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RESUMO

Os INI estdo disponiveis no Brasil desde 2009, quando o primeiro INI, Raltegravir,
passou a ser disponibilizado para terapia de resgate de paciente HIV+ em falha
terapéutica. No ano de 2017, um segundo INI foi introduzido na TARV de pacientes
recém diagnosticados com HIV-1, o Dolutegravir, que por possuir barreira genética mais
elevada e dose didria Unica, substituiu o Efavirenz na primeira linha de tratamento. Porém,
apesar da eficiéncia dos INI, a emergéncia de variantes virais resistentes a estes firmacos
¢ inevitavel. Por isto, ¢ necessario o monitoramento das mutagdes de resisténcia aos INI,
que podem levar falha terapéutica, visando a otimiza¢do do esquema terapéutico e
controle da infeccdo pelo HIV. O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de
mutagdes aos INI e o perfil de resisténcia em pacientes HIV+/AIDS do municipio de
Jatai/Goids. O gene completo da IN foi sequenciado a partir de amostras de pacientes
virgens de INI. As mutagdes de resisténcia foram identificadas pelo banco de dados de
Stanford-HIV e IAS-USA. Os subtipos virais foram identificados por analise filogenética.
Entre as 52 amostras analisadas, nenhuma mutacdo primaria foi identificada. Duas
mutagdes acessorias (T97A/G163K) foram identificadas e estas induzem baixo nivel de
resisténcia a Raltegravir e Elvitegravir. No total, 152 polimorfismos foram identificados.
O subtipo mais prevalente foi o subtipo B. Portanto, estes dados demonstram que a regido
da IN ainda ¢ bastante conservada, encorajando o uso de INI na terapia contra o HIV-1 e

auxiliam no mapeamento da diversidade genética do HIV-1 na regido Sudoeste Goiano.

Palavras-chaves: HIV-1, Resisténcia, Diversidade e Integrase.



ABSTRACT

INI have been available in Brazil since 2009, when the first INI, Raltegravir, became
available for therapy of rescue of HIV + patients in therapeutic failure. In the year 2017,
a second INI was introduced into ART of patients newly diagnosed with HIV-1,
Dolutegravir, which had a higher genetic barrier and a single daily dose, replaced
Efavirenz in the first line of treatment. However, despite the efficiency of INI, the
emergence of viral variants resistant to these drugs is inevitable. For this reason, it is
necessary to monitor resistance mutations to INI, which may lead to therapeutic failure,
aiming at optimizing the therapeutic regimen and controlling HIV infection. The
objective of this study was to evaluate the occurrence of INI mutations and the resistance
profile in HIV + / AIDS patients in the city of Jatai/Goids. The complete IN gene was
sequenced from samples from INI-naive patients. Resistance mutations were identified
by the Stanford-HIV and IAS-USA database. Viral subtypes were identified by
phylogenetic analysis. Among the 52 samples analyzed, no primary mutation was
identified. Two accessory mutations (T97A / G163K) were identified and these induce a
low level of INI resistance. In total, 152 polymorphisms were identified. The most
prevalent subtype was subtype B. Therefore, these data demonstrate that the IN region is
still highly conserved, encouraging the use of INI in HIV-1 therapy, and assist in the

mapping of HIV-1 genetic diversity in the Southwest region of Goias.

Keywords: HIV-1, Resistance, Diversity and Integrase.
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1. INTRODUGAO

1.1 Classificacao e Aspectos Epidemiologicos do HIV

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), é classificado como um retrovirus
pertencente a ordem Ortervirales, tamilia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae,
do género Lentivirus (International Committee on Taxonomy of Viruses -
https://talk.ictvonline.org/ Acesso: 12/04/2018 as 13:14) e originou-se de transmissdes
zoondticas multiplas de virus da imunodeficiéncia simia (SIV) de primatas ndo humanos
para humanos na Africa Ocidental e Central, no inicio do seculo XX. O HIV é o agente
etiologico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) identificada na década de
80, nos Estados Unidos da América (EUA) em jovens homossexuais. O virus ataca o
sistema imune e causa grave depressdo da imunidade celular, tornando o individuo
suscetivel a infecgdes oportunistas podendo levar até a morte (BARRE-SINOUSSI, 1983;
MAARTENS et al., 2014).

Um resumo global da epidemia do HIV estima que atualmente existem 36.7
milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS no mundo. Ocorreram cerca de 1 milhdo de
mortes relacionadas a AIDS e 1,8 milhdes de novos casos de infecgdes pelo HIV no ano
de 2016. As regides que mais apresentam casos de infeccdo pelo HIV concentram-se nas
regides leste e sul do continente africano, apresentando em torno de 19 milhdes de pessoas
infectadas (UNAIDS, 2016).

Em geral, o nimero de infecgdes pelo HIV no mundo se estabilizou, e, o nimero
de novos casos reduziu de 3.1 milhdes em 2000, para 1,8 milhdes em 2016. O nimero de
mortes relacionadas ao HIV também reduziu, de 1,6 milhdes em 2000, para 800.000 em
2016, o que consequentemente elevou o niumero de pessoas vivendo com o HIV no
mundo, que em 2000 era em torno de 28,6 milhdes de pessoas, e, atualmente este nimero
esta em torno de 36,7 milhGes. Nas ultimas estatisticas realizadas, a sobrevivéncia dos
individuos infectados com o HIV aumentou de maneira significativa, e acredita-se que
isto ¢ devido ao maior acesso destes individuos a terapia antirretroviral (TARV).
Acredita-se também que a diminui¢do da taxa de novos casos sdo em decorréncia da
expansdo de programas de prevencdo da transmissdo do virus tanto por contato sexual

quanto vertical (FETTIG et al., 2016).
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No Brasil, a estimativa do nimero de pessoas vivendo com HIV/AIDS ¢ de
830.000 pessoas, sendo 48.000 novos casos da infecgdo e 14.000 mortes relacionadas a
AIDS em 2016 (UNAIDS,2016).

De acordo com o Boletim Epidemiologico do Programa Nacional de DST e
AIDS do Ministério da Saude, do ano de 2007 até junho de 2017, foram notificados
194.217 casos de infecgdo pelo HIV no pais, sendo que, a regido Sudeste contém o maior
namero de casos, 96.439 (49,7%), seguido pelas regides Sul, 40.275 casos (20,7%),
Nordeste com 30.297 casos (15,6%), Norte com 14.275 casos (7,4%) e a regido Centro-
Oeste com 12.931 casos (6,7%). As populagdes-chaves que compdem a maior parte das
pessoas infectadas pelo HIV compdem de individuos do sexo masculino, homossexuais,
com idade média entre 20 e 34 anos de idade, ressaltando que estas estimativas foram
realizadas de acordo com os numero de casos notificados (BRASIL, 2017a).

Na regido Centro-Oeste, Goids € o estado com maior numero de casos de HIV
notificados, de 2007 a 2017 foram notificados 5390 casos de infecgdo pelo HIV, cerca de
42% do total de numero de casos da regido Centro-Oeste, que era em torno de 12.931
casos até junho de 2017. O primeiro caso notificado neste estado ocorreu no ano de 1984,
em um homem homossexual de 30 anos de idade, e de 14 para c4, 14.701 casos de AIDS
ja foram notificados e ocorreram cerca de 5.353 obitos relacionados ao HIV (BRASIL,
2017b).

Em Goias, a maioria dos casos notificados por infecg@o pelo HIV sdao em homens
(75%), a faixa etaria dos pacientes se encontram entre 20 a 29 anos. A Regido de Saude
do estado de Goids com os maiores nimeros de casos foram na Regional Central, com
50,1% dos casos (2700). Em gestantes infectadas com HIV, 1.642 casos foram notificados
2000 até 30 de junho de 2017 (BRASIL, 2017b).

1.2 Diversidade Genética do HIV-1

De acordo com diferencas genomicas e filogenéticas, o HIV pode ser
classificado em dois tipos: HIV-1 e HIV-2. Em termos gerais, estes dois tipos de HIV se
diferem quanto a transmissibilidade, viruléncia e distribuicdo geografica mas, sdo
transmitidos da mesma forma, principalmente por contato sexual, seguido de contato com
sangue e seus componentes contaminados (transfusdes e no compartilhamento de seringas

e agulhas contaminadas) (MAARTENS et al., 2014).
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O HIV-1 apresenta viremia mais elevada e € o responsavel pela pandemia da
infecgdo. Ja o HIV-2 ¢ praticamente restrito ao oeste da Africa e a maioria dos individuos
ndo progridem para a AIDS (CAMPBELL-YESUFU & GANDHI, 2011).

A infeccdo pelo HIV-1 é caracterizada pela grande diversidade genética do virus,
e isto ocorre devido a alguns fatores entre estes, a principal causa ¢ a falta de mecanismos
de correcdo da enzima viral, transcriptase reversa (TR), esta enzima no momento da
transcri¢do reversa pode promover substituicdo de nucleotideos, bem como, delecdes e
insercdes de nucleotideos, e, por ndo possuir capacidade de corregdo resulta na geracao
de novas variantes virais. Outro fator importante que contribui para a diversidade genética
do HIV ¢ sua taxa de replicagdo elevada, que gera em torno de 10'°novos virions por dia.
O tempo de meia vida de virus no plasma e em células produtoras de virus ¢ muito curto,
cerca de dois dias, por isso, o virus do HIV possui rapido “turnover”, que em combinacao
com a ocorréncia de substituicdes, delecdes e inser¢des contribuem para emergéncia de
variantes mutantes e até resistentes a terapia (SANTOS & SOARES, 2010; SANTORO
& PERNO, 2013). Por todos esses fatores descritos, genomas mutantes podem ser
gerados, resultando em variantes virais com genomas intimamente relacionados, porém
ndo idénticos, conhecidos como quasispécies (ANDINO & DOMINGO, 2015).

Devido a esta grande diversidade, o HIV-1 ¢ dividido em 4 grupos (M, N, O e
P), e, cada grupo resultou de um evento independente de transmissdo de espécies cruzadas
de virus da imunodeficiéncia simiana (SIVs) em macacos africanos. Embora os grupos
M e N tenham sido atribuidos a infec¢do em chimpanzés no sul de Camardes, os

reservatorios humanos dos grupos O e P tem origem em gorilas da planicie ocidental
(D’ARC et al., 2015). O grupo M ¢ o mais prevalente, distribuidos por todo o mundo,

sendo subdividido em 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K). Os subtipos A e F ainda
sdo subdivididos em sub-subtipos (A1- A5 e F1- F2) (SHARP & HAHN, 2011).

Além dos erros da TR e da capacidade de replicagdo do HIV, outra estratégia
que contribui para a diversidade genética do HIV ¢ sua capacidade de recombinagdo
genética. A recombinac¢ao surge quando a enzima TR realiza leitura alternada das fitas de
RNA, durante a transcricdo reversa, originando genomas heterozigotos. Assim, a
recombinacdo genética pode ocorrer em virus do mesmo subtipo (intrasubtipos), entre
diferentes subtipos (intersubtipos) e ainda em diferentes grupos (intergrupos) (NAJERA
et al., 2002). Quando ocorre a recombinacgdo genética e a infec¢do destas novas variantes

virais sdo documentadas em mais de 3 individuos, estas sdo conhecidas como formas
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recombinantes circulantes (CRFs). Quando uma forma recombinante € identificada mas,
ndo ha relatos de transmissdo, ¢ definida como uma forma recombinante unica (URF)
(HEMELAAR et al., 2011). Até o momento, 90 CRFs foram reconhecidas (Los Alamos
2017).

1.3 Distribuicio dos subtipos genéticos do HIV-1 no mundo

A distribuicdo geografica de subtipos do HIV-1 no mundo ¢é bastante
heterogénea, com prevaléncia regional de variantes especificas relacionadas

principalmente aos subtipos do grupo M (Figura 1) (SANTOS & SOARES, 2010).
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Figura 1: Distribuicdo geografica dos subtipos ¢ CRFs no mundo.
(HEMELAAR, 2012)

O subtipo C ¢ o subtipo mais prevalente, representado cerca de 48% das
infecgdes mundiais, com predominancia em quase todo o continente Africano, mas ¢
encontrado em menor frequéncia na india e no Brasil. O subtipo A ¢ prevalente na Africa
Oriental e Europa e representa cerca de 12% das infec¢des no mundo (ABECASIS et al.,

2013; PATINO-GALINDO & GONZALEZ-CANDELAS, 2017).
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O subtipo B ¢ amplamente disperso pelo mundo e representa cerca de 11% das
infecgcdes pelo HIV-1. Evidéncias filogenéticas sugerem que o subtipo B surgiu como
linhagem viral apés a disseminaco do HIV-1 fora da Africa. Este subtipo foi introduzido
no Haiti em torno de 1966, pela migracdo humana e apds a dispersdo localizada, o virus
foi levado aos EUA por volta de 1969, por meio de contato homossexual/bissexual. Em
seguida, o virus se estabeleceu em outras regides e, se tornou prevalente na Europa, nas
Américas (Norte, Sul e Central), na Australia, no Sudoeste Asiatico, no Norte da Africa
¢ no Oriente médio (JUNQUEIRA & ALMEIDA, 2016).

A prevaléncia de cepas ndo-B também foram aumentando gradativamente,
devido ao influxo de imigrantes da Africa e Asia, mas ocorrem em menor frequéncia no
mundo (CHIN, 2017). Os subtipos D, G, H, J e K ocorrem em menores frequéncias e
podem ser encontrados na Africa Central e Ocidental (HEMELAAR et al., 2011). O
subtipo F representa menos de 1% das infec¢gdes mundiais pelo HIV-1, porém ¢ um
subtipo extremamente disperso pelo mundo, podendo ser encontrado no leste da Asia, nas
Américas e na Africa, e, é o subtipo prevalente no noroeste da Espanha (PERNAS et al.,
2014).

Com relagdo as formas recombinantes, aproximadamente 20% das infecgoes
mundiais do HIV-1 sdo causadas por CRFs, sendo as principais: CRF01_AE que
predomina no leste asidtico e CRF02_AG com predominio na Africa e representam
respectivamente 8% e 5 % das infeccoes do HIV-1 no mundo (TAYLOR et al., 2008;
ABECASIS et al., 2013).

1.3.1 Distribuic¢io dos subtipos genéticos do HIV-1 no Brasil

A epidemia brasileira do HIV ¢é caracterizada pela circulagdo de diferentes
subtipos de HIV-1, incluindo os subtipos B, F ¢ C, além de uma série de CRFs envolvendo
principalmente os recombinantes BF1 e BC, bem como, varias URFs (DIAZ et al., 2015).

Entre os 14 CRFs_BF1 descritos até 0 momento, nove originaram no Brasil, sendo
seis na regido Sudeste do pais (CRF28 BF, CRF29 BF, CRF39 BF, CRF40 BF,
CRF46_BF e CRF72 BF), duas na regido Nordeste (CRF70_BF e CRF71_BF), e uma
na regidao Centro-Oeste (CRF90 BF1) (DE SA et al., 2006; GUIMARAES et al., 2008;
SANABANI et al., 2010; PESSOA et al., 2014a; PESSOA et al., 2014b; REIS et al.,
2017).
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A epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil ¢ caracterizada pela prevaléncia
do subtipo B em quase todas as regido do pais, exceto na regido sul, onde o subtipo
predominanate ¢ o subtipo C (Figura 2). (BRINDEIRO et al., 2003; INOCENCIO et al.,
2009; CARDOSO etal., 2011; BELLO etal., 2012; DIAZ etal., 2015; LIBRELOTTO et
al., 2015). Entretanto, apesar do predominio do subtipo B, a prevaléncia relativa de
diferentes variantes genéticas do HIV-1 varia entre as regides do pais (DIVINO et al.,
2016).
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Figura 2: Distribui¢ao dos subtipos do HIV-1 e formas recombinantes no Brasil.
https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/19368
Acess0:28/02/2018 as 13:57

Na regido Norte do Brasil, o subtipo do HIV-1 mais prevalente observado ¢ o
subtipo B, seguido de formas recombinantes BF1, subtipo F1, subtipo C e recombinantes
BC (COSTA etal., 2016). Na regido Nordeste ocorreu um aumento constante no niimero

de casos de HIV na ultima década, onde sua diversidade genética consiste na prevaléncia
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do subtipo B, seguidos pelos subtipos F1, formas recombinante BF1, BC, BCEF,
CRF02_AG e o subtipo C (DELATORRE, 2017). A epidemiologia molecular do HIV-1
na regido Sudeste é bem caracterizada, onde o subtipo prevalente € o subtipo B, seguido
pelas formas recombinantes BF1, tais como CRF28 BF ¢ CRF29 BF, o subtipos F1 ¢
em menor numero de casos, o subtipo C (SANABANI et al., 2013; VELASCO-DE-
CASTRO et al., 2014). A regido Sul, diferentemente das demais regides é caracterizada
pela predominancia do subtipo C e formas recombinantes BC, como a CRF31 BC,
seguido pelos subtipos B, F1 e formas recombinantes BF1 (LIBRELOTTO et al., 2015).

Estudos de epidemiologia molecular do HIV-1 no Centro-Oeste identificaram a
prevalancia do subtipo B, seguida de formas recombinantes de BF1 e casos esporadicos
de subtipos C e F1 (CARDOSO & STEFANI, 2009; CARDOSO et al., 2011;
CARVALHO et al., 2011; SILVEIRA et al., 2012). Recentemente uma nova forma
recombinante BF1 que difere de qualquer conhecido CRF_BF1 relatado até o momento,
foi identificada em amostras de pacientes da regido Centro-Oeste, nomeada como
CRF90 BF1. Esta é primeira CRF identificada nesta regido (GRAF & PINTO, 2013;
LIBRELOTTO et al., 2015; REIS, 2017).

1.3.2 Distribuicio dos subtipos genéticos do HIV-1 na Regido Sudoeste Goiano

O estado de Goias ¢ dividido em cinco macrorregioes: Nordeste, Centro-Norte,
Centro-Oeste, Sudeste e Sudoeste. A regido Sudoeste do estado de Goids, ¢ ainda
subdividida em Regides Sudoeste I e Sudoeste II, onde cada macrorregido possui um
municipio sede da regional de saude, representando a Secretaria de Estado da Saude. A
macrorregido Sudoeste 11, que € a regido de estudo deste trabalho, engloba 10 municipios:
Aporé, Caiaponia, Chapaddo do Céu, Doverlandia, Mineiros, Perolandia, Portelandia,
Serranopolis, Santa Rita do Araguaia e o municipio de Jatai, sendo este o0 municipio-sede
da macrorregido Sudoeste II. Jatai esta localizado a 320 km da capital Goiania, com
populacdo estimada em 98.128 habitantes (Latitude:-17° 52°53”’/Longitude: -51°42°52°)

(www.ibge.gov.br; www.saude.go.gov.br).
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Figura 3: Macrorregides do Estado de Goias.
Adaptado de http://www.sgc.goias.gov.br/upload/links/arq_692 anexo.jpg
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Na regido Sudoeste II, o primeiro caso de infec¢do por HIV registrado, ocorreu
em 1997, porém, apenas no ano de 2003, em Jatai, foi inaugurado o Centro de Testagem
e Aconselhamento (CTA), onde acontecem acdes de diagnodstico e prevencdo de

HIV/AIDS e outras DSTs. Desde 2005, Jatai possui servi¢o de diagndstico de novos casos
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de HIV, tratamento e acompanhamento as pessoas vivendo com HIV/aids. Neste ano, a
cidade passou a ter uma unidade do Servigo de Assisténcia Especializada em HIV/AIDS
(SAE) (www jatai.go.gov.br). Segundo recente estudo do nosso grupo de pesquisa (ainda
ndo publicado), desde a abertura do SAE em 2005 até o ano de 2015, 338 casos de AIDS
foram notificados na regido, sendo 196 homens, 142 mulheres (sendo 69 gestantes), com
prevaléncia de raga/cor parda, e faixa etaria na maioria dos casos entre 40-50 anos. (DIAS,
2015- dados ndo publicados).

Adicionalmente, estudos do nosso grupo de pesquisa, em relagdo a diversidade
genética do HIV-1, realizado em amostras de pacientes da regido Sudoeste II do estado
de Goias, mostra prevaléncia da circulacdo do subtipo B, seguido pelo subtipo F1 e pelo
subtipo C. Poucos isolados mosaicos, envolvendo os subtipos B e F1 foram identificados

nesta regido (DIAS, 2015; BENTO, 2016 — dados nao publicados).

1.4 Estrutura e Genoma do HIV-1

A particula viral do HIV-1 apresenta morfologia esférica de 100-120 nm de
diametro, possui envelope constituido por membrana de bicamada lipidica da célula
hospedeira, que apresenta um complexo de proteinas tetraméricas de duas subunidades
ligadas ndo covalentemente: a glicoproteina (gp) 120 que ¢ a proteina externa do envelope
e a gp41 que € uma proteina transmembrana do envelope. O capsideo viral formado pela
proteina p24 esta localizado internamente ao envelope e € internalizado pela proteina de
matriz p17. O nucleocapsideo € composto pelas proteinas p7/p9, o material genético do
HIV ¢ formado por duas fitas idénticas de acido ribonucleico (RNA) de cadeia simples
polaridade positiva e encontra-se associado a trés enzimas virais: transcriptase reversa

(TR), protease (PR) e integrase (IN) (Figura 4) (SIERRA et al., 2005).
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Figura 4: Figura Esquematica da particula do virus do HIV-1. (Adaptado de
https://web.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html) Acesso:
28/02/2018 as 16:47

A estrutura gendmica do HIV-1 consiste em duas moléculas de RNA de cadeia
simples idénticas que estdo incluidas da particula do virus, possui 9,2 kilobases (kb) de
comprimento ¢ em ambas as extremidades possui repeti¢cdes terminais longas do inglés,
Long Terminal Repetitions (LTRs), que sdo sequéncias idénticas que regulam a interacdo
do genoma viral com o genoma do hospedeiro para a transcricdo de genes na dire¢do 5°-
3> (Figura 5). Entre as LTR’s existem nove genes, que codificam proteinas que
desempenham papeis essenciais durante o ciclo do HIV, sendo: tré€s estruturais (gag, env
e pol), dois reguladores (fat e rev) e quatro acessorios (nef, vif. vpr e vpu) (BARRE-
SINOUSSI, 1996; NKEZE et al., 2015; SEITZ, 2016).

O gene gag codifica um precursor de 55 kDaltons (kD), que sofre clivagem e
gera novas proteinas virais: a proteina pl17 da matriz, a proteina p24 do capsideo e as
proteinas p7/p9 do nucleocapsideo (SUNDQUIST & KRAUSSLICH, 2012). O gene env
codifica a proteina precursora do envelope gp160, que posteriormente sera clivada dando
origem as glicoproteinas gpl20 e gp4l, que estdo envolvidas na interagdo,
reconhecimento e promogao da fusdo das membranas viral (BENJELLOUN et al., 2012).

O gene pol codifica as enzimas virais: a TR (p51) que ¢ responsavel pela sintese de acido
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desoxirribonucleico (DNA) a partir de RNA viral, a PR (p12) que gera por sucessivas
clivagens proteinas individuais através de precursores de gag e pol e a IN (p32) que
integra 0 DNA viral no genoma do hospedeiro, denominado provirus (NKEZE et al.,
2015). Além da fungdo de integracdo, a IN também auxilia no ciclo replicativo , como na

cooperacdo da transcricdo reversa e na importagdo nuclear de complexos de pré-

integracdo (MULDER et al., 2002).
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Figura 5: Esquema da organizacdo gendmica do HIV-1.
(Adaptado de http://what-when-how.com/acp-medicine/human-retroviral-infections-
part-1/) Acesso: 29/03/217 as 09:13

Em relagdo a IN, cuja regido ¢ alvo deste estudo, esta enzima possui 288
aminodcidos e sua estrutura ¢ dividida em trés dominios funcionais (Figura 6): dominio
N-terminal (NTD) formado pelos aminoacidos de 1 a 49 responsavel por facilitar a
multimerizacdo da IN e possui o motivo HHCC (H12, H16, C40 e C43), na qual se liga
o0 zinco; o dominio nuclear catalitico (CCD) formado pelos aminoacidos de 50 a 211 onde
esta presente o sitio de ligagdo do DNA viral e possui o motivo DDE (Asp64, Aspl16,
Glul152), responsavel por coordenar o ion de magnésio e, o dominio C-terminal (CTD)
formado pelos aminoacidos de 212 a 288 onde se liga 0 DNA do hospedeiro (BOJJA et
al., 2011; ENGELMAN & CHEREPANOV, 2014).
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Figura 6: Estrutura dos trés dominios da integrase.
(Adaptado de LOW; MUESING, 2006)
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Os genes reguladores e acessorios possuem diversas fungdes no ciclo replicativo
do HIV-1. A fungdo da proteina tat ¢ de regular positivamente a transcri¢do de RNA a
partir do promotor viral na regido U3 das LTR’s por meio da ligacdo aos RNAs recém-
transcritos. A proteina rev promove o transporte de RNA mensageiros (RNAm) do nucleo
para o citoplasma para que sirvam como molde na tradug@o de proteinas estruturais, assim
auséncia de rev, estas proteinas ndo sdo codificadas. A proteina nef estd envolvida na
replicagdo eficiente in vivo. As proteinas vif'e vpu estdo envolvidas respectivamente na
infecciosidade dos virions livres e na liberagdo de novos virions por brotamento a partir
de células infectadas. A proteina vpr esta envolvida na replicacdo do HIV-1 em células

que nao se dividem (RAJARAPU, 2014; SEITZ, 2016).

1.5 Ciclo de Replicacao do HIV-1

O ciclo replicativo do HIV-1 inicia-se com a ligacdo dos virions a superficie
das células do hospedeiro mediada pela interagdo da gp120 com receptores celulares de
linfocitos T CD4+, macréfagos e células dendriticas (CD) (Figura 7) (SIERRA et al,,
2005). O CD4 ¢ o receptor primario do HIV-1, mas apenas sua ligacdo ndo ¢é o suficiente
para garantir o estabelecimento da infec¢do na célula hospedeira pelo virus do HIV-1,
indicando a necessidade de fatores adicionais para a entrada viral. Estes fatores adicionais
sdo os chamados co-receptores, formados principalmente pelos receptores de quimiocinas
CCRS5 e CXCR4. O CXCR4 medeia a entrada do HIV-1 em células T CD4+, enquanto o
CCRS5 medeia a entrada em macrofagos e CD. Essa escolha de receptor € conhecida como
tropismo viral. Normalmente, nas fases iniciais da doenca, o co-receptor utilizado ¢ o
CCRS5. Com a progressdao da doenca pode ocorrer a variacdo do gene env alterando o
tropismo viral para 0o CXCR4 (CONNOR, 1997). Os virus com tropismo para o receptor
CXCR4 estdo associados a um declinio na contagem de células T CD4+, formacao de

sincicio e progressdo para a AIDS (DAAR et al., 2007).
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Figura 7: Esquema representativo do ciclo de replicacdo do HIV-1.
Adaptado de
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A ligacdo da gp120 ao CD4 forma um complexo intermediario que desencadeia
uma série de mudangas conformacionais, com a ativacdo da gp41 e exposicdo de sua
regido hidrofobica amino-terminal, rica em glicina, conhecido como peptideos de fusao.
Os peptideos de fusdo inserem-se na membrana da célula alvo e sdo formados complexos
de seis hélices do tipo “bobina enrolada” de sua regido de repetig@o (hepta) conhecidos
como HR1 e HR2. Estas regides hepta aproximam a membrana viral com a celular
permitindo a fusdo da membrana viral com a membrana da célula hospedeira. Além disso,
poros de fusdo sao formados permitindo a entrada do capsideo viral no citoplasma celular

(CHAN & KIM, 1998; PANCERA et al., 2010).
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No citoplasma, ocorre a ativagdo da enzima TR, onde o RNA viral ¢
retrotranscrito em DNA complementar (DNAc), que ¢é transportado para o nucleo da
célula hospedeira mediante complexos de pré-integracdo. Apds a retrotranscricdo do
DNAc, uma ribonuclease da TR, que promove a degradacdo de RNA (RNAase), degrada
o modelo do RNA viral hibrido com DNA, para que ocorra o complemento da molécula
pela acdo da DNA polimerase (CHINEN & SHEARER, 2002; SUZUKI & CRAIGIE,
2007). Apoés a producdo do DNAce seu transporte para o nucleo, a enzima IN realiza o
processo de integracdo do DNAc no material génetico da célula hospedeira, que ¢
dividido em duas etapas, conhecidas como etapa do processamento da extremidade 3’ e

a etapa de transferéncia de cadeia (Figura 8) (JASKOLSKI et al., 2010).

Figura 8: Esquema representativo do processamento 3.
(Adaptado de JASKOLSKI et al., 2010)

A 1? etapa da integracdo ocorre no citoplasma da células infectada, onde a IN
reconhece sequéncias especificas das LTRs e cliva dois nucleotideos GT das
extremidades 3’ do DNA viral (indicado pelas setas na Figura 7), expondo nucleotideos
CA e gerando extremidades com grupo hidroxila (OH) reativo (ENGELMAN &
CHEREPANOV, 2014). Ainda no citoplasma forma-se o complexo de pré-integracdo que
¢ constituido pelo DNA viral e varias proteinas virais e celulares, como a IN, proteina da
matriz, TR, Vpr e fator de crescimento celular derivado do cristalino (LEDGF)/p75 onde
o complexo transporta o DNA viral para o nucleo por meio de microtubulos. Apos a
entrada no nucleo, a proteina LEDGF/p75 estabiliza o complexo de pré-integracdo ao
cromossomo do hospedeiro para que ocorra a integracdo (SUZUKI & CRAIGIE, 2007).

A 2% etapa ocorre no nucleo, na reac¢do de transferéncia de cadeia, o grupo OH
reativo da extremidade 3’ cliva o cromossomo do hospedeiro, causando um corte
escalonado de 5 pares de bases (pb), formando ligagdes covalentes entre a extremidade
3’-OH do DNA viral com a extremidade 5’-fostato do DNA da célula hospedeira (LOW;
MUESING, 2006). Quando o DNA viral ¢ inserido ao DNA da células hospedeira, forma-
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se o provirus, que servird de molde para a formagdo do RNA genomico e RNAm pela
célula hospedeira quando for ativada (LATAILLADE et al., 2007; VLADAR et al.,
2015). A analise da atuagdo da IN demostra que a enzima é um importante alvo para
inibi¢do da replicagdo viral por meio do bloqueio da integragdo do DNA viral ao da célula
hospedeira, onde uma vez impedido o processo de integracdo, o virus ndo sera capaz de

se replicar (Figura 9) (FITZKEE et al., 2010).

Inibidor da integrase
bloqueia a
transferéncia da fita de
DNAc ao DNA celular

Figura 9: Integracdo do DNA complementar do HIV-1 no genoma do hospedeiro.
(Adaptado de EVERING, 2008)

Uma vez que o DNA proviral esta integrado, as primeiras rodadas de transcri¢ao
proviral € feita pela RNA polimerase II celular que produz quantidades basais de Tat, Rev
e Nef, onde Tat controla a transcricdo adicional de genes HIV-1. Inicialmente sdo
transcritos os genes reguladores e acessorios, depois a proteina Rev promove a mudanca
para a transcri¢do dos genes estruturais, que codificam as proteinas do envelope, matriz,
capsideo e as enzimas virais (SIERRA et al., 2005). A montagem das novas particulas

virais € realizada pelo empacotamento das proteinas estruturais da matriz (p17), do
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capsideo (p24) e as do nucleocapsideo (p7/p9), com as enzimas virais (TR, PR e IN) e o
RNA viral (GREENE, 2007). A liberacdo ¢ realizada por brotamento através da
membrana celular, forando o envelope viral. Esses novos virions se disseminan
infectando novas células, e assim continuando o ciclo infeccioso do HIV-1 (GOMEZ &

HOPE, 2005).

1.6 Resposta Imune Contra o HIV

1.6.1 Resposta Imune Inata

A resposta inata ¢ a primeira linha de desfesa do organismo contra patégenos.
Os mecanismos efetores desta resposta imune inicial sdo compostos pela barreira
epitelial, o sistema complemento, macréfagos, células naturais killers (NK), CDs e
peptideos antimicrobianos, como defensinas e lactoferrinas (QUARANTA et al., 2012).

As defensinas sdo peptideos antimicrobianos encontrados em leucocitos e
produzidas por células epiteliais. Constituem-se em proteinas catidnicas, ricas em
cisteinas e possuem atividade anti-HIV, tanto pela inativacdo direta das particulas virais
quanto por agir em células suscetiveis ao HIV, inibindo a replicacdo. No entanto, ¢ pouco
provavel que estes componentes antivirais possam proteger contra a infec¢do de forma
eficaz (CHANG et al., 2005). Outro peptideo antimicrobiano descrito ¢ a lactoferrina,
presente no leite materno e em secrec¢des, que possui atividade antiviral por meio de sua
ligagdo a DC-SIGN (molécula intercelular tipo 3 grambina ndo-integrina), que ¢ uma
lectina tipo C e atua como molécula de adesdo, evitando a ligagdo do HIV e assim, a
infeccdo. O leite materno possui outros fatores com potente atividade antiviral. Uma nova
proteina de peso molecular, a Tenascin-C, foi encontrada no leite materno, com
capacidade de inibir a infec¢ao pelo HIV in vitro, por meio da neutralizacdo pela ligacdo
aos co-receptores de quimiocinas (GROOT et al., 2005; FOUDA et al., 2013).

As CDs sdo os primeiros alvos do HIV-1 apés sua entrada no hospedeiro, e estas
células apresentam alguns subconjuntos: as CDs plasmocitdides (CDp) que secretam
interferon tipo 1 (IFN-1) e confere imunidade antiviral as células vizinhas; as CDs
mielddes (CDm) que secretam citocinas que ativam as células NK e as células de
Langerhans, que sdo CDs especializadas presentes no epitélio de mucosas (WU &
KEWALRAMANI, 2006; DERBY etal., 2011). Na infecgdo cronica pelo HIV-1, as CDp

promovem a deplegdo de células linfoides inatas (ILC), que é um tipo de linfocito, que
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orquestram respostas imunes e auxiliam na homeostase do tecido, mas ndo expressam
receptores de reconhecimento de antigenos adaptativos, uma vez que sua ativagdo e
expansdo ocorrem por sinais de citocinas do tecido. As ILCs podem ser classificadas em
1,2 ou 3, e as ILC3 sdo as células que interagem com CDs, e por meio da ativagdo das
DCp, indugdo de IFN-I e apoptose mediada por CD95, induz o esgotamento das células
ILC3 durante a infecgdo pelo HIV-1 (ZHANG et al., 2015).

As CDs atuam como ponte entre a imunidade inata e a imunidade adquirida
mediante a sua atividade de apresentacdo de antigenos, essencial para a inducdo da
imunidade mediada pelas células T (LORE et al., 2005). Quando as CDs entram em
contato com o virus, o HIV-1 se liga a uma molécula CD-SIGN, promovendo a replicacdo
do virus nas CDs. As CDs infectadas sofrem maturagdo e migram para os linfonodos,
onde atuam como apresentadoras de antigenos as células T. O transporte do virus do
HIV-1 para os linfonodos pelas DCs aumenta a probabilidade de infeccdo dos
linfocitos T CD4" e, consequentemente, aumenta a disseminagdo do virus pelo
organismo. O HIV-1 se concentra na superficie da CDs e no momento em que entra em
contato com o linfocito T CD4" forma-se a sinapse virologica, transferindo o HIV-1 para
a células alvo mediante a ligacdo direta com a gp120. As CDs também podem ativar as
células NK (GEIJITENBEEK et al., 2000; COLEMAN et al., 2013).

As células NK circulam pelo sangue, vasos linfaticos e tecidos, na procura de
células infectadas e representam até 15% dos linfocitos do sangue periférico. Sua
principal fungdo ¢ destruir células infectadas por virus, por meio da citotoxicidade e
producdo de citocinas pro-inflamatorias. Células NK podem ser subdivididas em
diferentes populagdes, com base na expressdo de seus marcadores de superficie. Elas
podem ser: CD56'°%, que sdo células que produzem grande quantidade de granulos
citotoxicos, possuem maior capacidade litica e sdo a maioria das céluls NK que circulam
pelo sangue periférico, ou podem ser CD561¢h | que sdo células NKs que secretam grande
quantidade de citocinas pro-inflamatorias (STABILE et al., 2015).

Durante a infecc¢do, os altos niveis de HIV-1 podem modificar o equilibrio entre
as células NK, dificultando suas funcdes efetoras antivirais e prejudicando a distribuicdo
das subpopulagdes de células NK, levando a anergias destas células (MIKULAK et al.,
2017). A estimulag@o da proliferagdo de células NK, ocorrem por meio das CDs, que
secretam interleucinas 12, 15 e 18 (IL-12, IL-15 e IL18). As células NK, por sua vez,

secretam interferon gama (IFN-y), que atua ativando macrofagos, que além de serem
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fagocitos, produzem citocinas pro-inflamatorias e recrutam outras células de defesa,
como os neutrofilos (SAEZ-CIRION et al., 2014).

Os macrofagos desempenham um papel importante na resposta imune. Além de
fagocitarem os agentes patogénicos, atuam como APC, através da via MHC-II para
células T CD4" e ativam células T CD8". Outra fun¢do dos macrofagos ¢ a secre¢do de
citocinas pro-inflamatdrias, que também contribui para o estabelecimento da infecgao,
pois uma vez secretadas, as citocinas pro-inflamatorias dos macréfagos, atraem outras
células para o local da resposta imune, no entanto, na infeccdo pelo HIV-1 isto pode
facilitar a disseminagdo do virus pelas células do sistema imune (CLAPHAM &
MCKNIGHT, 2001; KOPPENSTEINER & WU, 2012).

Algumas quimiocinas do tipo CC como RANTES, MIP-1a e MIP-1f produzidas
pela ativacdo de macrofagos, CDs, células T e NK podem bloquear a entrada do HIV-1
nas células pela competi¢do do uso dos co-receptores CCR5 das células alvo. Porém,
apesar dos macrofagos, CDs e NK serem as principais células da imunidade inata contra
o virus do HIV-1, também sdo células alvo do virus, uma vez que todas estas células
expressam a molécula receptora CD4 e os co-receptores CCRS5 ¢ CXCR4, sendo

suscetiveis ao HIV-1. (QUARANTA et al., 2012).

1.6.2 Resposta Imune Adaptativa

A imunidade adaptativa refere-se a mecanismos de defesa especificos contra o
antigeno. As respostas imunes adaptativas sdo divididas em imunidade mediada por
células T, que envolve a producdo de linfocitos T citotoxicos (CTL), macrofagos, células
NK e producdo de citocinas em resposta a um antigeno e a imunidade humoral que ¢
mediada por linfocitos B e envolve a producdo de anticorpos em resposta ao antigeno.
(QUARANTA et al., 2012).

Durante a infec¢do primadria, antes da soroconversao hd um aumento do numero
de linfocitos T CD8" ou CTL que possuem a fungdo de eliminar estas células infectadas.
Porem, apesar de ndo ser suscetivel ao HIV-1, a expansio clonal exacerbada dos CTLs
pode sobrecarregar a resposta imune, resultando em anergia das células T, desviando a
maturacdo de linfocitos T CD8" e suprimindo a resposta especifica. O HIV-1 também
pode afetar a expressdo das moléculas de MHC classe 1 comprometendo o
reconhecimento de células infectadas pelos linfocitos T CD8* (SLEASMAN &
GOODENOW, 2003; SIERRA et al., 2005).
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Os linfocitos T CD4 * sdo o principal alvo do HIV-1, levando a diminuicao de
seus niveis por meio de mecanismos de deplecdo como a destrui¢do de células infectadas
pelos CTL, apoptose devido aos efeitos citopaticos causado pelo virus e a regeneragdo
diminuida de linfocitos causada pela sobrecarga do sistema imune (COSTIN, 2007). As
células T CD4* reconhecem antigenos por meio do MHC de classe 11, secretam citocinas
que ativam macrofagos e além disso, sdo de grande importancia para auxiliar as CDs a
ativar células T CDS8* especificas e estimular as células B a produzirem anticorpos
neutralizantes. Por isso, a reducdo do nimero de células T CD4* afeta toda a resposta
imune contra o HIV-1 e a deficiéncia imunoldgica causada pelo HIV-1 ¢ determinada
pelo equilibrio dindmico entre a eliminagdo e a produgéo de novas células T CD4". Assim,
a determinagdo do grau de supressdo imunoldgica pelo HIV baseia-se principalmente na
avaliag@o da contagem de células T CD4* (SLEASMAN & GOODENOW, 2003; SAEZ-
CIRION et al., 2014).

A infeccdo pelo HIV provoca uma resposta de anticorpos que tem como alvo a
proteina gpl120 do envelope do HIV. Estes anticorpos sdo chamados de anticorpos
neutralizantes, produzidos pelas células B, e sdo importantes para a redugdo da viremia,
pois sua ligacdo por meio da gpl20 medeia a destruicdo das particulas virais pelos
fagocitos, reduzindo a carga viral. Porém, estes anticorpos somente sdo gerados apos
meses do estabelecimento da infecg@o e sua presenga ndo é capaz de controlar de forma
dréstica a carga viral do HIV-1, uma vez que o HIV-1 ja desenvolveu mecanismos
capazes de evadir da agdo dos anticorpos neutralizantes mediante alteracdes
conformacionais da gp120 induzidas por mutagdes (SIERRA et al., 2005; SAEZ-CIRION
et al., 2014).

Apesar dos esforcos do sistema imune para tentar combater o HIV-1, a resposta
imune ndo ¢ capaz de impedir a disseminag@o ou erradicar o virus, que levara a uma
deficiéncia no sistema imune do hospedeiro. A redu¢@o no niimero de linfocitos T CD4+
leva a progressdao a AIDS, tornando o individuo suscetivel a infec¢des oportunistas,

podendo leva-16 a morte (SAEZ-CIRION et al., 2014).

1.7 Curso da Infecciao do HIV-1

O primeiro estagio da infec¢do pelo HIV-1 ¢é conhecido como infec¢do primaria
ou fase aguda, caracterizado por uma sindrome transitoria sintomatica ou ndo, da qual

ocorre intensa replicagdo viral e pode durar algumas semanas. Os sinais € sintomas que
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ocorrem durante esta fase ndo sdo reconhecidos como indicadores da doenca e sdo
semelhantes aos de uma sindrome viral aguda, como febre, erupgdes cutineas, fadiga,
mialgias, cefaleia, faringite e Ulceras orais, ¢ tem duragdo média de 1 a 2 semanas
(HOENIGL et al., 2016). Devido a natureza inespecifica dos sinais e sintomas, o
diagnostico durante a fase aguda ainda ¢ um desafio (ARYA et al., 2015).

Conforme o sistema imune ¢ ativado, a carga viral comeca a reduzir e a infecgo
entra em um periodo assintomatico que pode durar até¢ 10 anos, conhecido como laténcia
clinica (ARYA et al., 2015). Os niveis plasmaticos virais podem chegar a ser
indetectaveis durante a TARV, entretanto, a auséncia de sintomas néo significa que ndo
haja replicagdo viral. A replicacdo do HIV-1 mesmo que reduzida continua ativa em
determinados o6rgdos linféides (MCCUNE, 1995).

Quando a TARYV ¢ interrompida, ocorre o reaperecimento da replicacdo viral no
sangue periférico. Este fato ocorre devido a presenca de reservatérios virais que
reabastecem a infec¢do do HIV-1 (WILLIAMS & GREENE, 2007). Estes reservatorios
sdo formados por subconjuntos de células T CD4* em repouso que estdo infectadas com
o provirus integrado. O HIV-1 explora a memoria imunologica dos linfocitos T de longa
duragdo, e estas células T CD4" que foram ativadas e infectadas sobrevivem aos efeitos
citopaticos do HIV-1 e retornam ao estado de repouso com o virus transcrito, mas
silencioso (FINZI et al., 1999; SILICIANO & GREENE, 2011). A reativacao da células
T por qualquer circunstancia, seja por antigenos, citocinas ou mitégenos, induz fatores de
transcrigdo que promovem a reativagdo do provirus, que inicia novamente a replicagdo
viral (RUELAS & GREENE, 2013; DAHABIEH et al., 2015).

A meia vida longa de células T CD4" fazem com que elas sejam reservatorios
ideais para o virus e a sua forma latente ndo ¢ afetada pela TARV nem pela resposta
imune, tornado-os a grande barreira para a erradicacdo do HIV-1 (MARCELLO, 2006;
REZAEI & CAMERON, 2015). Durante a fase de laténcia clinica ocorre a deplecdo
progressiva dos linfocitos T CD4* ¢ a medida que o sistema imune se torna mais
debilitado, a infec¢ao progride (ARYA et al., 2015). A deplecdo de células T CD4*
durante a infecgdo pelo HIV-1 ocorre predominantemente no trato gastrointestinal, onde
residem a maioria deste subconjunto de células, o que pode causar danos na mucosa
gastrointestinal, como inflamacdo e lesdo epitelial da mucosa intestinal, resultando em
sua ruptura imunoldgica e estrutural, permitindo a passagem da microbiota intestinal do
limen do intestino para a circulagdo sistémica. Este processo é conhecido como

translocagdo microbiana (BRENCHLEY et al., 2004; MARCHETTI et al., 2013).
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A translocag@o microbina estimula a ativagdo imunologica sist€émica e indica a
progressdo da infec¢do pelo HIV-1 (BRENCHLEY et al., 2006). Sem a capacidade de
conter a replicagdo viral e com a destrui¢do do sistema imunologico, a doenga prossegue
para sua fase sintomatica, a AIDS, caracterizada pelo aumento dos linfonodos, perda de
peso, febre ¢ o aparecimento de doengas oportunistas, que na auséncia de tratamento

podem ser fatais (FANALES-BELASIO et al., 2010).

1.8 Diagnostico da Infec¢ao Pelo HIV-1

Os ensaios para o diagnostico do HIV s@o baseados na detec¢do do material
genético do virus (RNA viral ou DNA proviral), do antigeno p24 (proteina do capsideo)
e por anticorpos anti-HIV especificos (SIMON et al., 2006; DEEKS et al., 2015). De
acordo com o Ministério da Satde, o diagndstico da infeccdo pelo HIV ¢é realizado em
duas etapas: a etapa de triagem, que quando o resultado ¢ positivo deve ser confirmado
com a etapa complementar/confirmatéria (BRASIL, 2016a).

Os métodos de diagnostico para a triagem podem ser sorologicos (pesquisa de
antigenos ou anticorpos), moleculares (deteccdo de material genético) e ainda testes
rapidos. O ensaio imunoenzimatico (ELISA) ¢ o método soroldgico mais utilizado devido
a sua metodologia simples ¢ sua rentabilidade, porém apresentam limitagdes durante a
fase inicial da infec¢@o e em lactantes com até 18 meses, pois, os anticorpos anti-HIV-1
s0 comecam a ser produzidos apos a soroconversdo, que ocorre cerca de 4 a 8 semanas
apos a infec¢do. Baseado na detecg¢do de anticorpos por meio da ligacdo com o antigeno
fixado em fase solida com a ligacdo a um segundo anticorpo conjugado com uma enzima,
que reage com o substrato alterando sua coloragdo, que ¢ mensurada por
espectrofotometro (ARYA et al., 2015).

Os primeiros ensaios de ELISA surgiram em 1985, chamados de ELISA de 1*
geragdo, sdo sensiveis, porém, menos eficazes em relacdo a especificidade. Além disto,
sua capacidade de detecgdo de anticorpos era de pouco mais de 40 dias apos a infec¢ao
(CORNETT & KIRN, 2013). Em 1987, surgiu a 2 geracdo do ELISA, que apresenta o
mesmo formato indireto, mas com a presenca de antigenos e peptideos recombinantes do
HIV ligados a fase so6lida, o que aumentou a especificidade do teste, sendo capaz de
detectar anticorpos em torno de 33 dias apos a infecgio (BUTTO et al., 2010).

Em 1994, a 3* geracdo foi criada em um novo formato, conhecido como

“sanduiche”, onde o conjugado com a enzima ¢ formado por peptideos sintéticos ou
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proteinas recombinantes, o que permite detectar todas as classes de anticorpos anti-HIV
aumentado a sensibilidade e especificidade, e reduzindo o periodo de janela para cerca de
22 dias. Em 2010, os ensaios de 4* geracdo foram introduzidos, similares aos da geracdo
anterior, mas com a capacidade de detectar antigenos e com o periodo de janela para 15
dias (BUTTO et al., 2010). A detecgdo do antigeno p24 ¢ realizado por ELISA de 4°
geracdo, onde o anticorpos especificos sdo fixados a fase s6lida para capturar o antigeno
presente na amostra (ARYA et al., 2015).

Os testes moleculares sdo utilizados para detectar o material genético do virus
(qualitativo), mas também podem ser utilizados para quantificar a carga viral do paciente
(quantitativo), o que € uma ferramenta importante para o acompanhamento da TARV. O
teste mais utilizados é a PCR (reacdo em cadeia pela polimerase), que amplifica
sequéncias de DNA’s especificas e variagdes da técnica como a PCR em tempo real (RT-
PCR), que utiliza corante fluorescente (ARYA et al., 2015).

Os testes rapidos sdo aqueles que se obtém resultados em até 30 minutos, podem
ser realizados com sangue total obtido por pung¢do venosa ou da polpa digital e ainda por
fluidos orais. O mais frequentemente utilizado ¢ a imunocromatografia de fluxo lateral,
que se baseia em uma reagdo de antigeno-anticorpo. Outros testes rapidos utilizados séo:
imunocromatografia de dupla migracdo e dispositivos de imunoconcentracdo. Além de
sua rapidez e a praticidade do método, outra vantagem do teste rapido ¢ sua alta
sensibilidade e especificidade (CORNETT & KIRN, 2013).

Os testes complementares/confirmatorios empregados para a confirmacao
devem ser mais especificos que os de triagem, para se evitar resultados falsos-positivos.
O teste mais utilizado ¢ o Western Blot (FEARON, 2005; BUTTO et al., 2010).

Para o monitoramento e acompanhamento da infec¢do pelo HIV, sdo utilizados
testes de contagem de linfocitos T CD4" e quantificagdo da carga viral. Estes testes
possibilitam avaliar o grau de comprometimento do sistema imune, sua recuperacao apos
o inicio da TARYV, monitorar a eficacia da TARV e detectar precocemente problemas de

adesdo ao tratamento (BRASIL, 2017).

1.9 Tratamento Antirretroviral - TARV

A TARYV contra a infecgdo pelo HIV-1 ndo tem a capacidade de eliminar o virus
do organismo, seu objetivo é prolongar a vida dos pacientes e evitar a imunossupressao

(DEEKS et al., 2015). A TARV atua bloqueando o ciclo replicativo do virus, e assim
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reduzindo a carga viral. Existem cinco classes de antirretrovirais (ARV): os inibidores
nucleosideos e nucleotideos da TR (INTR), os inibidores ndo-nucleosideos da TR
(INNTR), inibidores da PR (IP), inibidores de entrada (IE) e os inibidores da IN (INI)
(MAARTENS et al., 2014). O Quadro 1 mostra os ARVs em uso no Brasil.

QUADRO 1. Antirretrovirais disponiveis no Brasil.

INTR INNTR 1P IE INI
Abacavir (ABC) | Efavirenz Atazanavir (ATV) | Enfuvirtida Raltegravir
Didanosina (ddI) | (EFV) Darunavir (DRV) | (ENF;T-20) (RAL)
Lamivudina Etravirina Fosamprenavir Maraviroque Dolutegravir
(3TC) (ETR) (FPV) (MVQ) (DTG)
Tenofovir (TDF) | Nevirapina Lopinavir (LPV)

Zidovudina (NVP) Ritonavir (RTV)
(AZT) Tipranavir (TPV)
Estavudina Saquinavir (SQV)
(EST)

IE: Inibidores de Entrada; INI: Inibidores da Integrase; IP: Inibidores da Protease; INNTR:
Inibidores Nao Nucleosideos da Transcriptase Reversa; INTR: Inibidores Nucleosideos da

Transcriptase Reversa.

1.9.1 Inibidores Nucleosideos e Nucleotideos da Transcriptase Reversa

Os INTR foram os primeiros ARVs aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA). Estes sdo administrados em sua forma inativa e necessitam entrar
na célula hospedeira e sofrer fosforilacao antes de iniciarem seu efeito antiviral (ARTS;
HAZUDA, 2012). Sao andlogos a nucleosideos e nucleotideos naturais e competem com
os desoxinucleotideos trifosfatados naturais (ANTPs) pela incorporacdo as novas cadeias
de DNA, levando a interrupg¢do da sintese do DNA viral impedindo a transcri¢ao reversa

(DEEKS et al., 2015).

1.9.2 Inibidores Nao-Nucleosideos da Transcriptase Reversa

Diferentemente dos INTR, os INNTR nao competem com a TR e ndo necessitam

de ativagdo intracelular, eles se ligam a um local préoximo do sitio ativo da enzima e
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formam uma bolsa hidrofobica, o que provoca alteragdes conformacionais do sitio de
ligacdo que reduz a polimerizacdo, bloqueando o sitio ativo da enzima e impedindo a

sintese de DNA (ARTS & HAZUDA, 2012; DEEKS et al., 2015).

1.9.3 Inibidores de Protease

A enzima PR ¢ responsavel por clivar os precursores de gag e pol durante a
maturagdo do virion. Os IP bloqueiam o funcionamento da enzima mediante ligagdo ao
sitio ativo da PR e inibem a clivagem das poliproteinas precursoras gag-pol, o que impede
a maturacdo dos virions resultando na liberacao de particulas virais imaturas e incapazes

de infectar novas células (BHATTI et al., 2016).

1.9.4 Inibidores de Entrada

Os IE atuam bloqueando a entrada do HIV-1 na células hospedeira. Os IE podem
agir em varias etapas do processo de ligacdo do virus com a célula hospedeira, como na
interrupgdo da ligacdo da gpl120 do virus com a receptor CD4 da célula hospedeira,
inibigdo de alvos necessario para a ligacdo completa do virus como os co-receptores
CCRS5 e CXCR4, e ainda impedir a fusdo do virus com a célula pela ligagdo com a gp41

(BHATTI et al., 2016).

1.9.5 [Inibidores de Integrase

A IN ¢ responsavél pela clivagem de dois nucleotideos da extremidade 3’ do
DNA viral, a formagdo do complexo de pré-integragdo e a transferéncia de cadeia, ou
seja, a insercdo do DNA viral ao material genético da célula hospedeira, e ¢ nesta etapa
da integracdo que os INI atuam. Por isso, também sdo chamados de inibidores da
transferéncia de cadeia pela IN. Os INI ligam-se ao complexo entre a IN e 0 DNA viral e
interagem com dois cofatores de i6ons metalicos de magnésio, que ndo permitem a
formacdo de ligagdes covalentes, deste modo impedem a integracdo do DNA viral ao
DNA da célula hospedeira (ARTS & HAZUDA, 2012).

Existem atualmente trés INI aprovados pelo FDA, todos o trés atuam inibindo
a transferéncia de cadeia. O primeiro INI foi RAL, aprovado em 2007 ¢ disponibilizado

no Brasil a partir de 2009, este INI possui barreira genética superior quando comparado
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aos INNTR, deve ser administrado duas vezes ao dia e apresenta alta poténcia, poucas
interagdes medicamentosas e eventos adversos pouco frequentes e seguranca para o uso
em coinfecgdes (HICKS & GULICK, 2009; BRASIL, 2017b). Em 2012, o segundo
farmaco aprovado foi o EVG, porém, este ndo estd disponivel no Brasil (SHIMURA &
KODAMA, 2009). E o mais recentemente aprovado, em agosto de 2013, foi o DTG,
considerado INI de segunda geragdo e disponibilizado no Brasil desde o inicio de 2017.
Por ter vantagens como barreira genética mais elevada que o RAL, alta poténcia,
administracdo em dose unica diaria e poucos eventos adversos, garantindo esquemas
terapéuticos mais duradouros e seguros, este INI foi aderido ao primeiro esquema de

TARV (BRASIL, 2017) (Nota Informativa n° 096, de 2016/DDAHV/SVS/MS).

1.10 Tratamento Antirretroviral no Brasil

Desde 1997, o Ministério da Saude oferece gratuitamente o acesso universal a
TARYV para pacientes diagnosticados com HIV. Devido a alta variabilidade genética do
HIV-1 é necessario a utilizacdo de varios ARVs combinados no tratamento. Geralmente
emprega-se o uso de pelo menos 3 farmacos ativos, conhecido como TARV altamente
ativa (HAART) (SIMON et al., 2006).

Durante muito tempo a TARV era adiada até que a contagem de células T CD4*
do paciente estivesse abaixo de 200 células por milimetro cubico (células/mm?), o que
resultava em infeccdes oportunistas frequentes. Porém, pacientes com carga viral elevada
e com sintomas mais graves e prolongados durante a infeccao aguda pelo HIV-1, estdo
relacionados com a progressdo mais rapida para a AIDS (PEDERSEN et al., 1989 &
GATELL et al., 2011). Devido a este fato, acredita-se que a TARV precoce durante a
infeccdo aguda pode trazer potenciais beneficios, com a preservacao de respostas imunes
especificas, redugdo da infecciosidade e limitacdo da disseminacdo do virus (KAHN et
al., 1998; SMITH et al., 2004).

O Ministério da Saude, desde 2013 recomenda TARYV para todas as pessoas que
estejam infectadas pelo HIV/AIDS, independente da contagem de linfocitos, até mesmo
para individuos assintomaticos. Até no final de 2016, o tratamento inicial, também
conhecido como primeira linha de tratamento, baseava-se em dois INTRs (TDF e 3TC)
combinados com um INNTR (EFV). Em casos de contraindicagdo, o TDF era substituido
por AZT, ABC ou ddl. Quando este esquema terap€utico ndo era possivel, alterava-se o

INNTR por um IP, sendo a segunda linha de tratamento (BRASIL, 2017).
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Em janeiro de 2017, o Ministério da Satide anunciou o inicio da distribuicao do
DTG no Brasil, que substituiu o EFV na atual combinagdo conhecida como “trés em um”
para pacientes que iniciariam a TARV no més de fevereiro/2017 (Nota Informativa n°
096, de 2016/DDAHV/SVS/MS). Algumas de suas vantagens sobre os outros INI ¢ sua
administra¢do unica ao dia, sem a necessidade de aumento de doses ¢ sua barreira genética
mais elevada ao desenvolvimeto de resisténcia aos ARVs pelo HIV-1 (OSTERHOLZER
& GOLDMAN, 2014). Assim, atualmente o esquema de TARYV inicial preferencial para
adultos consiste na associagdo dos ARVs TDF+3TC+ DTG, porém em casos de coinfe¢do
por tuberculose (TB) e em gestantes 0 DTG deve ser substituido pelo EFV (BRASIL,
2017c).

Em casos de falha viroldgica, em que, o paciente apresenta resisténcia a pelo
menos um ARV de cada classe, esquemas de resgate composto por alguns desses ARVs:
DRV, TPV, DTG, ETR, MQV e T20 podem ser administrados seguindo o consenso da
nota informativa n° 007/2017-DDAHV/SVS/MS (BRASIL, 2017¢).

1.11 Resisténcia aos Antirretrovirais

A TARYV trouxe varios beneficios aos portadores do HIV, aumentando sua
sobrevivéncia ¢ melhorando sua qualidade de vida. Porém, apesar de seu sucesso, ao
longo do tempo, os virus podem selecionar mutagdes de resisténcia aos medicamentos,
levando a falha terapéutica. (STADELI & RICHMAN, 2013).

A resisténcia aos ARVs ¢ causada por mutagdes nos alvos moleculares dos
ARVs, que diminuindo a suscetibilidade do HIV as estas drogas (SHAFER, 2002). Para
identificar as mutagdes, compara-se as diferencas na sequéncia de aminoacidos dos
isolados virais com a estirpe de referéncia HXB2 do subtipo B do HIV-1, que contém os
aminoacidos mais comuns em cada posi¢do do subtipo B do HIV-1 (KORBER et al.,,
1998). Desta forma, uma mutacdo ¢ representanda pela letra indicativa ao aminoacido
consenso, prosseguido pelo numero do coédon e a letra do aminoacido indicando a
mutagdo. Por exemplo, a mutagdo M184V, significa que na posicdo do cédon 184, o
aminoacido metionina (M) do consenso foi substituido pelo aminoacido valina (V)
(SHAFER, 2002).

As mutagdes de resisténcia associadas ao HIV podem ser classificadas em
primarias ou principais e secundarias ou acessorias. As mutagdes primarias sao aquelas

que ocorrem no sitio ativo da enzima ou proximo a ele e reduzem a suscetibilidade ao
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farmaco. As mutagdes acessorias sdo aquelas geradas para melhorar a capacidade de
replicacdo do virus que ja possui uma mutacdo principal. Podem estar presentes como
polimorfismos que ocorrem sem a exposi¢ao aos ARVs e por si s6 ndo tem efeito sobre a
suscetibilidade aos ARVs, mas quando associadas com mutagdes primarias podem
diminuir a suscetibilidade aos ARVs (SHAFER, 2002; SPIRA et al., 2003).

A resisténcia aos ARVs é classificada em primaria (ou transmitida) e secundaria.
A resisténcia primaria ¢ detectada em pacientes recém diagnosticados que nunca fizeram
uso de ARVs. Normalmente o individuo ja foi infectado por um virus resistente, por isso,
também ¢é conhecida como resisténcia transmitida. A resisténcia secundaria surge em
resposta a pressao seletiva dos ARVs e também ¢ conhecida como resisténcia adquirida
(TROTTER et al., 2013).

Varios fatores podem contribuir para o surgimento de resisténcia aos ARVs,
como a baixa adesdo ao tratamento, utilizacdo de esquemas subdtimos com ARVs
inadequandos ou com numero insuficientes de farmacos ativos, fatores farmacologicos
como administracdo incorreta dos medicamentos ou interacdes medicamentosas e
iniciacdo de terapia tardia. Outro fator importante é a barreira genética que ¢ determinada
pela quantidade de mutagdes necessarias para que o HIV adquira resisténcia. Desta forma,
ARVs que possuem baixa barreira genética, com apenas uma mutagdo viral podem ter
sua suscetibilidade reduzida, causando a falha terapéutica. A ocorréncia de falha
virologica, que ¢ quando a carga viral € detectavél ou acima de 50 copias/ml apos 6 meses
de tratamento ¢ o principal parametro que caracteriza a falha terapéutica. Nestes casos ¢
necessario um esquema de resgate, que consiste na modificagdo do esquema de ARVs
(BODEN et al., 1999; BRASIL, 2015).

Em casos de falha virologica e em pacientes recém diagnésticados € indicado a
realizacdo de testes de resisténcia para que a escolha do regime terapéutico seja o mais
adequado (BUCHACZ et al., 2015). As mutacdes de resisténcia podem ser detectadas
mediante testes fenotipicos e genotipicos. Ensaios fenotipicos medem diretamente a
resisténcia ao ARV, analogo a testes de resisténcia a antibidticos para bactérias, porém, a
cultura in vitro de virus é¢ mais complexa, demorada e dispendiosa. Os ensaios genotipicos
ou genotipagem ¢ o principal método para avaliar a resisténcia aos ARVs. Estes testes
amplificam uma por¢cdo do genoma do HIV e detectam alteracdes nas sequéncias
nucleotidica do gene relevante a resisténcia a determinados ARVs o que possibilita a
escolha de esquemas terapéuticos com maior chance de supressdo viral (CHEN &

ALDROVANDI, 2008).
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No Brasil, os testes de genotipagem de pacientes HIV+ que detectam mutagdes
de resisténcia associadas aos ARVs sdo realizados desde 2002 pela Rede Nacional de
Genotipagem (RENAGENO), com o intuito de otimizar a escolha do esquema
terapéutico, reduzindo o acumulo progressivo de mutacdes de resisténcia aos ARVs. A
genotipagem ¢ indicada em algumas situagdes, que devem seguir determinados critérios.
Os pacientes que realizardo a genotipagem devem ter falha viroldgica confirmada, com
carga viral superior a 500 cépias/mL e que fagam uso regular de TARV por pelo menos
seis meses (TUPINAMBAS etal., 2006; BRASIL, 2015).

A genotipagem ainda pode ser realizada em individuos infectados que ainda ndo
iniciaram a TARV, como em pacientes que tenham se infectado com parceiro que faca
uso de TARYV, pacientes co-infectados TB-HIV, gestantes e criancas infectadas,
conhecida como genotipagem pré-tratamento (BRASIL, 2015, 2017c). O teste de
genotipagem convencional solicitado em toda situacdo de falha viroldgica realizado pela
RENAGENO ¢ constituido apenas pelas enzimas virais TR e PR. Testes de resisténcia
para IN sdo solicitados apenas em casos de falha atual ou prévia de esquemas ARVs
incluindo o uso de algum INI onde ocorreu a falha terapéutica (SANTORO & PERNO,
2016; BRASIL, 2017b). Embora a prevaléncia de muta¢des de resisténcia associadas a
INI ainda seja menor que a de outros ARV, houve um aumento significativo de casos de
resisténcia relacionados aos INI, provavelmente devido ao aumento do uso destes ARVs
nos ultimos anos (LEPIK et al., 2016). E provavel que nos proximos anos, devido ao uso
do DTG na primeira linha de tratamento, a enzima IN passe a compor uma regido de
analise nos testes de genotipagem convencionais.

Em relacdo as mutacdes relacionadas aos INI, para o RAL, foram descritas trés
vias de mutagdes primarias que levam a falha virologica: (1*) Q148H/R/K = G140A/S/C
+ EI138A/K/T; (2*) N155H + E92Q; e (3*) Y143C/R. As vias descritas para resisténcia ao
EVG estdo associadas as mutagdes T66I, E92Q, Q148HKR, Q146P ¢ S147G. Embora a
mutagdo Y 143C/R ndo seja selecionados pelo EVG, quando ocorrem em combinacdo
com mutagdes acessorias podem reduzir a susceptibilidade de EVG (SHAFER, 2017).
Mutagdes primarias nos codons 155 e 143 nao reduzem a suscetibilidade ao DTG, pérem
a mutacdo primaria Q148H/K/R esta associadas a resisténcia aos trés INI disponiveis e
quando ocorre associadas com mutagdes acessorias polimorficas como L741/M e T97A,
podem resultar em maior reducdo da suscetibilidade ao DTG (ARTS & HAZUDA, 2012;
OSTERHOLZER & GOLDMAN, 2014).
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Estudos mostraram que ocorre uma frequéncia maior de mutagdes na vigéncia
da TARV com esta classe de ARV e que em pacientes virgens de tratamento para esta
classe ha auséncia de mutagdes primarias e poucas mutagdes acessorias observadas
(PASSAES et al., 2009; ARRUDA et al., 2010; LEPIK et al., 2016).

Pesquisadores especialistas em resisténcia do HIV-1 aos ARVs, da Sociedade
Internacional de AIDS dos EUA (IAS-USA), anualmente atualizam o banco de dados
contendo as principais mutagdes de resisténcia aos ARVs disponiveis, descritas na
literatura. Quando se compara as edi¢des dos tltimos 10 anos, nota-se um grande aumento
no nimero de muta¢des relacionadas a resisténcia aos INI. Em 2007, ano da liberagdo da
primeira droga INI, estavam descritas apenas duas mutagdes contra o RAL, Q148H/K/R
e N155H (Figura 10). Em 2013, quando os trés INI ja estavam tinham sido aprovados, 17
mutagdes ao todo estavam descritas, sendo 3 mutacdes contra DTG, 6 contra EVG e 8
contra o RAL (Figura 11). A ultima edicao foi publicada em janeiro de 2017 (Figura 12)
¢ atualmente estdo descritas 24 mutagdes de resisténcia aos INI, sendo 10 muta¢des contra
o RAL, 8 mutagdes contra o ELV e 6 mutagdes contra o DTG. Portanto, as mutacdes
contra os INI vem cada vez mais aumentando, o que demostra a necessidade de estudos
que monitorem a diversidade genética do gene pol que codifica a enzima IN (JOHNSON,

2007; JOHNSON, 2013; WENSING, 2017).

MUTATIONS IN THE INTEGRASE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO INTEGRASE INHIBITORS
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Figura 10: Principais mutacdes no gene da integrase relacionado a resisténcia aos

antirretrovirais em 2007.
(Adaptado de JOHNSON et al., 2007)
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Figura 11: Principais mutacdes no gene da integrase relacionado a resisténcia aos
antirretrovirais em 2013.
(Adaptado de JOHNSON et al., 2013)
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Figura 12: Principais mutacdes no gene da integrase relacionado a resisténcia aos
antirretrovirais em 2017.
(Adaptado de WENSING et al., 2017)
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2 JUSTIFICATIVA

Devido a maior dificuldade dos INI em selecionar variantes resistentes, o
Ministério da Satde incorporou um novo INI na primeira linha de tratamento contra a
infec¢do pelo HIV-1, o DTG, que desde fevereiro de 2017, passou a ser utilizado na
terapia inicial para pacientes recém-diagnosticados. Porém, apesar do sucesso da TARV,
¢ inevitavel que ao longo do tempo o virus do HIV-1 selecione mutag¢des de resisténcia
aos medicamentos, levando a falha terapéutica.

Estas mutagdes de resisténcia aos ARVs, no Brasil sdo detectadas pela
RENAGENO, que ¢ o responsavel pela realizacdo dos testes de genotipagem de pacientes
HIV positivos, da rede publica (Sistema Unico de Satide-SUS), com o objetivo de auxiliar
na escolha da estratégia terapéutica. Porém, ainda ndo estdo disponiveis de forma rotineira
testes de genotipagem para a regido da IN, da mesma forma como ¢ para as outras enzimas
virais. Desta forma, a alternativa para adquirir conhecimento sobre as caracteristicas
genéticas da IN, principalmente sobre as mutacdes de resisténcia é o sequenciamento ¢ a
analise das sequéncias na regido da IN.

No Brasil, os dados sobre a diversidade genética da IN sdo escassos. Apesar de
algumas regides brasileiras possuirem uma diversidade genética do HIV-1 melhor
caracterizada, os dados em cidades de interiores ainda sdo muito limitados. Os poucos
estudos realizados sobre diversidade genética da IN foram em grandes cidades da regido
Sudeste do Brasil. No estado de Goias, este ¢ o primeiro estudo realizado sobre a
diversidade genética da IN.

Por isto, ¢ necessario o monitoramento e a identificagdo das principais mutagdes
primarias e secundarias associadas a resisténcias aos INI assim como seus polimorfismos,
que podem reduzir a suscetibilidade a estes farmacos, para geragdo de novos dados que
contribuirdo com o conhecimento sobre a diversidade genética e a resisténcia aos ARVs

na popula¢do HIV+/AIDS do Sudoeste Goiano.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de mutagoes de resisténcia do HIV-1 aos INI e o perfil de

resisténcia de isolados de HIV-1 obtidos de amostras de pacientes do municipio de

Jatai/Goiés.

3.2 Objetivos Especificos

a) Descrever as mutacdes de resisténcia para inibidores da IN;

b) Caracterizar o perfil de resisténcia das mutac¢Ses aos inibidores da IN em baixo,
intermediario e alto

c) Descrever os polimorfismos detectados no gene IN do HIV-1;

d) Identificar os subtipos genéticos no gene da IN do HIV-1;

e) Avaliar a possivel associacdo de presenga de mutagdes de resisténcia no gene da

IN do HIV-1 as mutagdes de resisténcia no gene da PR e TR de um mesmo isolado

de pacientes ja identificados previamente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populacio de Estudo

Este trabalho constitui um subprojeto de um projeto original intitulado “Estudo
de Resisténcia aos Antirretrovirais e Diversidade Genética em Pacientes HIV+/Aids do
interior do Estado de Goias”, sob financiamento do CNPq - chamada
MCTI/CNPQ/Universal 14/2014 (Anexo 1 — parecer com a aprovagao pelo Comité de
Etica). No projeto original pretende-se avaliar a prevaléncia de mutagdes do HIV-1 as
drogas antirretrovirais e o perfil de resisténcia primaria (transmitida) e secundaria e
subtipos genéticos no gene pol e env do HIV-1 em amostras de pacientes HIV+/Aids
provenientes de municipios da regido Sudoeste do estado de Goias. Além disso, visa
selecionar isolados de HIV-1 cujos subtipos se mostram como mosaicos (discordantes)
nos genes pol e env para o estudo do genoma completo e possivel identificagdo e
caracterizacdo de novas formas recombinantes circulantes (CRF) do estado de Goias.

A partir do projeto original, trés subprojetos foram originados: Um subprojeto
com a avaliacdo das regides de PR ¢ TR do HIV-1 de pacientes em terapia ARV; um
subprojeto com a avaliacdo das regides de PR e TR do HIV-1 de pacientes sem tratamento
e outro subprojeto com a avaliagdo da regido de IN do HIV-1. Este tltimo subprojeto
constitui as atividades descritas desta dissertagao de Mestrado.

Para a realizagdo deste subprojeto, dos 69 isolados dos subprojetos anteriores,
pacientes HIV+, do Servico de Atendimento Especializado (SAE) do municipio de Jatai-
GO foram selecionadas para o estudo de investigagdo de mutacdes de resisténcia aos
inibidores da IN, recrutados no periodo de janeiro de 2015 a janeiro de 2016, no SAE,
localizado no Hospital das Clinicas Dr. Serafim de Carvalho, no municipio de Jatai/Goias.

Os critérios de inclusdo para o estudo de resisténcia aos ARVs e diversidade
genética foram: pacientes de ambos os sexos, de idade superior a 18 anos de idade, com
diagnéstico de infeccdo aguda ou cronica pelo HIV-1, com presenca ou ndo de sintomas,
como perda de peso, febre, inchago nos ganglios e doengas oportunistas, com e sem uso
prévio de TARV composta de INTR/INNTR + IP e carga viral plasmatica detectavel.
Como critério de exclusdo, foi utilizado pacientes em TARV que possuiam INI no

esquema terapéutico.
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Apoés consulta médica, os pacientes que aceitaram participar do estudo
receberam informagdes sobre a pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (APENDICE 1). Além disso, todos os pacientes foram submetidos a
uma entrevista baseada em um questiondrio padronizado para a coleta de dados

(APENDICE 2).

4.2 Coleta e Processamento da Amostra Biologica

Cerca de 20 mL de sangue venoso periférico foram coletados em tubo vacutainer
contendo anticoagulante EDTA (Becton & Dickinson®, San Jose, CA, USA). No
laboratério de analises clinicas do Hospital das Clinicas Dr. Serafim de Carvalho
(Jatai/Goias), uma aliquota de 2 mL de sangue total foi separada e o restante da amostra
foi centrifugada (2500 rpm, 20 min) e separados 2 mL de plasma em duas aliquotas. As
aliquotas de sangue total e plasma foram estocadas em temperatura de -20°C e
transferidas para o Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica da Universidade
Federal de Goias (IPTSP/UFG) para serem estocadas a -80°C.

No mesmo momento da coleta, parte do volume de sangue total (cerca de10 mL)
foi disponibilizada para a realizagdo da contagem de linfocitos T CD4" e parte do volume
de plasma (cerca de 2 mL) para a quantificacdo da carga viral plasmatica do HIV. Esses
dois ensaios foram realizados no Laboratério Central de Satide Publica Dr. Giovanni

Cysneiros (LACEN/SUS/Go) em Goiania/Goias.

4.3 Extracao do RNA Viral

A extracdo do RNA gendmico foi realizada a partir do plasma, por meio do kit
QIAamp® RNA Mini Kit (Qiagen® GmbH, Hilden, Germany): Seguindo as orienta¢des
do fabricante, as particulas virais na amostra de plasma sdo lisadas pelo agente
“carregador” de ligagdo de RNA carrier-RNA e o RNA foi precipitado com etanol
absoluto (Merck®). O RNA foi adsorvido a uma membrana de silica e posteriormente
eluido. Os produtos da extragdo de RNA foram armazenados a temperatura de -80°C no
Laboratério de Imunologia da AIDS e da Hanseniase do IPSTP/UFG (LIAH-
IPTSP/UFQG).
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4.4 Sintese do DNA Complementar por Transcricao Reversa do RNA

A transcricdo reversa do RNA para obtencdo do DNAc foi realizada com
reagentes da Invitrogen (Life Technologies®, NY, USA): a partir de concentragdes de
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs) (desoxiadenina-dATP, desoxicitosina-
dCTP, desoxitimina-dTTP e desoxiguanina-dGTP trifosfatadas), primer randéomico e
enzima Super Script® III RT. A reacdo de retrotranscricdo foi realizada através da
incubacgdo a 25°C por 5 min, 50°C por 60 min seguida de inativagao da rea¢do a 80°C por
15 min. As amostras de DNAc foram armazenadas a temperatura de -80°C no LIAH-
IPTSP/UFG.

4.5 Amplificacdo da Regido da Integrase do HIV-1 pela Reacio de “nested”-PCR

A regido da IN do gene po/ do HIV-1 foi alvo de amplificagdo por “nested”-
PCR: a regido completa da IN foi amplificado (867 pares de base). Na primeira etapa da
“nested”-PCR foi utilizado um “mix1” (QUADRO 2) contendo tampdes, co-fator,
dNTPs, primers especificos, Taq DNA polimerase ¢ DNAc obtido por RT-PCR.
Concentragao final 55,25 uL (CARDOSO & STEFANI2009).

QUADRO 2 “Mix1” para a primeira etapa da “nested”’-PCR.

H>O Ultrapura 33,4 L
Tampao de PCR 5x 10 pL
MgCl 25 mM 5uL
Mistura de dNTP 25 mM 0,6 uL
Primer RT7 25 pmoles/pL 0,5 uL
Primer INT7 25 pmoles/pL 0,5 uL
Taq “Go” 0,25 uL
Amostra de DNAc 5 uL
Volume total 55,25 uL

Na segunda etapa da “nested”’-PCR foi utilizado um “mix2” (QUADRO 3)
contendo tampoes, co-fator, dNTPs, primers especificos, Taq DNA polimerase ¢ o

produto da primeira etapa da “nested”’-PCR.
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QUADRO 3 “Mix2” para a segunda etapa da “nested”-PCR.

H>O Ultrapura 33,4 L
Tampao de PCR 5x 10 uL
MgCl, 25 mM 5uL
Mistura de dNTP 25 mM 0,6 uL
Primer RT2 25 pmoles/pL 0,5 uL
Primer INT6 25 pmoles/pL 0,5 uL
Taq “Go” 0,25 pL
Produto do Mix1 5 uL
Volume total 55,25 L

As duas etapas do “nested”-PCR para a regido da IN do gene po/ do HIV-1 foram
realizadas por termociclador automatico (GeneAmp PCR System 9700, Applied
Biosystems Inc, Foster City, CA, USA) utilizando o seguinte programa de ciclagem: 3
ciclos de 97°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 2 min. Seguidos de 32 ciclos de 95
°C por 45 seg, 55 °C por 1 min e 72 °C por 2 min. E extensdo final de 1 ciclo a 72 °C por
10 min.

As sequéncias dos primers utilizados para a reacdo de “nested”-PCR e para o
sequenciamento estdo descritas no Quadro 4. A sequéncia completa da regido da IN com

os primers pode ser vista no anexo 2.

QUADRO 4: Sequéncia dos primers para o gene da Integrase (867pb) do HIV-1.
Primers Sequéncias Localizacdo | Comprimento | Sentido
HXB2* (pb)

RT7 CATGGGTACCAGCACA 4150-4165 16 pb —
RT2 ATTGGAGGAAATGAACAAGTAGA | 4173-4195 23 pb —
INT6 GGGATGTGTACTTCTGAACTT 5193-5213 21 pb «—
INT7 CCTGTWTGCARMCCCCAATATGT | 5241-5264 23 pb «—
MMRT2 | ATTGGAGGAAATGAACAAGTAGA | 4173-4195 23 pb —
MMINT4 | CTTGACTTTGGGGATTGTAGGG 4653-4674 22 pb —_
MMINT6 | GGGATGTGTACTTCTGAACTT 5193-5213 21 pb -
SCCOAS | TATTCTTTCCCCTGCACTGTA 4809-4829 21 pb «—
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* Localizagdo dos primers relativo a sequéncia de referéncia do HIV-1 (HXB2,

K03455).

4.6 Eletroforese em Gel de Agarose 1%

Os fragmentos de amplificacdo obtidos pela “nested”-PCR da regido da IN do
gene pol do HIV-1 foram analisados por meio de aplicacdo de uma mistura contendo
produto de amplicon e azul de bromofenol (Gibco®) ao gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio e paralelamente uma mistura de padrdo de peso molecular (100 bp Low
DNA mass ladder, Invitrogen®) e azul de bromofenol puro (Gibco®). A corrida
eletroforética foi realizada em cuba horizontal (Horizon 11-14 e 25-25 Gel
Electrophoresis Apparatus, Gibco®, USA) durante 1 ha 100 V, 400 mA em tampao TAE
1x (Gibco®). O gel foi analisado sob luz ultravioleta a 310 nm de comprimento de onda
para visualizacdo de fragmentos fluorescentes de tamanhos esperados em brometo de

etidio.

4.7 Purificaciio dos Produtos Amplificados

Os produtos amplificados do “nested”’-PCR foram purificados empregando-se o
kit QIAquick® PCR Purification Kit/QIAGEN® (Qiagen® GmbH, Hilden, Germany): o
produto amplificado da segunda etapa da “nested”’-PCR em tampao especifico foi
adicionado a uma coluna de silica para adsorcdo. Em seguida o produto de PCR
amplificado foi eluido. As amostras de produto de PCR purificadas foram armazenadas a

temperatura de -20°C no LIAH-IPTSP/UFG.

4.8 Sequenciamento Automatizado

Os produtos de PCR purificados da regido da IN do gene po/ do HIV-1 foram
submetidos ao sequenciamento automatizado utilizando Big Dye Terminator Sequencing
Kit v.3.1 (Applied Biosystems®, CA, USA), baseado no método de Sanger et al (1977).
Em placas de 96 pogos (Applied Biosystems®, CA, USA) foram adicionados o produto
de PCR purificado em tampao especifico, 4 primers separadamente (MMRT2, MMINT4,
MMINT6 e SCCOAS - Gibco®) e o Big Dye Terminator Sequencing Kit v.3.1 (Applied
Biosystems®, CA, USA). A reagdo de sequenciamento foi realizada em termociclador

automatico com o seguinte programa de ciclagem: 25 ciclos de 95 °C por 20 seg, 50°C
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por 15 seg e 60°C por 60 seg. As informacdes sobre as sequéncias de nucleotideos dos
primers utilizados no sequenciamento encontram-se no QUADRO 4.

Os produtos sequenciados foram submetidos a precipitacdo com isopropanol e
etanol (MERCK®) para purificagio do material. Em seguida, as amostras foram
ressuspensas em formamida Hi-Di (Applied Biosystems® Inc, Foster City, CA, USA),
seguida por um periodo de incubacgdo de 2 min a 95°C para desnaturacdo da fita dupla de
DNA e choque térmico em gelo por 2 min. Finalmente, a leitura dos eletroferogramas foi
realizada em sequenciador automatico (ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems®) do Laboratorio Multiusuario do IPTSP/UFG. Este sequenciador ja
apresenta o software Phred, e, portanto, os cromatogramas ja foram submetidos a
avaliag@o de sua qualidade.

Ap6s a obten¢@o dos cromatogramas, as sequéncias foram editadas manualmente
por comparacdo de complementaridade dos contigs e alinhadas por meio do programa

Staden Package 2.0 para Windows (www.staden.sourceforge.net/).

4.9 Analise das Mutagdes de Resisténcia aos Inibidores da Integrase

A presenca de mutacdes relacionadas a resisténcia aos INI foi avaliada
comparando-se ao banco de dados da Universidade de Stanford e da IAS-USA
(WENSING et al., 2017). Além disso, a partir do banco de dados de mutacdes de
resisténcia do HIV da Universidade de Stanford, foi definido o perfil de resisténcia em
suscetivel, potencial de baixo nivel, baixo nivel, intermediario e alto nivel de resisténcia.
Todos os laudos dos testes de genotipagem foram disponibilizados aos médicos
responsaveis e/ou pacientes ¢ integrados ao prontuario médico. As analises foram
repetidas novamente no més de fevereiro, a fim de se reanalisar possiveis atualiza¢des do

banco de dados.

4.10  Analise Filogenética dos Subtipos

A defini¢do dos subtipos genéticos dos isolados do HIV-1 estudados foi
realizada empregando ferramentas de subtipagem do HIV como: Stanford HIV-1
(http://hivdb.stanford.edu/), programa REGA HIV-1 versdo 2.0 e por inferéncia
filogenética (OLIVEIRA, 2005).

A analise filogenética foi realizada por meio do alinhamento das sequéncias de

estudo com sequéncias referéncias representativas dos diversos subtipos puros e
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recombinantes do grupo M do HIV-1 obtidas no banco de dados do Los Alamos HIV
Database (http://hiv_web.lanl.gov) (Sequéncias referéncias: subtipo B - K03455,
DQ358805, DQ358808, AY173956, U63632 e U21135; subtipo FI - DQ358801,
DQ358802, AF077336 e AF005494; subtipo C - AY727523, AY727522, AF286228,
AF110967, U46016 ¢ AF067155; subtipo D - K03454 ¢ M27323. A sequéncia do virus
SIVcpz foi utilizada como grupo externo), usando o software Clustal X e ajustado
manualmente pelo software BioEdit. A arvore filogenética foi construida empregando o
método Neighbor-Joining (NJ) sob a corre¢do de dois parametros de Kimura usando o
software MEGAG6. Os valores de Boostrap (1000 repeticdes) acima de 70% foram
considerados significativos.

Os isolados virais que apresentaram subtipos discordantes foram analisados para
confirmacdo da recombina¢do mediante programa SIMPLOT versdo 3.5.1 (Lole et al.
1999), sob os seguintes parametros: método NJ, modelo evolutivo Kimura 2-parametros
com valor de Bootstrap de 1000 replicatas, janela de 200 pb com passos de 20 pb, gap-

stripped e taxa de transversao/transi¢ao no valor de 2,0.

4.11 Aspectos Eticos

A coleta de sangue foi realizada dentro de um ambiente hospitalar e na presenga
de médico participante da pesquisa para atender a qualquer intercorréncia. Os riscos da
coleta de sangue sdo minimos e incluem dor local, formagdo de pequenos hematomas
(manchas roxas) no local da coleta e eventual tontura e vertigem.

Todas as informacgdes obtidas em relacdo aos pacientes e seus dados de
prontuario médico (resultados de exames, entrevista) sdo confidencial, somente usados
pelos pesquisadores para fins cientificos.

Os procedimentos e testes laboratoriais desta pesquisa ndo apresentaram

nenhum custo financeiro aos participantes.

4.12 Analise Estatistica

Os célculos de frequéncia, mediana para as principais varidveis obtidas e
Intervalo de Confianga (IC) de 95% foram obtidas através do programa “Statistical
Package for the Social Sciences” (SPSS) para Windows versao 13.0 (Chicago, IL,
USA).



56

5 RESULTADOS

Para a realizagdo deste subprojeto, dos 83 isolados dos subprojetos anteriores,
69 amostras de pacientes HIV+, do SAE do municipio de Jatai-GO foram selecionadas
para o estudo de investigacdo de mutagdes de resisténcia aos inibidores da IN. As
principais caracteristicas do perfil epidemiologico dos pacientes incluidos neste estudo

estdo descritas na Tabela 1.

TABELA 1. Principais caracteristicas do perfil epidemioldgico de pacientes HIV+/AIDS
atendidos no SAE de Jatai/Goias. (n=69)

Masculino (%) | Feminino (%) Total (%)
n=48 (69,6) n=21 (30,4) 69 (100)

Mediana da Idade 30 (18-171) 35(18=51) 31 (18-171)
=18 03 (6,25) 01 (4,8) 04 (5,8)
19-34 28 (58,3) 09 (42,7) 37 (53,6)
35-59 14 (29,1) 11(52,4) 25 (36.2)
>60 03 (6,25) 0(0) 03 (4,3)

Categoria de Exposicao

Sexual 44 (89,8) 21 (100) 65 (94,2)
Sexual ou Uso de Drogas Injetaveis 02 (4,7) 0(0) 02 (2,9)
Sem dados 02 (4,7) 0(0) 02(2,9)
Comportamento Sexual

Heterossexual 31 (64,6) 21 (100) 52 (75,4)
Homossexual 09 (18,8) 0(0) 09 (13)
Bissexual 08 (16,7) 0(0) 08 (11,6)

Destes 69 pacientes selecionados, 50 pacientes ndo haviam ainda realizado
qualquer tipo de esquema terapéutico de TARV e 19 pacientes que estavam em TARV
de primeira ou segunda linha, com esquemas terapéuticos formados por:
AZT+3TC+ATZ/TTV, TDF+EFV+LOP+RTYV, TDF+3TC+EFV ou
TDF+AZT+3TC+ATZ/RTV. Nenhum dos pacientes teve contato com INI, ou seja, todos

os pacientes incluidos neste estudo eram virgens de tratamento para esta classe de ARV.
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Dentre os 69 pacientes, 20 destes obtiveram diagnostico da infec¢do pelo HIV-
1 entre os anos de 1998-2008 (29%) e 49 entre os anos de 2009-2015 (71%). Dos 69
pacientes, 37 (54%) eram sintomaticos ao diagndstico. Os principais sinais € sintomas
observados ou relatados pelos pacientes foram: perda ponderal (46%), febre (40%),
diarreia (30%), linfadenomegalia (16%), fadiga (11%), sudorese noturna (11%),
alteragdes neurologicas (11%), cefaleia (8%), dermatite seborreica (8%), infecgdo
bacteriana de repeticdo (8%), lesdes orais (5%) e moniliase oral (3%).

Relacionado as infec¢des oportunistas observadas, neurotoxoplasmose foi a com
maior prevaléncia, observada em sete pacientes (10%), seguida por sifilis e
pneumocistose observadas em cinco pacientes cada (7%), quatro pacientes (6%)
apresentavam tuberculose, neurocriptococose € moniliase esofagica e histoplasmose
foram observadas em 2 dois pacientes cada (3%), tuberculose pulmonar, hanseniase e
pneumonia foram observados em um paciente cada (1,45%).

Em relacdo aos dados laboratoriais de monitoramento da infecgdo pelo HIV-1, a
mediana da contagem de células T CD4", no momento da coleta para o teste de
genotipagem foi de 469 células/mm? (variando de 12-1215 células/mm?). A mediana de
resultados validos para a quantificacdo da carga viral sérica (excluindo 15 pacientes com
carga viral abaixo do limite de deteccdo) foi de 23.761 copias/mL (variando de 80-
767.379 copias/mL).

Das 69 amostras de plasma obtidas, 52 (75,4%) amostras tiveram a regido da IN
amplificadas e foram submetidas ao sequenciamento automatizado e analise filogenética
dos subtipos. Dentre estes 52 isolados que foram amplificados, sequenciados e analisados,
36 pacientes sdo sexo masculino e 16 pacientes do sexo feminino, 40 amostras eram de
pacientes sem TARV (11 do sexo feminino e 29 do sexo masculino) e 12 amostras eram
de pacientes ja expostos a TARV (8 s@o do sexo masculino e 4 do sexo feminino), sendo
primeira ou segunda linha de tratamento.

As amostras que ndo amplificaram (14 amostras) eram amostras que foram mais
manipuladas, foi levantado a hipdtese de o material ter degradado com tempo, visto que,
se busca o isolamento do RNA viral para este estudo. Dentre as amostras que foram
sequenciadas, trés amostras tiveram que ser excluidas do estudo, pois ndo foi possivel
obter qualidade suficiente no sequenciamento destas.

Em relacdo as mutagdes de resisténcia, nenhum dos isolados de HIV-1 dos
pacientes selecionados neste estudo apresentou mutagdes primarias associadas resisténcia

aos INI. No entanto, trés pacientes apresentaram mutagdes acessorias: dois pacientes
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apresentaram a mutacdo T97A (um paciente virgem de tratamento e outro paciente em
TARV) e um paciente virgem de tratamento apresentou a mutagdo G163K.

Os isolados JA69 e JA76 apresentaram a mutagdo acessoria T97A na regido da
IN do HIV-1 que conferem potencial baixo de resisténcia a RAL e EVG. O isolado JA69
pertence a uma paciente do sexo feminino, atualmente com 48 anos, diagnosticada no ano
de 2013, assintomatica e fazia uso de TARV de primeira linha com esquema
TDF+3TC+ATZ/RTV. O isolado JA76 pertence a uma paciente também do sexo
feminino, atualmente com 49 anos diagnosticada em 2015 que néo fazia uso de nenhuma
forma de TARV, e apresentou sinais e sintomas como febre, perda ponderal, cefaleia e
diarreia. O isolado JA38 apresentou a mutagdo acessoria G163K que confere baixo nivel
de resisténcia a RAL e EVG, que pertencia a um paciente do sexo masculino, atualmente
com 24 anos de idade, diagnosticado no ano de 2014 que ndo fazia uso de nenhuma forma
de TARYV e ainda foi diagnosticado com sifilis.

No presente estudo, doze pacientes apresentaram mutacdes conhecidas como
mutagdes acessorias polimorficas e que tem algum potencial em conferir resisténcia aos
INI: a mutacdo L74I foi identificada em seis pacientes virgens de tratamento, a mutacao
V1511 em dois pacientes virgens de tratamento e a mutacdo MS50I em quatro pacientes,
sendo 3 virgens de tratamento ¢ 1 em uso TARV.

Neste estudo, varios polimorfismos foram identificados. Entre as 52 sequéncias
analisadas, um total de 152 polimorfismos diferentes estavam presentes, porém nenhum
desses estio associados a resisténcia sem a presenca de mutagdes primarias. No gene da
IN, o polimorfismo mais frequentemente encontrado ocorreu no codon 201 (V201I)
(presente em 41 sequéncias de um total de 52, (79%). O segundo polimorfismo mais
frequente encontrado foi o L1011 (26/52, 50%). Outros polimorfismos que ocorreram em
maior frequéncia foram: 172V (25/52, 48%); V311 (20/52, 38%); S39C e L28I (ambas
18/52, 34,6%); S17N (17/52, 32%); T125A, E11D; T124N, A265V e T124A (ambas
13/52, 25%); e D256E (12/53, 23%). A lista completa de todos os polimorfismos e suas
frequéncias podem ser visualizadas no Anexo 3.

A partir da andlise filogenética dos 52 isolados, 50 destes (96,2%) apresentaram
um Unico subtipo na regido da IN, sendo 44 isolados (88%) classificados como subtipo
B, 5 isolados (10%) como subtipo F1 e 1 isolado (2%) como subtipo C (Figura 13).

Através da analise da arvore filogenética, foi possivel observar a presenca de
alguns grupos (clusters) com aparente vinculo afetivo e epidemioldgico entre isolados

com alto valor de bootstrap, sugerindo possiveis /links de transmissdo da infecc¢do
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(clusters sinalizados: “e®”). Os clusters JAT3-JA74, JAT7-JA92 ¢ JA66-JA69 sao todos
formados por casais heterossexuais, enquanto os clusters dos isolados JA135 e JA141,
ambos de pacientes masculinos, homossexuais, ¢ dos isolados JA140 ¢ JA145 de
pacientes e de sexos opostos, ambos heterossexuais, ndo foi possivel obter informagdes
de vinculo epidemioldgico entre eles.

Os outros dois isolados (3,8%) que ndo apresentaram apenas um subtipo na
regido da IN, se apresentaram com perfis de mosaicos na regido da IN. A andlise de
bootscaning feita pelo SIMPLOT mostrou que o isolado JA54 se apresentou com um
perfil envolvendo os subtipos B e F1 e o isolado JA146 com um perfil de CRF31 BC —
“like” (dados em analise). Estes isolados estdo destacados na arvore filogenética com o
simbolo §.

Dois estudos anteriores a este, do nosso grupo de pesquisa, foram realizados em
relagdo a analise de mutacdes de resisténcias para ITR e [P com as mesmas amostras de
pacientes atendidos no SAE do municipio de Jatai, todos virgens de INI. No primeiro
estudo, amplificaram e sequenciaram 57 amostras de pacientes virgens de TARV para o
gene da TR e PR para andlise de mutacdes primdrias e encontraram 5 isolados que
apresentavam pelo menos uma mutacdo que conferia resisténcia a ITR e IP. O segundo
estudo analisou 26 amostras de pacientes HIV positivos em uso de TARYV recrutados para
genotipagem para ITR e IP e observaram 11 isolados com mutagdes de resisténcias.
Apesar de possuirem mutacdes de resisténcia primarias contra ITR e IP, nenhuma destas
amostras apresentaram mutagdes de resisténcia contra INI. Também nenhum destes
isolados coincidiram com os isolados deste estudo que apresentaram mutagdes acessorias,
ndo mostrando nenhuma correlagiao entre as mutacoes de resisténcia de TR ¢ PR com

mutacgdes de resisténcia de IN.
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Subtipo B

FIGURA 13. Arvore filogenética
da regido da IN de isolados de
HIV-1. Os valores de bootstrap
acima de 70 foram considerados
significativos. Os isolados que
iniciam com as letras JA
constituem os isolados deste
estudo. Os isolados que compdem
as sequéncias referéncias iniciam
com a letra respectiva a cada
subtipo. Os clusters sinalizados
como “®” indicam possiveis links
de transmissdo. Os isolados
sinalizados como “§” indicam
formas recombinantes.

— Subtipo F1

— Subtipo C
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6 DISCUSSAO

O estado de Goias ¢ dividido em cinco macrorregides: Nordeste, Centro-Norte,
Centro-Oeste, Sudeste ¢ Sudoeste. A macrorregido Sudoeste ainda é subdividida em
Sudoeste I e Sudoeste II. Cada macrorregido possui um municipio sede, sendo Jatai o
municipio sede da regido Sudoeste II, englobando mais 9 municipios. O Servico de
Atendimento Especializado em DST/AIDS (SAE) localizado no Hospital das Clinicas Dr.
Serafim de Carvalho ¢ o responsavel pela prevencdo, diagnostico, e tratamento de casos
de HIV da regional Sudoeste II.

O municipio de Jatai ja esteve entre os municipios com maiores taxas de
incidéncia de casos de HIV/ AIDS no estado de Goias (BRASIL, 2011). A caracterizagao
do perfil epidemiologico do HIV-1 em municipios do interior dos estados brasileiros
ainda € pouco estudada, porém, com o aumento no niimero de casos da infec¢ao pelo
HIV-1 e a disseminagdo da epidemia para o interior do Brasil, é necessario estender os
estudos de diversidade genética do HIV-1 fora das capitais brasileiras, com o intuito de
melhorar as medidas de prevencdo e controle da infecgdo e facilitar o atendimento aos
pacientes HIV/AIDS.

No presente estudo, a predominancia dos pacientes HIV+/AIDS eram de jovens,
do sexo masculino, heterossexual e de cor parda, o que corrobora com outros estudos que
mostram o perfil epidemioldgico dos pacientes HIV/AIDS do estado de Goids e do pais
(BRASIL, 2017; DIAS, 2018-dados ndo publicados).

Em relacdo a prevaléncia de mutagdes de resisténcia aos INI, estudos mostram a
existéncia de uma prevaléncia maior de mutagdes acessorias na regidao da IN (em uma
frequéncia inferior a 4%) e auséncia de mutagdes de resisténcia primaria aos INI, em
populacdes virgens de terapia para a classe de INI (LOW et al., 2009; PASSAES et al.,
2009; ARRUDA et al., 2010; CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2010). Estes dados
condizem com os resultados encontrados neste estudo. Além disso, uma frequéncia maior
de mutacdes pode ser identificada na vigéncia da terapia com esta classe de ARV
(ARRUDA et al., 2010; BLANCO et al., 2011). Os pacientes do grupo deste estudo eram
todos virgens de tratamento para os INI.

Em relagdo as mutagdes secundarias encontradas, a mutagdo T97A causa
potencial baixo de resisténcia ao EVG e RAL. Esta mutagdo em combinacdo com

mutagdes primarias, como a YI143C/R, Q148H+G140S e NI155H, reduzem a
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suscetibilidade ao EVG e RAL, porém, na auséncia de mutacdes primarias podem se
associar com outras muta¢des acessorias como L74M e G163R e reduzir ainda mais a
suscetibilidade aos INI de primeira geracdo. Esta mutacdo ¢ frequentemente encontrada
em pacientes que possuem subtipo ndo-B. Na maioria dos subtipos ocorre em 1 a 5% dos
isolados de pacientes virgens de tratamento, com exce¢do dos subtipos A (5-10%) e J
(33%) (ABRAM et al., 2017). No presente estudo, esta mutacdo foi identificada em um
paciente virgem de tratamento e em outro paciente em TARV. O paciente em TARV com
a mutagdo T97A, no momento do estudo, estava em uso de terapia de segunda linha e ndo
apresentava nenhuma mutago de resisténcia para o esquema vigente.

A mutacdo G163R/K pode ser selecionada em pacientes em uso de RAL, e
confere baixo nivel de resisténcia ao RAL e EVG. Mas, esta mutagdo pode ocorrer em
uma frequéncia de 5 a 10% de isolados de subtipo F de pacientes virgens de tratamento
(CASADELLA et al., 2015). Além disso, sabe-se que esta mutagdo em combinagio dupla
com a mutagdo primaria N155H ou em combinagdes duplas ou triplas com V721 + T97A
confere resisténcia ao RAL (FRANSEN et al., 2009).

Em relacdo as mutagdes acessorias polimorficas, a mutagdo L741 esta associada
as mutagdes como QI48H/R/K, G140S e EI138K, pode ocorrer a redugdo da
suscetibilidade ao DTG. A mutagdo V151I ¢ frequentemente relacionada com a mutagao
primaria N155H e a reducdo da suscetibilidade a8 RAL e EVG (SHIMURA; KODAMA,
2009; ARMENIA et al., 2012; CHANG et al., 2016). A alteragcdo polimorfica M50I ¢
observada em 10-25% de pacientes INI-naive, porém, quando associada a mutagdo
primaria R263K causa resisténcia ao DTG (WARES et al., 2014). Estas mutagdes sdo
comumente selecionadas pelo uso de INI e, em pacientes virgens de tratamento, sua
frequéncia pode ocorrer em 3 a 20% e em 5%, respectivamente, dependendo do subtipo.
No entanto, estas mutagoes sozinhas, ndo conferem resisténcia aos inibidores da IN, mas
quando combinadas a outras mutagdes primarias, podem contribuir para a reducdo da
suscetibilidade a essa classe de droga (SHIMURA & KODAMA, 2009).

Estudo realizado por LATAILLADE et al., (2007) enquanto o RAL ainda estava
em teste, com amostras de pacientes que faziam uso de TARV e pacientes virgens de INI
de varias partes do mundo (Estados Unidos, Australia, Argentina, China, Sudoeste
Asatico, Europa e América Latina) ndo identificou muta¢des primarias associadas aos
INI, mas identificou a ocorréncia de algumas mutacdes acessorias (T66I, HS11I, L74M,

E92Q, E138K, G140S, N155S, K160D e V149I) e varios polimorfismos, sendo o
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polimorfismo 172V o mais frequente, seguido pelos polimorfismos V2011, T206S,
S230N, K156N e V1651

CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., (2010) realizou estudo na Itdlia com
pacientes infectados em uso de TARV (primeira ou segunda linha de tratamento) e
pacientes virgens de TARV (ou seja, todos INI-naive) e nao foram identificadas mutacdes
primarias ou secunddrias. Somente polimorfismos naturais foram detectados: 172V,
V2011, V1651, T206s, S230N, ¢ S119G em ambos grupos, o que € similar aos nossos
resultados. No Brasil, estudos semelhantes foram realizados para analisar as mutacdes de
resisténcia associadas a INI, e da mesma maneira que os outros estudos citados, nenhuma
mutagdo de resisténcia foi observada, apenas polimorfismos foram descritos: 172V,
V2011, S230N, 1203M, V1651, L1011 e V1511 (PASSAES et al., 2009; ARRUDA et al.,
2010). Estudos mais recentes realizados na Europa e em Taiwan, em populagdes de
pacientes em uso de INI, identificaram algumas mutagdes primarias, que diminuem a
suscetibilidade ao RAL e EVG como Q148H/K/R, N155H, Y143C, E92Q, G140S ¢
T97A e mutagaos acessorias como L74M, Q95K, T97A, E92Q, E138K, V1511, G163R,
E157Q e R263K (DOYLE et al., 2015; CHANG et al., 2016).

Como no Brasil o RAL ¢ utilizado apenas como terapia de resgate, o estudo
realizado no estado de Sao Paulo por CAVALCANTI et al., (2015) avaliou sequéncias de
IN de pacientes em falha viroldgica durante uso de RAL. As mutagdes primarias
identificadas foram Q148H/K/R, acompanhada na maioria dos casos pela mutacao G140S
e mutagOes acessorias L.74] e E138K. Esta combinagdo esta associada a resisténcia
cruzada a dois INI (RAL e DTG). O EVG néo foi incluido no estudo pois, no Brasil, este
ARV ndo esta disponivel. Apesar do sucesso do RAL, sua baixa barreira genética
compromete a suscetibilidade dos virus a este ARV. Uma tinica muta¢do nos coédons 143,
148 ou 155 da IN ¢ suficiente para induzir a falha virologica (COOPER et al, 2008).

A HAART reduziu a mortalidade e melhorou a qualidade de vida dos pacientes,
com a supressdo da viremia, no entanto, a selecdo de isolados resistentes ainda ¢ uma
ameaca para o sucesso terapéutico (BARTLETT, 2006; BERTAGNOLIO et al, 2013).
No Brasil, estudos multicéntricos demonstraram niveis baixos a altos (4 - 36%) de
resisténcia primaria para a primeira (INRTI+INNRTTI) ou segunda linha (INRTI + IP) de
tratamento (SUCUPIRA et al, 2007; PEDROSO et al, 2007; INOCENCIO et al, 2009;
SPRINZ et al, 2009).

Sabe-se que o tempo de exposi¢do a terapia estd diretamente relacionado ao

acumulo de mutagdes de resisténcia, entretanto a populacdo brasileira ainda foi pouco
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exposta aos INI. Porém, com o aumento do uso desta classe de ARV, um grande niimero
de mutagdes podem surgir € se acumular com o passar do tempo no genoma viral. Além
disso, a resisténcia cruzada em decorréncia do acumulo de mutagdes, pode levar ao
aumento da carga viral em individuos tratados e consequentemente a uma resposta
subotima ao tratamento (SHAFER, 2002). A emergéncia de variantes resistentes durante
TARYV na infeccdo pelo HIV-1 tem sérias implicagdes clinicas e a inclusdo de novas
drogas que tem como alvo outras etapas do ciclo replicativo viral, além das de transcri¢do
reversa € maturagdo, vem se tornando essencial para a efetividade da terapia
(MENENDEZ-ARIAS, 2010).

A falta de mutagdes primarias em individuos virgens de tratamento de INI
provavelmente estd relacionado ao fato de que o RAL passou a ser utilizado no Brasil
somente no ano de 2009, e por ser utilizado somente na terapia de resgate, o tempo de
exposicao a estes farmacos ainda ¢é relativamente pequeno. Porém, com o aumento da
utilizagdo dos INI, até mesmo na terapia inicial, como € o caso do DTG, ¢ possivel que
em poucos anos este cenario mude, sendo necessario o monitoramento continuo das
mutagdes de resisténcia aos INI.

Além disso, o presente trabalho se baseou na metodologia de sequenciamento
automatizado pelo método de SANGER et al., (1977) para a identificagdo de mutagdes
na regido da IN. Esta metodologia s6 ¢ capaz de identificar mutagdes se estas variantes
se encontrarem presentes em uma frequéncia maior que 20% em relacdo a populacdo total
de virus. Por esse motivo, a prevaléncia real de mutacdes deste estudo pode estar
subestimada (BARBOUR et al, 2004). Para aumentar esse poder de deteccdo, seriam
necessarias metodologias mais sensiveis e capazes de detectar populagdes minoritarias
virais, como o PCR em tempo real (RT-PCR) e o sequenciamento de alta performance
(deep-sequencing), por exemplo (GUNTHARD et al, 1998; LI et al, 2012).

No Brasil, testes genotipagem estdo disponiveis pela RENAGENO do Programa
Nacional DST/AIDS, porém, ¢ solicitado teste de resisténcia genotipica convencional
apenas para ITR e IP (BRASIL, 2015). No entanto, um grande numero de pacientes vem
se mostrando resistente a estas duas classes de ARVs, demonstrando uma tendéncia a
introducdo dos INI no cenario brasileiro. Porém, embora os INI sejam utilizados hoje no
esquema ARV de alguns pacientes com falha terapéutica a esquemas anteriores ¢ em
pacientes em primeiro uso com o DTG, ainda nao ¢ realizado rotineiramente testes que
avaliem a resisténcia a esta classe ARV antes de sua introdugdo no esquema, ou antes da

introdugdo inicial da terapia em pacientes virgens de tratamento. O teste de resisténcia
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aos INI sdo indicados apenas para pacientes em falha virologica atual ou pregressa com
esquemas estruturados com INI (BRASIL, 2015; SANTORO & PERNO, 2016).

Baseado no recente estudo brasileiro de Luz e colaboradores (2015), os testes de
resisténcia podem apresentar um Otimo custo-beneficio, resultando em uma rapida
supressdo viral, menor risco de falha terapéutica, redugdo de custos financeiros com a
introdugdo de novas classes de ARVs e aumento da sobrevida das PVHA. Este estudo
sugere a incorporagdo destes testes até mesmo em regides onde a prevaléncia de
resisténcia primaria seja baixa (a partir de 1,4%) (LUZ et al, 2015).

O painel de orientagdo dos Estados Unidos, Guidelines for the Use of
Antivetroviral in HIV-1 Infected Adults and Adolescents, recomenda o inicio do
tratamento de pacientes virgens com a combinacdo RAL+ TDF + Emcitrabina, devido a
sua eficacia virologica ideal e duravel e por possuir perfis de tolerabilidade e toxicidade
favoraveis (DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2009). No
Brasil, o DTG foi o ultimo INI aprovado pelo FDA, em 2017, foi incorporado ao SUS
desde janeiro deste ano, devido a suas vantagens como alta poténcia, barreira genética
elevada e dose unica diaria, passou a substituir o EFV no esquema terapéutico de primeira
linha TDF+3TC+EFV. Pacientes que fazem uso de RAL na terapia de resgate e estiverem
em falha terapéutica deste ARV deverao alterar o RAL pelo DTG (Nota Informativa n°
096, de 2016/DDAHV/SVS/MS).

A caracterizag@o da diversidade genética do HIV-1 em municipios dos estados
brasileiros ¢ um passo importante para que ocorra progresso nas estratégias de prevencao
e controle da infecgao pelo HIV-1. O municipio de Jatai possui uma das maiores taxas de
detecgdo de casos de infeccdo pelo HIV do estado de Goids, e, ¢ o municipio sede da
regido Sudoeste II (BRASIL, 2016). Portanto, os resultados encontrados neste estudo
contribuirdo para o mapeamento da diversidade do HIV-1 na regido sudoeste goiana.

Em relacdo aos subtipos, os resultados obtidos demonstram que o municipio de
Jatai segue o mesmo padrio de prevaléncia de subtipos do HIV-1 da regido Centro-Oeste,
assim como no estado de Goias, onde o subtipo do HIV-1 mais prevalente é o subtipo B,
seguido pelo subtipo F1, de formas recombinantes de BF1 e pelo subtipo C. (CARDOSO
et al., 2009, 2011; ALCANTARA et al., 2012). No entanto, em relacdo aos isolados
recombinantes, observou-se que no municipio de Jatai, a frequéncia de isolados
recombinantes ¢ mais baixa do que foi observado em outros estudos realizados em
Goiania e regido metropolitana, onde a circulag@o de isolados recombinantes ¢ bem mais

frequente, com uma prevaléncia podendo chegar até 40% (CARDOSO et al., 2009;
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CARDOSO; STEFANI, 2009; CARDOSO et al., 2011; ALCANTARA et al., 2012,
DIAS, 2015; BENTO, 2016).

Portanto, neste estudo foi identificado auséncia de mutagdes de resisténcia
primarias aos INI nos isolados do HIV-1 do municipio de Jatai e poucas mutacdes
acessorias foram detectadas na regido da IN, com a prevaléncia do subtipo B e a baixa
frequéncia de formas recombinantes do HIV-1 entre pacientes da regido Sudoeste Goiano.

Esses resultados demonstram que a regido da IN at¢ o momento se mantém
conservada, incentivando o uso de INI como alternativa eficaz tanto na terapia de resgate
quanto na terapia inicial do tratamento contra o HIV-1. Porém, com o uso dos INI na
primeira linha de tratamento, € possivel que em um futuro ndo muito distante, mutacdes
de resisténcia primaria aos INI sejam comumente encontradas.

Dessa maneira, ha a necessidade de monitoramento do surgimento de mutagdes
na regido da IN do HIV-1 para compreender o impacto destas na TARV, visando a

otimizagdo do esquema terapéutico inicial e controle da infec¢ao pelo HIV-1.
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7 CONCLUSOES

b)

d)

Nao foram identificadas mutagdes de resisténcia primaria aos INI em pacientes
virgens de tratamento ou em pacientes que fazem uso de TARV (primeira e
segunda linha);

Foram identificadas duas mutagdes acessorias na regido da IN em uma frequéncia
de trés vezes: T97A (em 2 isolados) e G163K (1 isolado), ¢ ambas mutacdes
conferem baixo nivel de resisténcia ao RAL ¢ EVG;

Entre as sequéncias de isolados de HIV-1 analisadas, 152 polimorfismos foram
descritos, sendo o polimorfismo V2011 o mais prevalente, seguido por outros
polimorfismos com maiores prevaléncias como L1011, 172V, V311, S39C, L281 e
S17N;

O subtipo mais prevalente encontrado foi o subtipo B, em 44 de 52 isolados
(84,6%), seguido pelo subtipo F, (9,6%), pelo subtipo C (1,9%) e mosaicos
recombinantes BF1 (1,9%) e BC (1,9%);

Nao foi encontrada associagdo entre pacientes com frequéncia de mutagdes na PR

e TR e presenga de mutagdes na IN, nos isolados analisados.
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APENDICES

APENDICE 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé/Sr./Sra. estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da
pesquisa intitulada “Estudo de Resisténcia aos Antirretrovirais e Diversidade
Genética em Pacientes HIV+/Aids do Interior do Estado de Goias”. Meu nome ¢
Ludimila Paula Vaz Cardoso, sou a pesquisadora responsavel e minha area de atuagado
¢ Doengas Infecciosas e Parasitarias. Apds receber os esclarecimentos e as informacdes a
seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta
impresso em duas vias, sendo que uma delas € sua e a outra pertence a pesquisadora
responsavel. Esclareco que em caso de recusa na participagcdo vocé nao sera penalizado(a)
de forma alguma. Mas se aceitar participar, as davidas sobre a pesquisa poderdo ser
esclarecidas pela pesquisadora responsavel, via e-mail (ludimilacardoso@gmail.com)
e, inclusive, sob forma de ligagdo a cobrar, através do(s) seguinte(s) contato(s)
telefonico(s): (64) 3603-8130/(64) 9602-1135/(62) 8405-0042. Ao persistirem as davidas
sobre os seus direitos como participante desta pesquisa, voc€ também podera fazer
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo
telefone (62)3521-1215.

1. Informacdes Importantes sobre a Pesquisa:

1.1 Titulo da Pesquisa: Estudo de Resisténcia aos Antirretrovirais e Diversidade Genética em
Pacientes HIV+/Aids do Interior do Estado de Goids

1.2 Justificativa e objetivos: O virus que causa a aids ¢ chamado de HIV-1. Varios estudos
realizados em diferentes paises e no Brasil indicam que este virus € muito variavel e apresenta
varias formas genéticas diferentes chamadas de subtipos. Além disto o HIV pode mudar seu
material genético e ficar resistente a drogas que sao normalmente utilizadas no tratamento da
infecg@o. O objetivo deste estudo € identificar o tipo de HIV-1 responsavel pela sua infeccio
e analisar se este virus apresenta alteracoes que fazem com que o virus ndo seja destruido
pelas drogas usadas para combaté-lo.

1.3 Procedimentos utilizados da pesquisa: Se vocé concordar em participar desse estudo, nos
iremos fazer perguntas sobre fatores que podem levar a maior risco para infec¢do pelo HIV e
coletar uma unica amostra de sangue que ndo apresenta risco grave a saude. Os riscos da
coleta de sangue sdo minimos e podem incluir dor local, formacéo de pequenos hematomas
(manchas roxas) no local da coleta e eventual tontura e vertigem. A coleta sera realizada
dentro de um ambiente hospitalar e na presenca de médico participante da pesquisa para
atender a qualquer intercorréncia.

Tudo o que soubermos sobre vocé através do estudo e andlise de prontuario médico
(resultados de exames, entrevista) sera confidencial. A sua identidade jamais sera revelada e
mesmo na divulga¢do dos resultados nenhum participante serd identificado de nenhuma
maneira.

Os resultados sobre o tipo de HIV-1 que causou sua infecgdo e se este virus sofreu alteragao
e pode ndo responder ao tratamento serdo repassados ao laboratorio onde vocé faz seus
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exames de carga viral e contagem de CD4 ou ao médico responsavel pelo seu
acompanhamento.

Os procedimentos e testes laboratoriais desta pesquisa ndo apresentam nenhum custo
financeiro a vocé participante.

Sua participacdo pode ser descontinuada a qualquer tempo, sem riscos de penalidade e sem
prejuizo ao seu cuidado ou a continuidade de seu tratamento ou perda de beneficios.

1.4 Confidencialidade: Todos os dados da pesquisa serdo confidenciais, somente usados pelos
pesquisadores para fins cientificos. Nenhum nome ou resultado individual sera divulgado,
permanecendo em sigilo. O paciente tera acesso aos resultados a qualquer tempo. Tudo o que
soubermos sobre vocé através do estudo e analise de prontuario médico (resultados de
exames, entrevista) sera confidencial. A sua identidade jamais sera revelada e mesmo na
divulgag¢do dos resultados nenhum participante sera identificado de nenhuma maneira.

1.2 Consentimento da Participacio da Pessoa como Sujeito da Pesquisa:

B, ettt e e e re e e e b e enraens , inscrito(a)
sob 0 RG/CPF/n.° de prontudrio/n.® de matricula ...........cccoevvveveercieeceieieenenne, , abaixo
assinado, concordo em participar do estudo intitulado “Estudo de Resisténcia aos
Antirretrovirais e Diversidade Genética em Pacientes HIV+/Aids do Interior do Estado
de Goids”. Informo ter mais de 18 anos de idade, e destaco que minha participag@o nesta
pesquisa ¢ de carater voluntario. Fui, ainda, devidamente informado (a) e esclarecido(a),
pela pesquisadora responsavel Dra. Ludimila Paula Vaz Cardoso, sobre a pesquisa, 0s
procedimentos e métodos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro,
portanto, que concordo com a minha participagdo no projeto de pesquisa acima descrito.

Assinatura por extenso do(a) participante

Assinatura por extenso do(a) pesquisador(a) responsavel

Testemunhas em caso de uso da assinatura datiloscopica




APENDICE 2 — Questionario

nO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS - REGIONAL JATA[ ‘
DEPARTAMENTO DE MEDICINA — CAMPUS RIACHUELO .‘ @
Rua Riachuelo, CP 03, CEP 75804-020 “

Telefone: (64) 3606-8130

QUESTIONARIO SOBRE FATORES DE RISCO PARA INFECCAO
PELO HIV

DADOS GERAIS

Tipo de Exposigao:
() parceiro heterossexual HIV +/aids () parceiro homossexual HIV +/aids
() usuario de drogas injetaveis () transfusdo de sangue

()transmisséao vertical (mae/filho) () OUIO oo
Ano, Local e Unidade de Diagnéstico da Infecgao pelo
Tem Filhos? ( )N&o ( )Sim Quantos?................

Tem Algum Filho com HIV/aids? ( ) N&o ( ) Sim Quantos?........... Qual
Idade?............
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Assinatura do responsavel pelo Questionario
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Pesquisador: Ludimila Paula Var Cardoso

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 39631114.1.0000.5083

Instituicéo Proponente: Universidade Federal de Goias - UFG

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICOD

DADOS DO PARECER

MNdimero do Parecer: 1.009.763
Data da Relatoria: 06/04/2015

Apresentagio do Projeto:

Titulo da Pesquisa: Estudo de Resisténcia aos Antirretrovirais e Diversidade Genética em Pacientes
HIV+fAids do interior do Estado de Goias. Pesquisadora responsavel; Ludimila Paula Vaz Cardoso, CAAE:
39631114.1.0000.5083. Pesquisadores participantes: Camila Tavares; Manane Marting de Aradjo Stefani;
Mébnica MNogueira da Guarda Reis, Regyane Ferreira Guimardes Dias; Simone Gongalves da Fonseca. Serao
coletadas 200 amostras esta prevista a coleta de 200 amosiras de sangue de pacientes infectados pelo HIV-
1 {cerca de 80 amostras de sangue de pacientes virgens de tralamento e cerca de 120 amostras de
pacientes em TARVY) atendidos no SAE do municipio de JataiiGo que recebe praticamente todos os casos
noves de HIV e pacientes em TARY do municipio de Jatai e de outros municipios da regido sudoeste

de Golas, como Rio Verde, Mineiros, Calapdnia, Itaruma, Aparecida do Rio Doce, Cacu, Cachoeira Alla,
Sarranépolis e Perolandia.

Objetive da Pesguisa:

Objetive Primario: Avaliar a prevaléncia de mutagSes do HIV-1 &s drogas antirretrovirais e o perfil de
resisténcia transmifida e secundaria no gene pol e env do HIV-1 em amostras de pacientes HIV+iAids
provenientes de municipios do sudoeste do estado de Goias e caracterizacio de possiveis novas formas
recombinantes (CRF) pela analise do genoma completo.

Enderego: Prédo da Reitora Témso Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: T4.001-870
UF: GO Municipio:  GOLANILA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
GOIAS - UFG

Conlirusgds do Parecer: 1.000.763

Objetivo Secundario:

1.Descrever as mutagbes de resist&ncia primaria e secundaria no gene pol do HIV-1 associada aos
anfiretrovirais INRT, INNRT, IP e Raltegravir (inibidor de integrase); 2.Descrever as mulagbes de resisiéncia
priméaria e secundéria no gene env do HIV-1 associada ao antirretroviral T-20 (inibidor de fusio); 3.Associar
o perfil de resisténcia (baixo, intermediario e alto nivel de resisténcia) das mutagdes aos
anfirretrovirais;4.Descrever os polimorfismos no gene pol & env de isolados do HIV-1; 5 Descrever os
subtipos no gene pol & env do HiV-1;6.Associar os sublipos e a frequéncia de mulagbes de resisténcia e
polimorfismos;7. Caracterizar, por seguenciamento do genoma completo, alguns isolados com subtipos
discordantes nos genes pol & env do HIV-1 para identificacio de possiveis CRF.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Relatam que: Aproximadamente 10 mL de sangue venoso serdo coletados no momento do recrutamento do
paciente em dois tubos contendo o anticoagulante EDTA. Esta coleta de sangue ndo apresenta risco a
saude e inlegridade fisica dos pacienies.Relatam ainda que os pacientes terdo o resultado dos exames.

Comentarios e ConsideragOes sobre a Pesquisa:

O cronograma esta adequado a execugdo do projeto. Informam gue os participantes da pesquisa s8o
maiores de 18 anos e a coleta das amostras de sangue sera realizada na presenga do médico. Os curriculos
dos pesquisadores s&o compativeis com a pesquisa proposta.

Consideragdes sobre oz Termos de apresentagio obrigatoria:

Apresentam os seguintes documentos: PB XML INTERFACE REBEC xml; PB INFORMAGOES BASICAS
DO PROJETO 439141.pdf, Folha Rosto_pdf;, Questionario CEP.docx; Projeto Pesquisa 2014 CEP.doc; TCLE
- 2014 - CEP.doc; Ata do Conselho Diretor. 2014 pdf; Termo Anuéncia.pdf, Termo Compromisso.pdf; TALE
2014 - CEP.doc; PB INFORMAGOES BASICAS DO PROJETO 43914 1.pdf;

PB XML INTERFACE REBEC xml; termo aceite financiamento_pdf. O TCLE encontra-se adequado, com
linguagem clara, garante o sigilo, a confidencialidade e possibilita ao participante a desisténcia e informa
contatos. PB PARECER COLEGIADO 970585 pdf, PB PARECER CONSUBSTANCIADO CEP 970592 pdf,
Projeto Pesquisa 2014 CEP.doc; PB INFORMAGOES BASICAS DO PROJETO 439141.pdf; PB XML
INTERFACE REBEC.xml.

Enderego: Prédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: T4.001-970
UF: GO Municipio: GOIANLIA
Telefone: (62)A521-1215 Fax: (62j3521-1163 E-mail: cep.prpi.ufgi@gmail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
‘ GOIAS - UFG i Pro

Contiruacho do Parecer: 1.008.763

Recomendacdes:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Apds andlise dos documentos postados verifica-se que houve a adequagdo do cronograma quanto ao inicio
da colela de dados para 20/04/2015 a 30/11/2016. Somos favoraveis 4 aprovagdo do presenie prolocolo de
pesquisa.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos que a Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que oa) pasquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatdrio Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagbes decomentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n®. 466/12. O prazo para entrega do Relatorio & de até 30 dias
apds o encerramento da pasquisa, previsia para 20/112/2017.

GOIANILA, 02 de Abril de 2015

Assinado por:
Jodo Batista de Souza
(Coordenador)

Enderego: Prédio da Redloria Tameo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-870

UF: GO Mumniciplo: GOIANLA

Telefone: ([E2§3521-1215 Fax: (52)3521-1163 E-mail: cepprpi.ufg@gmailoom
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ANEXO 2 - Localizacao Dos Primers
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ANEXO 3 - Lista De Polimorfismos
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POLIMORFISMO N° DE AMOSTRAS %
V2011 41 79
L1011 26 50
172V 25 48
V311 20 38,5
S39C 18 34,6

L281 18 34,6
S17N 17 32,7
TI25A 13 25
T124N 13 25
A265V 13 25
T124A 13 25
EI1D 13 25
D256E 12 23
D232E 9 17,3
T206S 9 17,3
T1221 9 17,3
K136Q 9 17,3
S119P 9 17,3
K211R 7 13,5
R284G 7 13,5
S283G 7 13,5
T2181 7 13,5
S119T 7 13,5
1203M 6 11,5
L741 6 11,5
184L 6 11,5
R269K 6 11,5
S230N 6 11,5
V371 6 11,5
L1234V 5 9,6
K14R 5 9,6
1135V 5 9,6
T218S 4 7,8
D6N 4 7,8
L45V 4 7,8
DI167E 4 7,8
T1121 4 7,8
A23V 4 7,8
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FISIL 4 7.8
D7E 4 7.8
M501 4 7.8
1208L 4 7.8
E10D 4 7.8

K156N 4 7.8

A205S 4 7.8
L2341 4 7.8

KIIIT 3 5,8
V1651 3 5,8
A9IT 3 5,8

T125V 3 5,8

T218TS 3 5,8
K7Q 3 5,8

D288N 3 5,8

Y227F 3 5,8
N222K 3 5,8
T112V 3 5,8
251L 3 5,8
R20K 2 3,8
ST19R 2 3,8
G163T 2 3,8

Q216H 2 3,8
V321 2 3,8

G163Q 2 3,8
L631 2 3,8

K215N 2 3,8
D6T 2 3,8

T125M 2 3,8

D253H 2 3,8

D279G 2 3,8
A21S 2 3,8
1721V 2 3,8

K103R 2 3,8

KI11R 2 3,8

G193E 2 3,8

TD207E 2 3,8
T2101 2 3,8
VISII 2 3,8

K219N 2 3,8
D25E 2 3,8
D6E 2 3,8
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KI188R 2 3,8
160M 2 3,8
1220L 2 3.8
V311V 1 1,9
G189K 1 1,9
S17S 1 1,9
L45Q 1 1,9
1234Q 1 1,9
D253E 1 1,9
K211Q 1 1.9
Q214H 1 1,9
N254K 1 1,9
D278G 1 1.9
D286N 1 1,9
N27H 1 1,9
S119G 1 1,9
T124TN 1 1,9
A265AV 1 1,9
1200L 1 1,9
191M 1 1,9
G192W 1 1,9
217V 1 1,9
E287A 1 1,9
1191G 1 1,9
Q221N 1 1,9
G193D 1 1,9
K211T 1 1,9
T124E 1 1,9
G163E 1 1,9
A91E 1 1,9

11918 1 1,9

Q221G 1 1,9
K71Q 1 1,9
1891V 1 1,9
1191K 1 1,9

S39SCNY 1 1,9

KI111KQ 1 1,9

K188KR 1 1,9

T206TS 1 1,9
KI111Q 1 1,9
Q216H 1 1,9

V26l 1 1,9




92

1141V 1 1,9
EI3D 1 1,9
T2101 1 1,9

G277DY 1 1,9

V281VM 1 1,9

KI14KR 1 1,9
Q95H 1 1,9
L451 1 1,9
160V 1 1,9
G70N 1 1.9

T122TI 1 1,9

D232N 1 1,9
V321 1 1.9

M145L 1 1,9
P30H 1 1,9

D278N 1 1,9

N254S 1 1,9
$255G 1 1,9
P90S 1 1,9

HI71Q 1 1,9
G70E 1 1,9
T124S 1 1,9

K160Q 1 1,9

G70GE 1 1,9

K173R 1 1,9

VI126M 1 1,9

L2341 1 1,9

VI126L 1 1,9

KI1IR 1 1,9

D265V 1 1,9

M275V 1 1,9
$263G 1 1,9
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