sua interacdo com o MHC de
classe Il. O novo inibidor de entrada apresenta-se como isento de toxicidade (IACOB
& IACOB, 2017). A tabela 2 lista alguns exemplos de farmacos para cada classe.

Tabela 2 - Classe farmacolégica, exemplos de farmacos e seu mecanismo de acao.

analogos de
nucleosideos e

nucleotideos

(ITRN/ITRNt)

Didanosina (ddl);
Lamivudina (3TC);
Tenofovir (TDF);
Zidovudina (AZT)

Classe farmacoldgica ARV Mecanismo de acao
Os ARVs desta classe
- _ inibem a transcrigéo
Inibidores da TR Abacavir (ABC);

reversa por acao
competitiva com os
nucleosideos naturais,
promovendo o término
precoce da sintese do
DNA pro-viral.

Inibidores da TR néo
analogos de
nucleosideos (ITRNN)

Efavirenz (EF2);
Nevirapina (NVP);
Etravirina (ETR)

Os ARVs desta classe
inibem a sintese de DNA
pré-viral por atuacao
direta na regiao
hidrofobica da TR,
promovendo inibicdo

alostérica de sua funcao

Inibidores da protease

(IP)

Atazanavir (ATV);
Darunavir (DRV);
Fosamprenavir (FPV);
Lopinavir (LPV);
Nelfinavir (NFV);
Ritonavir (RTV);
Saquinavir (SQV);
Tipranavir (TPV)

Os ARVs desta classe
agem interagindo
diretamente com o sitio
catalitico da protease do
HIV-1, impedindo a
clivagem da poliproteina
viral, interferindo na
maturidade viral e

infectividade




Inibidores da integrase
(INI)

Dolutegravir (DTG);
Raltegravir (RAL)

Os ARVs desta classe
bloqueiam a enzima
integrase catalisando
formacéao de pontes
covalentes entre o DNA
do hospedeiro e 0 DNA
viral, impedindo a
integracdo do DNA viral
ao cromossomo do

hospedeiro.

Antagonista do
correceptor CCR5;
Antagonistas CD4 e
gp120

Maraviroc (MRV)

Ibalizumab

O Maraviroc liga-se
seletivamente ao CCR5
bloqueando a interacao

da gp120 do HIV no
CCR5 da membrana da

célula hospedeira,
impedindo a entrada do
virus. Utilizado somente
apos teste de tropismo

viral.

O Ibalizumab liga-se
seletivamente ao CD4

da célula hospedeira
promovendo alteragdes

conformacionais.

Inibidor de fusao

Enfuvirtida (T20 ou ENF)

Este ARV mimetiza a
fracdo HR1 (heptad-
repeat) da gp41,
ligando-se e ocupando
espaco na fragcdo HR2
gue se fixa no envelope

viral, bloqueando o
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mecanismo de zipagem’

ou fusdo de membranas.

ALBUQUERQUE, 2016; PAU & GEORGE, 2014

O inicio do tratamento devera ser feito da forma mais precoce possivel segundo
as diretrizes atuais da OMS, independentemente de parametros laboratoriais. O
Brasil, desde dezembro de 2013, através de seu Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) recomenda o inicio precoce para todas as PVHA
independentemente do seu estagio clinico e/ou imunoldgico ou idade, sendo as Unicas
recomendacdes observadas aquelas que dizem respeito ao esclarecimento e
transparéncia onde o paciente devera ser informando quanto aos beneficios e
possiveis riscos da TARV. Além disso o individuo infectado devera ser fortemente
motivado e preparado para este tratamento devendo a sua autonomia ser sempre
respeitada, ndo podendo, portanto, ocorrer qualquer tipo de coercédo para inicio da
TARV (BRASIL, 2018a). Os estudos START (DANEL et al., 2015), TEMPRANO
(GEFFEN et al.,, 2015), CHER (VIOLARI et al., 2008) tém apresentado fortes
evidéncias em demonstrar maiores beneficios na reducao da morbimortalidade para
pacientes cujo inicio do tratamento € realizado precocemente como a diminuicao do
risco de transmissao, reducao de locais que serviriam como reservatorios latentes do

HIV além da minimizacao do dano imunolégico ocasionado pelo virus.

No Brasil o Ministério da Salde preconiza como terapia inicial para adultos a
incluséo de combinacdes de trés ARVs (dois ITRN/ITRNt com um ARV de outra classe
(IRNN, IP ou INI)), sendo o esquema preferencial a lamivudina (3TC) e tenofovir (TDF)
associado com o dolutegravir (DTG). Pacientes apresentando coinfec¢cdo TB-HIV e
mulheres com possibilidade de engravidar ou gestantes assim como qualquer outra
contraindicacdo devem ser avaliadas individualmente para mudanca da escolha do

farmaco no esquema preferencial (BRASIL, 2018a).

No caso das criancas e adolescentes o PCDT infantil preconiza também a
utilizacdo de trés ARVs, sendo dois ITRN/ITRNt, mais um terceiro ARV, a depender
da faixa etaria ou qualquer possivel outra contraindicacdo, de classe farmacologica
diferente, IP, INI ou ITRNN. A genotipagem pré-tratamento € obrigatoria para todas as

criangas e adolescentes que iniciardo a TARV, além destes também séo inclusas as
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gestantes infectadas, pessoas que tenham se infectado com parceiro (atual ou
pregresso) em uso de TARV (casais sorodiferentes) e individuos apresentando
coinfeccao TB-HIV (BRASIL, 2018b). Assim como nos adultos, as criancas devem
iniciar o tratamento imediato assim que possivel. As criancas apresentam evolucao
mais rapida quando néo tratadas. Preferencialmente o tratamento deve iniciar com a
maior contagem de LT CD4* possivel para maximizar os beneficios conforme
apresentado por varios estudos onde fora evidenciado aumento da recuperacéo
imunologica quando comparados a grupos de tratamento precoce versus aquelas
criancas de inicio tardio com baixa contagem de LT CD4* (PATEL et al., 2009;
PUTHANAKIT & SIBERRY, 2013; SHIAU et al., 2013).

Segundo dados do relatério de monitoramento clinico do HIV de 2017, no ano
de 2016 haviam aproximadamente 830 mil pessoas vivendo com HIV (PVHIV) no
Brasil. O Brasil aderiu ao programa proposto pela UNAIDS (Programa Conjunto das
Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS), referente a meta 90-90-90 para 2020. Esta meta
guando alcancada, a nivel global, criara as condicbes necessarias para o fim da
epidemia de AIDS até 2030. Quanto a esta meta, o Brasil encontra-se em 84-72-91,
ou seja, estima-se que 84% das PVHIV no Brasil conhecem seu status e foram
diagnosticadas, 72% estariam sob cobertura da TARV com 91% apresentando CV
suprimida (indetectavel). Na figura 7 € possivel observar os avancos do pais (BRASIL,
2017b; UNAIDS, 2018c).

Status do alcance das metas 90-90-90. Brasil, 2016.
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Figura 7 - Meta 90-90-90. Brasil, 2016 (Fonte: MS/SVS/DIAHYV).
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1.9Marcadores genéticos de resisténcia aos ARVs

Com o0 avango da terapia farmacoldgica dos ARVs a supressao virologica
tornou-se possivel mesmo em pacientes apresentando histérico de falha terapéutica
a varios esquemas de ARVs. Todavia, a aquisicao e a transmissao de resisténcia do
HIV as drogas tém sido, insistentemente, dois grandes obstaculos para o sucesso da
terapia e a tdo almejada supresséo viroldgica (TANG; SHAFER, 2012). Os individuos
que se infectam com cepas virais resistentes (Resisténcia Transmitida — RT)
apresentam menos opc¢Oes de tratamento e maiores riscos de mortalidade e
morbidade. O rastreamento molecular epidemiologico de linhagens resistentes aos
ARVs é de suma importancia para um tratamento mais especifico no qual proporcione
supressao viroldgica, menor risco de transmisséo e qualidade de vida para as PVHA,
para isso € preciso conhecer os marcadores genéticos de resisténcia (PALELLA et al.,
2009).

1.9.1 Testes de Resisténcia e Fatores Biolégicos para Resisténcia aos
Antirretrovirais

Os testes realizados para avaliacdo da resisténcia sdo os procedimentos de
genotipagem e fenotipagem sendo o primeiro mais utilizado na pratica. Os testes de
resisténcia fenotipica evidenciam o “comportamento” do virus em meio a cultura na
presenca do farmaco ARV onde é verificado a concentracdo inibitoria (Cl) para
inibicdo do HIV in vitro verificando assim a susceptibilidade frente ao farmaco,
enquanto que testes de resisténcia genotipica evidenciam a determinacdo de
mutacdes diretamente no gene do HIV podendo prever as mudancas no fenoétipo viral
em relacao a resisténcia aos ARVs (DIAZ, 2011). Os testes de fenotipagem viral sdo
mais caros, mais demorados e tecnicamente complexos apesar da facil interpretacéo
e possibilidade de resultados quantitativos. Por sua vez os testes de genotipagem
apresentam menor custo e tempo de execucdo, porém apresentam menor
sensibilidade em variantes minoritarias do HIV (<20%) (RAMOS, 2016).

O Ministério da Saude implementou no Brasil a Rede Nacional de Vigilancia de

Resisténcia aos Antirretrovirais que monitora os resultados obtidos dos exames de
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genotipagem disponivel no Sistema Unico de Satde (SUS) em sua Rede Nacional de
Genotipagem (Renageno). A genotipagem pode ser realizado antes e/ou durante a
TARV. A genotipagem pré-tratamento é indicada para pessoas que tenham sido
infectadas por parceiro (atual ou pregresso) em uso de TARV (casais sorodiferentes);
gestantes infectadas pelo HIV; criancas infectadas pelo HIV; individuos com
coinfeccdo TB-HIV. A genotipagem pés-tratamento somente € realizada apés
constatacao de falha da supresséo virologica a qual consiste em CV detectavel (>500
copias/mL) apds seis meses do inicio ou modificacdo da TARV e nos individuos com
CV detectavel (>500 cépias/mL) em TARV que mantinham CV indetectavel (BRASIL,
2018a).

O principal fator na variabilidade do HIV-1 é a capacidade do surgimento de
subpopulag¢des do virus, relacionadas entre si, no mesmo individuo infectado, a isto
dar-se o termo quasispecies. Modelos matematicos tém mostrado que individuos ndo
tratados sdo capazes de oferecer condi¢cdes para replicacdo de 101° virions por dia,
resultando em incontaveis variantes virais. In vitro o HIV-1 apresenta uma capacidade
replicativa maxima de aproximadamente 180 geracdes por ano, tal complexidade
ainda é acrescida pela possibilidade do surgimento de virus recombinantes, seja do
mesmo subtipo ou subtipos diferentes. A diversidade genética do HIV-1 amplia a cada
dia principalmente nos individuos fora da cobertura da TARV (WHITNEY et al., 2011).

Os motivos que levam a grande heterogeneidade da populacéo viral se dao
pelo fato do HIV-1 ser um virus RNA com elevada taxa de mutacéo, aproximadamente
10 nucleotideos por ciclo de replicacdo. As mutagGes podem ocorrer em trés fases
da replicacao retroviral: (1) quando o RNAm ¢é transcrito a partir do provirus pela
polimerase Il do RNA dependente de DNA do hospedeiro, (2) quando o genoma do
RNA viral é transcrito de forma reversa pela transcriptase reversa (TR), ou (3) quando
0 provirus é copiado pela polimerase do DNA do hospedeiro juntamente com o0s
demais genes da propria célula (expansdo clonal em processo de mitose). A
polimerase do hospedeiro néo justificaria a grande diversidade genética viral uma vez
que tal enzima apresenta maior fidelidade (com uma baixa taxa de 10° e 10712
mutacao/pb/por ciclo o que torna sua contribuicdo ndo tdo importante) quando
comparada a TR cuja habilidade de proofreading (atividade exonuclease 3-5’)
encontra-se ausente, além de outras caracteristicas desta enzima que contribuem

para o aparecimento de mutagdes mesmo quando comparada a outras TRs de outros
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retrovirus, por isso, varios estudos apontam a baixa fidelidade da TR como principal
fator do aparecimento de mutagdes ocorridas durante o ciclo do HIV-1 (ABRAM et al.,
2010; WHITNEY et al., 2011).

As mutacbes de resisténcia podem ser classificadas como principais (ou
primérias) ou acessorias. As mutac¢des principais sdo aquelas que sozinhas séo
capazes de diminuir a suscetibilidade do virus frente a um determinado ARV. As
mutacdes acessorias sdo aquelas que sozinhas ndo sao capazes, per se, de diminuir
tal suscetibilidade frente a um ARV, porém, alteram o fitness viral, melhorando-o, e na
presenca da mutacdo principal irA promover um efeito aditivo na diminuicdo da
suscetibilidade viral (ARTS & HAZUDA, 2012; CHANG & TORBETT, 2011; WENSING
et al., 2014).

Entende-se por fitness viral a capacidade do HIV no meio ambiente e envolve
varios aspectos como a capacidade de ser transmitido, capacidade de infectar novas
células e capacidade replicativa. A principio uma mutacado primaria tende a diminuir
esse fitness viral, todavia com a possibilidade de mutacfes acessoérias serem
selecionadas com o tempo faz com que, gradativamente, a CV do virus resistente seja
novamente restabelecida e alcancando elevados patamares. Em condi¢cdes naturais
0 virus selvagem tera sempre melhor fithess quando comparado ao virus mutante,
isso pode ser facilmente observado quando ocorre a interrupc¢ao do tratamento em um
paciente com falha terapéutica e virus resistente, 0s virus sensiveis reaparecem num
periodo relativamente curto (8 a 12 semanas), porém como o fitness é um conceito
relacionado ao meio ambiente, o virus mutante sera sempre aquele com melhor
fithess na presenca do ARV resistente, enquanto que o0s sensiveis serdo eliminados
(DIAZ, 2011).

A nomenclatura das mutacdes é feita identificando a troca do aminoécido,
usando-se a letra correspondente, e utilizando namero que identificam a posicao do
codon. A referéncia para determinacbes das mutacdes é o genoma de linhagens
selvagens do virus. Por exemplo, na mutacao M184V (mutacéo primaria selecionada
pelo 3TC), ocorre, no codon 184, uma troca do aminoacido metionina-‘atg’ (M) do
consenso sendo substituido pelo aminoacido valina-‘gtg’ (V). A mutagéo ocorre pela
incorporacao de apenas um nucleotideo diferente nessa posicéo pela transcriptase

reversa viral, uma guanina ao invés de adenina gerando um aminoécido diferente. Em
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outras palavras, na posicdo do codon 184 esperava-se encontrar a metionina

(referéncia), porém houve uma troca por uma valina (mutante) (SHAFER et al., 2007).

As chances de ocorrerem mutagbes que levem a resisténcia a ARVsS
prevalecerem na auséncia de pressdes seletivas sao raras e por iSSO nao
prevalecerao em pacientes nao tratados. Pacientes virgens de terapia apresentando
mutacdes de resisténcia sdo exemplos de casos de resisténcia transmitida (RT), e ndo
resisténcia adquirida (RA). Via de regra ndo ocorre o fenbmeno de cross-resistance
(resisténcia cruzada) entre classes de ARVsS, em contrapartida o surgimento de uma
mutacdo de resisténcia pode apresentar relacionamento cruzado com ARVs de
mesma classe (TANG & SHAFER, 2012).

1.9.2 Poténcia e Barreira Genética dos Antirretrovirais

O sucesso terapéutico da TARV dependera da poténcia e do potencial de
durabilidade do ARV. Entende-se poténcia in vivo a capacidade de reducédo da CV em
um curto espaco de tempo que determinado farmaco promove em monoterapia,
todavia o conceito de poténcia possa ser analisado também na associa¢éo. Por sua
vez, o potencial de durabilidade é a capacidade de manutencdo da supresséo
virologica. A durabilidade da manutencdo da supressao virolégica esta diretamente
relacionado a barreira genética de cada medicamento. Entende-se como barreira
genética a facilidade com que o virus desenvolve resisténcia frente aquele
medicamento o qual esteja sendo utilizado. Quanto mais rapido a resisténcia emerge
quando se usa um determinado farmaco, menor sera sua barreira genética, ou seja,
significa que o virus precisaria de poucas mutacdes ou mesmo de apenas uma
mutacdo (ITRs) para diminuir a eficacia daquele ARV (DIAZ, 2011, 2016). As figuras
8 e 9 a seqguir mostram as informacdes de poténcia e barreira genética nas diferentes

classes de ARVSs.



64

(=)

Enfuvirtida

Efaviren

Vevirapina

Rilpivirina

|

3TC

|

|

FTC

J

I (+)

23 geracao de IP com
booster boosted PI

12 geracdo de IP com
booster boosted PI

’ Dolugravir ‘

Outros ITRN

Maraviroque |

|
|

’ IP sem booster ‘

| Raltegravir ‘

’ Etravirina ‘
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de TANG & SHAFER, 2012.
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O conhecimento da barreira genética de um ARV nos faz entender do porqué
um esquema contendo, por exemplo, trés inibidores da TR analogos aos nucleosideos
padeceriam rapidamente, ndo sO pela fragilidade em sua barreira genética, mas
também pela limitada poténcia para inibir a replicacdo do HIV-1 e promover supressao
virolégica. Os IPs, por sua vez, apresentam maiores poténcias in vivo e maiores
barreiras genéticas (imp&e maiores dificuldades para o virus) quando comparado aos
ITRNSs, todavia os IPs apresentam uma maior toxicidade pois as doses necessarias
para promocao de concentracdes intracelulares Otimas sédo elevadas (ERON et al.,
2006; MURPHY et al., 2001).

Com o uso de IP nao peptidicos (IPNP) como por exemplo lopinavir/ritonavir
(LPVIr) foi possivel uma melhor manutencdo da concentracdo plasmatica 6tima do
ARV impactando positivamente a ades&do ao tratamento, proporcionando um
aprimoramento (booster) da barreira genética. O ritonavir promove inibicdo do
citocromo hepatico CYp3A4 responsavel pela biotransformacdo dos IPs
convencionais, além disso reduz a hidrdlise intracelular do IP servindo como um
booster adicional na farmacocinética desses medicamentos, consequentemente as
doses desse ARV serdo mais comodas para o paciente melhorando assim sua
adesdo. O HIV-1 precisaria apresentar pelo menos oito mutagdes principais (contra
trés mutacBes com uma sendo principal ou mais de quatro mutacdes na auséncia de
mutacéao principal nos IPs sem booster) para comprometer severamente um esquema
de LPV/r. As mutacdes na protease aparentemente ndo sao selecionadas em um
paciente infectado por HIV do subtipo B sem que haja mutacdes preexistentes nessa
enzima. Neste exemplo fica claro outro efeito observado na barreira genética, no
incremento do booster nos IPs ocorre um aumento do efeito quantitativo (oito
mutacdes) para resisténcia, enquanto que nos IPs sem incremento do ritonavir ha um
aumento do efeito qualitativo com diminuicdo do efeito quantitativo (mutacbes
primarias) (DIAZ, 2016). O estudo 720 realizado pela farmacéutica Abbott comparou
o desempenho e seguranca entre estavudina (d4T), lamivudina (3TC) e LPV/r em
pacientes virgens de tratamento e concluiu que o LPV/r sozinho apresentou o0s
mesmos resultados na reducdo da CV ocasionada pela associagdo do d4T e 3TC
(ERON et al., 2006; MURPHY et al., 2001).
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A barreira genética, in vivo, pode ser didaticamente dividido em trés grupos: (1)
um grupo leva em consideracdo o niumero de muta¢gdes que o virus deve apresentar
para ser capaz de diminuir o efeito antirretroviral, apresenta relagao fundamental com
os IPs por exemplo; (2) um segundo grupo diz respeito a rapidez com que determinada
mutacdo é selecionada, apresenta relacdo com os ITRs (exemplo, M184V pelo 3TC);
(3) um terceiro grupo leva em consideracao o perfil de mutagdes necessarias para a
resisténcia de um esquema antirretroviral (DIAZ, 2016). Esquemas terapéuticos,
portanto, devem ser pensados levando em conta a poténcia, barreira genética dos
ARVs, além de possiveis reacbes adversas pelo uso do medicamento (RAM).
Farmacos ARVs com elevada barreira genética em alguns casos podem ajudar
farmacos com menores barreiras, quando associados (DIAZ, 2016).

1.9.3 Marcadores genéticos e Mecanismos de Resisténcia do HIV-1 entre as

classes de Antirretrovirais

O HIV-1 apresenta marcadores genéticos de resisténcia para todas as classes
conhecidas e utilizadas na terapéutica, embora a frequéncia do aparecimento destas
mutagdes varie entre as diferentes classes de ARVs. Sabe-se, através de técnicas de
PCR ultrassensiveis, que mesmo sob terapia, € possivel a existéncia de replicacdo
residual do HIV em pacientes com baixissimos valores de CV, e isso pode permitir a
emergéncia de variantes resistentes, todavia a significancia clinica dessa replicacao
ainda ndo é clara. Esta replicacdo pode ocorrer em compartimentos onde a
concentracdo do ARV fica abaixo dos valores ideias ou em regifes onde mdltiplas
infeccdes célula a célula induzem a perda da sensibilidade ao inibidor, mesmo sem o

requerimento de mutacdes de resisténcia (SAHU, 2014).

1931 Inibidores da Transcriptase Reversa Analoga a
Nucleosideo/Nucleotideo (ITRN)

Os mecanismos pelos quais o HIV-1 consegue se evadir dos ITRNs sao através
de mutagbes que o permitem realizar dois mecanismos; (1) diferenciar os substratos

naturais dos substratos provenientes dos ITRNs; (2) aumentar a afinidade das
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pirofosfatases com a enzima mutante. Mutacbes discriminatérias referem-se ao
primeiro mecanismo onde a TR utiliza-se dos substratos naturais em detrimento do
ITRN, a enzima consegue identificar por exemplo a citosina ao invés do 3TC através
de impedimento estérico ou reducao quimica na ligacdo do analogo, sdo exemplos de
mutacdes discriminatérias M184V/I, K65R, K70EG, L74VI, Y115F, Q151M (complexo)
(BOYER et al., 2012; TANG & SHAFER, 2012; STANFORD, 2018).

O segundo mecanismo diz respeito a excisdes feitas pela TR mutante, neste
caso a enzima ndo é capaz de discriminar, todavia é capaz de remover depois de
incorporé-lo através da atividade da pirofosfatase, que utilizando-se de ATP do
hospedeiro é capaz de remover o fosforo do ITRN incorporado (por ndo apresentar o
grupo hidroxila os ITRNs funcionam como terminadores de cadeia para o nucleotideo
subsequente — chain terminators), desprendendo-o. As muta¢cfes de excisdo séo
aguelas portanto, que aumentam a afinidade de pirofosfatases na TR mutante e tais
mutacBes sdo selecionadas pelos andlogos da timidina (TAM) como M41L, D67N,
K70R, L210W, T215Y e K219QE, T69ins (BOYER et al., 2012; STANFORD, 2018;
TANG & SHAFER, 2012).

1.9.3.2 Inibidores da Transcriptase Reversa Ndo Analogo de Nucleosideos
(ITRNN)

Os ITRNNs atuam inibindo alostericamente a TR do HIV-1 pr6ximo do sitio
hidrofobico ativo da transcriptase da enzima a nivel de Tirl81, Tirl88 e a regido de
adesao do primer (residuo 227-235). Essas ligacdes quimicas impedem a acédo da
enzima. Algumas mutacdes (nos locais de interacao) podem impedir a interacdo entre
o ITRNNs por alteracdo da conformacédo estrutural da enzima (ENGELMAN &
CHEREPANOV, 2012).

As mutacbes mais frequentes s&o: L100lI, K101EHPRN, K103NSHTRQE,
V106AM, 1132ML Y181ClIV, Y188LCH, G190ASEQ, F227LC, Y232H, M230LI, P236L,
K238T, Y318F, V179ETL. Uma mutag&o mais recente tem sido observada em metade
dos pacientes que desenvolveram falha da supresséo viroldgica na vigéncia do uso
de rilpivirina, a E138K/A/R. Essa mutacdo curiosamente tem levado a uma falha
“cross-talk” entre ITRNs e ITRNNs. Sdo exemplos de mutagdes acessorias: V9OI,
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A98G, V108I, V179DFI, H221Y, P225H, L234] e N348l, K101Q, V106l, E138QG,
K238N (ALBUQUERQUE, 2016; ENGELMAN & CHEREPANOV, 2012; STANFORD,
2018b; TANG & SHAFER, 2012).

1.9.3.3 Inibidores da Protease (IP)

Comparado aos ARVs anteriormente citados (ITRN/ITRNN), os IPs apresentam
maiores barreiras genéticas sendo necessaria a presenca de multiplas mutacdes no
virus. Os IP/r apresentam barreira genética aprimorada (DIAZ, 2016). A funcédo da PR
€ realizar a clivagem dos precursores gag e gag/pol durante a maturagédo do virion.
Os IPs foram desenhados para interagir, de forma competitiva, com o sitio ativo da
PR. Uma vez que os IPs se ligam ao sitio ativo da enzima ndo havera atividade
proteoliticas nas poliproteinas virais e o0 resultado serdo particulas defectivas
(imaturas) (BHATTI et al., 2016; COELHO, 2017). As mutacdes de resisténcia aos IPs
conferem aos virus a possibilidade de mudanca conformacional molecular da PR
inviabilizando sua interagdo com os IPs ou enfraquecendo a cinética da ligacao
quimica inibitéria, diminuindo assim sua relevancia (IPs) em promover a supressao
viral (ENGELMAN & CHEREPANOQV, 2012).

As principais mutacbes primarias encontradas cuja consequéncia € a
diminuicdo da suscetibilidade aos IPs sdo: D30N, V32I, M46ILV, G48VMASTQ, I50VL,
I54VTALMS, L76V, V82ATFSLMC, I184VAC, N88SDTG, L90M, L10R/Y, VI11L,
K20M/V, L23I, L24M, L33I, L33F, M36l, 147VA, Q58E, G73VD, N83S, 185V, L89T. As
principais mutacdes acessorias sdo: L10F, L10I/V, V11I, K20T, K20R, K20Il, L24F,
K43T, A71VTIL, G73STCA, T74P, T74S, N83D, L89V (STANFORD, 2018c; TANG &
SHAFER, 2012).

1.9.3.4 Inibidores da Integrase (IN strand transfer inhibitors - INI)

A integrase € uma enzima que faz parte do complexo de integracéo (Cl), sendo
responsavel pela ligacdo do DNAps do HIV-1 em conformagao circular (3’ processing

reaction) e serve como catalisador da reacao cuja finalidade é a integracdo do DNADps
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do HIV-1 no DNA do hospedeiro. Para realizar sua funcdo é necessario que a
integrase interaja com dois cofatores de ions metalicos de magnésio (ENGELMAN &
CHEREPANOV, 2012; PAULA, 2018; TANG & SHAFER, 2012).

Os INI sdao ARVs gue interagem apenas na enzima viral (integrase) que se
encontra ligada ao DNA do virus. Esses ARVs e agem lingando-se préximo ao sitio
ativo da enzima interrompendo o posicionamento correto do DNA viral em relacéo ao
sitio ativo, bem como a interacdo com os dois ions essenciais de magnésio impedindo
a transferéncia de nucleotideos entre o Cl e 0 cromossomo evitando assim a formacgéo
do provirus (TANG & SHAFER, 2012).

Algumas mutagdes podem interferir com a ligag&o entre o INI e a integrase bem
como o0s ions magnésio. Sdo exemplo de muta¢cdes que conferem resisténcia viral aos
INI: N155HST, Q148HKRN, Y143CRHKSGA, T66AIK, L74F, E92QGV, F121Y,
G140SAC, P145S, Q146P, S147G, G149A, V151LA, S153YF, S230R, R263K. Sao
exemplo de mutagbes acessorias: H51Y, T97A. G118R, E138KAT, V151I
(STANFORD, 2018d; TANG & SHAFER, 2012).

1.9.3.5 Inibidor de Fusao

A enfuvirtida (T-20) € um pequeno peptideo (derivado da gp4l C-terminal)
injetavel via subcutanea capaz de interagir com a gp41, mais precisamente em uma
regido conhecida como HR1 (entre os aminoacidos 36 — 45), inibindo a fusdo de
membranas (ENGELMAN & CHEREPANOV, 2012). A T-20 é considerado um ARV
de baixa barreira genética onde duas semanas de viremia sdo suficientes para
proporcionar resisténcia a esse medicamento em praticamente todos os casos (DIAZ,
2016). Estas mutacdes séao capazes de gerar impedimento da ligacéo entre o T-20 e
a gp4l. Sdo exemplos de mutacdes ao T20: G36DEV, V38EA, Q40H, N42T e N43D
(TANG & SHAFER, 2012).
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1.9.3.6 Antagonista do correceptor CCR5

O maraviroc € um exemplo de ARV que age a nivel da gp120, impedindo sua
ligacdo com o correceptor CCR5 presente no hospedeiro que juntamente com o CD4
representam as moléculas necessarias para adsorcao do virus na célula. No Brasil, o
uso deste ARV é restrito aos pacientes que realizaram testes de genotropismo (alca
V3 da gpl120) recente (seis meses) evidenciando presenca exclusiva da variante R5
uma vez que esse antagonista s6 apresentara acdo contra o HIV-1(R5), fenétipo
presente em mais de 80% dos pacientes recém infectados. O HIV-1(X4) é encontrado
em aproximadamente 50% dos pacientes em estagios mais cronicos da infeccao,
geralmente em baixas propor¢gdes em relacdo ao HIV-1(R5). Essa classe de ARV tem
sido utilizado como parte da terapéutica de resgate juntamente com outros ARVs de
outras classes (BRASIL, 2018a; TANG & SHAFER, 2012).

A principal falha terapéutica associado ao maraviroc é a presenga da variante
HIV-1(X4). O tropismo viral pode ser detectado fenotipicamente ou genotipicamente.
Como os testes genotipicos apresentam uma menor sensibilidade sempre existira o
risco do HIV-1(X4) ndo ser detectado quando ele se apresenta como uma variante
minoritaria. Estes testes utilizam-se de algoritmos de predi¢cdo no sequenciamento da
alca V3 do envelope para prever a presenca da variante resistente. Os testes de
fenotipagem utilizando linhas de célula expressando CCR5 ou CXCR4 garantem uma
maior sensibilidade na deteccao das variantes X4 ainda que elas representem menos
de 1% da populagéo viral, além disso mutacdes de resisténcia podem estar fora da
alca V3 do envelope (WHITCOMB et al., 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

No ano de 2018 faz 37 anos do inicio da pandemia HIV/AIDS, de 1981 para os
dias atuais muito se tém avangado, o conhecimento da virologia basica do HIV assim
como detalhes de seu ciclo replicativo e patogénese, fruto dos esforcos da
comunidade cientifica em todo o mundo, tem proporcionado qualidade de vida as
PVHA e o fruto desse empenho é observado no impacto da terapia antirretroviral e
métodos de diagndstico mais sensiveis. A0 mesmo tempo a construcao e aplicacdo
de estratégias politicas que facilitem, para a populacdo, o acesso a terapia e facil
diagnéstico séo igualmente fundamentais para impedir o avanco da infec¢éo pelo HIV

no mundo.

Todavia, vivemos um momento antagbnico do contexto da pandemia HIV/AIDS.
Por um lado, o Programa Conjunto das Nac¢des Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS) tem
celebrado conquistas importantes no avanco de seu plano em acabar a epidemia até
2030 através do monitoramento do avanco da meta 90-90-90, da reducéo das mortes
relacionadas a AIDS (caindo pela metade desde 2005) e da diminuicdo do niumero de
novas infeccdes (UNAIDS, 2018b).

Por outro lado, um relatério divulgado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) intitulado “HIV Drug Resistance Report” de 2017, tem divulgado dados
preocupantes do avanc¢o da resisténcia viral. Os dados mostram que a continuagao
dessa tendéncia colocara em risco o ndo cumprimento das metas de combate a AIDS.
O estudo ainda chama atencdo para alguns paises cujo retrocesso do aumento de
novas infecgbes ja € uma realidade, infelizmente o Brasil encontra-se incluso. O
relatério mostra que em seis dos 11 paises inspecionados na Africa, Asia e América
Latina, mais de 10% das pessoas que iniciaram a TARV apresentaram uma cepa
resistente a alguns medicamentos de primeira linha, uma vez que esse limite de 10%
€ atingido, a OMS recomenda que esses paises revisem urgentemente seus
programas de tratamento de HIV. O Brasil atualmente apresenta uma prevaléncia de
6,8% de resisténcia ao efavirenz e nevirapina, mas chega a 9,8% quando levadas em

conta todas as classes de droga atualmente usadas contra o virus (WHO, 2017).

Ainda de acordo com a OMS, a principal causa do aumento da resisténcia aos

ARV’s é a falta de adesdo ao tratamento prescrito levando a interrupgao deste.
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Levando em consideracdo a meta 90-90-90 atual no Brasil (84-75-92), a falta de
adesao é o principal desafio para o cenério brasileiro e que impulsiona o aumento da
resisténcia viral. As principais estratégias na tentativa de reversédo dessa situagao do
aumento de resisténcia € um planejamento politico para intensificacdo de campanhas
informativas destacando a importancia da adesédo ao tratamento, distribuicdo, pelo
SUS, da PrEP, intensificacdo do aumento da oferta de testes rapidos, assim como
intensificagdo da vigilancia de mutagbes de resisténcia, afim de direcionar o
tratamento mais adequado, evitando assim os ARV’s ineficientes. O tratamento
eficiente leva a diminuic&o da carga viral a niveis indetectaveis e a diminui¢cao do risco

de transmissao do virus.

Neste sentido o presente estudo visa contribuir investigando mutacdes
clinicamente relevantes e perfil de resisténcia aos ARV’s. A TARV ineficiente
proporciona degradacéo da qualidade de vida de PVHA, acimulo de mutages virais,
além de maior risco de transmissao, contribuindo para aumento dos indices de
prevaléncia de mutacdo. Além disso este estudo procura empreender uma
epidemiologia molecular através de analises filogenéticas identificando os clados dos
virus circulantes no Rio Grande do Norte.
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3 OBJETIVOS

3.4 Objetivo geral:

Caracterizar filogeneticamente as linhagens do HIV-1 circulante no Estado do
Rio Grande do Norte.

3.50bjetivos especificos:

o Realizar a analise filogenética do HIV-1 circulante no Rio Grande do
Norte;

. Investigar mutacdes clinicamente relevantes do HIV-1 circulante no
estado;

. Evidenciar e analisar mutaces em modelagem proteica;

o Validag&o de protocolo alternativo para Nested-PCR
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

Foram analisados neste estudo, um total de 170 amostras sendo estas
coletadas entre janeiro 2018 a outubro de 2018 e compreende todas as regides de
saude do Rio Grande do Norte conforme tabela 3. As amostras foram obtidas no
Laboratério Central Dr. AlImino Fernandes (LACEN-RN), laboratorio de saude publica
de referéncia do estado.

O estudo é caracterizado como misto: retrospectivo, prospectivo e transversal.
As amostras foram obtidas por demanda espontadnea uma vez que 0S pacientes
necessitam periodicamente realizar exames de rotina, sejam eles Carga Viral (CV)
e/ou a contagem das subpopulagdes de linfécitos T CD4* (CD4).

Entre os pacientes encaminhados para carga viral e contagem de linfécitos T
CD4* foram selecionados aqueles cuja carga viral foi considerado detectavel no altimo
exame cujo tratamento com ARV ja havia sido iniciada. Foram selecionados também
0s pacientes virgens de terapia, recém-diagnosticados. Foram excluidos aqueles que
nao apresentaram carga viral detectavel no Ultimo exame, aqueles cujos laudos para
requisicdo dos exames ndo estavam corretamente preenchidos pelo profissional
prescritor, como também aqueles que apos realizacdo da carga viral apresentaram
carga viral indetectdvel uma vez que praticamente eliminam as chances de
amplificacdo do material genético viral para analise de resisténcia. Foi percebido,
empiricamente, que amostras cuja carga viral se apresentaram com menos de
100.000 cépias de RNA viral ndo apresentaram resultados satisfatorios para
amplificacdo do material genético em nossa metodologia e por isso tais amostras ndo
foram utilizadas.

As amostras de sangue total foram selecionadas ap0s avaliacao de aplicacao
de critérios de inclusdo e exclusdo as amostras selecionadas foram armazenadas a -
70°C. Todos os procedimentos realizados neste estudo passaram pela aprovacéao do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte —
CAAE: 91776418.5.0000.5537.
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Tabela 3 - Quantitativo de pacientes por regiées de sadde do RN

Regido de saude n %
Leste Potiguar 72 43
Agreste Potiguar 19 11
Centro Potiguar 24 14
Oeste Potiguar 55 32
Total 170 100

4.2 Carga viral e contagem de linfécitos T CD4*

A contagem de linfécitos T CD4* e a quantificacdo da carga viral foram
realizados no LACEN-RN. O método de contagem de linfécitos T CD4 foi a citometria
de fluxo de 4 cores (Trucount; FACSCalibur™; BD Biosciences Immunocytometry
Systems, EUA) seguindo o protocolo da Becton, Dicksinson and Company (BD). Para
determinacdo dos niveis da carga viral foi utilizado PCR em tempo real (Abbott
Molecular Inc., EUA), seguindo o protocolo recomendado pela Abbott.

Para contagem de LT CD4* foi adicionado 20 yL do reagente BD Multitest™
em tubos BD TruCount™ juntamente com 50 pL de sangue total homogeneizado. O
tubo € homogeneizado em vortex e incubado por 15 minutos em ambiente sem luz em
temperatura ambiente (20°C - 25°C). Apés o tempo de incubacao foram acrescidos
450 uL de solugao de lise diluida 1:10 (BD FACS™ lysing solution) em agua destilada,
o tubo foi homogeneizado em vértex e colocado novamente em ambiente escuro por
15 minutos em temperatura ambiente (20°C - 25°C), passado o tempo da segunda
incubacdo a amostra encontra-se pronta para analise em citometria de fluxo.

Para realizacdo da carga viral foi realizado o preparo das amostras no
equipamento m24sp da Abbott com reagentes que destroem o virion, capturam 0s
acidos nucléicos através de microparticulas magnéticas e lavam as particulas para
remocgdo de componentes ndo ligados da amostra. Os acidos nucléicos ligados séo

eluidos e transferidos para uma placa com 96 cavidades profundas (96-Well Optical
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Reaction Plate) lacrada com adesivo (Abbott Optical Adhesive Cover). Ainda antes da
amplificacdo € necessario o preparo da mistura MasterMix por intermédio da
combinagao dos reagentes de amplificacdo Abbott RealTime HIV, sendo assim as
amostras juntamente com o Mastermix sdo enviadas para a amplificacdo no
equipamento Abbott m2000rt. O ciclo de amplificacéo, no qual o sinal fluorescente &
detectado pelo analisador Abbott m2000rt € proporcional ao log da concentracdo de
HIV RNA presente na amostra original.

4.3 Sequenciamento de gene da Protease/Transcriptase Reversa do HIV-1

Para caracterizagdo molecular do HIV foram sequenciados 0s segmentos
génicos correspondente a 297 nucleotideos ou 99 aminoacidos do gene da protease
(PR) e os primeiros 335 codons do gene da transcriptase reversa (TR). Os primers
foram fornecidos pela Fiocruz/RJ. O sequenciador utilizado foi o Applied Biosystems
ABI 3500 — Hitachi (Applied Biosystems, Foster City, CA) disponivel no Laboratdrio de
Biologia Molecular e Gendmica (LBMG), localizado no Centro de Biociéncias da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

4.3.1 Extracdo do RNA total

A extragao do RNA viral foi realizada a partir do sangue total. A extragéo foi
obtido através do uso do kit comercial QIAMP Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc.,Valencia,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante, para posterior realizacdo da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) Nested (Nested-PCR).

A extracdo do RNA total compreende quatro etapas: lise celular, ligacdo do
RNA a uma coluna de silica, lavagem e eluicdo do RNA. Em resumo, durante a etapa
inicial 140uL das amostras foram incubadas com o tampao de lise AVL e 5,6uL de
RNA transportador (carrier), durante dez minutos, a fim de proporcionar o rompimento
celular para a liberagio dos &cidos nucleicos. E adicionado etanol absoluto P.A e,
posteriormente, as amostras foram aplicadas em uma coluna contendo uma
membrana de silica, na qual ira favorecer a ligacdo seletiva ao RNA pré-extraido. A
terceira etapa consiste em centrifugacoes e lavagens com tampdes AW1 e AW2, cuja

finalidade € remover impurezas residuais. Finalmente, a dltima etapa consiste na
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eluicdo, ou seja, na liberacdo do proprio RNA viral da membrana de silica, por meio
da adicdo de 60pL do tamp&o AVE, com posterior centrifugagdo. Apos extracdo os
RNAs virais poderao ser estocados em freezer -70°C para posterior utilizagdo com

validade de até um ano.

4.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested (Nested-PCR)

O RNA viral purificado foi utilizado para realizacdo da Nested-PCR. Mesmo
tratando-se de um retrovirus foi utilizado um protocolo contendo a enzima Go Script
reverse transcriptase da Promega Co.® para formacédo do DNAc. Cinco microlitros
(5uL) do DNAc foram utilizados para amplificacdo; 2uL dos primers (outers) G17S e
MMRT6 (Tabela 4) na concentracdo de 400uM; 25uL do PCR Master Mix 2x (Promega
Co., Madison, W1I); e 10uL de agua livre de nucleases. O preparo dos substratos foi
realizado em tubo eppendorf 1,5 mL e em seguida foi repassado para eppendorf 0,2
mL onde foi adicionado o RNA viral extraido das amostras, o volume final para reacéo
foi de 55uL. A mesma etapa descrita fora realizada utilizando um segundo par de
primers (internos); MMRT10 e MMRT5 obtidos na Fiocruz-RJ (Tabela 4), obtendo
mais dois tubos eppendorf, com excecédo da ndo necessidade do uso da enzima na
segunda reacdo. A amplificacéo foi realizada utilizando o termociclador Eppendorf®
Mastercycle modelo 22331 (Eppendorf AG, Hamburg, GER), seguindo os parametros
de termociclagem ja padronizados na Fiocruz-RJ (Tabela 5).

Finalizado a PCR, os produtos amplificados foram analisados por meio de uma
eletroforese em gel de agarose (BioAmerica Inc., Miami, USA) a 0,5% em TBE 0,5X.



Tabela 4 - Primers utilizados para realizacdo da Nested-PCR.

Regiao Primer Primers externo Posicédo
do
Primers interno
genoma
2017-
G17S (5’ AAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGAS)) 2040
3628-
MMRT6 (5TTTTACATCATTAGTGTGGG3')
3647
Pol
(PRITR) 2077-
MMRT10 (5'CAGGCTAATTTTTTAGGGAA3) 2096
3555-
MMRT5 (5 TAAATTTGATATGTCCATTGYS) 3574

Tabela 5 - Parametros de termociclagem da Nested-PCR para posterior sequenciamento

Transcriptase 45°C 45 min 1 ciclo
Reversa
Ativacdo da enzima 94°C 2 min 1 ciclo
Desnaturacéao 94°C 30 seg
Hibridizacéo 55°C 30 min 35 ciclos
Extenséo 72°C 2 min
Extensao final 72°C 10 min 1 ciclo
Temperatura final 4°C . -
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4.3.3 Eletroforese em gel de Agarose

Apos realizacdo da Nested-PCR inicia-se a etapa para visualizacao e analise
dos produtos amplificados (amplicons), através de eletroforese em gel de agarose,
que foi realizada em uma cuba horizontal a 100V durante 60 minutos. Nesta etapa,
foram utilizados 5uL do produto amplificado na etapa anterior; misturados a 2,5 uL de
azul de bromofenol (Promega, Madison, WI, USA) e 2,5 yL de Gel Red® (Biotium).
Essa mistura foi aplicada gel de agarose a 0,5% (BioAmerica, Inc., Miami, USA) em
TRIS-Acido Borico-EDTA 0,5X (Promega, Madison, USA), e por fim, foi revelado em
luz ultravioleta.

Havendo presenca de bandas inespecificas nos amplicons, o produto foi
isolado e purificado utilizando o kit comercial Gel Extraction (Qiagen, Inc., Valencia,
CA), realizados no LADIC, as etapas estdo descritas no item a seguir. ApGs realizada
a purificacdo os amplicons foram enviados para o Laboratério de Biologia Molecular e
Genbmica (LBMG)/UFRN. Quando observado amplicons especificos na eletroforese
em gel de agarose foi realizado a purificacao diretamente do produto da Nested-PCR
usando o kit comercial Exosap (Applied Biosystems), realizadas na LBMG/UFRN,
seguindo recomendacdes do fabricante, sendo esta etapa descrita posteriormente em

tépico especifico.

4.3.4 Purificagcédo do produto de PCR para sequenciamento por Extracao
de Gel de Agarose

Nas amostras que apresentaram amplicons multiplos, ou seja, com bandas
inespecificas, elas foram submetidas ao processo de purificacdo do produto de PCR
por extracao de gel de agarose, por meio do kit comercial Gel Extraction (Qiagen, Inc.,
Valencia, CA), seguindo as instru¢cdes recomendadas pelo fabricante.

Para realizacdo desse procedimento foi feita uma eletroforese em gel de
agarose a 0,7%, utilizando todo produto amplificado durante a Nested-PCR da etapa
anterior, sendo misturado a 5 yL de Gel Red e 5 pL de azul de bromofenol
(BioAmerica, Inc., Miami, USA). Ap6s analise em ultravioleta, os amplicons de

interesse foram cortados diretamente do gel, com o auxilio de laminas de bisturi; e
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transferidos para tubos de 1,5 mL de fundo cénico para seguir o procedimento de
purificacdo com o kit comercial.

Em cada tubo, para cada 100 mg do fragmento foram adicionados 300 pL de
Buffer QG, com o propdsito de solubilizar o gel de agarose cortado. Logo apés os
tubos foram incubados no termobloco (50°C) por dez minutos, sendo homogeneizados
no decorrer do tempo. Com o gel completamente dissolvido, foram adicionados 100
ML de isopropanol a amostra, que foi em seguida transferida para uma coluna de fundo
conico, sendo esta fornecida pelo kit. Apds centrifugacéo, o filtrado no fundo do tubo
foi desprezado e acrescidos de 500 pL do Buffer QG a coluna, e submetido a nova
centrifugagéo (13.000 rpm por 1 minuto). Apés a centrifugacéo o filtrado foi novamente
desprezado e foram adicionados 750 pL do Buffer PE cujo objetivo € remover
impurezas gque ainda restam, mais uma centrifugacao foi necessaria e entéo o filtrado
mais uma vez foi desprezado e a amostra deixada a temperatura ambiente, por trés
minutos. No término desse tempo foram realizadas mais duas centrifugacdes.
Finalmente, a coluna foi encaixada em um tubo de 1,5mL de fundo conico (eppendorf),
com posterior adicdo de 30 pyL de agua isenta de nucleases, seguida de uma

centrifugacéo. O DNA foi estocado a -20°C para utilizac&o futura.

4.3.5 Purificacédo do produto da Nested-PCR purificado

Quando detectados amplicons especificos e desejaveis as amostras foram
consideradas aptas para envio ao LBMG/UFRN para purificagdo pelo kit comercial
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems) , cujo protocolo segue as
orientacdes discriminadas pelo fabricante.

Neste protocolo foram misturados 5 uL do produto de Nested-PCR com 2 pL
do reagente ExoSAP-IT™. Para purificacdo, a amostra foi incubada por 37°C durante
30 minutos, para degradacdo de excedentes de primers e nucleotideos, seguida por
outra incubagdo a 80°C por 15 minutos, para ativacdo da enzima ExXoSAP-IT.

Posteriormente sendo realizado a quantificacdo de DNA da amostra.
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4.3.6 Quantificagdo do DNA

Para quantificacdo do DNA foi utilizado o aparelho Qubit® na versdo 2.0
Fluorometer Quantitation (Invitrogen, Eugene, EUA), esse equipamento é capaz de
detectar a fluorescéncia gerada por um fluoroforo especifico para DNA, que se ligara
a dupla fita, que sera enté@o convertido em quantificagdo de DNA.

Nessa etapa 0 ensaio apresenta como volume final o valor de 200 pL,
proveniente da mistura entre o tampao, fluor6foro e a amostra. Posteriormente, 0s
tubos foram incubados & temperatura ambiente durante dois minutos, com
consecutivo padréo de leitura no equipamento Qubit® 2.0 (Invitrogen).

Por fim, as amostras quantificadas foram submetidas a nova purificacdo

utilizando o kit ExoSAP-TM™ descrito anteriormente.

4.3.7 Reacdo de Sequenciamento

Uma vez os fragmentos quantificados e purificados o passo a seguir foi o
sequenciamento (cycle sequencing), cujo fundamentacdo tedrico consiste na
utilizacéo de dideoxinucleotideos (ddNTPs), onde houve a incorporacao a cadeia do
material genético, e bloqueio a sintese da cadeia pela DNA polimerase. Os fragmentos
foram sequenciados em ambos os sentidos utilizando o kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA), verséo 3.1.

Neste ensaio foi realizado uma mistura entre 2 yL de primer especifico (sense
ou antisense); 2 uL de Big Dye Terminator Cycle Sequencing Readyi; 1,5 yL de 5X
Sequencing Buffer; quantidade de DNA delibrada pela quantificacdo (em puL); e para
completar o volume final de 10 pL, foi adicionado agua isenta de nucleases. Os

parametros de termociclagem encontra-se na tabela 6.
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Tabela 3 - Parametros de termociclagem para a reacao de sequenciamento (Cycle Sequencing)

Condicao Temperatura | Tempo Ciclos

Ativacéo da ) 1
i 96°C 1 min ]
enzima ciclo
Desnaturacéao 96°C 15 min
— . 35
Hibridizagéo 50°C 15 min i
ciclos
Extenséo 60°C 4 min
Temperatura
] 4°C . -
Final

4.3.8 Purificacéo e Precipitacdo de DNA pararemocéao de Dye Terminators

O produto da reacdo de sequenciamento foi purificado com o Big Dye®
XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems) seguindo o protocolo do
fabricante, as amostras encontraram-se em ambiente escuro para realizacdo desta
etapa.

A principio foi realizado um mix contendo as solu¢cdes SAM Solution e Big Dye
XTerminators Solution, os quais foram aplicados em uma placa de 96 pocos
juntamente com a amostra proveniente da reacdo de sequenciamento. A placa foi
incubada a temperatura ambiente, por 30 minutos sob agitacdo; e finalmente,
colocada no sequenciador automatico Applied Biosystems ABI-3500 (Applied
Biosystems/Hitachi, Foster City, CA).
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4.3.9 Analise de Sequéncias

A analise das sequencias foram feitas no programa Chromas versao 2.6.4
(Technelysium Pty Ltd.) sendo editadas manualmente por meio de alianhamentos
multiplos feitos no software Jalview (Waterhouse et. al., 2009); MEGA versao 7.0
(http://www.megasoftware.net/) e Clustal W2 (Thompson et. al.,, 1997) com
sequencias referéncias coletadas no National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov).

O subtipo genético do HIV-1 foi determinado com o uso do software REGA HIV
subtyping tool v.3 e posteriormente confirmado na andlise filogenética. Para
construcdo da arvore filogenética foi utilizado o MEGA versdao 7.0
(http://www.megasoftware.net/), foram utilizados o métodos de Maximum Likelihood
(Maxima Verossimilhanga), modelo General Time Reversible com distribuicio Gamma
e valores de bootstrap de 1.000 replicacbes. Para construcdo da arvore filogenética
foram coletadas referéncias do banco de dados da Los Alamos HIV database
(http://www.hiv.lanl.gov).

Para analise e comparacao dos segmentos génicos sequenciados da PR e RT
foi utilizado um algoritmo de interpretacdo de mutacdes (HIVdb Program versédo 8.7 —
Genotypic Resistance Interpretation Algorithm — http://hivdb.stanford.edu), sendo
possivel analise de mutacdes e sua possivel relacdo com perfil de resisténcia aos
ARV’s.

A modelagem de proteinas foi realizada através do UCFS Chimera® versao
1.13.1 (http://www.cgl.usfc.edu/chimera/). Para construcdo da modelagem foi
selecionada uma sequéncia nucleotidica de uma das amostras contendo as mutacoes
mais encontradas e realizada a traducdo para aminoacidos através do ExPASy
Bioinformatics Resource Protal (http://web.expasy.org) e selecionado o melhor frame
de aminoacidos. Uma vez obtida a sequéncia de aminoacidos foi necesséaria a
obtencdo de dez amostras referéncias com valores minimos de 93% de identidade no
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos foi realizado por meio do Multiple
alignment program for amino acid or nucleotide sequences — MAFFT versdo 7

(http://www.mafft.cbrc.jp).


http://www.megasoftware.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.megasoftware.net/
http://www.hiv.lanl.gov/
http://hivdb.stanford.edu/
http://www.cgl.usfc.edu/chimera/
http://web.expasy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.mafft.cbrc.jp/
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4.4 Implantacéo de Protocolo alternativo para amplificacdo do gene Pol no HIV-
1 em Nested-PCR

Dois protocolos alternativos para realizacdo da Nested-PCR foram utilizados
com amostras positivas para HIV-1 no Laboratorio de Biologia Molecular de Doencas
Infecciosas e do Céancer (LADIC) na Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN). Os resultados destes protocolos foram avaliados apds analise dos
fragmentos revelados em gel de agarose 0,5%. Um dos protocolos foi validado apos
andlise dos resultados.

Para avaliacdo dos protocolos alternativos foram utilizadas duas amostras
soropositivas para o HIV-1, ambas testadas anteriormente com protocolo laboratorial
ja validado e em uso, em ambas as amostras houve a amplificacdo esperada expressa
em fragmentos com aproximadamente 1.000 pares de base na revelacéo no gel de
agarose 0,5%.

Um dos protocolos avaliados consistia do ndo uso da enzima Go Script Reverse
Transcriptase da Promega® e quantidade maior de substratos enquanto em um
segundo protocolo foi utilizada a enzima anteriormente descrita com uma menor
guantidade de substrato para reacdo. O perfil laboratorial das amostras referente a

carga viral e contagem de linfocitos T CD4* encontram-se na tabela 7.

Tabela 4 - Descricdo do perfil de carga viral e contagem de linfécitos T CD4* das amostras envolvidas
na validacéo para protocolo alternativo.

Amostra Cargaviral / log CD4

25JIMJ 865.058 copias/mL plasma / 382 células/pL sangue
log 5.937

19INPS 883.235 copias/mL plasma / 492 células/uL sangue
log 5.946

O quantitativo dos substratos e os parametros de termociclagem utilizados em
cada protocolo avaliado assim como cada uma das etapas de Nested-PCR

encontram-se descrito nas tabelas 8, 9, 10, 11, 12.
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Tabela 5 - Descricdo do quantitativo utilizado na 1° etapa da reacdo de Nested-PCR para avaliacdo do

protocolo sem uso da enzima Go Script Reverse Transcripatase da Promega®

Reagentes Concentracéo pl/tubo X (3)
PCR Master Mix
2X 25 75 pl
(Acess Quick-Promega)
H20 Nuclease Free - 11 33 ul
Primer G17S 400nM 2 6 pl
Primer MMRT6 400nM 2 6 pl
RNA viral - 10 -

Volume final =40 pl + 10 pl =50 pl

Tabela 6 - Descric&o do quantitativo utilizado na 2° etapa da reacdo de Nested-PCR para avaliagéo do

protocolo sem uso da enzima Go Script Reverse Transcripatase da Promega®

Reagentes Concentracéo pl/tubo X (3)
PCR Master Mix % o5 75 ul
(Acess Quick-Promega)
H20 Nuclease Free - 11 33 ul
Primer MMRT10 400nM 2 6 pl
Primer MMRT5 400nM 2 6 pl
DNAc - 5 -

Volume final =40 pl + 5 pl =45 yl
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Tabela 70 - Parametros de termociclagem utilizados para cada uma das etapas da reacdo da Nested-
PCR. Os pardmetros sdo os mesmos em ambos os protocolos.

Transcriptase 45°C 45 min 1 ciclo

Reversa

Desnaturacéo 94°C 30 seg
Extenséo 72°C 2 min
Temperatura final 4°C . R

Tabela 8 - Descricdo do quantitativo utilizado na 1° etapa da reacdo de Nested-PCR para avaliagdo do
protocolo com uso da enzima Go Script Reverse Transcripatase da Promega®

Reagentes Concentracédo pl/tubo X (3)

H20O Nuclease Free

Primer MMRT6 400nM 1 3ul

RNA viral - 10
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Tabela 9- Descricao do quantitativo utilizado na 2° etapa da reacédo de Nested-PCR para avaliacédo
do protocolo com uso da enzima Go Script Reverse Transcripatase da Promega®

Reagentes Concentracéo pl/tubo X (3)
PCR Master Mix
(Acess Quick-
2X 12,5 37,5 ul
Promega)
H20 Nuclease Free - 55 16,5 ul
Primer MMRT10 400nM 1 3l
Primer MMRT5 400nM 1 3l
DNAc - 5 -

Volume final = 20 pl + 5 pl = 25 pl

Uma vez adicionado os substratos e adicionada as amostras e finalizado o
tempo da termociclagem, foi realizada a eletroforese em gel de Agarose 0,5%. Para
ser considerado adequado o uso do protocolo deveria gerar na revelacdo do gel o
fragmento da sequéncia no tamanho correto cujo tamanho, para o HIV-1, encontra-se
em torno de 1.000 pares de base. Na figura 10 é possivel observar a amplificacdo do
fragmento em ambas as amostras onde foi aplicado o protocolo, agora validado, sem
uso da Go Script Reverse Transcriptase, ou seja, foi utilizada a enzima da
transcriptase reversa do proprio virus, jA no protocolo com uso da enzima da

Promega® nao foi possivel a amplificacdo do fragmento esperado.
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Figura 10 - Revelagdo dos fragmentos em gel de agarose 0,5%. As amostras destacadas em azul sdo
referentes a aplicagdo do protocolo alternativo com uso da transcriptase reversa do préprio virus e
maior quantidade de substratos para reacéo de Nested-PCR enquanto que os destaques em branco
referem-se ao protocolo com uso da Go Script Transcriptase Reverse em quantidade reduzida de
substratos. PM = Peso Molecular.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil clinico laboratorial das amostras

Amostras reagentes para HIV foram coletados no Laboratorio Central de Saude
Publica Dr. AlImino Fernandes do Rio Grande do Norte (LACEN-RN) no periodo de
janeiro a outubro do 2018 totalizando 170 amostras. As amostras foram submetidas
aos critérios de inclusdo e exclusdo para posterior execucdo da Nested-PCR,
sequenciamento, caracterizacdo genética, filogenia e modelagem de proteina. A
realizacdo da carga viral e contagem de subpopulac@es linfocitarias de linfécitos T
CD4* foram realizadas no LACEN-RN, sendo este o laboratorio de referéncia do
estado para realizacdo de carga viral e contagem de subpopulacdes de linfocitos T

CD4* em pacientes com infecg&o pelo HIV.

Os individuos selecionados para realizacdo do sequenciamento sao resultado
de diagndstico tardio, em avancada fase crénica ou mesmo ja em estagio AIDS.
Dentre os pacientes cujo virus foi sequenciado, filogeneticamente analisado e a
proteina modelada, sete pacientes eram virgens de terapia antirretroviral (avaliagao
de resisténcia transmitida) e apenas um encontrava-se em tratamento vigente
(avaliacdo de resisténcia adquirida). Tais pacientes encontram-se listados na tabela
20.

Foram selecionadas 170 amostras analisando o Laudo Médico para Emissao
de Boletim de Producdo Ambulatorial (BPA-1) emitido pelo Ministério da Saude de
cada paciente, a selecdo contemplou todas as regides de saude do Rio Grande do
Norte (Lestes Potiguar, Agreste Potiguar, Centro Potiguar, Oeste Potiguar) do periodo
de janeiro a setembro de 2018, todavia apenas 22 amostras atenderam 0s critérios
(descrito anteriormente) para realizacdo da Nested-PCR, sendo esta realizado no
Laboratorio de Biologia Molecular de Doengas Infecciosas e do Cancer (LADIC) do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (DMP/UFRN), as demais amostras 148 amostras foram excluidas,
por apresentarem carga viral indetectavel ou abaixo de 100.000 cépias virais, ndo

sendo gerado resultados. Do total de 22 amostras, 17 apresentaram fragmentos de
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materiais genéticos satisfatoriamente amplificados e foram enviadas para
sequenciamento do gene Pol (TR/PR) no Nucleo de Gendmica da UFRN. Entre as 17
amostras apenas oito foram satisfatoriamente sequenciados e geneticamente
caracterizadas, sendo sete filogeneticamente analisadas e em uma delas a proteina

foi modelada para analise de mutacéo.

As informacdes do perfil clinico laboratorial, a representacéo do quantitativo de
amostras em cada etapa assim como o resumo da condic¢ao terapéutica, sexo e carga
viral dos 170 pacientes encontram-se na tabela 13 e figuras 11, 12, 13, 14. A tabela
14 organiza os dados referentes aos resultados e médias da carga viral dos pacientes
realizados por PCR em tempo real assim como dos valores da contagem dos linfocitos
T CD4* por citometria de fluxo utilizando metodologia de 4 cores, condi¢cao terapéutica

e regido de saude.



Tabela 10 Peffil clinico laboratorial dos 170 pacientes.

91

Nome / Sexo Local/Regido c.v CD4 TARV Diagnostico
Idade de Saude
(anos)
1LDM / 38 M Santo Antonio 16.443 78 Sim 11/2016
/ AG (10/12/16)
21IM /27 M Sdo Gongalo 24.515 85 Sim -
do Amarante /
LE
3FRBN / F Touros / LE 471 184 Sim -
35 (15/09/14)
4ELC/ 50 M Marcelino 415.888 98 Nao -
Vieira / OE
S5ABC/ 34 M Mossoré / OE 605.983 36 Sim 10/2004
(05/08/05)
6RPVF /38 F Caicé/ CE 73 421 Sim -
7FHMB / M Caicé / CE Nao 1.441 Sim 02/2015
41 detectavel (29/05/15)
8EKGMS / F Eloi de Souza/ | 622.803 10 N3o -
21 AG
1CHCS / 23 M Sao Miguel / Nao 115 Sim 03/2017
OE detectavel (01/05/17)
2VNA /35 M Natal / LE Nao 205 Sim 10/2017
detectavel (08/11/17)
3 FES/ 49 M Pau dos N3o 123 Sim -
Ferros / OE detectavel (25/08/17)
4MBS /52 F Monte Alegre N3o 56 Sim -
/ AG detectavel (19/05/98)
5MCC / 44 F Boa Saude / 84.586 22 Sim -
AG (30/01/06)
6DSD / 34 M Natal / LE 478.587 84 N3o 02/2018
11NM /39 M S&o Paulo do 603.157 42 Nao -

Potengi / AG
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8MGN / 43 F Natal / LE 68.832 502 Nao 02/2018
9LSC/ 35 M Mossoré / OE 272.080 18 - 02/2018
1JJMJ /28 M Nova Cruz / 865.058 372 Nao 01/2018

AG
2JAP /36 M Natal / LE 8.818 418 Nao 01/2018
3RBAA/ M Natal / LE 5.939 550 Nao 03/2018
34
1JNPS / 22 M Lagoa Nova / 883.235 492 Sim -
CE
2BKS /22 F Serra Negra 6.076 393 Sim 2016
do Norte / CE (08/12/16)
3IFM / 44 F Sao Gongalo 84.721 322 Nao 09/2016
do Amarante /
LE
4AEMS / 45 M Santa Maria/ 838 508 Sim 01/2013
AG (01/03/13)
5JSN /62 M Nova Cruz / 45 527 Sim 02/2018
AG (02/04/18)
6TRS / 38 M Ceara-Mirim / 36.362 189 Sim 05/2013
LE (20/05/14)
7DPP / 35 F Acari / CE 159 660 Sim (2014) -
8JAMB / M Tangard / AG 37.133 390 N3o -
30
20VHGN / M Natal / LE 771.036 322 Nao -
36
10PJO / 68 M Rafael N3o 373 Sim 01/2015
Fernandes/ @ detectavel (28/04/15)
OE
1AFO / 29 M Natal / LE 13.537 589 Nao 04/2018
2ECDA/ F Natal / LE 62.929 168 N3o 03/2018
32
3ESS / 41 M Poco Branco / 35.588 221 Sim (09/17) 08/2017

AG
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4FV / 57 F Poco Branco / N3o 332 Sim (06/17) 06/2017
AG detectavel
5MCXS / M Pendéncias / N3o 700 Sim 08/2016
30 OE detectavel (17/04/17)
6MAA /31 F Mossoré / OE 488.643 55 Sim 02/2010
(01/05/10)
7AAS / 49 M Mossoré / OE 385.629 14 Sim 01/2014
(28/02/14)
8JCBN /23 M Caico / CE Nao 255 - 05/2017
detectavel
1MFJ /37 M Natal / LE 357.030 155 Nao -
2CC /52 M Natal / LE 66 281 Sim -
(28/03/18)
3BE /52 M Santo Antonio Nao 222 Sim 08/2007
/ AG detectavel (10/09/07)
4GMS / 54 M Nova Cruz / N3o 224 Sim -
AG detectavel (01/01/07)
5JGS /18 M Nova Cruz /AG 930 1.599 Sim 2009
(04/05/18)
6RPVF/ 38 F S30 Jodo do N3o 653 Sim 11/1996
Sabugi / CE detectavel (02/0103)
7FS /33 M Ouro Branco / N3o 1.150 Sim 05/2014
CE detectavel (05/08/15)
8MBS /70 M Parelhas / CE 39.244 567 Sim 02/2018
(07/02/18)
1CCPS /35 M Mossoré / OE Nao 617 Nao 06/2018
detectavel
2MFF / 46 M Natal / LE 1.199.268 237 N3o 05/2018
3MIS /53 F Natal / LE 36.807 1.000 Sim 02/2018
4MCG / 44 M Natal / LE 59.226 631 N3o -
5BSD / 25 F Nova Cruz / 8.717 570 Sim -

AG
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6AMV /57 M Nova Cruz / N3o 657 Sim -

AG detectavel

2FHM / 34 “ Mossoré / OE |~ 366.970 “ 07/2018

kS “ - - “ o
35

12MCS /9 Mossoré / OE 64.226 08/2009

14JNNC / Mossoré / OE N3o 922 Sim 07/2005
50 detectavel (16/05/06)

16MFM / F Mossord / OE 63.697 1.095 Sim 12/2017
22 (27/12/18)

18GBS /31 Parelhas / CE 12.380 144 Sim 12/2013
(13/12/13)

6LMA / 48 M Natal / LE 1.761 292 Sim 12/2014
(30/12/14)
8LN /45 M Currais Novos 379.835 39 Sim -
/ OE
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12LGS /50 Jardim do N3o Sim

Serid6 / CE detectavel (19/09/00)

14LBA /36 F Touros / LE 11.151 218 Sim 10/2008
23JMS /59 M Natal / LE 1.295.845 101 Nao 06/2018

31JSSN / N3o
26 detectavel

23AZF [/ * F Mossord / OE N3o 363 N3o 08/2018
detectavel
28FRML / M Apodi / OE 727 421 Sim -
35

46AIPFM / Mossoré / OE N3o Sim 03/2018
* detectavel (04/04/18)

T “ - - “ o
16

3NVS/ 15 Natal / LE Sim
(01/02/04)




4WASS / Natal / LE 70.826 155 -
34

10RML / Natal / LE 1.364 447 Sim -
22

13ECN / Rio do Fogo / Sim 12/2015
32 LE (01/12/15)

14APC/ 58 Barcelona / Sim 07/2016
AG (28/09/16)

96
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33VRS /40 M Assu / OE 98.339 261 Sim 05/1999
(25/01/08)
39AS0O / M Mossoré / OE 774 469 Sim 12/2017
47 (21/03/18)
27WCO / M Natal / LE 712 521 Sim 2013
40
38EJFF / F Natal / LE 83 687 Sim -
39 (26/11/08)
2AKSC /23 M Natal / LE 98 863 Sim 09/2017
8JFS/ 40 M Natal / LE 430 387 Sim 06/2006
(13/06/06)
16DFCS / M S3o José do 438 302 Sim -
51 Campestre / (29/10/03)
AG
3CB/ 38 M Poco Branco / N3o 512 Sim -
AG detectavel (17/12/09)
2MRFC / F Mossord / OE N3o 469 Sim -
46 detectavel (26/05/17)
23RAA / M Triunfo Nao 708 Sim (2000) 08/1996
35 Potiguar / OE = detectavel
25GFB/ 60 M Mossoré / OE N3o 635 Sim 11/2010
detectavel (16/08/2011)
34RMPS / F Acu / OE 56.789 420 N3ao 08/2018
20
38FBS /22 F Angicos / CE Nao 382 Sim 05/2012
detectavel (23/01/15)
42FLF / 63 M Mossoré / OE Nao 427 Sim 09/2005
detectavel (12/09/05)
43SER / 29 M Mossoré / OE N3o 350 Sim 05/2018
detectavel (08/05/18)
45EM / 44 M Caraubas / OE Nao 369 Sim 07/2018
detectavel (15/0718)
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6IPS /47 M Parnamirim / N3o 458 Sim 09/2014
LE detectavel (22/09/14)
7CGS/ 33 M Nisia Floresta N3o 574 Sim 05/2017
/ LE detectavel 22/05/17)
8ERG /39 F Natal / LE Nao 496 Sim 09/2014
detectavel (29/09/14)
13FVB /62 M Natal / LE 71.820 356 Sim 09/2013
10GBS /71 M Natal / LE 11.645 387 Sim -
(06/06/97)
11FNC/ 26 M Natal / LE Nao 896 - 06/2016
detectavel
14MMM / F Sdo José do 53.967 217 N3o -
55 Mipibu / LE
S5AFGS /37 M Natal / LE Nao 389 - -
detectavel
18FAP / 47 M Natal / LE N3o 665 Sim -
detectavel (24/07/18)
12JAF) / M Jodo Camara/ 45.747 387 Nao 07/2018
23 LE
11LMF / M Natal / LE N3o 257 Sim 01/2006
46 detectavel (01/01/07)
21APS / 27 F Guamaré / LE 5.886 367 Sim 09/2011
(01/01/11)
23JRSC/ M Natal / LE 57 458 Sim -
53 (01/06/10)
8RLM / 36 M Natal / LE 267 441 Sim -
(12/07/18)
17JLC/ 38 M Natal / LE 71.332 401 N3o -
3JMM / 48 M Natal / LE 96.374 329 N3ao -
45EAS / 41 M Mossoré / OE N3o 416 Sim 04/2007
detectavel (04/05/07)
29MAC / F Angicos / CE 74.236 97 Nao 09/2018

54
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26BILS / Mossoré / OE N3o 387 Sim -
21 detectavel (26/07/18)
25DS / 42 Mossoré / OE 82.932 50 Sim 06/2008
(02/09/08)
24ALS /[ * Mossoré / OE 97.254 108 Nao 09/2018
16JFOS / * Apodi / OE 1.451.725 106 Nao 09/2018
10MNR/ * Patu/ OE Nao 452 Sim 01/2010
detectavel (15/01/10)
1MAJB / Mossoré / OE  1.623.741 204 Nao 09/2018
39
21A0C/ Natal / LE 78.787 98 Nao 09/2018
22
20JAAS / Natal / LE 54.234 278 Nao -
18
14MGBSL Macaiba / LE 4.235.623 32 N3o -
/ 47
1WSC/ 39 Natal / LE 94.369 72 Nao -
28DIC/ 48 Angicos / CE 45.254 147 N3o 09/2018
6MLGR / S3o José do N3o 298 Sim -
24 Mipibu / LE detectavel
15EAB/ 30 Jardim do N3o 369 Sim 04/2018
Serid6 / CE detectavel (25/04/18)
16DAD / Jardim do Nao 457 Sim 03/2018
26 Serid6 / CE detectavel (25/04/18)
17CCSJ/ Caicé/ CE Nao 415 Sim 08/2017
35 detectavel (17/08/17)
19VOBS / Montanhas / N3o 341 Sim 12/2014
47 LE detectavel
30KFS /33 Itat / OE Nao 256 Sim -
detectavel
33JFSN / Natal / LE N3o 696 Sim 04/2013
40 detectavel
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41AMTF / Sao Gongalo Nao 412 Sim 10/2018
39 do Amarante/ detectével
LE
46EFS / 48 Natal / LE Nio 874 Sim 04/1998
detectavel (02/01/00)
6GSS / 38 Natal / LE N3ao 423 Sim 07/2016
detectavel
10CEAT / 4 Natal / LE 62 555 Sim 06/2018
(01/10/18)
13ELP / 46 Natal / LE Nao 378 Sim -
detectavel
12ELL /49 Extremoz / LE 125 445 Sim 03/2002
(01/11/05)
1PSD / 40 Serra do Mel / Nao 741 Sim 01/2016
OE detectavel (24/02/16)
15MPS / Mossoré / OE Nao 643 Sim 08/2012
79 detectavel (28/09/12)
19JHNS / Mossord / OE N3o 450 Sim 01/2013
25 detectavel (28/02/13)
22JVAS / Apodi / CE 74.987 345 Nao 10/2018
17
23CAS /45 Angicos / CE N3o 241 Sim 07/2018
detectavel (21/08/18)
28MIJL /53 Barauna / OE Nao 356 Sim 07/2015
detectavel (25/08/15)
29ARS / 42 Ipanguacu / Nio 387 Sim -
CE detectavel (10/08/18)
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Legenda: LE = Leste Potiguar / OE = Oeste Potiguar / AG = Agreste Potiguar / CE = Centro Potiguar.

As datas entre parénteses representam a data de inicio do primeiro ARV. (*) = Sem registro.

Condicao Terapéutica
(2%)

Figura 11 - Resumo da condigdo terapéutico dos pacientes do estudo.

Sexo

= Homem = Mulher

Figura 12 — Resumo estatistico do sexo dos pacientes do estudo.
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Carga Viral

= N3o detectdvel = <100.000cépias = > 100.000 copias

Figura 13 - Resumo da carga viral dos pacientes do estudo.

Quantitativo das amostras no estudo

M Contagem de LT CD4 ® Realizagio da carga viral m Carga viral inadequada
" Realizag8o da Nested-PCR m Selecionadas para sequenciamento ® Analise filogenética
M Caracterizagdo genética M Sequenciamento adequado B Modelagem de proteina

Figura 14 - Descricdo do quantitativo de amostras em cada etapa do estudo.



103

Tabela 11 - Valores da carga viral e contagem de linfocitos T CD4 dos pacientes enviados para

sequenciamento.

AMostras Concjlggo Reglfslo de Carga viral / cD4 Mgdla carga
terapéutica saude log viral / CD4
771.036
copias/mL
Leste 322
20VHGN Virgem o plasma/log  cepyas/ul
potig 5.852 sangue
603.157
11NM Virgem Agreste copias/mL 42 células/uL
potiguar plasma / log sangue
5.780
1.428.678
2STS Virgem Lgste copias/mL 29 células/uL
potiguar plasma/ log sangue
6.155
101.767 810.598
Leste copias/mL 424 copias/mL
10JFF Virgem . P células/uL
potiguar plasma/ log plasma /
5.008 sangue 195,6
células/uL
293.596 sangue
11ACS Em TARV Lgste copias/mL 31 células/uL
potiguar plasma / log sangue
5.008
Leste 202?:;/3;? 101
23IMS Virgem ; P células/pL
potiguar plasma / log sanaue
6.113 g
Oeste iosfjs/iii 204
1MAJB Virgem . P células/pL
potiguar plasma / log sanaue
6.211 g
Oeste cgegjn? L 412
2FHM Virgem . P células/uL
potiguar plasma / log
sangue

5.565
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5.2 Caracterizacdo Genética

As amostras com bons resultados foram aquelas cujos resultados de
fragmentos foram bem definidas na eletroforese com tamanho de aproximadamente
1.000 pares de base. Esses fragmentos de amplificacdo do segmento génico Pol
foram enviados para sequenciamento. A porcentagem da regido Pol amplificada foi
calculada baseado na capacidade de extensdo do par de inner primers utilizados nas
reacfes de Nested-PCR. As amostras foram subtipadas através da utilizacdo do
REGA HIV Subtyping Tool v.3.4 e confirmadas posteriormente na construcdo da
arvore filogenética. O local de residéncia dos pacientes foi obtido através da consulta
do Laudo Médico para Emissdo de BPA-I emitido pelo Ministério da Saude. As

informagdes encontram-se na tabela 15.



105

Tabela 12 - Valores percentuais da regido sequenciada do gene da PR e TR, resultado da
subtipagem viral e localidade dos pacientes

Amostra

20VHGN

11NM

2STS

10JFF

11ACS

23JMS

1MAJB

2FHM

Nested-PCR
(Regiéo Pol)

100% PR,

47,3% TR

100% PR,

25% TR

100% PR,

37,4% TR

100% PR,

50,5% TR

0% PR,

48,3% TR

100% PR,

48,3% TR

100%PR,

63,4% TR

100% PR,

57, 7% TR

Classificacéo

viral

HIV-1 (M) F1

HIV-1 (M) B

HIV-1 (M) B

HIV-1 (M) B

HIV-1 (M) B

HIV-1 (M) B

HIV-1 (M) C

HIV-1 (M) B

Mesorregido

Leste Potiguar

Agreste Potiguar

Leste Potiguar

Leste Potiguar

Leste Potiguar

Leste Potiguar

Oeste Potiguar

Oeste Potiguar

Local

Natal

Sao Paulo do Potengi

Canguaretama

Natal

Macaiba

Natal

Mossoré

Mossoré
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5.3 Mutagoées e Perfil de Resisténcia aos ARV’s

Andlise de possiveis muta¢des das sequencias analisadas na regido da TR e
PR, do segmento génico Pol, foram realizadas e interpretadas por intermédio do
algoritmo de interpretacdo de resisténcia genotipica (HIVdb Program versédo 8.7 —
Genotypic Resistance Interpretation Algorithm;-http://hivdb.stanford.edu). Foram
evidenciadas mutacdes importantes na transcriptase reversa (primarias) e na protease

viral (acessoérias). Os resultados encontram-se na tabela 16.

Tabela 13 - Mutag8es primarias e acessorias associados a resisténcia a inibidores de protease,
inibidores da transcriptase reversa analogo de nucleosideo/nucleotideo e inibidores da transcriptase
reversa ndo analogo de nucleotideo.

Mutacbes Perfil de resisténcia
Amostras Subtipo
P ITRN ITRNN Baixo Intermediario Alto
K20T
20VHGN F1 ! - - - - -
Q58E
M41L, K65R,
D67A, ABC, FTC,
11NM B i T69L_ELA, i i AZT 3TC, TDF
K70E, L74l
2STS B - - - - - -
M41L,
M184V, ABC, AZT,
10JFF B i L210W, i i TDF FTC, 3TC
T215Y
M41L
' K103N TDF FTC,3TC
11ACS* B -*k M184V, ' ' ABC, AZT ' '
T215Y V108l DOR EFV, NVP
23IMS B - - - - - -
1MAJB C - F77L - *»**RAZT - -

2FHM B L10Vv - - - - -
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*Suscetivel a ETR e RPV / ** Tamanho insuficiente para andalise do gene da PR / *** Reducdo em

potencial

MutagGes primarias encontram-se destacadas, ao contrario das mutagfes acessorias. IP, inibidor de
protease; ITRN, inibidores da transcriptase reversa analogo de nucleosideo/nucleotideo; ITRNN,
inibidores da transcriptase reversa nao analogo de nucleotideo. ABC, abacavir; FTC, emtricitabina;

3TC, lamivudina; TDF, tenofovir; AZT, zidovudina; EFV, efavirenz; NVP, nevirapina; DOR, doravirina.

As mutacdes primarias encontradas com maiores frequéncias foram a M41L,
M184V, T215Y, todas elas se localizam no gene sequenciado que codifica a proteina
da transcriptase reversa viral e sdo clinicamente relevantes por prejudicarem o
tratamento com os ITR. A classe farmacoldgica mais afetada dentro dos ITR foram os
ITRN cujos farmacos fazem parte, como componente, da primeira linha de tratamento.
Entre os trés pacientes com mutacfes primarias importantes para o tratamento dois

eram virgens de terapia. Informacdes encontram-se na tabela 17.

Tabela 14 - Descricdo das mutagdes encontradas com maior frequéncia e o seu impacto na terapia
antirretroviral.

Terapia Antirretroviral

Mutagdes Amostras Virgem Vigéncia ARV afetado
11INM; 10JFF;
M41L 11INM; 10JFF 11ACS ITRN
11ACS
M184V 10JFF; 11ACS 10JFF 11ACS ITRN

T215Y 10JFF; 11ACS 10JFF 11ACS ITRN
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5.4 Andlise Filogenética

A construcéo da arvore filogenética foi realizado com auxilio do MEGA® versao
7.0.26 (http://www.megasotware.net/). Foram utilizadas diversas sequéncias
referéncias de diferentes clados filogenéticos do HIV coletadas no Los Alamos HIV
database (http://www.hiv.lanl.gov). A arvore filogenética gerada foi realizada utilizando
o0 método Maximum Likelihood (Maxima Verossimilhanca) e modelo General Time
Reversible com distribuicdo Gamma. Entre as cinco amostras sequenciadas apenas
em uma delas nado foi possivel a constru¢éo da arvore filogenética devido ao pouco
tamanho da sequéncia, todavia foi suficiente para realizacdo da subtipagem. A

representacdo grafica da filogenia encontra-se nas figuras 15 e 16.


http://www.megasotware.net/
http://www.hiv.lanl.gov/
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Figura 15 - Arvore filogenética distribuida em ramos. Ramos vermelhos, lilas e azuis
referentes aos clados C, F1 e B do HIV-1, respectivamente. Amostras deste estudo
encontram-se destacadas.
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5.5 Modelagem de Proteina

A modelagem proteica contendo as mutacdes comtempla as descritas
anteriormente (tabela 17) como sendo aquelas de maiores frequéncias além da
mutagcdo L210W. A mutacdo M41L encontra-se representada na figura 18. A
modelagem foi realizado por intermédio do software UCFS Chimera® versédo 1.13.1
(http://www.cgl.usfc.edu/chimera/) e refere-se a um fragmento da enzima transcriptase
reversa contemplando as mutagdes M184V, L210W e T215Y conforme indicado na
figura 17.

M184V

Figura 17 - Modelagem de fragmento da transcriptase reversa contendo as mutacdes
M184V, L210W e T215Y.

Transcriptase Reversa

-

M184V T215Y

Ma1L

LZ210wW

Figura 18 - Representacdo gréafica da transcriptase reversa contendo as mutacbes M41L, M184V,
T215Y, L210W.


http://www.cgl.usfc.edu/chimera/
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6 DISCUSSAO

Ao realizar analise filogenética a partir de sequencias de HIV-1 circulante entre
0s pacientes do Rio Grande do Norte constatou-se predominio do subtipo B, seguido
pelo subtipo F1 e C (Tabela 19) como ja também evidenciado em outros estudos
(PINTO, 2004; DELATORRE et al., 2017). Outros estudos sugerem predominio do
subtipo B no nordeste a semelhanca da regido sudeste e norte do Brasil (BRASIL,
2016; DELATORRE et al., 2017; GADELHA et al., 2003; VERAS, 2010).

A Organizagédo Mundial de Saude (OMS) em seu relatorio de 2017 alerta para
0 crescimento da prevaléncia de cepas virais resistentes aos ARVs. O Brasil foi
avaliado quanto ao indice de prevaléncia do HIV resistente transmitido indicando um
indice de 6,8% aos antirretrovirais da primeira linha de tratamento (EFV/NVP — ITRNN)
todavia apresenta indice de 9,8% quando levado em consideracéo as demais classes
de ARV’s. Os valores estipulados pela OMS como limite sdo 10%, indices acima
devem levar o pais a rever seus protocolos terapéuticos afim de impedir o avanco da
resisténcia aos ARV’s. O relatério chama atencdo para as seguintes mutagdes:
K101EP, K103NS, V106AM, Y181, Y188, G190, P225H, M41L, D67EGN, K70ER,
V75AMST, M184lVv, L210W, T215, K219, além de outras mutacdes aos ITRN e
ITRNN. Quanto as mutacdes mais prevalentes destacam-se no Brasil a K103NS,
M41L, T215, M184lv, K219 (WHO, 2017). Ao analisar o gene pol, mais
especificamente o segmento da protease viral e parte do segmento da transcriptase
viral foram achadas, neste estudo, mutacdes importantes de relevancia clinica na
TARV.

O presente estudo encontrou mutacdes consistentes ao relatério da OMS em
pacientes virgens de terapia (resisténcia transmitida) e em um paciente com terapia
vigente (resisténcia adquirida). As principais mutacdes encontradas foram M41L,
M184V, T215Y. No paciente em terapia vigente foi encontrado mutacées como
K103N, V108I, sendo a primeira uma mutagcdo principal e a segunda mutacéo
acessoria. As primeiras mutagdes estéo relacionadas ao uso de ITRN enquanto que
as segundas mutacdes citadas estdo relacionadas ao uso de ITRNN. Outras
mutacdes encontradas foram K65R, D67A, K70E, L74l, T69L, L210W e séao
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selecionadas a partir do uso de ITRN. Foram encontradas também mutacdes

acessorias tais como K20T e Q58E relacionados aos IP.

As mutagbes M184V, K65R, K70E, L74l encontradas nos virus circulantes nos
pacientes no Rio Grande do Norte sdo classificados na literatura como mutacdes
discriminatdrias selecionados por uso de ITRN. As mutac¢des discriminatorias séo
alteracdes que permitem a transcriptase reversa viral discriminar entre o0 substrato
natural e o ITRN, ou seja, nessas mutacdes o virus € capaz de discriminar por exemplo
a citosina a 3TC (CLAVEL & HANCE, 2004).

A mutacdo M184V é considerada uma mutacdo comum e a mais importante
entre as discriminatérias, é facilmente selecionada pelo tratamento com 3TC (baixa
barreira genética) e confere alta resisténcia a este farmaco e também ao FTC (TANG
& SHAFER, 2012). Esta mutacao também confere resisténcia cruzada intermediaria
ao ABC e ddl, todavia ndo é uma contraindicacao do tratamento pois o virus contendo
esta mutacao ainda é sensivel ao AZT, TDF e d4T (POUGA et al., 2018; STANFORD,
2018a).

A mutacdo K65R é considerada a segunda mutacdo mais comum entre as
discriminatérias e € primariamente selecionada pelo uso de TDF e menos
selecionados pelo ddl, ABC e d4T. A mutacao K65R confere resisténcia intermediaria
ao TDF, ABC, ddl, 3TC e FTC, confere baixa resisténcia ao d4T porém aumenta
suscetibilidade ao AZT (STANFORD, 2018a; TANG & SHAFER, 2012). Quando o
paciente apresenta as mutacfes M184V e K65R juntas existe alta resisténcia ao ABC,
ou seja, duas mutacbes podem levar a uma resisténcia completa aos ITRNSs,

caracterizando baixa barreira genética destes ARVs (DIAZ, 2016).

Outras mutacbBes discriminatérias encontradas nos virus detectados nos
pacientes deste estudo como K70E e L74l conferem resisténcia aos ITRN. A K70E
confere baixa resisténcia ao TDF, ABC, ddl e possivelmente ao 3TC e FTC, porém
aumenta suscetibilidade ao AZT e d4T. A presenca da mutacao L74l confere
resisténcia elevada ao ddl e intermediaria ao ABC (BRADSHAW et al., 2007,
STANFORD, 2018a).

As mutagdes M41L, L210W, T215Y e T69ins foram mutagdes encontradas nos

virus circulantes em pacientes deste estudo e sao classificados na literatura como
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mutacdes selecionadas pelos analogos da timidina (TAM) AZT ou d4T. Este grupo de
mutacdes, quando presentes, concedem a capacidade ao virus de aprimorar a
capacidade de remocéo hidrolitica do ITRN incorporado em um processo conhecido
como pirofosforélise mediada pelo ATP, promovendo assim uma excisdo e
consequentemente uma resisténcia aos ITRN, exceto 3TC (IYIDOGAN &
ANDERSON, 2014; TANG & SHAFER, 2012). As mutacdes do tipo TAM conferem
resisténcia cruzada para o TDF, ABC e ddl e ocorrem em duas vias mutacionais
distintas, TAM1 e TAM2. As mutacfes do tipo TAM1 envolvem sele¢des dos codons
M41L, L210W e T215Y, enquanto que a via TAM2 selecionam os codons D67N, K70R
e K219QEM. A via TAML1 é a causa maior do nivel de resisténcia clinica e fenotipica
para os analogos de timidina e resisténcia cruzada ao TDF, ABC e ddl quando
comparado a via TAM2. A via TAM1 (encontrada neste estudo) também € encontrado
com mais frequéncia no subtipo B do HIV-1. As mutacdes TAM proporcionam reducao
da suscetibilidade in vitro em grau variado a todos os ITRN e seu acumulo é causa de
multipla resisténcia aos ARV (MDR) (ALBUQUERQUE, 2016; TANG & SHAFER,
2012).

Em um dos virus sequenciados entre pacientes deste estudo foi encontrado a
presenca de insercdo no codon 69 da transcriptase reversa viral, este tipo de mutacao
pode ser selecionado por qualguer ITRN, embora seja mais comum na presenca de
outras TAM (MILLER et al., 2004). A T69ins geralmente confere ampla resisténcia aos
ITRN, e na presenca de outras TAM confere resisténcia intermediaria ao 3TC e FTC,
elevada resisténcia aos demais ITRN (STANFORD, 2018a).

A mutacdo D67A, encontrada em um dos virus sequenciados de pacientes
deste estudo, é considerada uma mutacdo extremamente ndo comum pelo algoritmo
de interpretacdo de mutacdes do HIV Resistance Database da Stanford University.
Outros estudos mostram que as mutacbes mais encontradas neste cédon sao
classificadas como mutacbes TAM (D67N e D67GESTH) (MARCELIN, 2006;
MARCELIN et al., 2004; STANFORD, 2018a; TOLEDO et al., 2010). A mutacéo D67A
foi apontada em alguns estudos na literatura como uma mutacdo acessoria atipica,
sendo o estudo de Gashnikova et al., 2003, considerando tal alteracdo atipica, in vitro,
como selecionada pelo AZT e conferindo resisténcia fenotipica ao mesmo em até 160
vezes quando comparado a linhagens sensiveis (GASHNIKOVA et al.,, 2003;
HANDEMA et al., 2003).



115

Em um dos pacientes deste estudo o virus sequenciado apresentou a mutacao
K103N, tal paciente encontra-se em vigéncia de TARV. A mutacdo citada é
classificada como mutacao selecionada pelo uso de ITRNN (AKINSETE et al., 2004).
As mutacfes selecionadas por algum ITRNN confere, ao virus, uma mudanca
conformacional significativa na porcéo hidrofébica (ou adjacente a ela) préxima ao
sitio ativo da TR a ponto de impedir a inibicdo alostérica causada por esta classe de
ARV, a eficacia dos ITRNN dependem desta inibicdo para afetar a flexibilidade
enzimatica viral bloqgueando sua capacidade de polimerizar o DNA (CLAVEL &
HANCE, 2004; REN & STAMMERS, 2008). A mutacdo K103N é a mais comum
alteracdo relatada como resistente aos ITRNN (REN & STAMMERS, 2008), tal
mutacéo confere elevada resisténcia a NVP e EFV (DIAZ, 2011), provocando reducao
de 50 vezes e 20 vezes a suscetibilidade destes farmacos, respectivamente.
(STANFORD, 2018b).

A presenca da mutacado F77L em um dos virus circulantes em um dos pacientes
da regido oeste (LMAJB) é classificado como uma mutagado acessoria relacionada ao
uso de ITRN, geralmente associado a mutagdo Q151M formando um complexo (A62V,
V75I, F77L e F116Y) de multirresisténcia aos ITRN via mecanismo de discriminagéo
de substratos (DAS et al., 2017; DIAZ, 2011; TANG & SHAFER, 2012). A mutacéo
primaria Q151M pode, sozinha, conferir resisténcia aos ITRN todavia promove
prejuizo ao fitness viral, mutacdes que formam o complexo como a F77L compensam
a deficiéncia do fitness ao tornar o virus mutante competente em replicar seu material
genético (DAS et al.,, 2017). Apesar da mutacdo F77L estar relacionada,
primariamente, a mutacdes que apresentam mecanismo de discriminacdo de
substratos é possivel que a mesma apresenta algum papel na contribuicdo em
mecanismos de excisdo nucleotidica vista nas mutacdes tipo TAM (METEER et al.,
2014). Sua presenca isolada, contudo, apresenta relevancia clinica incerta podendo
alguns pacientes apresentarem uma baixa reducdo da suscetibilidade ao AZT em
potencial (STANFORD, 2018a).

Entre os HIV-1 sequenciados neste estudo ndo foram encontradas mutacdes
principais selecionados por uso dos IP, todavia foi identificado presenca de mutacfes
acessorias que compensam o fitness viral e consequente aumento de resisténcia a
estes ARVs como a Q58E, K20T e L10V (BUDAMBULA et al., 2015; FRANCA et al.,
2018; GASHNIKOVA et al., 2016; NAMAKOOLA et al., 2016; TANG & SHAFER,
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2012). Apesar de nao se constituirem mutacdes principais as mutacfes acessorias
compensam a diminuicdo do fitness viral ocasionado pelas mutagfes principais e
ajudam, na presenca destas, a reduzirem ainda mais a suscetibilidade dos IP. As
mutacOes acessoOrias ou secundarias dos IP ocorrem em regides ndo ativas da
protease e conferem estabilidade a enzima, ao lado das mutac¢des secundarias outros
mecanismos moleculares ajudam a aprimorar o fitness do virus mutante aos IP. A
mutacdo QS58E auxilia na redugcdo da suscetibilidade do TPV/r (IYIDOGAN &
ANDERSON, 2014; STANFORD, 2018c), enquanto K20T provoca diminuicdo da
suscetibilidade de cada IP com excecédo do DRV e TPV (MARCK et al., 2009; RHEE
et al., 2010), a presenca isolada da mutacdo L10V néo leva a perda de suscetibilidade
aos IP (STANFORD, 2018c).

Os profissionais médicos infectologistas que acompanham clinicamente os
pacientes deste estudo foram alertados para a presenca das mutacdes afim de
direcionar um esquema antirretroviral mais adequado e personalizado para a
necessidade de cada paciente, com isso espera-se uma maior eficacia terapéutica
traduzindo em supressdo da replicacdo do virus interrompendo assim a cadeia de
transmissao e promovendo melhor qualidade de vida para os pacientes. A indicagcao
terapéutica mais adequada sdo esquemas contendo dois ITRN associado
preferencialmente a INI (Dolutegravir) ou IP (inibidor de integrase apresenta menor
toxicidade quando comparado a IP por exemplo) ao invés do esquema tradicional
somente com inibidores de transcriptase reversa (2ITRN/LITRNN).

As principais mutag¢des encontradas neste estudo encontram-se modeladas na
figura 15 e refere-se ao dominio da polimerase da TR proximo ao sitio catalitico na
subunidade p66, onde encontram-se localizada as muta¢ées modeladas. E possivel
observar na figura que a mutacdo M184V, facilmente selecionada pelo uso do 3TC,
encontra-se em uma regido de a-hélice, tais regides sédo consideradas mais robustas
para suporte de mutacdes quando comparada a regides de folha-, a preservagao
desta estrutura secundéria é necessaria para o funcionamento da enzima, a mutacao
contudo leva a um prejuizo da fungéo enziméatica da TR (ABRUSAN & MARSH, 2016;
DIALLO et al., 2003; WANG et al., 2008; WEI et al., 2003).

A mutacdo T215Y localiza-se em regido de folha- e sua presenca aprimora a
ligagdo com ATP na reacgéo de pirofosforolise (CHAMBERLAIN et al., 2002), esta



117

mutacdo pode ser observada de forma isolada uma vez que a troca de aminoacido
(aa) por uma tirosina (Y) é suportada pela estrutura de folha-f3 por conter um grande
residuo aromatico (COX et al., 2012; FANTINI et al., 2001) porém, ainda assim
mutacfes primarias, como a T215Y, promove prejuizo e interfere negativamente a
atividade da TR diminuindo o fitness viral (FANTINI et al., 2001).

A mutacdo L210W, localizado em uma regidao de alca na porgcédo c-terminal
préximo da regido de a-F a-hélice (FANTINI et al., 2001; SVICHER et al., 2006), é
considerada uma mutagéo secundaria selecionada apenas apos observada a T215Y
(YAHI et al., 2000) e sua funcdo € promover uma maior estabilizacdo da alteracao
conformacional gerada pela T215Y através de interacdes hidrofébicas entre o
triptofano (W) na posicdo 210 e a tirosina (Y) na posicdo 215 (COX et al., 2012,
FANTINI et al., 2001; YAHI et al., 2000), sendo assim a mutagdo acessoria L210W,
assim como a mutacado M41L, reverteria a perda do fitness viral (apenas na presenca
da T215Y). Como citado anteriormente a mutacdo L210W nunca € selecionada de
forma isolada pela grande perda de estabilidade da regido de alca com acao deletéria
para o virus (FANTINI et al., 2001). Supde-se que a troca por um aa gquimicamente
destoante, como o caso da leucina (L) considerado um aa estabilizante e rigido pelo
triptofano (W), cuja propriedade quimica hidrofébica é conhecida, podem inviabilizar a
estrutura de alca e inutilizar a TR e por isso nunca € selecionada isoladamente, porém

seriam necessarios testes complementares para confirmacao desta hipotese.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados discutidos acima e nos objetivos deste estudo,
conclui-se uma circulagéo, no Rio Grande do Norte, dos subtipos B, F1 e C, subtipos
estes que predominam no Brasil. A maior parte das muta¢des dos virus encontrados
neste estudo classificam-se como muta¢des transmitidas com um caso de mutacao
adquirida, concluindo assim uma maior necessidade de estudos (prevaléncia) com
maior amostragem envolvendo pacientes virgens de terapia assim como individuos
tratados, porém com carga viral detectavel. Os antirretrovirais mais prejudicados
foram os inibidores da transcriptase reversa analogo de nucleosideo/nucleotideo e
inibidores da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideo, ARVs conhecidos por
participarem de esquemas terapéuticos iniciais. As mutagdes mais encontradas foram
aguelas pertencentes da via TAM1 de mutacéo, encontrado com maior frequéncia no
subtipo B e mutacdes discriminatorias como M184V e K65R. Apesar de ndo terem
sido evidenciadas mutac¢des principais selecionados por inibidores de protease, foram
encontradas mutacdes acessorias (K20T e Q58E) que, na presenca de mutacdes
primarias conferem alta resisténcia a tais inibidores. Analise da modelagem da
proteina viral contendo as principais muta¢cdes mostrou que as regidées de mutacao
selecionadas se encontram em regides de a hélice e folha 3 da transcriptase reversa.
O protocolo validado aponta a viabilidade do uso da prépria enzima viral ao invés de
enzimas sintéticas na quantidade dos reagentes descritos.

No entanto, torna-se claro a necessidade da analise de um nimero maior de
sequéncias para um resultado de prevaléncia do subtipo de HIV-1 circulante por meio
de método filogenéticos e analises mais robustas de bioinformatica assim como um

maior quantitativo de amostras para avaliacdo da estrutura 3D das proteinas virais.
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