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RESUMO

Diferencas regionais na epidemiologia molecular do HIV-1 tém sido descritas no
Brasil e publicacdes sobre a epidemia da regido Norte do pais sdo restritas. Apesar do
grande nimero de drogas antirretrovirais (ARV) das classes inibidores nucleosidicos e
ndo-nucleosidicos (INTR e INNTR) da transcriptase reversa e inibidores da protease
(IP), mutacdes associadas a resisténcia podem comprometer a eficicia terapéutica.
Mutagdes de resisténcia primaria presentes antes do uso de ARV ocorrem
principalmente por transmissdo de virus resistentes. Este estudo descreve a prevaléncia
e o perfil de mutagdes de resisténcia primaria aos ARVs e subtipos do HIV-1
identificados em pacientes virgens de tratamento do estado do Tocantins. A
genotipagem do gene completo da protease (PR) e 750pb da transcriptase reversa (TR)
do HIV-1 foi feita a partir de RNA plasmatico e incluiu retrotranscri¢do, nested PCR
(primers K1/K2 e F2/DP10) e sequenciamento (kit DYEnamic ET Dye Terminator, GE
Healthcare; ABI Prism 3130). As sequéncias foram editadas pelo software Staden
Package. A resisténcia primdaria foi analisada pela ferramenta de Calibragdo da
Populagdo com Resisténcia (CPR), empregando a ferramenta do Stanford Surveillance
Drug Resistance Mutation (SDRM). O perfil de susceptibilidade dos isolados com
mutacdo de resisténcia aos ARVs foi analisado pelo Stanford HIV Drug Resistance
Database (hivdb.stanford.edu). Os subtipos genéticos do HIV-1 foram identificados
pelos softwares REGA HIV-1, SIMPLOT e por inferéncia filogenética. Pacientes
virgens de tratamento (n=52) foram recrutados no LACEN/Palmas/TO entre 2008-2010.
A maioria dos pacientes estudados (59,6%) era do sexo masculino e 73,1% referiu
exposicao heterossexual. Mutagdes que conferem resisténcia primaria aos ARVs foram
identificadas em 11,5% (06/52) dos isolados: BRTO08-43: M41L, L210W, T215D
(INTR); BRTO02-83: Y181C (INNTR); BRTO13-83: D67G, K219E (INTR);
BRTO020-83: V1081, Y181C (INNTR); BRTO02-66: M46L (IP); e BRTO13-66: V90I,
K103N (INNTR). Isolados com subtipos concordantes nas regides PR/TR
representaram 86,5% (45/52): subtipo B'"B'®=78.8% (41/52), subtipo C"*C"™"=58%
(03/52), subtipo F1"*F1"%=1,9%. Isolados com subtipos discordantes em PR e TR
indicando recombinagdo intersubtipo representaram 13,5% (07/52): BPRF1™"=1,9%
(01/52); B™®BF1™=7,7% (04/52) ¢ C'®CF1™=3,9% (02/52). Nosso estudo em
pacientes virgens de tratamento do estado do Tocantins identificou prevaléncia

moderada de resisténcia primaria aos ARVs, predominio do subtipo B que co-circula

viii



com o subtipo C e um percentual significativo de formas recombinantes intersubtipos
B/F1 e C/F1. Estes dados indicam a transmissdo do HIV-1 resistentes a ARVs em
pequenos centros urbanos no interior do Brasil, onde a epidemia ¢ mais recente. Neste
contexto, o monitoramento da prevaléncia de resisténcia primaria ¢ importante para
avaliar a necessidade e custo-beneficio da implantacdo do teste de genotipagem pré-

ARV para otimizar a escolha do esquema ARV em pacientes do estado do Tocantins.
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ABSTRACT

Regional differences in the molecular epidemiology of HIV-1 have been
reported in Brazil, where there is scarce publication about the epidemic in north region.
Despite the large number of antiretroviral drugs (ARV) belonging to nucleoside and
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI and NNRTI) and protease
inhibitors (PI) classes, the selection of resistance-associated mutations may compromise
the therapeutic efficacy. Primary resistance mutations, present prior to ARV use, occur
mainly due to the transmission of resistant virus. This study describes the prevalence
and profile of primary resistance mutations to ARV and the molecular epidemiology of
HIV-1 in ARV naive patients from Tocantins State. For HIV-1 genotyping of the
entire protease gene (PR) and 750 bp of reverse transcriptase (RT) gene, plasma RNA
was extracted, reverse transcribed into ¢cDNA) and used as the target for nested
polymerase chain reaction (K1/K2 and F2/DP10 primers) and fragments were
sequenced (kit DYEnamic ET Dye Terminator, GE Healthcare; ABI Prism 3130). The
sequences were edited by the Staden Package software. Primary drug resistance was
analyzed using the Calibrated Population Resistance (CPR) tool employing the Stanford
Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM). The susceptibility profile of ARV
mutations was analyzed by Stanford HIV Drug Resistance Database
(hivdb.stanford.edu). HIV-1 genetic subtypes were identified by REGA HIV-1 and
SIMPLOT softwares and by phylogenetic inference. Naive patients (n=52) were
recruited in LACEN/Palmas/TO between 2008-2010. The majority of investigated
patients (59.6%) were males and 73.1% reported heterosexual exposure. Primary
mutations that confer resistance to ARV were identified in 11.5% (06/52) of the
isolates: BRTOO08-43: M41L, L210W, T215D (NRTI); BRTO02-83: Y181C (NNRTI);
BRTO13-83: D67G, K219E (NRTI); BRTO20-83: V108I, Y181C (NNRTI); BRTO02-
66: M46L (PI); e BRTO13-66: V90I, K103N (NNRTI). Isolates with concordant
subtypes in PR/RT regions represented 86.5% (45/52): subtype B'"BRY'=78.8% (41/52),
subtype C™RCR'=5.8% (3/52), subtype F1™"F1*'=1.9%. Isolates with discordant
subtypes in PR and RT genes indicating intersubtype recombination represented 13.5%
(07/52): B™RF1™=1.9% (01/52); B™BF1'*=7.7% (04/52) ¢ C"®CF1™=3.9% (02/52).
Our study among naive patients from Tocantins State describes moderate prevalence of
primary resistance to ARV, the predominance of subtype B that co-circulates with

subtype C and a significant number of B/F1 and C/F1 recombinant forms. These results



indicate the transmission of ARV resistant HIV-1 isolates among patients from a small
inland city in north Brazil, where the epidemic is more recent. In this context, it is
important to monitor the prevalence of primary drug resistance in order to assess the
need and the cost-benefit of the implementation of pre-treatment genotipic tests aiming

to optimize the choice of the ARV regimen among naive patients from Tocantins State.
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1. INTRODUCAO

1.1. BREVE HISTORICO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (aids), foi reconhecida em meados
de 1981 pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) dos Estados Unidos
(CDC 1981). Os primeiros pacientes diagnosticados eram jovens homossexuais do sexo
masculino que apresentavam um grupo de doencas raras como Sarcoma de Kaposi,
infec¢des oportunistas como a pneumonia causada por Prneumocystis jiroveci e
linfadenopatias (Gotlieb et al. 1981). Em maio de 1983, foi isolado um novo retrovirus a
partir do linfonodo de um paciente homossexual com multiplas linfadenopatias.
Tratava-se de um virus do tipo HTLV (virus T-linfotropicos humanos) que apresentava
diferengas significativas quando comparado com os virus ja descritos HTLV-I (virus T-
linfotrépicos humanos tipo I) e HTLV-II (virus T-linfotropicos humanos tipo II), sendo
por isso denominado HTLV-III (virus T-linfotropicos humanos tipo III) (Gallo et al.
1984). Neste mesmo ano, foi isolado no Instituto Pasteur um novo virus do grupo dos
retrovirus, citopatico para linfécitos, que ficou conhecido como LAV
(Lymphadenopathy-Associated virus) (Barre-Sinoussi et al. 1983). Em 1984, foi isolado
um retrovirus a partir de pacientes aidéticos de diferentes grupos de risco, que recebeu a
denominagdo de ARV (AIDS-Associated Retrovirus) (Levy et al. 1984).

Os virus HTLV-III, LAV e ARV foram isolados de diversos pacientes aidéticos.
Em 1985, anélises das sequéncias de nucleotideos destes trés virus associados a aids,
demonstraram que os mesmos eram muito semelhantes e pertenciam a mesma familia
de retrovirus. Em 1986, o International Committee on Taxonomy Viruses (ICTV)
renomeou estes agentes como human immunodeficiency virus (HIV) (Coftin et al.
1986). De acordo com as normas internacionais, baseadas principalmente nas
propriedades estruturais dos virus, estabelecidas em 1998 pelo ICTV, os virus
conhecidos como HIV pertencem a familia Retroviridae, ao género Lentivirus e,

representam o agente etiologico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.



1.2. ESTRUTURA E GENOMA DO HIV-1

A particula viral infecciosa do HIV-1, ou wvirion, ¢ esférica, possui
aproximadamente 100-120 nm de didmetro, apresentando em sua camada mais externa
um envelope viral constituido por bicamada lipidica derivada da membrana da célula do
hospedeiro. O envelope viral apresenta duas glicoproteinas (gp) associadas de forma
ndo covalente: gp 120 (proteina de envelope viral externa) e gp 41 (proteina de envelope
viral transmembranica). Na parte interna do envelope encontram-se a proteina da matriz
pl7 associada ao acido miristico (M) constituindo a matriz e a proteina do capsideo
viral p24. Internamente ao capsideo encontra-se o nucleocapsideo composto pelas
proteinas p7/p9 e o genoma diploide, com 9,2 kilobases (Kb). Este ¢ constituido por
duas fitas simples de acido ribonucléico (RNA) idénticas que codificam trés enzimas
virais: protease (PR), transcriptase reversa (TR) e integrase (IN) (Figura 1) (Barre-
Sinoussi 1996, Sierra et al. 2005).

Figura 1: Esquema representativo da estrutura do HIV-1. Adaptada de web-books, data
de acesso 10/09/2010, disponivel em:
http://www.web-books.com/eLibrary/ON/B0/B22/05MHIV .html



O genoma do HIV-1 ¢ constituido por (Figura 2):
e Genes estruturais: env, gag € pol;
e Genes reguladores: tat e rev;
e Genes acessorios: nef, vif, vpu e vpr;
e Repeticdes terminais longas (LTRs).

O produto primario do gene env é a gp160 que sofre clivagem dentro do reticulo
endoplasmatico originando a glicoproteina de superficie gpl20 e a glicoproteina
transmembrana gp41 (Connor et al. 1992).

O gene pol codifica uma poliproteina de 160 kD (kilodaltons) que apos clivagem
proteolitica origina as enzimas virais TR, PR e IN. A TR ¢ constituida por dois
monodmeros: pSle p66, sendo fundamental ao ciclo replicativo do HIV, uma vez que ¢
responsavel pela sintese de DNA (4cido desoxirribonucléico) a partir do RNA viral
(Mulky et al. 2004). Em razio da auséncia de atividades de reparo, a TR ndo € capaz de
corrigir erros que ocorrerem durante a retrotranscri¢do, o que consequentemente leva a
uma alta taxa de mutagdes. A PR viral estd envolvida no processamento pos-traducional
das poliproteinas gag (para produzir as proteinas estruturais p24, pl17 e p7 do core viral)
e gag-pol (para produzir enzimas essenciais como TR e IN) gerando varias proteinas e
enzimas virais, sendo necessaria para o ciclo replicativo do virus e importante alvo de
terapia antirretroviral (TARV) (Gavin & Yogen 2002). A IN ¢ essencial para
incorporagdo do DNA viral ao DNA da célula do hospedeiro. O genoma viral integrado
¢ denominado “provirus” e servira de molde para a geragdo de RNA gendmicos e
mensageiros quando a célula infectada for ativada e comecar a transcrever seus proprios
genes (Connor et al. 1992). A IN também ¢ responsavel por outras fungdes no ciclo
replicativo que incluem cooperagdo na transcri¢do reversa, importagdo nuclear dos
complexos pré-integragcdo (PICs) e produgdo de particulas do virus (Mulder et al. 2002).

O gene gag codifica uma proteina de 55kD, a qual, apds clivagem, origina varias
proteinas virais da matriz (p17), do capsideo (p24) e do nucleocapsideo (p7/p9) (Connor
et al. 1992).

Entre os trés genes estruturais, o gene env é o que revela maior variabilidade
genética. Variacdes nas sequéncias dos genes gag e pol podem levar a formacdo de
virus invidveis, mas as sequéncias env aceitam um grande numero de mutacdes, muitas
das quais auxiliam no escape a resposta imune do hospedeiro (Connor et al. 1992).

As repeticdes terminais longas (LTRs) sdo sequéncias idénticas que se localizam

em cada extremidade do genoma (5 e 3’) e regulam a integragdo do genoma viral ao
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genoma da célula do hospedeiro, a expressdo de genes virais, bem como sua replicacio
(Peng et al. 1989). O gene fat regula a transcri¢do destas LTRs pela ligagdo aos RNAs
recém-transcritos. O gene rev promove o transporte do RNA mensageiro (mRNA) do
nucleo para o citoplasma para traducdo de novas proteinas de env, gag e pol. O gene nef
estd envolvido na replicagdo do HIV-1 in vivo. O gene vif possui um papel importante
na fase de maturagéo viral através do desenvolvimento da estrutura conica do capsideo,
que esta envolvida na infectividade dos virions em células ndo infectadas e também,
pode interromper a atividade antiviral da enzima humana APOBEC (enzima citidina
desaminase que muda acidos nucléicos virais) por degradacdo proteossdmica, inibindo
sua entrada nos virions. O gene vpu atua na libera¢do de virions de células infectadas
mediante o brotamento das particulas virais recém produzidas. O gene vpr se liga aos
PICs facilitando o transporte do material genético até o ntcleo e atua na replicagdo viral
em células que ndo estdo em divisdo (Barre-Sinoussi 1996, Miller et al. 2007, Los

Alamos 2010).

Organizacdo Gendmicado HIV-1

Figura 2: Esquema representativo da organizagdo do genoma do HIV-1. Adaptada de:
Genomic organization of HIV-1, data de acesso 20/09/2010, disponivel em:
http://www.liquidarea.com/2009/08/aids-decifrato-genoma-virus/



1.3. CICLO REPLICATIVO DO HIV-1

A entrada do virus nas células hospedeiras humanas ¢ iniciada mediante
interacdes entre a gp120 e o receptor celular CD4 encontrado na superficie de células T
auxiliares, macrofagos e células dendriticas. O sitio de ligagdo ao CD4 ¢ representado
pelos dominios variaveis da gp120, as chamadas alcas V1, V2 e V3. Essa interacdo
(gp120-CD4) provoca uma mudanga conformacional na molécula gp120, o que acarreta
a exposicao de sitios de ligacdo a co-receptores de quimiocinas (Figura 3) (Levy 1996,
Wang et al. 2000).

Entre varios co-receptores descritos, dois co-receptores de quimiocinas
desempenham um papel importante e determinam o tropismo celular, CCRS5 e CXCRA4.
Dependendo do co-receptor utilizado, as variantes do HIV-1 sdo classificadas em RS
quando usam o co-receptor CCRS (presente em macréfagos e células dendriticas) ou X4
quando utilizam CXCR4 (presente em células T CD4"). H4, ainda, linhagens virais
mistas ou com duplo tropismo (X4R5) que utilizam simultaneamente os dois co-
receptores (Connor et al. 1997). As variantes X4 do HIV-1 estdo associadas
preferencialmente a reducio de células CD4" naive, levando a um aumento da
deterioragdo imunologica. As variantes R5 tém como alvo, principalmente, as células
CD4" de memoéria, com menor impacto na fisiologia do sistema imune. Neste sentido,
na infec¢do recente prevalecem variantes virais com capacidade de infectar células que
expressam receptores CCRS, predominantes durante a fase de laténcia clinica. Em uma
fase mais avangada da infec¢do, a prevaléncia de variantes do HIV-1 com tropismo por
receptor CXCR4 aumenta e geralmente o tempo de progressdo para aids costuma ser de
aproximadamente trés a quatro anos (Mayers 1992). Ademais, varios estudos
confirmaram que a mudanga no tropismo celular do co-receptor RS para X4 ou X4R5 ¢
frequentemente associada com a diminuico acelerada da contagem de células CD4" e
progressdo da doenca (Connor et al. 1997, Daar et al. 2007).

A ligacdo da gp120 aos co-receptores de quimiocina induz a ativagdo da gp4l,
que se insere na bicamada lipidica da célula-alvo, ativa peptideos fusogénicos que
promovem a fusdo do envelope viral com a membrana celular e subsequente liberagio
do capsideo viral no citoplasma da célula hospedeira (Connor et al. 1997).

No citoplasma, a enzima viral TR faz a transcricio do RNA viral em DNA
complementar (¢cDNA). Uma vez sintetizado, o cDNA ¢ duplicado e a fita dupla ¢

transportada para o nicleo por PICs constituidos por uma matriz, pela enzima IN e pela



proteina vpr. No nucleo, a enzima IN catalisa uma clivagem endonucleolitica chamada
processamento da extremidade 3°, onde dois nucleotideos s3o removidos da
extremidade 3’ de cada uma das duas fitas de ¢cDNA viral. A IN entdo catalisa um
processo conhecido como transferéncia de cadeia de DNA (DNA strand transfer). A IN
cliva a cadeia de DNA da célula hospedeira e une a extremidade 3’ do cDNA viral a
extremidade 5° do DNA celular. Finalmente, a integracdo do cDNA viral ao genoma da
célula hospedeira resulta na formagdo do provirus que servird de molde para a geragao
de RNA genomicos e mensageiros quando a célula infectada for ativada e comegar a
transcrever seus proprios genes (Barre-Sinoussi 1996). A partir deste momento, o virus
pode permanecer latente e 0 DNA viral ndo ser transcrito em RNAm viral. Quando a
célula com provirus for ativada ocorrera a transcricdo do DNA viral e a formagdo de
novos virions (Connor 1992).

A transcricdo do DNA viral em RNA ¢ feita pela enzima RNA polimerase da
célula infectada, e depende do estado de ativagdo da célula. Assim, a proteina viral fat
liga-se ao RNAm e aumenta a capacidade de transcri¢do da enzima RNA polimerase,
permitindo a formag¢do de um RNAm viral funcional, estes sdo transportados para fora
do nucleo para serem traduzidos. Durante a tradugdo, primeiramente sdo sintetizados os
genes reguladores e acessorios e depois os genes estruturais (Turner & Summers 1999,
Swanson et al. 2004).

A montagem das particulas virais infecciosas ocorre mediante o empacotamento
do genoma viral, proteinas codificadas pelo gene gag (pl17, p24 e p7/p9) e as enzimas
codificadas pelo gene pol (TR, PR e IN). O complexo nucleoproteina ¢ inserido em um
envelope contendo as glicoproteinas virais gp120 e gp41. A liberagdo dos virions ocorre
por brotamento da membrana plasmatica da célula infectada e as novas particulas virais
liberadas sdo capazes de infectar outras células apds o processo de maturagdo que
ocorre no meio extracelular, dando continuidade ao ciclo infeccioso (Turner &

Summers 1999, Freed 2001).
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Figura 3: Esquema do ciclo replicativo do HIV-1. Adaptada de web-books, data de
acesso 10/09/2010, disponivel em:
http://www.web-books.com/eLibrary/ON/B0/B22/05MHIV .html



1.4. IMUNOPATOGENESE DA INFECCAO PELO HIV-1/AIDS

O HIV-1 ¢ transmitido pelas vias sexual, parental e vertical. Apds a entrada e a
infeccdo de células-alvo, os virus migram em dois dias, através de canaliculos linfaticos,
para os linfonodos regionais, onde a replicagdo viral tem inicio e os virus sdo liberados
na corrente sanguinea apds cinco dias, disseminando-se para varios Orgdos e outros
linfonodos (Bartlett 1999).

O risco de transmiss@o do HIV-1 depende do valor da carga viral (CV). Quando
este valor estd abaixo de 1.700copias/mL, as chances de transmissdo sdo baixas. Desta
forma, a fase aguda assume um importante papel na transmissio, uma vez que a CV
neste periodo ¢ sempre elevada (Wawer et al. 2005). No entanto, como ndo ¢ raro que
individuos infectados ainda mantenham cargas virais altas mesmo na fase cronica da
doenga, eventos de transmissdo também sdo possiveis. Doengas sexualmente
transmissiveis (DST) podem aumentar os niveis da CV na regido genital sem que ocorra
aumento da viremia. Desta forma, individuos infectados por outras DSTs tém maiores
chances de transmitir o virus, mesmo durante a fase cronica da infec¢do (Serwadda et al.
2003).

A infeccdo primaria ou fase aguda da infec¢do pelo HIV-1 ¢ geralmente
assintomatica e corresponde ao periodo de alta viremia. Geralmente as manifestagdes
surgem de duas a quatro semanas apds a contaminagdo e podem apresentar
caracteristicas clinicas inespecificas como febre, linfadenopatia, cefaléia, mialgia,
artralgia, anorexia, ndusea, vomito, diarréia e exantema maculopapular eritematoso.
Mas o curso da fase aguda € autolimitante e rapido, cessando em até 30 dias. A infec¢do
priméaria de curso mais severo tem sido relacionada a uma rapida progressdo da doenga.
Nesta fase, os exames laboratoriais demonstram uma diminui¢do na contagem de
células T CD4+, que geralmente € transitéria (Bartlett 1999).

A soroconversdo do paciente em geral ocorre apds duas a seis semanas do
contagio e antes desse periodo, os testes soroldgicos para a detecg¢@o de anticorpos anti-
HIV sdo negativos em decorréncia da pequena quantidade de anticorpos produzida. Este
periodo ¢ conhecido como “janela imunoldgica” e nesta etapa, a resposta imune
adaptativa € capaz de controlar parcialmente a infec¢do e a replicagdo viral (Staprans &
Feinberg 2004).

Com a resolucdo do quadro de infec¢do primaria e a soroconversdo, o paciente

entra na fase cronica da infec¢do assintomatica sendo conhecida como fase de laténcia



clinica do HIV. Esta fase pode durar de varios meses a alguns anos. A replicagdo viral é
mantida nos 6rgaos linféides, porém, identifica-se um processo de equilibrio dinamico
no qual a destrui¢io das células CD4" ¢ parcialmente contrabalanceada pela sua
producdo. Portanto, ocorre uma destruicio lenta e gradativa de células T CD4",
macrdfagos e células dendriticas (Bartlett 1999, Geskus et al. 2007).

Ao final do periodo de laténcia, com o declinio constante de células T CD4", o
sistema imune comeca a evidenciar a sua fragilidade frente ao HIV-1: a contagem
absoluta de células T CD4" pode cair abaixo de 200céls/mm’ e algumas doencas
oportunistas comecam a aparecer, caracterizando o inicio da infec¢cdo sintomatica pelo
HIV (Bartlett 1999, Staprans & Feinberg 2004). Quando a contagem de células T CD4"
chega a nivel inferior a 200céls/mm’, ou quando apresenta alguma doenca listada na
categoria C do sistema de classificagdo da infec¢do pelo HIV-1 do Centro de Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC 1993) (Anexo 1), o paciente desenvolve a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida. O periodo compreendido entre a infec¢do inicial pelo HIV

e o diagndstico de aids ¢ em média de 10 anos (Karon et al. 1992).

1.5. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA INFECCAO PELO HIV-1

Estima-se que no final de 2008 existiam cerca de 33,4 milhdes (31,1 a 35,8
milhdes) de pessoas vivendo com HIV em todo o mundo. A regido mais atingida ¢ a
Africa Sub-Saariana, que possui uma estimativa de 22,4 milhdes de pessoas vivendo
com HIV em 2008, o que corresponde a 67% do total do mundo (UNAIDS 2009b).

Na América Latina a epidemia de HIV se mantém estavel com uma prevaléncia
de 0,6% (0,5 - 0,6%) e o numero de pessoas vivendo com HIV ¢ estimado em cerca de 2
milhdes (1,8 a 2,2 milhdes) em 2008 (UNAIDS 2009b). A América Latina ¢ a regido
que lidera atividades de prevencdo do HIV pelo sistema de satde publica. Em
particular, o Brasil ¢ conhecido pelo seu programa de prevencdo e controle do HIV pelo
Ministério da Satde (MS), o que contribuiu para atenuar a gravidade da epidemia no
pais (Okie 2006).

O primeiro caso de aids no Brasil foi diagnosticado em 1980, em um jovem
bissexual do sexo masculino de Sdo Paulo (Meira 2002). Inicialmente, a epidemia
avancou lentamente nas regides mais populosas do pais: o Sudeste, Nordeste e Sul. Em

1983, dos 39 casos diagnosticados, dois eram provenientes do Nordeste, trés do Centro-



Oeste, e os 34 casos restantes do Sudeste, dos quais 24 eram residentes do estado de Sao
Paulo. Nesse mesmo ano, trés casos foram diagnosticados no Sul do pais pela primeira
vez, todos no estado do Rio Grande do Sul. De 1980 a 1985, novos casos foram
diagnosticados quase exclusivamente nos estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro,
principalmente nas capitais. Em 1985, o estado do Pard, regido Norte, registrou seu
primeiro caso de aids. Desde entdo, casos de aids tém sido notificados em todas as
regides, € desde 1988 em todos os 27 estados do Brasil (Brasil 2000a, Brasil 2001).

Segundo Boletim Epidemioldgico ano VII n° 01 (Versdo Preliminar) do
Programa Nacional de DST e AIDS — Ministério da Saude, no Brasil foram notificados,
desde o inicio da epidemia (1980) até junho de 2010, 592.914 casos de aids. Durante
este periodo, 229.222 mortes ocorreram em decorréncia da doenga. Em média, por ano,
sdo notificados cerca de 35 mil novos casos. Em relacdo ao HIV, a estimativa ¢ de que
existam 630 mil pessoas infectadas no pais. A prevaléncia do HIV na populagido geral
de 15 a 49 anos ¢ de 0.61%, entretanto, considerando grupos de risco, tais como usudrio
de drogas injetaveis (UDI), homens que fazem sexo com homens (HSH) e profissionais
do sexo, a prevaléncia de HIV ¢ superior a 5%. A taxa de incidéncia de aids no pais vem
apresentando tendéncia a estabilizagdo em patamares elevados nos ultimos anos e, em
2008, atingiu 18,2 por 100.000 habitantes. Entretanto, existem grandes diferengas
regionais na forma como a aids se distribui, configurando, no pais, diversos perfis da
epidemia (Brasil 2010b, MS 2010b).

Nas regides Sudeste e Centro-Oeste hda um declinio da taxa de incidéncia, e
aumento nas demais regides no periodo entre 2000 a 2008. A regido Sudeste ainda
concentra o0 maior percentual de casos notificados no pais (58%), com 344.150 registros
da doenga, a regido Sul concentra 19,5% dos casos (115.598 notificagdes), a Nordeste
12,6% (74.364), a Centro-Oeste 5,7% (34.057) ¢ a Norte 4,2% (24.745) (Brasil 2010b,
MS 2010b).

Em queda nos grandes centros urbanos, a epidemia avanga pelo interior do pais.
De 1997 a 2008, a taxa de incidéncia cresceu em municipios com menos de 50 mil
habitantes. Porém, as regides Norte e Nordeste apresentam um perfil diferente, com
aumento da taxa de incidéncia, quando se compara 1998 com 2008, tanto em
municipios grandes quanto em pequenos. O numero de municipios brasileiros com pelo
menos um caso de aids cresce ao longo dos anos e atingiu 87% em 2008 (Brasil 2010a).

A raz@o de género (niimero de casos em homens, dividido por niimero de casos

em mulheres) no Brasil diminuiu consideravelmente do inicio da epidemia para os dias
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atuais. Em 1986, a razdo era de 15 casos de aids em homens para cada caso em
mulheres. A partir de 2003, a razdo se estabilizou, para cada 15 homens, existem 10
mulheres. Tanto entre homens quanto entre mulheres, as maiores taxas de incidéncia
encontram-se na faixa etaria de 25 a 49 anos e observa-se uma tendéncia de crescimento
nos ultimos dez anos, a partir de 40 anos de idade (Brasil 2010a).

Entre adultos do sexo masculino, na categoria de exposi¢cdo sexual, ha maior
transmissdo em heterossexuais (45,2%). Entre HSH, ocorre uma tendéncia de
estabilizacdo na propor¢do de casos, em média 28% a partir de 2000. Contudo, na faixa
etaria de 13 a 24 anos do segmento, observa-se um aumento na propor¢do de casos de
aids. Em mulheres, o predominio da forma de transmiss@o ¢ heterossexual em toda a
série histérica. A transmissdo por UDI apresentou uma acentuada redugdo tanto em
homens quanto em mulheres. Entre os homens caiu de 22,6% em 1997, para 7,4% em
2008. Nas mulheres, a queda foi de 10,2% em 1997, para 2,6% em 2008 (Brasil 2010a,
MS 2010b).

No Brasil, a partir de 1991, o aumento do nimero de casos associados a
subcategoria de exposi¢do heterossexual se fez acompanhar de uma propor¢do cada vez
maior de mulheres em idade fértil infectadas pelo HIV-1. Esse fendmeno, denominado
de “feminizagdo” da epidemia, por sua vez, trouxe como consequéncia criangas
infectadas através da via perinatal (Vermelho et al. 1999). A transmissao vertical, ou
também chamada materno-infantil, é hoje a principal via de infec¢do pelo HIV-1 em
criangas (Burns & Mofenson 1999). Porém, o Brasil reduziu em 49% a incidéncia de
casos de aids em criangas menores de cinco anos de idade no periodo de 1998 a 2008. O
coeficiente de mortalidade também caiu. A taxa de incidéncia de aids nessa faixa etaria
¢ utilizada para monitorar rotineiramente a transmissdo vertical do HIV, pois
praticamente representa a principal forma de transmissdo de quase a totalidade de casos
nessa faixa etéria (93,9% das notificagdes) (Brasil 2010a, MS 2010b).

O Brasil foi o primeiro pais ndo-industrializado a adotar uma politica publica de
acesso universal ao tratamento antirretroviral. Aproximadamente 200.000 individuos
HIV positivos estdo em tratamento gratuito na rede publica de saude brasileira, o que

representa cerca 95% dos pacientes elegiveis diagnosticados (MS 2010b).
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1.6. DIVERSIDADE GENETICA DO HIV-1

Os virus da imunodeficiéncia simia (SIVs) constituem um grande grupo de virus
encontrados naturalmente em muitas espécies de primatas africanos. Apesar destes
lentivirus de primatas ndo-humanos serem chamados de virus da imunodeficiéncia, eles
ndo induzem uma doenga em seus hospedeiros naturais. Estes primatas africanos podem
ser naturalmente infectados por mais de 40 diferentes virus da imunodeficiéncia simia
(SIV), dois dos quais cruzaram a barreira das espécies e geraram os virus da
imunodeficiéncia humana tipos 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2) (Keele et al. 2009). Apesar de
apresentarem a mesma via de transmissdo, possuem potenciais patogénicos diferentes: o
HIV tipo 1 € o mais virulento e o responsavel pela pandemia da aids. O HIV tipo 2
apresenta progressdo mais lenta da doenga, ¢ encontrado quase que exclusivamente no
oeste da Africa e, ¢ responsavel por microepidemias restritas 2 Europa, Asia e Estados
Unidos (Hu et al. 1996, Grant & Cock 2001). Cada um dos dois tipos divide-se em
grupos, subtipos, subsubtipos, Formas Recombinantes Circulantes (CRFs) e Formas
Recombinantes Unicas (URFs) (Hahn et al. 2000).

O HIV-1, amplamente distribuido por todos os continentes, apresenta uma alta
variabilidade genética decorrente de diversos fatores que atuam em sinergismo,
permitindo uma rapida evolugao viral. Essa variabilidade genética do HIV-1 ocorre pela
sua elevada taxa de replicacdo in vivo, de aproximadamente 300 ciclos por ano, e pelo
rapido furnover do virus (a cada dia em média, sdo produzidas 10'° novas particulas
virais) (Bebenek et al. 1989, Ho et al. 1995). Ademais, a alta taxa de erros da enzima
TR e a auséncia de mecanismos eficientes de reparo durante os estdgios da
retrotranscri¢do do genoma viral, podem levar a eventos de substituicdo, delecdo e
incorporagdo de nucleotideos, produzindo, assim, virus com mutagdes. Algumas
mutacdes podem gerar virus ndo funcionais, porém outras podem permitir que o virus
escape da resposta imune do hospedeiro ou podem conferir resisténcia aos
antirretrovirais (ARV), escapando do efeito destes medicamentos (Pulsinelli & Temin
1991, Mansky 1998).

As elevadas taxas de replicacdo e de mutagdo viral, somada a baixa atividade de
corre¢do dos erros da TR resultam numa complexa distribui¢do de genomas virais
intimamente relacionados, porém ndo idénticos denominados quasispecies (Eigen

1996). Sequéncias de nucleotideos de espécies virais em um unico individuo podem
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diferir em até 10%. A pressdo seletiva aplicada, por exemplo, pelo sistema imunolédgico
ou por medicamentos ARVs afetam também a evolugdo viral (Thomson et al. 2002).

Devido a esta diversidade na sequéncia de nucleotideos o HIV-1 pode ser
classificado em trés principais grupos filogenéticos: groupo M ( “major” / maior), grupo
O (“outlier” / divergente), e grupo N (“non-M non-O” / nem M nem O). Em 2009, foi
descrita uma nova variante distinta dos trés grupos ja estabelecidos, chamada de grupo
P (Plantier et al. 2009). O grupo M ¢ o responsavel pela maioria absoluta das infec¢des
em todo o mundo.

O HIV-1 grupo M pode ser subdividido em 9 subtipos filogenéticos
reconhecidos: A, B, C, D, F, G, H, J e K. Dentro do grupo M, a variabilidade genética
intersubtipo média € de 15% para o gene gag e de 25% para o gene env (Robertson et al.
2000, Thomson et al. 2002). A regido pol/ € mais conservada, pois codifica as enzimas
que sdo essenciais para a replicag@o (TR, PR e IN), sendo que uma mutagao nesta regido
poderia levar a formagéo de virus ndo funcionais (Spira et al. 2003).

Além disso, dentro de um mesmo subtipo viral, é possivel identificar grupos de
isolados geneticamente relacionados, chamados subsubtipos, que parecem ser
filogeneticamente mais relacionados entre si do que com outros subtipos (Robertson et
al. 2000). Este é o caso dos subtipos A e F, cujos virus estdo atualmente classificados
em subsubtipos Al, A2, A3 e A4 e, F1 e F2, respectivamente (Triques et al. 2000,
Thomson et al. 2002, Meloni et al. 2004, Vidal et al. 2006).

Outro fator relacionado a diversidade genética do HIV-1 é a formagdo de virus
recombinante intersubtipo devido a infec¢do, simultanea ou sequencial de uma mesma
célula, por dois ou mais subtipos virais diferentes. Eventos de recombinagdo entre virus
do mesmo subtipo, conhecida como recombinagdo intrasubtipo também pode ocorrer.
Durante a recombinag¢do, a TR executa uma leitura alternada entre os diferentes
transcritos de RNA, que quando sdo distintos resultam na formag¢do de um virus
heterozigoto (Ngjera et al. 2002). As recombinagdes intersubtipos do HIV-1 tém
contribuido de forma significativa para o aumento da diversidade viral, podendo
constituir formas recombinantes circulantes (CRFs) ou formas recombinantes Unicas
(URFs) (Thomson et al. 2002).

e CRFs s3o formas recombinantes capazes de causar micro-epidemias. Sdo

definidas mediante sequenciamento completo ou quase completo do genoma
viral em trés individuos que ndo apresentam vinculo epidemioldgico, sendo

que ¢ necessario descrever sequéncias idénticas no genoma completo de pelo
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menos dois individuos e o sequenciamento do genoma quase completo em
um terceiro individuo (Robertson et al. 2000).

e URFs sdo cepas de virus recombinantes que ndo constituem classe ou grupo
filogenético definidos, que podem ser identificados em apenas um individuo
ou em grupo de individuos com vinculo epidemiologico (Thompson et al.
2002).

Até o momento foram reconhecidas 45 CRFs. A primeira CRF classificada
(CRFO1_AE), oriunda da Africa Central, representa os subtipos A e E recombinantes. O
genoma completo puro para o subtipo E nunca foi descrito. Porém, a designacdo “E”
tem sido amplamente utilizada, e sua renomeacdo levaria a confusdo. Entretanto,
atualmente, sequéncias de virus para as quais ndo ha subtipo puro completo sdo
denominadas ndo classificadas ou “U” de wnclassified. Se o virus recombinante
envolver mais de trés subtipos distintos, a CRF recebe a notacdo cpx (complexa) (Los

Alamos 2010).

1.6.1. DIVERSIDADE GENETICA DO HIV-1 NO MUNDO

Estudos moleculares epidemioldgicos mostram que, com excecdo da Africa
Subsaariana, onde quase todos os subtipos, CRFs, e URFs tém sido detectados, ha um
padrio geografico especifico de distribui¢do dos subtipos do HIV-1 pelo mundo
(Osmanov et al. 2002, Hamelaar et al. 2006). Esta distribuicdo padrdo parece ser a
consequéncia do trafico ou migracdo viral acidental, com um efeito fundador resultante,
ou a prevaléncia de uma rota de transmissao, o que resulta em uma forte vantagem local
para a predominancia de determinado subtipo em uma populagdo (Myers 1994).

Em uma escala global, as formas genéticas prevalentes do HIV-1 grupo M sao
os subtipos A, B e C (Hamelaar et al. 2006). O subtipo C ¢é responsavel por
aproximadamente 50% das infec¢des por HIV-1 no mundo, e predomina na Africa do
Sul ¢ na India. O subtipo A é predominante na Africa Central e Oriental (Quénia,
Uganda, Tanzéania e Ruanda) e em paises da Europa Oriental. O subtipo B € a principal
forma genética predominante na Europa Ocidental e Central, nas Américas e na
Australia e também é comum em vérios paises do Sudeste da Asia, Norte e Sul da

Africa, do Oriente Médio e entre homens homossexuais Russos. A importancia das
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CRFs na pandemia global do HIV-1 ¢ cada vez mais reconhecida, e estima-se que as
CRFs compreendem 18% das infec¢des (Osmanov et al. 2002, Hamelaar et al. 2006).

O subtipo A pode ser encontrado formando CRFs, sendo estimado que 27% do
total das infec¢des pelo HIV-1 sdo causadas por este subtipo, com a maioria dos casos
representados pela CRF02 AG. A infecgio pelo HIV-1 na Africa Ocidental é
principalmente devido a esta CRF (Gao et al. 2001, Osmanov et al. 2002).

Na Europa e Estados Unidos, onde o subtipo B do HIV-1 grupo M predomina,
subtipos ndo-B e formas recombinantes estdo se tornando cada vez mais frequentes
(Tagliamonte et al. 2006, Tramuto et al. 2007). Na América do Sul, apesar do subtipo B
ainda ser o de maior prevaléncia, a frequéncia do subtipo F1 e subtipo C, bem como de
formas recombinantes B/F1, B/C e F1/C tém aumentado significativamente (Sanabani et
al. 2006a, Dilernia et al. 2007, Guimaraes et al. 2008, Bello et al. 2010, Delgado et al.
2010). Na Argentina, foram identificadas duas epidemias: subtipo B, responsavel pela
maioria dos casos em homens homossexuais e recombinantes B/F1 encontrado
principalmente em heterossexuais e usuarios de drogas injetdveis (Avila et al. 2002).

O HIV-1 grupo O parece ser endémico nos Camardes e paises vizinhos da Africa
Central e Ocidental, onde representa apenas cerca de 1-5% das amostras de HIV-1
positivas (Peeters et al. 1997). De forma semelhante, os virus do grupo N foram
identificados em um ntimero limitado de individuos nos Camardes (Ayouba et al. 2000).

Uma nova variante do HIV-1, distinta dos trés grupos ja estabelecidos, grupos
M, N e O, relacionada com o SIVgor (virus da imunodeficiéncia simia do gorila), foi
encontrada em uma mulher oriunda de Camardes de 62 anos de idade, soro positiva para
HIV em 2004, pouco depois de se mudar para Paris. A provavel explicagdo para o seu
aparecimento € a transmiss@o do virus de gorilas para humanos representando uma nova
variante do HIV-1 classificada como grupo P. Esta nova descoberta recente destaca o
continuo surgimento de novas variantes do HIV, particularmente no Centro-Oeste da
Africa, a origem de todos os atuais grupos do HIV-1 (Plantier et al. 2009).

O HIV-2 também exibe uma elevada diversidade genética com a existéncia de
oito grupos filogenéticos, classificados de A a H, sendo o grupo A o mais prevalente em
todo o mundo (Schim & Aaby 1999, Damond et al. 2004). O HIV-2 ¢ responsavel por
epidemias localizadas em alguns paises da Africa Ocidental, principalmente na Guingé-
Bissau, Senegal, Gambia, Burkina Faso, Ghana, Costa do Marfim, Nigéria e Cabo
Verde. A nivel mundial, estima-se que cerca de 420.000 individuos estejam infectados

pelo HIV-2. A prevaléncia da infec¢do por este virus ¢ relativamente elevada em
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Portugal (cerca de 3% dos casos de aids), devido as ligagcdes histéricas e socio-
econdmicas com a Guiné-Bissau e Cabo Verde. Por outro lado, se mostra bastante
reduzida na maior parte dos outros paises com casos descritos na Franca, Holanda,
Alemanha, Suécia, Espanha e também na India (Schim & Aaby 1999, Peeters et al.
2003).

O elevado nivel de variabilidade genética do HIV, em especial do HIV-1, pode
ter implicagdes importantes para a patogé€nese, transmissdo, diagnostico, tratamento e
desenvolvimento de vacinas. Diferentes subtipos de HIV-1 podem ter diferentes
propriedades bioldgicas, resultando em diferencas na transmissibilidade e
patogenicidade, entretanto estas diferencas ndo foram comprovadas (Tscherning et al.

1998).

1.6.2. DIVERSIDADE GENETICA DO HIV-1 NO BRASIL

Como o maior pais da América do Sul, o Brasil tem sido fortemente afetado pela
epidemia do HIV/aids. O Brasil apresenta uma complexa distribui¢do geografica de
subtipos genéticos do HIV-1 em virtude de uma grande extensdo territorial e, apresenta
diferencas no padrdo de distribuicdo dos subtipos. As regides Sul e Sudeste t€ém sido
amplamente caracterizadas em relagdo a epidemiologia molecular do HIV-1. No
entanto, pouca informacdo estd disponivel sobre as outras regides do pais,
principalmente regido Norte.

HIV-1 subtipo B ¢ o subtipo predominante no Brasil, seguido pelos subtipos F1,
C, e casos isolados de D e A. Além disso, mosaicos recombinantes entre os subtipos B,
F1, C, e D foram identificados (Figura 4) (Vicente et al. 2000, Gadelha et al. 2003,
Cabral et al. 2006, Brigido et al 2007, Cavalcanti et al. 2007, Eyer-Silva et al. 2007,
Locateli et al. 2007, Veras et al. 2007, Cardoso et al. 2009, Machado et al. 2009,
Sanabani et al. 2009, Sanabani et al. 2010).

Na regido Sudeste, o epicentro da epidemia, o subtipo circulante principal ¢ o B
(aproximadamente de 70 a 90%), seguido por Fl e recombinantes B/FI
(aproximadamente de 10 a 30%), uma pequena proporcdo de subtipo C (<8%) e casos
esporadicos dos subtipos A e D. H4 algumas evidéncias de que a prevaléncia do subtipo
C est4d aumentando desde a sua introducdo no Sul do Brasil e que esteja se disseminando

para o Norte do pais (Brigido et al. 2005, Cabral et al. 2006, Eyer-Silva et al. 2007,
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Sanabani et al. 2009, Sanabani et al. 2010). Uma distribui¢do similar dos subtipos
também foi observada nas regides Nordeste e Centro-Oeste. No Nordeste do Brasil, o
subtipo B foi descrito em aproximadamente 90% das amostras analisadas, além de casos
esporadicos dos subtipos F1, C e recombinantes B/F1 (Gadelha et al. 2003, Medeiros et
al. 2006, Cavalcanti et al. 2007). No Centro-Oeste, o subtipo B apresenta-se em mais de
80% das infecgoes seguido pela forma recombinante B/F1, subtipo F1 e subtipo C
(Cerqueira et al. 2004, Stefani et al. 2007, Veras et al. 2007, Cardoso et al. 2009).

Na regido Norte observa-se também uma prevaléncia do subtipo B, seguido pelo
subtipo F1 e forma recombinante B/F1. Foram descritas pela primeira vez, a introducéo
de novos subtipos (D e C), a introducdo da CRF02 AG, a presenga de varios mosaicos
env/pro, ¢ a presenca da forma recombinante C*"/B™ (Vicente et al. 2000 , Machado et
al. 2009). A CRF02_ AG, uma forma altamente prevalente em diversos paises africanos
e a forma recombinante circulante mais disseminada no mundo, foi introduzida na
América do Sul e no Rio de Janeiro quase a0 mesmo tempo, assim como na regido
Norte, em Belém (Cornelissen et al. 2000, Carrion et al. 2003, Eyer-Silva et al. 2007,
Machado et al. 2009).

Diferentemente do resto do pais, na regidio Sul a epidemia de aids ¢
impulsionada principalmente pelo subtipo C, seguido pelo subtipo B e da forma
recombinante circulante CRF31 BC. O subtipo C ¢ altamente prevalente, chegando a
45% das infecgdes, seguido por proporgdes iguais ou menores do subtipo B ¢ menor
fracdo do subtipo F1 e recombinantes B/F1. A CRF31 BC ¢ particularmente prevalente
no Sul do Brasil, e estudos indicam uma origem local desta forma recombinante (Soares
et al. 2003a, Brigido et al. 2007, Locateli et al. 2007, Santos et al. 2007).

O subsubtipo F1 era considerado o principal subtipo ndo-B circulante no pais.
No entanto, dados recentes indicaram uma baixa propor¢do do subsubtipo F1 puro no
Brasil (Sanabani et al. 2006). A maioria das sequéncias publicadas do subsubtipo F1 foi
baseada em pequenos fragmentos genéticos e apenas algumas tiveram seu genoma
quase completo sequenciado. Diferentemente do que se pensava, o subtipo F1 foi
substituido pela forma recombinante B/F1. Assim, o declinio subsequente da taxa de
crescimento deste subsubtipo foi associado com aumento da epidemia de variantes
recombinantes B/F1 no Brasil (Sanabani et al. 2006, Bello et al. 2007, Sanabani et al.
2009).

A reconstru¢do da histdria desses subtipos ¢ fundamental para compreender as

caracteristicas reais da epidemia do HIV-1 no Brasil. O subtipo B parece ter sido
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inicialmente introduzido no Brasil entre os anos de 1960 e meados da década de 1970.
Este virus provavelmente veio dos Estados Unidos (Bello et al. 2007, Gilbert et al.
2007). A epidemia do subtipo F1 foi provavelmente iniciada entre a metade de 1970 e
inicio de 1980, pela introdugio de um tGnico virus da Africa Central (Aulicino et al.
2007, Bello et al. 2007). Apds suas introdu¢des, ambos os subtipos parecem ter se
espalhado de forma exponencial, e desde meados da década de 1980, a taxa de
propagacdo de ambos tém diminuido, pelo menos na regido Sudeste que representa o
epicentro provavel das epidemias destes subtipos no Brasil (Bello et al. 2007).

Estudos filogenéticos indicam que a introdug¢do do subtipo C no Brasil ocorreu,
provavelmente, por um Unico evento de um ou alguns virus geneticamente relacionados,
provavelmente na regido Sul (Soares et al. 2003b, Bello et al. 2008). No entanto, sua
exata origem ndo esta elucidada. Dois estudos sugerem que a data do inicio da epidemia
do subtipo C brasieliro ocorreu entre os anos de 1987 e 1990 (Salemi et al. 2005, Santos
et al. 2007).

Embora a origem africana do subtipo C ndo seja conhecida, foi observado pela
primeira vez na Etidpia, mas pode ser observado, juntamente com outras variantes, em
muitos paises da Africa Central e Oriental (Ayehunie et al. 1990, Hamelaar et al. 2006).
Dois estudos tragam a origem do subtipo C na América do Sul e colocam o Brasil como
sua provavel origem (Bello et al. 2008, Fontella et al. 2008). Enquanto Bello et al.
(2008) sugerem que o subtipo C no Brasil tem origem no Burundi, Fontella et al. (2008)
sugerem sua origem no Quénia. Contudo, foi questionado o fato de ambos os estudos
terem ignorado questdes culturais e historicas que poderiam elucidar a regido geografica
da qual o subtipo C no Brasil se originou. Segundo esta argumentacdo o subtipo C
Brasileiro poderia ter se originado de Mog¢ambique, pais africano que possui uma
estreita relagdo com o Brasil (Brigido 2009). Porém, a anélise filogenética de sequéncias
do HIV-1 do subtipo C de origem brasileira e ndo brasileira mostrou que sequéncias do
Brasil e de Burundi formam um grupo monofilético, quando comparadas com
sequéncias de outros virus do mesmo subtipo de varias origens no mundo. Além disso,
assinaturas de aminodcidos que estdo presentes em sequéncias do subtipo C brasileiro
listadas por Bello et al. (2008) s3o comumente encontradas em sequéncias que circulam
no Burundi. Sugerindo que a epidemia brasileira do subtipo C pode ser o resultado da
introdugdo de sequéncias do subtipo C de Burundi (Bello et al. 2008).

A cocirculagdo de multiplos subtipos do HIV-1 dentro de uma regido geografica

e a ocorréncia de infec¢do dupla de individuos com distintos subtipos virais aumentam a
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probabilidade de recombinagdo do HIV-1 e o desenvolvimento de mosaicos gendmicos
(Andrew et al. 1996), como tem sido observado no Brasil. Estudos de caracteriza¢do do
genoma completo do HIV apresentaram CRFs brasileiras designadas como CRF28 BF,
CRF29 BF, CRF39 BF, CRF40 BF e CRF31 BC. As CRF28 BF, CRF29 BF,
CRF39 BF e CRF40 BF foram identificadas na regido Sudeste (Sa-Filho et al. 2006,

Sanabani et al. 2006, Guimaraes et al. 2008), e a CRF31 BC no Sul do Brasil (Santos
et al. 2006).

Figura 4: Mapa representativo dos subtipos genéticos do HIV-1 no Brasil.

1.7. DROGAS ANTIRRETROVIRAIS

As drogas de acdo antirretroviral agem impedindo diversas etapas do ciclo
replicativo do HIV. Os AR Vs sdo divididos em cinco classes (Quadro 1):

1.7.1. Inibidor Nucleosideo da Transcriptase Reversa (INTR)

1.7.2. Inibidor Nao-Nucleosideo da Transcriptase Reversa (INNTR)

1.7.3. Inibidor da Protease (IP)

1.7.4. Inibidor de Entrada (IE)

1.7.5. Inibidor da Integrase
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Quadro 1: Antirretrovirais disponiveis no Brasil

Inibidor de Inibidor de
INTR INNTR 1P
Entrada Integrase
Zidovidina (AZT) | Nevirapina (NVP) Ritonavir (RTV) Enfuvirtida (T-20) | Raltegravir
Estavudina (d4T) Efavirenz (EFZ) Saquinavir (SQV) Maraviroc
Didanosina (ddI) Indinavir (IDV)
Lamivudina (3TC) Amprenavir (APV)
Abacavir (ABC) Lopinavir (LPV)
Tenofovir (TDF) Atazanavir (ATV)
Fosamprenavir (FPV)
Darunavir (DRV)

1.7.1. Inibidor Nucleosideo da Transcriptase Reversa (INTR)

Os inibidores do tipo INTR s3o precursores que sofrem trifosforilacdo pelas
enzimas da célula hospedeira. Essas formas trifosfatadas, que ndo possuem o
grupamento hidroxila (OH) no carbono 3 do agucar, competem com os
desoxinucleotideos trifosfatados naturais (dINTPs) pela incorporagdo nas novas cadeias
de DNA sintetizadas, onde provocam a terminacdo dessas cadeias impedindo sua
elongacdo, ou seja, impedem a transcrigdo e, com isso, interrompem a sintese de DNA
(Robbins et al. 1998). Os analogos de timidina (AZT e d4T) sdo fosforilados em células
ativadas enquanto os ndo-timidinicos sdo fosforilados, de preferéncia, em células de

memoria (King et al. 2002).

1.7.2. Inibidor Nao-Nucleosideo da Transcriptase Reversa (INNTR)

Os INNTR sdo inibidores ndo competitivos da enzima TR, que ndo requerem a
ativagdo molecular para manifestar seu efeito antiviral. Os INNTR ligam-se a um local
préximo ao sitio ativo da enzima TR, e a inibi¢do ocorre por ligagdo a residuos
conservados da subunidade p66 que altera a conformacao estrutural, bloqueando o sitio

ativo da proteina (Joly & Yeni 1999).
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1.7.3. Inibidor da Protease (IP)

Os IP pertencem a uma classe de compostos peptidomiméticos que se ligam ao
sitio ativo da enzima e inibem a clivagem das poliproteinas precursoras necessarias para
produzir os virions, assim, as particulas virais produzidas ndo sio capazes de infectar

novas células (Peng et al. 1989).

1.7.4. Inibidor de Entrada (IE)

Os IE atuam interferindo em algum aspecto do processo da entrada do HIV-1 na
célula humana, como: impedindo a ligacdo da gp120 do HIV-1 ao receptor CD4 na
célula do hospedeiro; impedindo a ligagdo da gp120 aos co-receptores; ou impedindo a
fusdo do virus com a célula do hospedeiro pela ligagdo na gp41 (Biswas et al. 2007). A
enfuvirtida (T-20) bloqueia a formacdo da estrutura de seis hélices da gp4l e,

consequentemente, a fusdo HIV-célula (Matthews et al. 2004).

1.7.5. Inibidor da Integrase

A enzima IN catalisa um processo conhecido como transferéncia de fita de DNA
(DNA strand transfer) que cliva a fita de DNA do hospedeiro e une a extremidade 3’ do
cDNA viral a extremidade 5° do DNA do hospedeiro. A integracdo do cDNA viral ao
genoma da célula hospedeira resulta na formagao do provirus que servird de molde para
a geracdo de RNA gendmicos e mensageiros (Barré-Sinoussi 1996). Portanto, a IN ¢
necessaria para que o DNA viral seja inserido com sucesso no DNA da célula
hospedeira, para que o virus possa utilizar o maquinario celular para produzir novos
virions. Assim, os inibidores da integrase bloqueiam a a¢@o da enzima IN impedindo a

fusdo do DNA viral ao DNA da célula do hospedeiro (Hazuda et al. 2000).
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1.8. TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

A epidemia da aids esta presente em todos os continentes (Calleja et al. 2002,
Hamers & Downs 2004, Lau & Muula 2004). Um dos maiores avangos na reducdo da
morbi-mortalidade da infec¢do causada pelo HIV foi a instituicdo da terapia
antirretroviral altamente eficaz (HAART / Highly Active Antiretroviral Therapy) em
meados dos anos 90. A terapia antirretroviral (TARV) tem como objetivo a reducdo da
carga viral, ou seja, reducdo da capacidade replicativa do virus, prevenindo a infecc¢io
de novas células e maiores danos ao sistema imune, bem como reduzir a transmissao
viral (Sepkowitz 2001).

O advento dos ARVs trouxe significativas mudangas na histdria da epidemia de
HIV/aids, criando condi¢des para a redugdo da incidéncia de infecgdes oportunistas, da
incidéncia da aids (ao diminuir a disseminagdo do virus a medida que reduz a carga
viral), assim como, da mortalidade dela decorrente. Portanto, como consequéncia da
introduc¢do dos ARVs, tem-se verificado aumento da sobrevida e melhora da qualidade
de vida do paciente (Palella et al. 1998, Sepkowitz 2001).

A melhoria do acesso @ TARV tem contribuido para a redu¢do da mortalidade
relacionada ao HIV principalmente em paises de alta renda (Phillips et al. 2007).
Resultados similares estdo comecando a emergir em paises de baixa e média renda,
como no Norte do Malawi, onde nos primeiros oito meses da TARV observou-se uma
redugdo do nivel de mortalidade de 35% (Jahn et al. 2008).

Estima-se que no final de 2008 mais de 4 milhdes de pessoas infectadas em
paises de baixa e média renda tiveram acesso ao tratamento ARV. Em 2008, isto
representa um aumento de 36% no acesso ao tratamento ARV em um ano. Nos paises
de alta renda estima-se que 700.000 pessoas receberam o tratamento. Apesar do
consideravel progresso, a cobertura global permanece baixa: apenas 42% dos que
necessitam de tratamento ARV tiveram acesso a ele (UNAIDS 2009).

No Brasil, a Lei Federal n°® 9.313, de 13 de novembro de 1996, garante o acesso
universal e gratuito ao tratamento ARV a todos os pacientes para os quais eles sdo
indicados. Ao longo do tempo, foi também estruturado no pais, o acesso da populacio
aos exames de monitoramento laboratorial da infec¢do pelo HIV (carga viral e

contagem de CD4), bem como aos insumos e acdes de prevencdo (MS 2010b).
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1.8.1. ESQUEMA TERAPEUTICO INICIAL PARA O TRATAMENTO DA
INFECCAO PELO HIV-1

A definicdo do momento ideal para a introducdo da terapia ARV ¢é importante
para a clinica do paciente. Os beneficios potenciais da terapia ARV devem ser
comparados com possiveis efeitos adversos destas drogas, decorrentes da introducio
precoce do tratamento, incluindo o desenvolvimento de disturbios metabdlicos,
cardiovasculares e emergéncia de virus resistentes as drogas, com consequente
esgotamento das opgdes terapéuticas remanescentes (Palella et al. 2003).

De acordo com o Suplemento II das Recomendagdes para terapia antirretroviral
em adultos infectados pelo HIV: 2008, (Critérios para Inicio do Tratamento
Antirretroviral - Atualizacdo das paginas 34-36), publicado em fevereiro de 2010, o
Comité Assessor para Terapia Antirretroviral fez uma revisdo estruturada das
recomendacdes para atualizacdo dos critérios de inicio do tratamento, tornando-o mais
precoce, sobretudo para determinados grupos de individuos. Nos ultimos anos, tem-se
tentado defini-las a partir de estimativas de risco de infec¢des oportunistas, evolugio
para aids e 6bito por condi¢des associadas a infeccdo pelo HIV e aids. Algumas
condigdes clinicas ndo relacionadas a aids devem ser consideradas na defini¢ao do risco
de progressdo da infeccdo. Em paciente assintomatico € com contagens elevadas de
células T CD4", a replicagdo viral e a ativagdo imune cronica tém sido associadas ao
desenvolvimento de doencas ndo tradicionalmente relacionadas a infec¢do pelo HIV,
tais como eventos cardiovasculares e neoplasias (Hammer et al. 2008, Bedimo et al.
2009). Tais evidéncias justificam o estabelecimento de novos critérios para inicio do
tratamento ARV.

Portanto, algumas condi¢des que ndo sdo definidoras de aids, sdo mais
frequentes nos individuos infectados pelo HIV, e representam pior progndstico devido a
infeccdo ativa e/ou sdo consequéncias diretas da replicagdo viral. Tais condi¢des
clinicas podem potencialmente ser beneficiadas pela TARV. Entretanto, os riscos de
toxicidade, baixa adesdo e emergéncia de resisténcia em longo prazo ndo podem ser
descartados (MS 2010b).

De acordo com esses parametros, atualmente no Brasil, recomenda-se iniciar
TARYV para pacientes (MS 2010b):

e Sintomaticos, independentemente da contagem de CD4" e em algumas situagdes

clinicas ndo definidoras de aids, tais como sintomas potencialmente relacionados
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a infeccdo do HIV, candidiase oral, purpura trombocitopénica idiopatica,
alteragdes cognitivas (mesmo menores) e tuberculose ativa, entre outras;

e Assintomaticos com contagem de CD4" menor ou igual a 350células/mm?;

e Gestantes, independente da presenga de sintomas e da contagem de células T-
CD4";

e Para pacientes com contagem de CD4" entre 350 e 500células/mm’, na presenca
das seguintes condicdes:

1. Coinfecgdo pelo virus da hepatite B;

Coinfecc¢do pelo virus da hepatite C;

Idade igual ou superior a 55 anos;

> wobn

Doenga cardiovascular estabelecida ou com risco elevado (acima de 20%,
segundo escore de Framingham);

5. Nefropatia secundaria ao HIV;

6. Neoplasias, incluindo as ndo definidoras de aids;

7. Carga viral elevada, superior a 100.000 copias.

Atualmente, em nosso pais, estdo disponiveis cinco classes de ARVs: Inibidores
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR), Inibidores Nao-Nucleosideos da
Transcriptase Reversa (INNTR), Inibidores da Protease (IP), Inibidores de Entrada e
Inibidores da Integrase.

Esquemas preferenciais para a terapia inicial devem incluir combinagdes de trés
drogas: dois INTR associados a um INNTR. Esquema alternativo deve conter dois
INTR associados a um IP refor¢ado com ritonavir (IP/r) (MS 2008).

A associagdo zidovudina / lamivudina (AZT/3TC) ¢ a dupla de INTR de
primeira escolha para compor o esquema antirretroviral inicial. Nos casos de
intolerancia ao AZT, a didanosina entérica (ddI) ou o tenofovir (TDF) podem ser drogas
alternativas para substitui-lo, sempre combinados com a 3TC (MS 2008).

Quanto a escolha dos INNTR, o efavirenz (EFZ) continua sendo preferencial a
nevirapina (NVP), exceto em gestantes. Essa opcdo estd fundamentada na sua elevada
poténcia de supressdo viral, na comprovada eficacia em longo prazo e no menor risco de
efeitos adversos sérios (MS 2008).

A combinag¢do de IP com ritonavir (r) como adjuvante farmacologico apresenta
varias vantagens, entre elas: proporcionar niveis sanguineos do IP mais elevados,
estaveis e por tempo mais prolongado com menor risco de mutacdes que conferem

resisténcia viral. Caso a escolha da terapia inicial envolva um esquema composto por
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um IP, o lopinavir/r (LPV/r) deve ser o IP/r preferencial. A associa¢do atazanavir/r

(ATV/r) € considerada a combinagdo de inibidores da protease alternativa (MS 2008).

1.8.2. FALHA NA ADESAO AO TRATAMENTO ANTIRRETROVIRAL

Apds a instituicdo do tratamento ARV, basicamente trés pardmetros sinalizam
falha ou sucesso terapéutico: a evolugdo da carga viral, a contagem de células T CD4 " e
a ocorréncia de eventos clinicos.

A falha viroldgica ¢ definida por ndo-obten¢do ou ndo-manuteng¢do da carga
viral indetectavel. Caracteriza-se por carga viral confirmada acima de 400copias/mL
apos 24 semanas ou acima de 50cdpias/mL apds 48 semanas de tratamento (Gallant
2007). A falha imunologica é caracteriza pelo declinio progressivo da contagem de
células T CD4". Portanto, frente a reducdes maiores que 25% na contagem de células T
CD4" suspeita-se de falha imunoldgica (Turner et al. 1994). Ja a falha clinica ¢
caracterizada pela progressdo clinica da infec¢do expressa principalmente por meio de
infecgdes ou tumores oportunistas. No entanto, na auséncia de falha viroldgica, a
ocorréncia de doengas oportunistas ndo indica falha do tratamento ARV, mas reflete, na
maioria dos casos, reconstitui¢do imune parcial e insuficiente (MS 2008).

A falha viroldgica pode ter impacto imunoldgico e clinico devido a viremia
persistente, aumentando o risco de progressdo da doenga, além de levar a emergéncia de
mutacdes que podem conferir resisténcia viral a drogas, o que, por sua vez, diminui as
opgOes terapé€uticas posteriores. A manutencdo dos ARVs na presenca de carga viral
detectavel pode levar ao acumulo de mutag¢des de resisténcia. Quanto mais elevada a
carga viral na presenca da medica¢@o, maior a chance de selecdo de novas mutagdes de

resisténcia (Gallant 2007).

1.83. TESTE DE GENOTIPAGEM PARA RESISTENCIA AOS
ANTIRRETROVIRAIS E TERAPIA DE RESGATE

A identificacio de falha terapéutica determina a realizacdo do teste de
genotipagem que orienta a troca do esquema o mais precocemente possivel (MS 2008).

Estudos sobre a utilidade do teste de genotipagem para detec¢do de resisténcia do HIV-
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1 aos medicamentos antirretrovirais apontam beneficio quando o teste ¢ utilizado para
auxiliar na escolha de um esquema de resgate. Nesses estudos, comparou-se a
magnitude da queda da carga viral ou porcentagem de pacientes com carga viral
indetectavel apos instituicdo de um esquema de resgate montado sem e com auxilio da
genotipagem, ¢ o desempenho dos esquemas baseados no teste foi superior (Durant et
al. 1999, Tural et al. 2002).

O exame de genotipagem detecta a presenca de mutacdes nas cepas majoritarias
do HIV que estdo relacionadas a resisténcia a cada um dos medicamentos ARVs. A
genotipagem ¢ indicada em casos de faléncia terapéutica na vigéncia de tratamento
regular, com niveis plasmaticos de HIV acima de 5.000cépias/mL. O laudo da
genotipagem serve para subsidiar a composi¢do de esquemas terapéuticos alternativos
(Brasil 2010c).

Na pratica clinica, segundo o Ministério da Saude (2008), o teste de
genotipagem para detecc@o de resisténcia as drogas apresenta varias aplicagdes, entre
elas a troca de esquemas ARVs com resisténcia identificada, ao invés de resisténcia
presumida; propicia o uso de drogas ativas por periodos mais prolongados; evita trocas
desnecessarias de antirretrovirais; evita toxicidade desnecessaria de drogas inativas; e
economiza custos relacionados a trocas de drogas (MS 2008).

O manejo do resgate antirretroviral permanece em constante modificacdo.
Distintamente do que ocorre em relagdo a terapia inicial, s3o poucas as recomendagdes
consensuais especificas principalmente devido a inexisténcia de ensaios clinicos
randomizados que comparam diferentes estratégias de resgate em um grande numero de
pacientes. Algumas recomendacdes para orientar na escolha dos esquemas de resgate,
ndo sdo regras, ja que o grupo de pacientes em falha terapéutica é bastante heterogéneo
em relacdo a causas de falha, nimero e tipo de esquemas antirretrovirais prévios,
prevaléncia de mutacdes de resisténcia, opgdes de drogas ativas, limites e possibilidades
do novo esquema (MS 2008).

Os ultimos medicamentos introduzidos no Brasil foram enfuvirtida (2005),
darunavir (2008) e raltegravir (2009). Cerca de cinco mil pacientes sdo considerados
multiexperimentados em TARYV e utilizam algum dos antirretrovirais considerados de
reserva. A introducdo do darunavir e da nova classe de inibidores da integrase (o
raltegravir) acarretou intenso crescimento de prescri¢des em curto periodo de tempo. Os
critérios de indicagdo dos novos ARVs no Brasil incluem a experimentacdo e falha com

as trés classes classicas de ARVs: INTR, INNTR e IP (MS 2010a).
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1.9. RESISTENCIA AOS ANTIRRETROVIRAIS

A duragdo eficaz da TARV relaciona-se a diversos fatores como: poténcia do
esquema antirretroviral utilizado, comodidade posologica, efeitos colaterais, adesdo do
paciente ao tratamento, alteracdes na biodisponibilidade e metabolismo dos
medicamentos, com destaque para variagdes na absor¢@o e interagdes medicamentosas e
pela penetragdo insuficiente de alguns medicamentos nos reservatdrios virais (Dressers
et al. 2000, Rabound et al. 2002).

O principal fator responsavel pelo surgimento de resisténcia se refere a adesao
insuficiente. O aparecimento de cepas resistentes aos antirretrovirais ocorre devido a
supressao viral incompleta, portanto, estd diretamente relacionado as altas taxas de
replicagdo viral, aliada a auséncia de mecanismos eficientes de auto-corre¢do da TR
viral, que possibilita a ocorréncia de milhares de mutagdes virais. A pressdo seletiva
criada pela TARYV seleciona cepas variantes que, por acimulo de mutagdes, apresentam
melhor fitness (maior capacidade replicativa em um dado meio) e passam a predominar,
determinando a falha terapéutica (Shafer 2002).

A resisténcia aos ARVs subdivide-se em priméria e secundaria. Define-se como
resisténcia primaria a presenga de mutacdes que conferem resisténcia aos
antirretrovirais presentes no genoma viral em pacientes virgens de TARV. Pode ocorrer
por dois mecanismos distintos: (1) em individuos cronicamente infectados em
decorréncia da geracdo espontinea e fixacdo de virus mutantes resistentes, devido ao
alto indice replicativo do HIV-1 aliado a auséncia de mecanismos de correcdo da TR;
(2) pela transmiss@o de cepas resistentes, provenientes de um individuo ja exposto aos
antirretrovirais (resisténcia transmitida). A resisténcia primdria pode provocar impacto
na resposta ao primeiro esquema antirretroviral (Kozal et al. 2004). A resisténcia viral
secunddria ¢ a emergéncia de mutagdes de resisténcia aos antirretrovirais em
decorréncia da pressdo seletiva exercida pela medicacdo ARV (Hirsch et al. 2008).

As mutacdes associadas a resisténcia aos ARVs podem ser classificadas como
principais e acessdrias. As mutacdes principais sdo aquelas capazes de conferir elevado
nivel de resisténcia a uma ou varias drogas de uma determinada classe. J4 as mutagdes
acessorias nao conferem niveis significativos de resisténcia as drogas quando presentes
isoladamente. No entanto, as mutagdes acessOrias quando presentes em grupos,

acompanhando mutacdes principais especificas, podem compensar a perda do fitness
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que estas geralmente impdem ao virus ou podem conferir algum grau de resisténcia aos
inibidores, levando a diminui¢do da susceptibilidade viral (Nijhuis et al. 1998).

A resisténcia viral é determinada por mutagdes na sequéncia de nucleotideos do
material genético viral em relacdo as sequéncias de nucleotideos de uma cepa selvagem
padrdo (Johnson et al. 2009). A cepa de referéncia mais comumente utilizada é a HXB2,
que ¢ um virus selvagem do subtipo B do HIV-1. As mutagdes de resisténcia aos ARVs
sdo designadas usando-se o formato letra-niimero-letra, sendo que a primeira letra
representa o aminoacido selvagem codificado por uma trinca de nucleotideos e a
segunda o aminoacido mutante, enquanto o nimero indica a posi¢do ocupada pelo
aminoacido na proteina em questdo. Por exemplo, a designagdo M184V, indica que a
metionina da posi¢cdo 184 da TR no virus selvagem foi substituida pela valina no virus
resistente. Devido a redundancia do cédigo genético, diferentes trincas de nucleotideos
podem codificar um mesmo aminoacido, configurando as mutagdes silenciosas (Shafer

2002).

1.9.1. RESISTENCIA PRIMARIA AOS ANTIRRETROVIRAIS

O surgimento de resisténcia do HIV-1 aos medicamentos antirretrovirais
representa um desafio para a prevengdo da progressdo da doenga, e inclui também o
risco da transmissdo de virus resistentes para outras pessoas. A transmissdo de virus
com mutagdes de resisténcia ¢ denominada resisténcia primaria. Assim, programas para
monitorar a prevaléncia de resisténcia primaria em diferentes regides sdo extremamente
importantes para subsidiar os manuais de tratamento ARV, indicar o nivel de sua
eficiéncia e orientar os programas de prevenc¢do do HIV-1 (Shafer & Schapiro 2008).

Estudos em paises desenvolvidos indicam que a resisténcia primdria apresenta
um obstaculo a estratégia antirretroviral inicial (Johnson et al. 2007). Desta forma, a
maioria das diretrizes para tratamento antirretroviral de paises desenvolvidos preconiza
o uso da genotipagem antes mesmo do primeiro esquema terapéutico. Com o aumento
do acesso aos medicamentos antirretrovirais nos paises em desenvolvimento, muitos dos
problemas que sd3o comuns nos paises desenvolvidos, também comecaram a ocorrer
nesses paises. Apesar dos testes de resisténcia ainda ndo terem uma utilizagdo ampla

nesses locais, devido ao alto custo, estes deverdo ser amplamente empregados pela
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necessidade de testes para determinar a terapia antirretroviral mais adequada (Tural et
al. 2002).

Assim, a transmissdo do HIV-1 resistente aos medicamentos tem sido observada
na maioria dos paises onde o tratamento antirretroviral esta disponivel e pde em risco o
sucesso da TARYV inicial. A prevaléncia da transmissdo destas cepas resistentes varia
muito com a localizagdo, grupo de risco de transmissdo, € o tempo de amostragem apds
infeccdo (Little et al. 2002, Wensing et al. 2005, Shet et al. 2006, Yerly et al. 2007). A
persisténcia, em longo prazo, das muta¢des de resisténcia primdria na auséncia da
pressdo seletiva de drogas tem sido documentada (Barbour et al. 2004, Little et al.
2008).

O maior aumento da resisténcia primdria global, de 13,2% no periodo de 1995-
1998 para 24,1% no periodo de 2003-2004, foi relatado em Nova York, ¢ a taxa de
transmiss@o de multirresisténcia teve um aumento de 2,6% para 9,8% no mesmo
periodo (Shet et al. 2006). Estudo de vigilancia representativo de 10 anos de
transmissdo (1996-2005) realizado na Suica mostrou taxas consideravelmente mais
baixas: 7,7% para qualquer classe de droga, 5,5% para INTRs, 1,9% para INNTRs ¢
2,7% para o IPs. Resisténcia a duas ou trés classes de drogas foi observada em apenas
2% dos pacientes (Yerly et al. 2007). Estes exemplos demonstram que cada pais ou
regido necessita de seu proprio sistema de vigilancia para monitorar a prevaléncia de
transmiss@o do HIV-1 resistente as drogas.

Virios estudos independentes realizados no Brasil que analisaram as populagdes
de individuos virgens de tratamento selecionados com infeccdo recente ou crdnica
mostraram taxas de resisténcia variando de baixa a moderada (Brindeiro et al. 2003,
Cerqueira et al. 2004, Eyer-Silva & Morgado 2005, Medeiros et al. 2006, Cardoso et al.
2009, Inocencio et al. 2009). Entretanto dois estudos apontaram taxas preocupantes nas
cidades portuarias de Santos (36%) (Sucupira et al. 2007) e Salvador (22%) (Pedroso et
al. 2007). Quando comparados com valores reportados nos paises industrializados, estes
nimeros sdo relativamente diferentes, pois a prevaléncia da transmissdo do virus
resistente a um ou mais agentes ARVs ¢ mais alta e, é relatada desde 1993. Por
exemplo, pesquisas realizadas em paises desenvolvidos no final da década de 90
mostraram taxas de prevaléncia de resisténcia primaria de 10% a 17% na Franca, 13%
na Alemanha, 14% no Reino Unido, 15% a 26% na América do Norte, ¢ 23% a 26% na
Espanha (Chaix et al. 1999, Puig et al. 2000, Briones et al. 2001, Duwe et al. 2001,
Little et al. 2001, UK et al. 2001, Zaidi et al. 2001). Um contraste para este quadro é a
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baixa prevaléncia de mutagdes de resisténcia primaria as drogas na América do Sul e no
Caribe (<4%) (Cesaire et al. 1999, Delgado et al. 2001, Kijak et al. 2001).

Dados recentemente publicados no projeto da Rede Nacional de Isolamento e
Caracterizagdo do HIV (RENIC), realizado entre 2007 ¢ 2008 em grandes municipios
(Sao Paulo, Rio de Janeiro, Salvador, Porto Alegre, Brasilia e Belém), mostraram que a
prevaléncia da resisténcia transmitida em pessoas recém diagnosticadas com infec¢do
pelo HIV-1 € 8,1% no total: prevaléncia baixa (< 5%) em Salvador e Porto Alegre;
intermediaria (entre 5-15%) no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Brasilia e Belém (Inocencio
et al. 2009). Comparados com os resultados de um estudo realizado em 2003, a
prevaléncia permanece estavel (6,6% em 2002 versus. 8,1% em 2007-2008), mas com
tendéncia ao aumento da resisténcia aos INNTR (0,24% em 2002 versus. 3,3% em
2007-2008; p <0,001) (Brindeiro et al. 2003, Inocencio et al. 2009).

Resultados de outro estudo, realizado em oito estados brasileiros, mostrou que
5,7% dos individuos infectados pelo HIV-1 que nunca tinham recebido a terapia
antirretroviral apresentavam virus com uma ou mais mutacdes relacionadas a
resisténcia. Além disso, individuos que relataram o uso de medicamentos ARVs pelos
seus parceiros tiveram um risco 2,5 vezes maior de apresentar as variantes do HIV-1
com mutacdes de resisténcia as principais drogas, sugerindo que estes virus podem ter
sido transmitidos diretamente por seus parceiros em tratamento (Sprinz et al. 2009).
Esta indicagdo sugere que uma propor¢do de individuos infectados pelo HIV-1
recebendo medicagdo antirretroviral apresenta comportamento de risco (Kozal et al.
2004, Sprinz et al. 2009). Além disso, a grande maioria dos individuos portadores de
cepas do HIV-1 resistentes aos medicamentos foi infectada com o subtipo B (91%)
versus 9% de individuos com virus ndo-B. O HIV-1 do subtipo B ¢ o subtipo
predominante no Brasil e a diferenca na prevaléncia da resisténcia de acordo com o
subtipo do virus provavelmente reflete o periodo durante o qual o virus do subtipo B foi
exposto aos antirretrovirais (Sprinz et al. 2009).

Uma maior prevaléncia de mutagdes de resisténcia associadas com INNTR tem
sido relatada, o que pode refletir o uso extensivo de esquemas com INNTR em
comparagdo com os regimes baseados em IP. Um maior nivel de resisténcia a INNTR
na populagdo em geral pode também ser devido ao fato de que apenas um ponto de
mutagdo ¢ suficiente para conferir resisténcia a esta classe de drogas. As mutagdes

INNTR tém demonstrado impacto modesto no fitness viral, e estudos tém encontrado
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uma alta persisténcia dessas mutagdes em individuos virgens de tratamento (Gianotti et
al. 2005, Sprinz et al. 2009).

O Ministério da Satde tem patrocinando uma politica de acesso universal a
medicamentos antirretrovirais para pacientes com aids desde 1996. No ano de 2009, o
Brasil tinha cerca de 200.000 doentes em uso de ARV no Sistema Unico de Saude
(SUS). Dentro deste programa, o Ministério da Satde tem adotado periodicamente
diretrizes para o tratamento ARV, para facilitar a prescri¢do adequada e uniforme em
todo o pais, bem como garantir uma abordagem mais racional e logistica do uso destas
drogas no SUS (MS 2010a). Doentes com falha viroldgica relacionada as cepas
resistentes aos medicamentos podem ser uma fonte de transmissdo de variantes
resistentes para os individuos recém-infectados. Assim, a sele¢do destas variantes
resistentes aos medicamentos ¢ uma importante questdo de saude publica que pode
colocar em risco os esfor¢os no controle da mortalidade por aids através da TARV.
Desta forma, as variantes virais resistentes aos ARVs podem ser transmitidas e iniciar
uma epidemia de HIV-1 resistente as drogas nos paises onde a HAART ¢ generalizada
(Boden et al. 1999).

A prevaléncia de resisténcia primaria no Brasil esta sendo notificada por estudos
baseados principalmente nos grandes centros urbanos e pouco se sabe sobre a
prevaléncia de cepas resistentes em pequenos municipios brasileiros e areas rurais,
assim como em estados do interior do pais (Szwarcwald et al. 2000, Eyer-Silva &
Morgado 2005). A medida que a epidemia se espalha a partir dos grandes centros
urbanos para pequenos municipios e regides isoladas, aumenta a necessidade de estudar
as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e virologicas da infecgdo pelo HIV-1 nestas
areas (Szwarcwald et al. 2000). Os resultados destes estudos podem contribuir para
aperfeicoar a instituicdo de medidas de controle adequadas, levando em conta a
verdadeira magnitude do problema, melhorando o reconhecimento clinico e gestdo da

infecgdo pelo HIV-1, assim como os recursos locais.
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2. JUSTIFICATIVA

Em todos os paises onde pacientes infectados pelo HIV-1 tém acesso a HAART
observou-se uma reducdo acentuada na morbidade e mortalidade e recuperagdo
funcional do sistema imunolégico. Porém o surgimento de mutagdes de resisténcia aos
ARVs ¢ uma das principais causas de falha do tratamento e tem sido associado com
maior taxa de mortalidade. A incidéncia, prevaléncia e transmissdo de virus resistentes
aos medicamentos ARVs variam de pais para pais, e at¢ mesmo dentro de uma nagao.
Desta forma, a prevaléncia de mutagdes de resisténcia aos medicamentos ARVs ¢
importante tema de saude publica que permite otimizar a escolha do esquema
terapéutico.

O Brasil foi o primeiro pais em desenvolvimento a oferecer acesso universal e
gratuito aos medicamentos ARVs a pacientes infectados pelo HIV-1 que preeencham
cirtérios definidos pelo comité assessor do Ministério da Saiude. No entanto, existem
poucos dados sobre transmissdo de virus resistentes em pacientes virgens de tratamento
de pequenos centros urbanos no interior do pais. Assim, o conhecimento das taxas de
prevaléncia de resisténcia primaria e do padrdo de mutacdes € importante para se avaliar
a utilidade e custo-beneficio dos testes de genotipagem para resisténcia antes do inicio
da terapia.

Diversos estudos descreveram a epidemiologia molecular do HIV-1 em
pacientes de grandes centros urbanos principalmente das regides Sul e Sudeste. No
entanto, ha uma lacuna de informacdo na literatura sobre subtipos do HIV-1 que
circulam em outras regides do pais. A epidemia de aids no Brasil se disseminou de
grandes centros urbanos para pequenos municipios no interior do pais e os estudos
publicados ndo tém acompanhado esta tendéncia de interiorizagdo da epidemia.

O conhecimento dos subtipos genéticos do HIV-1 circulando em pequenos
centros urbanos contribui para o mapeamento molecular do HIV-1 no pais. No vasto
territorio brasileiro, diferentes padrdes de distribui¢do de subtipos do HIV-1 tém sido
relatados entre as suas cinco regides geograficas. A diversidade genética do HIV-1 e a
presenca de genomas recombinantes descritos refletem a complexidade da epidemia no
pais.

A regido Norte compreende a regido de maior extensdo territorial € a menos
povoada no Brasil, apresentando 4,2% dos casos notificados de HIV-1. Este é o

primeiro estudo sobre a epidemiologia molecular do HIV-1 realizado em pacientes do
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Tocantins, o mais novo dos 26 estados do Brasil, criado em 1989 a partir da divisdo do
estado de Goids. Dentre os estados do Brasil, Tocantins apresenta uma das menores taxa
de incidéncia de HIV-1, com aproximadamente 13,3 casos por 100 mil habitantes. Desta
forma, o presente estudo visa contribuir para o conhecimento da prevaléncia e do perfil
de mutacdes relacionadas a resisténcia primaria aos ARVs. Além disso, este estudo visa
caracterizar a diversidade genética do HIV-1 em pacientes virgens de tratamento no

estado do Tocantins.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral investigar mutacdes de resisténcia primaria

aos ARVs e identificar os subtipos genéticos do HIV-1 em pacientes HIV+/aids virgens

de tratamento do estado do Tocantins.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a prevaléncia de mutagdes associadas a resisténcia primdria em

pacientes naive do estado do Tocantins;

2. Identificar o perfil das mutag¢des associadas a resisténcia primaria;

3. Identificar os subtipos genéticos do HIV-1 nas sequéncias dos genes da PR e TR

na populacdo de estudo;

4. Caracterizar HIV-1 recombinantes intersubtipo;

5. Estudar a filogenia dos isolados sequenciados na regido pol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. GRUPO DE ESTUDO

Participaram deste estudo 52 pacientes HIV+/aids virgens de tratamento, com
infeccdo recente ou cronica, recrutados durante o periodo de 2008 a 2010 no
Laboratério Central do Tocantins (LACEN / TO — laboratério de referéncia na avaliagdo
da contagem de CD4 e carga viral), localizado na cidade de Palmas, capital do estado do
Tocantins. Apos concordancia e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo 2), os participantes responderam a um questiondrio padronizado
(Anexo 3), através do qual foram obtidos dados socio-demograficos, epidemioldgicos,
clinicos e laboratoriais. Os valores da carga viral plasmatica e CD4 foram obtidos
através dos prontudrios (carga viral: branched-chain DNA - bDNA, SIEMENS; e CD4:
FACSCalibur, Becton Dickison).

Apoés a entrevista, foram coletados aproximadamente SmL de sangue venoso
periférico em tubos com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (vacutainer-EDTA,
Becton-Dickinson, San José, CA, USA) e o plasma foi separado por centrifugacdo. As
amostras de sangue total e de plasma foram aliquotadas e enviadas sob refrigeracdo ao
Laboratorio de Imunologia da Aids e Hanseniase, no Instituto de Patologia Tropical e
Satude Publica da Universidade Federal de Goids, onde foram estocadas a temperatura
de -80 °C ate o processamento.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal
(HAA/HDT/SUS, CEPMHA/HC/UFG protocolo 073/05) (Anexo 4), e foi financiado
pelo Programa Nacional DST/AIDS do Ministério da Saude/UNESCO (Grant # 310-06)
(Anexo 5) e pela Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES).

Os resultados dos testes de genotipagem para resisténcia primaria do HIV-1 aos

ARVs foram disponibilizados aos médicos responsaveis e/ou pacientes.
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4.2. EXTRACAO DO RNA GENOMICO

A extracdo do RNA foi realizada através do kit de extragdo QIAamp® Viral
RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Resumidamente, foram empregados
140puL de amostra de plasma, 5,6uL da enzima carrier-RNA e 560uL do tampao de lise,
seguido por 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente (15-25°C). As particulas
virais circulantes foram lisadas e o RNA wviral precipitado com 560ulL de etanol
absoluto (Merck). Durante uma rapida centrifugacdo (8000 rotagdes por minuto — rpm,
por um minuto), o RNA foi adsorvido a uma membrana de silica. Seguiram-se duas
etapas rapidas de centrifugacdo com um volume de 500uL de tampdo de lavagem em
cada etapa, para que as proteinas e outros contaminantes fossem retirados, garantindo a
pureza do RNA. A eluigdo do RNA da membrana de silica foi realizada por uma rapida
centrifugacdo em 60uL de tampdo de eluicdo e os produtos de extragdo foram

armazenados a -80°C.

43. SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR ATRAVES DA RETRO-
TRANSCRICAO DO RNA

A transcrigdo reversa do RNA para obtengdo do DNA complementar (cDNA) foi
realizada através do kit de transcri¢do reversa do RNA (Invitrogen). Resumidamente,
em 10uL de RNA extraido (<lug), adicionou-se 1uL de desoxirribonucleotideos
trifosfatados (mistura de dNTPs constituida por dATP desoxiAdenina trifosfatada;
dCTP desoxiCitosina trifosfatada;, dTTP desoxiTimina trifosfatada e dGTP
desoxiGuanina trifosfatada) (10mM) e 1uL de primer randémico (150ng/uL) seguindo-
se incubacdo de cinco minutos a 65°C e depois, choque térmico em gelo por um minuto.
Em seguida foi adicionado 1pL da enzima super script III RT (200U/uL), 4ul de
tampao 5x, 1pL do agente redutor ditiotreitol (DTT a 0,1 M), 1uL da enzima RNase out
(40U/mL) e 1pL de 4gua ultra pura (Gibco). A reagdo de retrotranscri¢do foi realizada
em termociclador com o periodo de ciclagem de 25°C por 5 minutos, 50°C por 60
minutos, seguida de inativag¢do da reacdo a 70°C por 15 minutos. As amostras de cDNA

foram armazenadas a -80°C.
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4.4. AMPLIFICACAO DO ¢DNA ATRAVES DA REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE (NESTED-PCR)

Duas regides diferentes do gene pol, em um Unico fragmento, foram alvos de
amplificacdo por nested-PCR: o gene completo da PR (nucleotideos 2253-2549, relativo
a sequéncia reférencia HXB2, numero de acesso ao GenBank, K03455) e o fragmento
de 750pb (pares de base) do gene da TR (HXB2, 2550-3299).

Para a primeira etapa da nested-PCR do gene po/ (HXB2, 2147-3338) utilizou-se
tampdo de PCR 10x (Invitrogen), MgCl, a 50mM (Invitrogen), dNTP a 25mM
(Invitrogen), primers externos Kozal-1 e Kozal-2 a 10pmol/pL cada (Gibco) (Kozal et
al. 1996), Taqg DNA polimerase a SU/uL (Invitrogen), SuL do cDNA obtido por RT-
PCR e agua ultra pura (Gibco) quantidade suficiente para (gqsp.) S0uL, gerando um
produto de amplicon de 1192pb (Quadro 2).

Para a segunda etapa da nested-PCR do gene po/ (HXB2, 2197-3321) foram
utilizados tamp@o de PCR 10x (Invitrogen), MgCl, a 50mM (Invitrogen), dNTP a
25mM (Invitrogen), primers internos DP10 e Frenkel-2 a 10pmol/uL cada (Gibco)
(Frenkel 1995), Taq DNA polimerase a SU/uL (Invitrogen), SuL. do produto da primeira
etapa da nested-PCR e agua ultra pura (Gibco) gsp 100uL, gerando um produto de
amplicon de 1125pb (Quadro 2).

Quadro 2: Reacdo de Nested-PCR

Nested-PCR 1* Etapa | 2° Etapa
H,O Ultra Pura 33,45uL 71,9uL
Tampao de PCR 10x SuL 10pL
MgCl, 50mM 3,5uL yns
Mistura de dNTP 25mM | 0,8uL 1,6uL
Primer K1 10pmoles/pL IpL 2uL
Primer K2 10pmoles/pL IpL 2uL
Taq 5U/uL 0,25uL 0,5uL
Amostra de cDNA Sul
Produto da 1? Etapa Sul
Volume total 50uL 100uL
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O Quadro 3 contém as informagdes sobre as sequéncias de nucleotideos dos
primers utilizados na nested-PCR (K1, K2, DP10 e F2).

As duas reagdes de amplificacdo por nested-PCR foram realizadas em
termociclador automatico (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems Inc,
Foster City, CA, USA) utilizando o seguinte programa de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por
1 minuto, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 2

minutos e extensao final de 72°C por 10 minutos e 4°C por tempo indeterminado.

4.5. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos da amplificacdo (fragmento de 1125pb do gene pol obtido por
nested-PCR) foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% (Gibco) em
presenca de brometo de etidio 0,005% (30uL de brometo de etidio/1L de tampao Tris-
Acetato-EDTA [TAE] 1x, Gibco). Uma mistura contendo 4uL de produto de amplicon
e 1uL de azul de bromofenol puro (Gibco) foi aplicada no gel e paralelamente 4pL de
uma mistura de padréo de peso molecular (100pb Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) e
1uL de azul de bromofenol puro (Gibco). Este marcador de peso molecular consiste em
uma mistura de fragmentos de 2000, 1200, 800, 400, 200 ¢ 100pb contendo 200, 120,
80, 40, 20, ¢ 10ng de DNA, respectivamente.

A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal (Horizon 11-14 e 25-25
Gel Electrophoresis Apparatus, Gibco-Life Technologies, USA) durante uma hora a
100V e 400mA. O gel foi analisado sob luz ultravioleta 310nm de comprimento de onda

para visualizacdo de fragmentos de DNA de tamanho esperado (1125pb) (Figura 5).

Fadpn
TR

Tk

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose do produto de 1125pb obtido através da
amplificacdo pela nested-PCR (2* Etapa), analisado sob luz ultravioleta. M: peso
molecular; C+: controle positivo; C-: controle negativo; 1 a 7: amostras de sete
pacientes.
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4.6. PURIFICACAO DO PRODUTO AMPLIFICADO OBTIDO ATRAVES DA
NESTED - PCR

Os produtos amplificados da segunda etapa da nested-PCR foram purificados
empregando-se o kit QIAquick® PCR Purification Kit/QIAGEN (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany), conforme protocolo do fabricante. Neste, 96uL do produto
amplificado da segunda etapa da nested-PCR foram adicionados a 480uL de tampao
com alta concentracdo de sais caotrdpicos que modificam a estrutura da agua e
permitem pH (potencial hidrogenidnico) 6timo para ligacdo eficiente de produtos de
PCR de dupla fita e ainda ¢ removedor de primers, sais, enzimas e nucleotideos ndo
incorporados. Mediante uma etapa répida de centrifugagdo (13000rpm por um minuto),
o produto de PCR foi adsorvido a uma membrana de silica. Seguiu-se uma etapa rapida
de centrifugagdo com um volume de 750uL de tampdo de lavagem, para que as
proteinas e outros contaminantes fossem retirados garantindo a pureza do produto de
PCR. Uma etapa rapida de centrifugacdo adicional foi requerida para eliminagdo total
de residuos dos tampdes. A eluicdo do produto puro de PCR da membrana de silica foi
realizada com 50uL de tampdo de elui¢do que provoca a reducdo do pH e da
concentragdo de sais, seguida por uma incubag¢ao de um minuto a temperatura ambiente
e uma etapa rapida de centrifugacdo. As amostras de produto de PCR purificadas foram

armazenadas a -20°C.

4.7. SEQUENCIAMENTO AUTOMATIZADO DO GENE POL

Os produtos de PCR purificados do gene pol foram submetidos ao
sequenciamento automatizado utilizando o kit BigDye Terminator (Applied
Biosystems). Em placas de 96 pocos (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA)
foram adicionados 2uL de produto de PCR purificado, 3puL de tampdo de
sequenciamento 5x (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), 4uL de cada um
dos oito primers separadamente a 1,5pmol/uL (Gibco) (DP10, DP11, DP16, DP17,
RT9, RT1, F2 e F3 — Quadro 3), 1uL. de BigDye Terminator (Applied Biosystems) e
S5uL de 4gua ultra pura (Gibco). A reagdo de sequenciamento foi realizada em

termociclador automatico (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems Inc,
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Foster City, CA, USA) com o seguinte programa de ciclagem: 25 ciclos de 95°C por 20
segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos.

Quadro 3: Sequéncia dos primers 5’—3’ empregados para amplificagdo e sequenciamento do

gene pol do HIV-1

Nome dos Localizacdo | Comprimento
Primers Sequéncia 57— ¥ HXB2* (pb)
K1 CAGAGCCAACAGCCCCACCA 2147-2166 20 pb
K2 TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGAC | 3309-3338 30 pb
DP10 CAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG 2198-2223 26 pb
DP16 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 2253-2274 22 pb
DP17 AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT 2529-2549 21 pb
DP11 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA 2572-2598 27 pb
RT9 GTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTC | 2469-2598 29 pb
RT1 CCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA | 2604-2632 29 pb
F2 GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3301-3321 21 pb
F3 TATCAGGATGGAGTTCATAAC 3241-3261 21 pb

*Localizag@o dos primers relativo a sequéncia referéncia do HIV-1 (HXB2 n° de acesso

no GeneBank K03455).

O produto sequenciado foi submetido a precipitacdo com isopropanol e etanol
para purificacdo do material. Foi adicionado a placa contendo amostras ja sequenciadas
60uL de isopropanol 65% (Merck). A placa foi homogeneizada em voértex por 30
segundos e depois incubada por 20 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Seguiu-se uma centrifuga¢do de 45 minutos a 2000g (forca centrifuga relativa a
gravidade). Apos esse periodo o sobrenadante foi descartado por inversdo da placa em
papel absorvente por dois minutos. Adicionou-se 250uL de etanol 60% (Merck) que foi
centrifugado por 10 minutos a 2000g. Novamente o sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 100puL de etanol 60% (Merck) seguido de centrifugacdo por 10 minutos a
2000g. Descartou-se o sobrenadante e a placa invertida foi centrifugada por um minuto
a 500rpm para sua completa secagem. As amostras foram ressuspensas em 10uL de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA) para desnaturagdo

da fita dupla de DNA, seguida por um periodo de incubagio de dois minutos a 95°C e
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choque térmico em gelo por dois minutos. A leitura da reacdo foi feita em sequenciador
automatico (ABI PRISM®™ 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) que realiza
uma corrida eletroforética e 1€ a fluorescéncia, ¢ o sinal € transformado em

eletroferogramas.

4.8. ANALISE DOS CROMATOGRAMAS

Apos a obtencdo dos cromatogramas, as sequéncias foram editadas manualmente
por comparagdo de complementaridade dos contigs e alinhadas com a sequéncia de
referéncia HXB2 através do programa Staden Package (http://staden.sourceforge.net/),
para verificar e corrigir possiveis erros no alinhamento das sequéncias.

Todas as sequéncias geradas por edi¢do manual no programa Staden Package
foram submetidas a andlises de controle de qualidade para garantir auséncia de possiveis
contaminagdes entre as amostras (Learn et al. 1996). Esta andlise foi realizada
utilizando-se o programa de bioinformatica HIV Quality Analysis Pipeline Tool
(http://www.sanbi.ac.za), que testa as sequéncias quanto a possivel existéncia de
contaminagdes usando BLAST (comparacdo) com um banco de dados publico no
GenBank de aproximadamente 200.000 sequéncias publicadas do HIV-1 e um BLAST
com o banco de dados interno do laboratdrio e também, foi realizada a inspe¢o visual

do alinhamento utilizando o Bioedit (Hall 1999).

4.9. ANALISE GENETICA DO HIV-1

A presenca de mutagdes relacionadas a resisténcia aos ARVs foi avaliada
empregando-se a ferramenta de bioinformatica Calibracio da Populacdo com
Resisténcia (CPR), do programa da Universidade de Stanford (Stanford Surveillance
Drug Resistance Mutation — SDRM - http://hivdb.stanford.edu), que define as mutagdes
a partir de diferencas da sequéncia consenso do subtipo B do HIV-1 (Gifford et al.
2009). Mediante analise de similaridade genética, as mutacdes virais nas sequéncias de
nucleotideos foram interpretadas e indicam o perfil de resisténcia as drogas ARV
(suscetivel, potencial de baixo nivel, baixo nivel, intermediario e alto nivel de

resisténcia) (Acesso: Dezembro/2010).
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Para a defini¢do dos subtipos genéticos do HIV-1, as sequéncias obtidas foram
submetidas ao programa de subtipagem REGA HIV-1 (versdo 2.0 disponivel no site
http://www.bioafrica.net/subtypetool/html) e também por inferéncia filogenética
(Oliveira et al. 2005). As sequéncias virais recombinantes intersubtipo foram analisadas
no programa SIMPLOT versdo 3.5.1 (Lole et al. 1999).

A inferéncia filogenética foi realizada através do alinhamento das sequéncias de
estudo com sequéncias referéncias representativas dos diversos subtipos puros e
recombinantes do grupo M do HIV-1 obtidas no banco de dados do Los Alamos HIV
Database (http://hiv_web.lanl.gov). O alinhamento das sequéncias em formato FASTA
foi realizado utilizando-se o programa Clustal X e ajustadas no programa BioEdit
(http://mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) e, em seguida foram editadas manualmente
(Hall 1999). A arvore filogenética foi construida empregando-se o método de Neighbor-
Joining (NJ) e modelo evolutivo Kimura 2-pardmetros com valor de suporte (bootstrap)
de 1000 replicatas no programa MEGA versio 4.0 obtido através do site
http://www.megasoftware.net/fixed bugs.html. Os valores de bootstrap acima de 70%
foram conciderados significativos. A sequéncia do virus da imunodeficiéncia simia do

chimpanzé (SIVcpz) foi utilizada como grupo externo.

4.10. ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados contendo todas as informag¢des de cada paciente deste estudo
foi depositado no programa “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) para
Windows versdo 13.0 (Chicago, IL, USA), onde também foram realizados os célculos
de frequéncia, mediana para as principais variaveis obtidas e Intervalo de Confiancga

(IC) de 95%.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO

Cinquenta e dois pacientes infectados pelo HIV-1 virgens de tratamento
recrutados no LACEN de Palmas/Tocantins foram incluidos no estudo de genotipagem
para resisténcia primaria do HIV-1 e subtipos genéticos. A maioria dos pacientes
(59,6%; 31/52) era do sexo masculino e a mediana de idade foi de 30 anos (variacdo 14
a 65 anos). A categoria de exposicdo heterossexual representou 73,1% (38/52) dos
casos, seguida por 17,3% (09/52) de homens que fazem sexo com homens (HSH), 3,9%
(02/52) de transfusdo sanguinea, um caso referindo acidente de trabalho, um usudrio de
drogas injetaveis (UDI) e um caso de transmissdo vertical. Um dos pacientes pertencia a
Tribo Karaja, 19 pacientes eram da cidade de Palmas e os demais pacientes eram
provenientes de cidades do interior do estado do Tocantins. A mediana da contagem de
células CD4" foi de 380células/uL (variagdo 25-1.082células/pL) e 47,1% (24/51) dos
pacientes apresentavam contagem de CD4 menor que 350células/pL. Portanto,
baseando-se no critério de contagem de células CD4" em torno da metade dos pacientes
jé tinha indica¢do para inicio da TARV. A maioria dos pacientes (48%; 24/50) teve
carga viral plasmatica entre 10.000 e 100.000c6pias/mL, 24% (12/50) possuiam carga
viral abaixo de 10.000copias/mL e 28% (14/50) tinham carga viral acima de
100.000copias/mL (Tabela 1). Para 39/52 pacientes o ano de diagnodstico foi informado

sendo que para 25/39 dos casos o diagnostico foi entre os anos de 2008-2010.
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Tabela 1: Principais caracteristicas dos pacientes HIV-1

participantes do estudo (n=52)

Idade (anos)
Mediana (variacao) 30 (14 - 65)

Sexo % (n/N)
Masculino 59,6% (31/52)
Feminino 40,4% (21/52)

Categoria de exposicio % (n/N)

Heterossexual 73,1% (38/52)
HSH 17,3% (09/52)
Outras 9,6% (05/52)

CD4 (cel/pL)
Mediana (variagao) 380 (25 -1.082)

Carga viral (copias/mL) - % (n/N)

<10.000 24,0% (12/50)
10.000 — 100.000 48,0% (24/50)
>100.000 28,0% (14/50)

5.2. GENOTIPAGEM PARA RESISTENCIA PRIMARIA AOS
ANTIRRETROVIRAIS EM PACIENTES DO ESTADO DO TOCANTINS

As sequéncias do gene pol (PR e TR) analisadas pela ferramenta de Calibracao
da Populagdo com Resisténcia (CPR) empregando a ferramenta do Stanford
Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM-2010), mostraram mutagdes que
conferem resisténcia primaria aos ARVs em 11,5% (06/52) (IC 95%, 4.4 - 23.4%) dos
pacientes. Paciente BRTOO08-43 apresentou as seguintes mutacdes: M41L, L210W,
T215D (INTR); paciente BRTO02-83: mutacdo Y181C (INNTR); paciente BRTO13-
83: mutagdes D67G, K219E (INTR); paciente BRTO20-83: mutacdes V108I, Y181C
(INNTR); paciente BRTO02-66: mutagdo M46L (IP); e paciente BRTO13-66: mutagdes
VI90I, K103N (INNTR). Todos os isolados apresentaram mutagdes que conferem

resisténcia a apenas uma classe de drogas ARVs: trés pacientes possuiam resisténcia aos
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INNTR, dois aos INTR e um aos IP. Os perfis de mutagdo de cada paciente assim como
o nivel de resisténcia as drogas antirretrovirais estio representados na Tabela 2.

Todas as mutacdes de resisténcia primaria foram encontradas em pacientes
infectados com o subtipo B do HIV-1. Entre pacientes com virus com resisténcia
primaria, trés eram mulheres que referiram a categoria de transmissdo heterossexual
(03/06), seguida de (02/06) HSH e um paciente do sexo masculino que relatou infec¢io
por acidente de trabalho. Nenhum paciente do sexo masculino da categoria de exposi¢ao
heterossexual apresentou mutagdes de resisténcia aos ARVs. A mediana da contagem de
CD4 entre os pacientes com resisténcia primaria foi de 413células/uL (variagdo 244-
611células/puL) e um paciente apresentou contagem de CD4 inferior a 350células/pL. A
mediana da carga viral dos pacientes com resisténcia foi de 48.199cdpias/mL (variagdo
5.361-141.124copias/mL). A resisténcia transmitida foi observada nos pacientes
diagnosticados entre os anos de 2003 a 2009 e a maioria referiu residéncia em Palmas
nos ultimos 10 anos. A mediana da idade dos pacientes com resisténcia primdria foi de
30 anos (variagdo 21 a 42 anos).

As mutacdes que conferem resisténcia aos INTR sdo classificadas de acordo
com as diferentes drogas desta classe. As muta¢des aos analogos de timidina (TAMs)
podem ser: M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F e K219Q/E. Essas mutagdes sdao
selecionadas pelo AZT e d4T. Quando presentes com outras mutagdes podem resultar
em elevado nivel de resisténcia cruzada a outros INTR. Encontramos dois pacientes que
apresentaram mutagdes do grupo das TAMs: BRTO08-43 (M41L e L210W)
apresentando um nivel intermediario de resisténcia ao ABC, AZT, d4T, ddl, TDF; e o
paciente BRTO13-83 (K219E) que confere baixo nivel de resisténcia ao d4T e nivel
intermediario ao AZT.

A mutagdo T215D, também presente no paciente BRTO08-43, que pode ser
encontrada na lista da SDRM-2010, ¢ relatada como uma mutagdo de transi¢do entre
cepas selvagens e as mutacdes Y e F. A maioria ndo reduz a susceptibilidade aos INTR
e parece surgir devido a vantagem de fitness, mas sua presenca pode sugerir que 0s
mutantes T215Y ou T215F também estiveram ou estdo ainda presentes (Violin et al.
2004).

A mutagdo de resisténcia Y181C foi encontrada em dois isolados e provoca alto
nivel de resisténcia a alguns INNTR como NVP e DLV e nivel intermedidrio ao EFZ e

ETR (Katlama et al. 2007). Um destes isolados também apresentou, juntamente com a
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mutagdo Y181C, a mutagdo V108I que diminui em niveis baixos a susceptibilidade aos
INNTR exceto ETR.

Um tnico isolado apresentou a mutagdo KI103N, que confere alto nivel de
resisténcia a NVP, DLV e EFZ (INNTR). Este mesmo isolado também apresentou a
mutagdo V90I, que ¢ um polimorfismo comum, que parece associado com uma
diminui¢ao fraca da resposta ao ETR (Katlama et al. 2007).

O paciente BRTO02-66 foi o unico isolado que apresentou uma mutagdo

(M46L) que confere resisténcia a alguns IP, como: IDV, FPV, LPV, ATV e NFV.

5.3. DIVERSIDADE GENETICA DO HIV-1 EM PACIENTES DO ESTADO DO
TOCANTINS

Entre os 52 isolados analisados, 86,5% (45/52) apresentaram subtipos
concordantes em ambas as regides da PR e TR: 78,8% (41/52) eram subtipo B, 5,8%
(03/52) eram subtipo C e um isolado era subtipo F1. Estes resultados podem ser
confirmados pelo estudo filogenético baseado na constru¢do da arvore filogenética
mediante comparacdo das sequéncias deste estudo com sequéncias de referéncia
disponiveis no banco de dados de Los Alamos. A arvore filogenética confirmou a
formagdo de grupos dos subtipos B, C e F1 nas amostras dos pacientes do estado do
Tocantins, que se agruparam com suas respectivas sequéncias referéncias. Sete clusters
com valores de bootstrap elevado (>70%) foram observados entre isolados do subtipo B
do HIV-1 (Figura 6).

A recombinacido intersubtipo foi confirmada pelo programa SIMPLOT mediante
andlise por bootscanning através da comparacdo da sequéncia de nucleotideos das
regides da PR e TR com sequéncias de diferentes subtipos do HIV-1. Quanto aos 13,5%
dos isolados (07/52) que apresentaram subtipos discordantes nas regides da PR e TR:
1,9% (01/52) era recombinante B™*/F1'X, 7,7% (04/52) eram recombinantes B™/BF1™®
e 3,9% (02/52) recombinantes C™*/CF1'™ (Figura 7). Os isolados recombinantes
C™/CF1™ também apresentaram valor de bootstrap elevado na arvore filogenética

(dado ndo mostrado).
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Figura 6: Arvore filogenética das sequéncias do gene da PR e TR (subtipos puros) do

HIV-1 de pacientes virgens de tratamento do estado do Tocantins (método Neighbor-
Joining e modelo evolutivo Kimura 2-pardmetros com valor de suporte bootstrap de
1000 replicatas empregando-se o programa MEGA). A sequéncia do virus da
imunodeficiéncia simia do chimpanzé (SIVcpz) foi utilizada como grupo externo.(¢

sequéncias referéncias).
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Figura 7: Analise por Bootscanning da sequéncia de nucleotideos das regides da PR e
TR dos isolados A) BRT003-43 (B"™/BF1™) ¢ B) BRT005-43 (C™/CF1™). O eixo
horizontal representa o numero de nucleotideos analisados e o eixo vertical a
porcentagem de arvores permutadas que apoiam um determinado subtipo. Pardmetros:
janela = 200pb, passo = 20pb, GapStrip on, numero de repeticdes = 1000, Ts/Tv = 2.0,
método Neighbor-Joining, modelo evolutivo Kimura 2-parametros.
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6. DISCUSSAO

A epidemiologia molecular do HIV-1 nas regides Sul e Sudeste do Brasil vem
sendo amplamente investigada ¢ documentada. No entanto, existe pouca informacgdo
sobre a prevaléncia de resisténcia primaria aos ARVs e diversidade genética do HIV-1
em pacientes de outras regides do pais, principalmente nos pequenos centros urbanos no
interior do Brasil. Dois estudos prévios de resisténcia primaria envolvendo varios
estados do Brasil incluiram isolados virais de pacientes da regido Norte,
especificamente dos estados do Pard e do Amazonas (Tanuri et al. 1999, Inocencio et al.
2009). Porém, estes estudos ndo discriminam os dados individuais de cada estado.
Assim, os dados sobre diversidade genética do HIV-1 e perfil e prevaléncia de
resisténcia primaria aos ARV nesta regido sdo escassos.

Este estudo apresenta dados pioneiros de sequenciamento da regido po/ do HIV-
1 de pacientes recrutados no estado do Tocantins, o mais novo dos 26 estados
brasileiros, criado em 1989 a partir da divisdo do estado de Goias, e localizado no
centro geografico do pais entre estados do Nordeste, Centro-Oeste e do proprio Norte. A
economia tocantinense estd assentada em um agressivo modelo expansionista de
agroexportacdes que atraiu imigrantes de todo o pais em busca de novas possibilidades.
Suas principais atividades estdo concentradas na capital Palmas, uma cidade planejada,
que ¢ considerada a “capital das oportunidades”. Enquanto Palmas, nosso sitio de
recrutamento, possui apenas duas décadas, a maioria das outras cidades do estado, de
onde metade dos pacientes vieram, remota o periodo colonial quando o ciclo do ouro
atraiu imigrantes principalmente do Sul do pais. Todos estes fatores historicos e
geograficos relacionados com o estado do Tocantins certamente contribuiram para
importante fluxo migratério e afluxo de pacientes de outras regides que podem ter
transmitido o HIV-1 para moradores da nova capital.

O estado do Tocantins também possui algumas reservas indigenas como a Tribo
Karaja e, um dos pacientes incluido pertencia a esta tribo localizada na Ilha do Bananal
que possui em torno de 600 habitantes. Este paciente indigena relatou risco de
exposicdo heterossexual. Relagdes sexuais com profissionais do sexo das cidades
vizinhas sdo frequentemente relatadas entre os indios do sexo masculino no Brasil,

porém a possibilidade da pratica homossexual ndo pode ser descartada. Baixa
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prevaléncia de infeccdo pelo HIV-1 foi relatada em outras tribos do Norte na regido
Amazonica (Andrada-Serpa et al. 1988, Ishak et al. 1995, Shindo et al. 2002). Entre 155
nativos indigenas da Tribo Tiriydé na regido Amazodnica, um individuo do sexo
masculino com infecg¢do pelo HIV-1 foi identificado (Machado et al. 2006). Importante
salientar a possibilidade de disseminagdo/transmissdo do HIV-1 por este indio Karaja do
sexo masculino para o seu parceiro sexual (s) dentro e fora da tribo. Destacamos aqui a
importancia do monitoramento da prevaléncia de doengas infecciosas sexualmente
transmissiveis, como a aids, em comunidades indigenas em risco de extingdo
localizadas em area remotas do pais para preservar sua saude, fertilidade e expectativa
de vida.

Este estudo relatou um nivel moderado de resisténcia transmitida as drogas
(11,5%) acima das taxas observadas na maioria dos estudos no pais e semelhantes as
taxas observadas em paises desenvolvidos (Weinstock et al. 2000). Acreditamos que a
prevaléncia de mutacdes de resisténcia primaria encontrada em Palmas foi influenciada
por imigrantes infectados com HIV-1 que vieram de grandes areas metropolitanas
caracterizadas por um maior tempo de exposicdo as drogas antirretrovirais e, portanto,
maior prevaléncia de resisténcia.

Diferentes perfis e prevaléncia de resisténcia primaria do HIV-1 a ARVs tem
sido descritos em varias regides do Brasil, entretanto permanece uma lacuna sobre a
regido Norte. O primeiro estudo multicéntrico brasileiro em 2001 mostrou que 6,6% dos
pacientes possuiam resisténcia primaria as drogas ARVs. Este estudo incluiu 17
amostras do estado do Pard localizado na regido Norte, mas nenhuma mutagdo de
resisténcia foi detectada nestes pacientes (Brindeiro et al. 2003).

Dois recentes estudos brasileiros multicéntricos relataram niveis de resisténcia
transmitida as drogas variando entre 5,7% (95% IC, 4,4 - 9,6%) e 8,1% (95% IC, 4,8 -
12,6%) entre os pacientes, principalmente de dreas metropolitanas (Inocencio et al.
2009, Sprinz et al. 2009). De acordo com o estudo realizado nas cidades de Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Salvador, Porto Alegre, Belém e Brasilia, a prevaléncia de resisténcia
primaria foi de 8,1%. Neste estudo, os dados de Belém/Para localizado na regido Norte
e Brasilia/Centro-Oeste foram analisados em conjunto e trés casos de resisténcia
primdria foram encontrados (Inocencio et al. 2009). Outro estudo realizado em 13
cidades brasileiras mostrou uma baixa prevaléncia de resisténcia primaria (5,7% dos
387 pacientes virgens de tratamento) (Sprinz et al. 2009). Um estudo recente realizado

no estado de Goias, que faz divisa com o estado do Tocantins, mostrou uma prevaléncia
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de resisténcia primaria de 10% (Cardoso et al. 2009). Embora a maioria dos estudos
indique niveis baixos a moderados de resisténcia primaria no Brasil, altos niveis ja
foram relatados nas cidades de Santos no estado de Sao Paulo e Salvador no estado da
Bahia (Pedroso et al. 2007, Sucupira et al. 2007). Em conjunto com os dados aqui
relatados, evidenciam a necessidade de estudos de vigilancia de resisténcia primaria em
todo o pais, principalmente em cidades com crescimento acelerado e grande fluxo
migratorio como Palmas.

A introdu¢do da HAART em pacientes infectados com HIV-1 estd associada
com uma reducdo acentuada na morbidade e mortalidade e uma recuperacdo
significativa do comprometimento imunologico funcional (Lederman et al. 1998, Palella
et al. 1998). Porém, a resisténcia aos ARVs ¢ uma das principais causas de faléncia do
tratamento em individuos com infec¢do pelo HIV (Miller et al. 1998). Apesar do alto
nivel de exposi¢do aos ARVs, no Brasil em geral a prevaléncia de resisténcia primaria
continua baixa. Porém, a circulacdo de um nivel moderado de cepas do HIV-1 com
mutagdes de resisténcia primaria entre as trés principais classes de drogas ARVs
disponiveis no Brasil, foi encontrada no estado do Tocantins, sugerindo transmissdo do
virus resistente nesta area.

O primeiro dado sobre a epidemiologia molecular descrito na regido Norte do
Brasil mostrou proporg¢des iguais dos subtipos B e F1 do HIV-1 e 45,16% de mosaicos
recombinantes entre os subtipos B, C e F1, entre 31 individuos infectados que
participaram de um Centro de Testagem e Aconselhamento em Aids na cidade de
Manaus, estado do Amazonas (Vicente et al. 2000). Em pacientes de Belém no estado
do Para e Macapa no estado do Amap4, sequéncias das regides C2V3 e PR mostraram
predominio do HIV-1 subtipo B, circula¢do do subtipo F1, introdugdo do subtipo D e da
CRF02 AG e varias formas recombinantes (Machado et al. 2009). Os dados do estado
do Tocantins auxiliam a compor o mapa molecular do HIV-1 no Norte do pais onde
foram identificados nas regides da PR e TR os subtipos B, C e F1 puros e as formas
recombinantes B/F1 e C/F1 em pacientes recrutados entre os anos de 2008 e 2010.

Em relagdo ao subtipo B encontrado no estado do Tocantins, analise filogenética
indicou a formagdo de alguns clusters de transmissdo local, incluindo dois ou trés
isolados cada, com valores de bootstrap elevados (quatro grupos com bootstrap de 99, e
os demais grupos com bootstrap de 97, 96 e 85 cada). No total, sete clusters sugerem a
transmissdo local em um grupo de 16 isolados que representam 30,8% dos pacientes

analisados no trabalho. Além destes, foram identificados nas andlises filogenéticas
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outros clusters, porém com valores de bootstrap menores. Deste modo, podemos
observar que além da importagdo de subtipos de outras regides também estd ocorrendo
uma disseminacao localizada do virus HIV-1 no estado do Tocantins.

No Brasil maiores proporgdes do subtipo C encontram-se na regido Sul do pais,
nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, e vem aumentando nos
estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Soares et al. 2003b, Rodrigues et al. 2006,
Santos et al. 2006). O subtipo C do HIV-1 ja foi identificado fora da regido Sul e
Sudeste indicando a interiorizacdo deste subtipo para o Centro-Oeste, Norte e Nordeste
do pais, como nos estados de Goids, Pard e Bahia respectivamente (Stefani et al 2007,
Pedroso et al. 2007, Cardoso et al. 2009, Machado et al. 2009) e agora, também, no
estado do Tocantins.

O subtipo B do HIV-1 ¢ predominante no Brasil. No entanto, um crescente
nimero de infecgdes por HIV-1 ndo-B e formas recombinantes estdo sendo
identificados (Vicente et al. 2000, Eyer-Silva et al. 2007). No estado do Tocantins,
21,2% dos isolados incluiam subtipos ndo-B. A maioria era recombinantes B/F1 e C/F1,
demonstrando a natureza dindmica e complexa da epidemia do HIV-1 no estado do
Tocantins.

A semelhanga do que tem sido descrito nos estados do Sul uma propor¢io
significativa dos isolados (13,4%) era HIV-1 recombinante principalmente incluindo os
subtipos B e F1. Além disso, recombinantes C/F1, incluindo dois subtipos que nao sio
prevalentes na regido Norte, foram detectados em dois pacientes sem vinculo
epidemioldgico. Uma vez que neste cendrio a prevaléncia dos subtipos F1 e C foram
baixas, ¢ mais provavel supor que estes recombinantes, especialmente as formas C/F1
foram importados de regides metropolitanas do Sul do Brasil, onde esses subtipos
principalmente o subtipo C, co-circulam em maior frequéncia e tém maior chance de
causar a co-infec¢@o ou superinfec¢@o e gerar formas recombinantes.

Em geral os dados da epidemiologia molecular no estado do Tocantins sugerem
a influéncia da epidemia da regido Sul e Sudeste e também inicio da epidemia no
proprio estado, pois tem ocorrido disseminagdo interna do HIV-1 onde varios clusters
de transmissao local do subtipo B foram identificados. As primeiras sequéncias de HIV-
1 subtipo C do estado do Tocantins formaram um cl/uster monofilético com sequéncias
do subtipo C da regido Sul, indicando o impacto da epidemia desta regido sobre a
epidemia no Norte do Brasil. Curiosamente, os dois isolados C™*/CF1™ formaram

cluster com valor de bootstrap elevado (>70%). Desta forma, os resultados da
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epidemiologia molecular do estado do Tocantins, indicam complexos padrdes genéticos
do HIV-1 semelhante ao que foi descrito nas grandes regides metropolitanas. Estes
resultados indicam a influéncia de HIV-1 importados de outras regides na epidemia do
estado do Tocantins, especialmente na recém criada cidade de Palmas. O paciente
indigena da Tribo Karaja descrito no presente estudo foi infectado pelo subtipo B do
HIV-1, indicando a introdugdo e circulacdo deste subtipo entre os indios do Norte do
Brasil, a semelhanga do que foi encontrado na Tribo Tiriyé (Machado et al. 2006).

Apesar do tamanho da amostra de estudo ser relativamente pequeno, este grupo
representa em torno de 40-50% dos pacientes virgens de tratamento desta area durante o
periodo de recrutamento (dado pessoal). No Tocantins a incidéncia de infec¢do pelo
HIV-1 e a densidade demografica sao baixas. Um dos fatores limitantes deste estudo foi
o ensaio genotipico utilizado que ndo identifica variantes minoritarias do virus que
constituem menos de 20 a 30% da populagdo viral (Barbour et al. 2004). Outra possivel
limitacdo deste estudo pode ser o uso de ARV nio relatado por algum paciente. Embora
esta possibilidade ndo possa ser completamente descartada, uma evidéncia que reforga
que os pacientes incluidos eram realmente virgens de tratamento foi, a auséncia de
mutagdes de resisténcia associadas a duas ou a trés classes de drogas. De acordo com a
Sociedade Internacional da AIDS (IAS-EUA) dupla ou tripla resisténcia a ARV ¢
geralmente observada em pacientes ja tratados com ARV (Caseiro et al. 2008).

Embora nos ndo saibamos, ao certo, a data de infeccdo destes pacientes virgens
de tratamento, considerando a contagem de células CD4, a maioria deles € paciente com
infec¢do cronica. Em individuos recém infectados a presenca de virus com mutagdes de
resisténcia pode ser mais frequente que em individuos com infec¢do cronica, pois na
auséncia de pressao seletiva das drogas, os isolados com mutagdo tendem a cair a niveis
indetectaveis pelos métodos de sequenciamento convencional. Contudo, algumas
mutagdes associadas a resisténcia podem persistir durante meses ou anos em individuos
virgens de tratamento ARV, presumivelmente porque estas mutacdes ndo conferem uma
desvantagem significativa do fitness viral. Mutacdes de resisténcia que causam pouco
ou nenhum impacto no fitness viral podem ser detectadas por longo periodo de tempo
em individuos virgens de tratamento ou em individuos que interromperam a terapia,
diferentemente das mutagdes que impdem um grande custo adaptativo ao virus (Shafer
2002).

Mutagdes de resisténcia transmitidas associadas a INNTR representam o grupo

melhor estudado dessas mutagdes, e alguns estudos sugerem que algumas

54



dessas mutagdes podem persistir por anos apos a infec¢do em pacientes tratados (Geretti
2006). Em nosso grupo de estudo a diminuicdo da susceptibilidade aos INNTR
predominou entre as trés classes de drogas. Mutagdes que tendem a ser menos estaveis
na auséncia da pressdo exercida pelos medicamentos e que predominam em pacientes
recém-infectados ou recém-tratados, como M184V e K65R, ndo foram observadas.

A identifica¢do de gendtipos do HIV-1 representa uma ferramenta importante
para estudos de epidemiologia molecular, auxiliando na avaliacdo da evolucdo da
epidemia e contribuindo para a compreensdo da evolugdo e disseminacdo do virus. A
epidemia do HIV-1 no Brasil ¢ amplamente heterogénea. Os numeros relacionados com
as regides Sul e Sudeste indicam estabilizacdo da epidemia, entretanto no Norte do pais
ha tendéncia de crescimento da epidemia. Os resultados aqui apresentados indicam a
presenca de uma epidemia com caracteristicas complexas em Palmas, Tocantins devido
ao nivel moderado de resisténcia primdria e alta diversidade genética do HIV-1 com alto
numero de formas recombinantes circulantes.

Em geral, esse levantamento no estado do Tocantins, Norte do Brasil, indica o
aspecto dindmico da epidemia do HIV-1 neste cenario de crescimento rapido e sugere
uma forte influéncia de casos importados das regides Sul e Sudeste, juntamente com
alta taxa de disseminacgdo interna do HIV-1. Neste cendrio de crescimento rapido em
uma area geograficamente distante, outros estudos devem monitorar a diversidade
genética do HIV-1 e a circulagdo de cepas resistentes em individuos virgens de
tratamento. Estes dados poderdo indicar se estes pacientes podem se beneficiar do teste

genotipico para resisténcia pré-tratamento.
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7. CONCLUSOES

Prevaléncia e perfil de mutagdes associadas a resisténcia primdria em pacientes
virgens de tratamento do estado do Tocantins recrutados no periodo de 2008 a 2010:
1. Nivel intermediario de resisténcia primaria aos ARVs;
2. Mutagdes associadas a resisténcia primaria entre as 3 principais classes de drogas
ARVs (INTR, INNTR e IP).
3. Auséncia de mutagdes a mais de uma classe de ARV;

4. Maior frequéncia de mutacdes a INNTR, seguida de mutagdes a INTR e a IP.

Diversidade genética do HIV-1 em pacientes virgens de tratamento do estado do
Tocantins recrutados no periodo de 2008 a 2010 (figura 8):
1. Prevaléncia do subtipo B que co-circula com menores proporgdes dos subtipos C e
F1;
2. Formas recombinantes do HIV-1 envolvendo os subtipos B e F1 representaram a
segunda forma genética mais prevalente. Também foi observada a presengca de
recombinantes C/F1;
3. Analise filogenética indicou a ocorréncia de clusters de transmissdo local do subtipo

B e interiorizacdo do subtipo C proveniente da regido Sul do Brasil para a regido Norte.

Figura 8: Subtipos genéticos do HIV-1 nas regides da PR e TR em pacientes do estado
do Tocantins.

56



8. RECOMENDACOES

Neste estado, a prevaléncia de resisténcia primaria deve ser monitorada para
indicar o custo-beneficio da implantacdo do teste de genotipagem pré-TARV para

auxiliar na sele¢do de esquemas ARV's que permitam atingir e manter a supressao viral.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Sistema de classificagcdo da infec¢do pelo HIV do Centro de Controle e
Prevenc¢ao de Doencas, 1993

Categorias clinicas do sistema de classificacio do CDC em pessoas infectadas pelo HIV

Categoria A

Infecgdo assintomatica pelo HIV
Infecgdo aguda (primaria) pelo HIV com doenga associada ou historia de infec¢io aguda pelo
HIV

Linfadenopatia generalizada persistente

Categoria B

Situacdes sintomaticas * que néo estdo incluidas nas condigdes da categoria C. Alguns
exemplos mas que ndo sdo Unicos:
e Angiomatose bacilar
e Candidiase orofaringe (sapinhos)
¢ Candidiase vulvovaginal persistente, frequente, ou que responde mal ao tratamento
e Displasia do colo uterino (moderada ou grave/carcinoma do colo in situ
e Sintomas sistémicos tais como febre (38.5°C) ou diarreia com duragio superior a um
més
e Leucoplasia oral
e Herpes zoster envolvendo pelo menos dois episodios ou mais que um dermatomo
e Purpura trombocitopénica idiopatica
e Listeriose
e Doenga inflamatdria pélvica, particularmente se complicada por abcesso tubar e
ovarico

e Neuropatia periférica

Categoria C — Critérios definidores de aids**

Candidiase dos bronquios, traqueia ou pulméo

Candidiase esofagica

Carcinoma invasivo do colo uterino

Coccidioidomicose disseminada ou extrapulmonar
Criptococcose extrapulmonar

Criptosporidiose intestinal cronica (duragdo superior a um més)

Doenga por citomegalovirus (além do figado, bago ou ganglios linfaticos)
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Retinite a citomegalovirus (com perda da visao)

Encefalopatia associada ao HIV

Herpes simples: ulceras cronicas (durag@o superior a um més), bronquite, pneumonite ou
esofagite

Histoplasmose disseminada ou extrapulmonar

Isosporiase intestinal cronica (dura¢do superior a um més)

Sarcoma de Kaposi's Linfoma de Burkitt's (ou forma equivalente)

Linfoma imunoblastico (ou equivalente)

Linfoma primario cerebral

Micobacterium avium disseminado ou extrapulmonar

Micobacterium tuberculosis em qualquer localizagdo (pulmonar ou extrapulmonar)
Micobacterium de outras espécies ou espécies ndo identificadas disseminada ou
extrapulmonar

Pneumonia a Pneumocistis

Pneumonia recorrente™

Leucoencefalopatia multifocal progressiva

Septicemia a Salmonella recorrente

Toxoplasmose cerebral

Sindrome de emaciag@o por HIV

* Estas condi¢des devem ter pelo menos um dos seguintes critérios: a) Situagdes
atribuidas ao HIV ou indicativas de uma deficiéncia de imunidade celular; ou b)
Condi¢des consideradas medicamente como tendo uma evolugdo clinica ou que

requerem um tratamento que é mais complicado pela infecgdo HIV.

** Uma vez tenha ocorrido a condi¢cdo para a Categoria C o doente fica com essa

categoria C.

Categorias pela contagem de CD4*
Categoria 1: >500 CD4células/pl
Categoria 2: 200-499 CD4células/pl
Categoria 3: <200 CD4células/pl

* A Categoria deve ser determinada pelo valor mais baixo de CD4 e ndo pelo mais

recente.
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ANEXO 2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

"— UFG
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA,
PARASITOLOGIA E PATOLOGIA

Rua 235 s/n Setor Universitario CEP 74605050

Laboratorio de Imunologia da Aids e da Hanseniase - Laboratorios n° 326, 327 e
33S.

Telefones: (62) 32096111

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidado para participar como voluntario em uma investigagdo sobre infec¢éo
pelo HIV/AIDS. Vocé serd informado sobre todas as etapas da investigacdo. Caso vocé aceite
participar da investigacdo, assine ao final deste documento. Caso ndo queira participar, vocé
ndo sofrerda nenhum tipo de prejuizo no seu tratamento, assisténcia, cuidado ou

acompanhamento.

Informacdes sobre a Pesquisa

Titulo do Projeto: RESISTENCIA PRIMARIA AOS ARVs E DIVERSIDADE GENETICA
DO HIV-1 EM PACIENTES DO ESTADO DO TOCANTINS.
Responsavel: Dra Mariane Martins de Aratijo Stefani — Instituto de Patologia Tropical e Saude

Publica / Universidade Federal de Goias

Descricio da Pesquisa

O virus que causa a aids ¢ chamado de HIV-1. Vérios 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, o0 HIV pode mudar seu material genético e ficar resistente a
drogas que s@o normalmente utilizadas no tratamento da infec¢@o. O objetivo deste estudo ¢
identificar o tipo de HIV-1 responsavel pela sua infeccdo e analisar se este virus apresenta

alteracdes que fazem com que o virus ndo seja destruido pelas drogas usadas para combaté-lo.

Procedimento da Pesquisa

Se vocé concordar em participar desse estudo, nds iremos fazer perguntas sobre fatores que
podem levar a maior risco para infec¢do pelo HIV e coletar uma unica amostra de sangue que

apresenta um risco minimo a saude.
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Tudo o que soubermos sobre vocé através do estudo (resultados de exames, entrevista) sera
confidencial. A sua identidade jamais serda revelada e mesmo na divulgag¢do dos resultados

nenhum participante sera identificado de nenhuma maneira.

Os resultados sobre o tipo de HIV-1 que causou sua infec¢do e se este virus sofreu alteracdo e
pode ndo responder ao tratamento serdo repassados ao laboratério onde vocé faz seus exames de
carga viral e contagem de CD4 ou ao médico responsavel pelo seu acompanhamento. Se vocé
tem alguma duvida relacionada ao estudo neste momento ou durante a investigagdo, vocé
podera contactar o Instituto de Patologia Tropical ¢ Saude Publica da Universidade Federal de
Goias, Laboratério de Imunologia da AIDS, Prof Dra Mariane Martins de Araujo telefone

0XX62 3209 6111 que estara disponivel para esclarecer suas davidas.

Participacio
A sua participagdo ¢ voluntaria, vocé pode recusar e retirar o seu consentimento a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo na realiza¢do dos exames de rotina de acompanhamento ou no
tratamento da infec¢@o pelo HIV. A sua participacdo voluntaria ndo ird além da coleta de sangue
e entrevista, ndo havendo, portanto, nenhum tipo de risco a sua satide e integridade fisica, ndo
cabendo, pois, qualquer tipo de indenizagdo por danos, pois estes ndo existem.
CRITERIOS DE INCLUSAO - Pacientes HIV positivos/aids, provenientes ou com domicilio no
estado onde faz acompanhamento clinico e laboratorial.
CRITERIOS DE EXCLUSAO - Pacientes HIV positivos/aids que nio morem nem sejam
provenientes da area de estudo, pacientes HIV positivos/aids que tenham os 2 ltimos resultados
de Carga Viral indetectavel ou resultados de contagens de CD4 inferiores a 200 células/uL pois

nestes casos, as chances de recuperagdo do virus nas amostras de sangue sdo reduzidas.

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.

Consentimento

Eu, s

RG/CPF n°. concordo em participar deste estudo. Certifico que fui informado

sobre o estudo, estou ciente que minha participagdo ¢ voluntaria, que responderei a um
questionario e serei submetido a uma Unica coleta de sangue. Sei que posso desistir de participar
deste estudo em qualquer momento sem ter nenhum tipo de prejuizo no meu

tratamento/assisténcia ou acompanhamento. Concordo, inclusive, com a possivel publicagio dos
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resultados dessa pesquisa em forma de resumos e/ou artigos cientificos em revistas, pois sei que
os pacientes serdo identificados por codigos. Informo que aceito participar/ou que o menor de

18 anos sob minha responsabilidade participe da investigacdo.

Assinatura do participante ou responsavel pelo menor Assinatura do entrevistador

Data: / /

Assinatura do Pesquisador

Testemunhas no vinculadas as equipe de pesquisadores:

Assistimos a informagdo sobre o estudo, solicitagdo do consentimento e o aceite do

voluntario em participar

Nome Assinatura

Nome Assinatura
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ANEXO 3: QUESTIONARIO PADRONIZADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS UFG
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA,
PARASITOLOGIA E PATOLOGIA
Laboratorio de Imunologia da AIDS e da Hanseniase - n°® 326/327/335
Rua 235, esquina 1* avenida, s/n, Setor Universitario. Goiania-Goias, 74605-050.
Fone: (62) 3209-6111 Fax: (62) 3521-1839

QUESTIONARIO SOBRE FATORES DE RISCO PARA INFECCAO PELO HIV

DADOS GERAIS
UNIDADE:..... .ot Data:......... fovieennn I
Nome do (2) MEAICO (A):.....cccuviiieiiiiiieiiie ettt e eete e eete e e e ette e e tbeeesesbaeesasbaeeesssaeesssaeeesnssaeesnnns
Nome do Paciente:...........ocooiiiiiiiiiiiiiii e ID:o,
I s (1 30 1) 1141 1 (1 OSSR
Data de Nascimento: ............. [oeereereannn Loerierivann, Idade.:........ anos Sexo:( )F ( )M
L 00 111 L) T o USSR PR
Bairro:........ocoooiiiiiiie Cidade:...........coooiiiiiiieeeeeee, UF:.............
Cidade de Residéncia nos UHmos Dez ANOS:.................c..coocoooeverreeereeireseeeseesseseeeeseseeeees e
Telefones Para Comtatos:.............coooiieiiiiiiiiiiie ettt e et stee et e e te e saeeesbeeenaeeenees
Escolaridade:................cooooiiiniiiiiiiiieee Profissao:..........cooceeniiniiiiiiiiee
Tipo de Exposicio:
(.....) parceiro heterossexual HIV +/aids (.....) parceiro homossexual HIV +/aids
(.....) usudrio de drogas injetaveis (.....) transfusdo de sangue
(.....) transmissdo vertical (mae/filho) (ce0er) OULTO ittt
Ano, Local e Unidade de Diagndstico da Infecciio pelo HIV:...............cccoooiiiiiiiiiiciniieee
Tem Filhos? (....) Ndo (....) Sim Quantos?..........
Tem Algum Filho com HIV/aids? (....) Ndo (.....) Sim Quantos?........... Qual Idade?...........
Em Esquema Anti-retroviral?
(crrer) INBO- NAIVE.oicutieiiectiiiecite sttt et e sttesev e et estbestbeestesseasseesssesssassaessaesssesseasssesssesssassesssesssesssenssens
(.....) Sim- Inicio dO TratameENto:........cecuiieiiiieiieeiie ettt et ettt e be e e b e beeeereeeeeaee e
Municipio e Unidade da realizacio do tratamento:...................cccceevevieriieniiiencienie e



IN R T ettt ettt ettt e et et e e st e s e e te et e st e eaeense e st ense st e sseene et enseeseenseesenseentenseeneensannan
P ettt e s e s a e sttt an et s e san e seneeene
Ultimo Resultado da Carga Viral:..............ococcoovoeeeeeeeeereeeeen, Data............ Joevernans Joveeernannn,
Ultimo Resultado da Contagem de CD4:.................cooccooovvveveeninn, Data:........... J oo
Ultimo Resultado da Contagem de CD8:.................cccccocovvvinernninn, Data............ Joveeeannn oveovennnns
ODSEIVACHES:........ceviiiiiiiiieiiiieee e e ettt e e e e e eet bt e e e e e estaeeeeeeeeeeatttaaaeeeessasstaseaaeesassssssseseasnssrssseseasasens

Assinatura do responsavel pelo Questionario
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ANEXO 4: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA




ANEXO 5: FINANCIAMENTO DO PROJETO DE PESQUISA
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Abstract

The diverse Brazilian AIDS epidemic has reached small cities and scant molecular
information is available about the epidemic in North Brazil, where incidence is
growing. This study describes primary HIV-1 drug resistance mutations and subtypes in
the protease (PR) and reverse transcriptase (RT) regions among naive patients recruited
in Palmas, capital of Tocantins State, a newly built city in north Brazil. PR/RT regions
were retrotranscribed from plasma HIV-1 RNA and 52 were sequenced after direct
nested PCR. HIV-1 subtypes were assigned by phylogenetic analysis. Primary drug
resistance was analyzed by the Calibrated Population Resistance (CPR)-Stanford
Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM) tool. Most patients included (59.6%)
were males, median age 30 years, mainly referring heterosexual or homosexual
unprotected sex. One male patient was from the Karajas indigenous tribe. Prevalence of
primary resistance mutations was 11.5% (CI 95%, 4.4-23.4%): non-nucleoside-RT-
inhibitor mutations (n=3), nucleoside-RT-inhibitor mutations (n=2), protease inhibitor
mutation (n=1). Dual or triple class resistance was not observed. HIV-1 subtype
BR/B® represented 78.8%, 5.8% were subtype C, 1.9% were subtype F1. Recombinant
viruses represented 13.5% (07/52): B™/FI*T (n=1), B™*/BF1}" (n=4) and C™/CFI}*"
(n=2). This study about the AIDS epidemic in the recently founded city of
Palmas/Tocantins in inland north Brazil shows moderate levels of primary drug
resistance and the circulation of complex recombinant viruses. This pattern is similar to
what has been described in major metropolitan cities, suggesting the influence of
imported cases from the south/southeast. Moreover these results indicate that patients

from this setting should be monitored regarding primary drug resistance mutations.
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Introduction

The Brazilian Ministry of Health has been providing free universal access to
antiretroviral drugs (ARV) for two decades. Currently around 200000 AIDS patients are
under treatment, including mainly nucleoside/non nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NRTUNNRTI) and protease inhibitors (PI)."! Under this context of
widespread ARV use, primary and secondary drug resistance mutations represent
important public health issues since they may compromise further treatment options and
increase the risk of virologic failure.” Surveillance studies in the USA indicate that the
rates of primary resistance are either increasing (from 3.4% to 12.5%) or stable around
10% over the years.>* An European study including ARV-naive patients from 19
countries detected 10% primary drug resistance.’ Brazilian studies including mainly
from medium to large urban cities from the south/southeast and central west regions
have shown low to moderate levels (5-15%) of primary drug resistance in patients

infected with HIV-1.%"

Extensive molecular epidemiology data of HIV-1 including several full length or near
full-length recombinant genomes from south/southeast Brazil indicates the prevalence
of subtype B, followed by subtypes F and C.'"'? More recently a growing number of
recombinant forms especially involving subtypes B and F1, subtypes B and C have been

described throughout the country. 7”117

Most of what is known about HIV-1 drug resistance and molecular epidemiology in
Brazil reflects the southeast region, considered the epicenter of the epidemic where the
prevalence has been considered stable at 0.6% (around 600000 individuals)."! However

several evidences indicate that the epidemic continues to grow in other parts of the
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country such as the north region.' Scarce molecular information is available about the
epidemic in North Brazil which represents almost half of the country’s territory
comprising the Amazon region and is characterized by low demographic density and

AIDS prevalence.”**

This study reports for the first time HIV-1 drug resistance mutations and subtypes
circulating among ARV naive patients recruited in the newest Brazilian State capital,

Palmas from the inland North State of Tocantins in Brazil.

Materials and Methods

Study area, patients and methods

The study area was Palmas city (around 220000 inhabitants; 10°South/48°West), capital
of the Tocantins State in the north Brazilian region, legally created in 1989 from the
division of the Goias State, which accounts around 1300 notified AIDS cases.' Patients
with confirmed diagnosis of HIV-1 infection were recruited at the regional Public
Health Central Laboratory (LACEN- reference laboratory for CD4 counts and plasma
viral load (PVL) assessments) in Palmas between 2008-2010. Inclusion criteria were
patients with recent or chronic diagnosis of HIV-1 infection, from both sexes, of any
age range, never treated with any ARV drug. Local Ethical Committee
(CEPMHA/HC/UFG) approved this study and all included patients signed an informed
consent. For the patient under 18 years, the informed consent was signed by the legal
guardian. A standardized questionnaire was used to collect the socio-behavioral, clinical
and laboratory data (HIV RNA load: branched-chain DNA - bDNA, SIEMENS; CD4

counts: FACSCalibur, Becton Dickison).

91



For the molecular study the RNA was extracted from plasma (QIAamp® Viral RNA
Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany), reverse transcribed into complementary DNA
(cDNA) (Invitrogen) and used as the target for nested polymerase chain reaction
(nested-PCR) employing HIV-1 PR and RT KI1/K2 external primers and DP10/F2
internal primers, as previously described.” The reaction products were sequenced using
ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). All generated
sequences were subjected to quality control analysis by HIV-1 Quality Analysis
Pipeline Tool (http://www.sanbi.ac.za) and screening by visual inspection of the

alignment by Bioedit software to exclude sample mix-ups and contaminations.**

HIV-1 genetic subtypes were defined by REGA automated genotyping tool version 2.0
and phylogenetic inference.” Study sequences were aligned with reference set from the
Los Alamos HIV database (ww.hiv.lanl.gov) using the Clustal X software and adjusted
manually by the BioEdit software.”* Phylogenetic inferences were performed by the
Neighbor-Joining (NJ) method under Kimura’s two-parameter correction using MEGA4
software.”® Bootstrap values (1000 replicates) above 70% were considered significant.
Isolates with discordant subtypes in the PR and RT regions were analyzed by SIMPLOT
3.5.1 software in 200 bp sliding window advanced in 20 bp steps size increments (1000
replicates).”’ Sequences were gap-stripped, the transversion-to-transition ratio was set to

2.0, and distances were calculated according to Kimura’s two-parameter model.

Primary drug resistance was analyzed using the Calibrated Population Resistance (CPR)
tool employing the Stanford Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM)
(hivdb.stanford.edu).”® ARV mutation susceptibility profile was defined by Stanford

HIV Drug Resistance Database. (Accessed: December/2010).
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Frequencies, medians of main variables and 95% confidence interval (CI) were obtained
using Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, 13.0) for Windows (Chicago,

IL, USA).

Results

Fifty-two ARV drug naive HIV-1 infected patients were included in this study: 59.6%
(31/52) were males; median age was 30 years (14-65 years range). The predominant risk
factor was heterosexual unprotected sex (73.1%, 38/52), followed by 17.3% (09/52)
men who have sex with men (MSM), one injecting drug user, one vertical transmission
patient (14 years old) and one blood transfusion case. One of the patients was from the
Karajas indigenous tribe (600 inhabitants) from north Brazil, 19 patients lived in Palmas
city and the rest came from smaller rural cities from Tocantins State. The median of
CD4 cell counts (n=51) was 380 cells/uL (25-1082 cells/uL range) and the median of
PVL (n=50) was 26605 copies/mL (553-307834 copies/mL); for one patient CD4 cell
count was not available and for two patients PVL were missing. Almost half of the
patients (24/50) had PVL between 10000 and 100000 copies/mL, 12 patients had PVL

below 10000 copies/ml and 14 patients had PVL above 100000 copies/mL.

According to SDRM-2010 database , 11.5% (06/52) (CI 95%, 4.4-23.4%) of the isolates
presented primary drug resistance mutations. The individual mutation profiles of naive
patients with primary resistance to ARV are depicted in Table 1. Resistant isolates
presented mutations associated with only one class of ARV drug. Three patients
presented mutations associated with NNRTI, two patients had mutations associated with
NRTI and one patient had mutations associated with PI. The median age of naive

patients with resistant mutations was 30 years (21-42 years range); the median CD4
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count was 413 cells/uL (244-611 cells/uL) and the median of PVL was 48199

copies/mL (5361-141124 copies/mL range).

Most HIV-1 pol sequences analyzed (86.5%, 45/52) clustered with one subtype in PR
and RT genes: 78.8% (41/52) were assigned subtype B, 5.8% (03/52) were subtype C
and one patient was subtype F1 (Figure 1). Seven clusters with high support values
(>70%) were observed among HIV-1 subtype B isolates from naive patients recuited.
Seven isolates (13.5%) had discordant HIV-1 subtypes in PR and RT genes and BF1
and CF1 recombinations were confirmed by bootscanning analysis (Figure 2): B™/F1}"
(n=1), B**/BFI*" (n=4) and C™/CF1*" (n=2). The C™*/CFI}" isolates also represented
a cluster with high support value in the phylogenetic tree (data not shown). All the six
HIV-1 isolates with primary resistance mutations were HIV-1 subtype B. Figure 3

summarizes the HIV-1 genetic diversity among naive patients from Tocantins State.

Discussion

The diverse Brazilian AIDS epidemic that started in the southeast has reached small
cities throughout the country and not much is known about the prevalence of primary
drug resistance mutations and the circulating HIV-1 genetic forms in inner smaller
cities. This study adds important molecular data about the AIDS epidemic in the newest
state capital in Brazil located in the lowest populated and less industrialized North
region. So far only three studies had described the molecular epidemiology of HIV-1 in
North Brazil.*** This is the first report about the molecular characteristics of the
epidemic in the Tocantins State, north Brazil which was legally created in 1989. In this

setting we observed a moderate level of primary drug resistance, higher than observed
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in other larger metropolitan cities. Moreover extensive HIV-1 genetic diversity,

including distinct recombinant forms, was detected.

This study represented a unique opportunity to describe the molecular characteristics of
the HIV-1 epidemic in a new, diverse and growing setting in inland north Brazil such as
the recruiting site. Palmas, a new planned city, built in an area that belonged to several
farms, is still known as the “capital of opportunities™ attracting thousands of migrants
from all over the country. While Palmas, where naive patients were recruited, is only
two decades old, most of the other cities in the state, from where half of the naive
patients came from, date back to the Portuguese colonial period when missionaries from
the north and gold seekers from the south arrived and settled. Tocantins State is also
home of some indigenous reservations such as “Karajas Tribe”, from where one the
patients, reporting heterosexual risk exposure came from. Sexual relationships with
prostitutes from neighboring villages are frequent among male indians in Brazil,
although the possibility of homosexual practice cannot be excluded.”> We have not
investigated the prevalence in this tribe, but low prevalence of HIV-1 infection have
been reported in other tribes from the north Amazon region.”>' Among 155 native
indigenous from Tiriyo Tribe in the Amazon region, one male individual was found to
be infected with HIV-12' We have to point out the possibility of
transmission/dissemination of HIV-1 by this male Karaj4 indian to his sexual partner(s)
within and outside the tribe. This issue highlights the importance of assessing and
monitoring the prevalence of sexually transmitted infectious diseases, such as AIDS,
within unprotected, culturally distinct and threatened indian communities in remote

areas of Brazil, also to preserve their fertility and life span.
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This study reported a moderate level of transmitted drug resistance in this inland city in
North Brazil (11.5%) above rates observed in most studies in the country and similar to
rates observed in developed nations among recently infected individuals.*> We believe
that the prevalence of primary resistance mutations found in Palmas was surely
influenced by migrants infected with HIV-1 that came from larger metropolitan areas
characterized by a longer exposure to ARV drugs and therefore higher prevalence of
transmitted resistance. The first Brazilian survey in 2001 which showed 6.6% primary
drug resistance included 17 samples from Pard State in the North region but no
resistance mutation was detected.® More recent Brazilian multicentric studies reported
levels of transmitted drug resistance ranging from 5.7% (95% CI, 4.4-9.6%) to 8.1%
(95% CI, 4.8-12.6%) among patients especially from the biggest metropolitan cities.>”
The study showing 5.7% primary drug resistance included 387 naive patients from 13
Brazilian cities, mainly from the south/southeast.” The other recent multicentric survey
reported 8.1% primary drug resistance mutations among patients from the six most
populated state capitals in Brazil (S2o Paulo, Rio de Janeiro, Salvador, Porto Alegre,
Brasilia and Belém). In this study, the data from Belém/Para state in the north and from
Brasilia in central-west were analyzed together and 3 resistant cases were reported.® In
Recife, northeast Brazil 3.6% primary drug resistance was observed in patients recruited
in 2003-2004.%* A recent study from Goias State, from which Tocantins State was split,
showed 8-10% primary drug resistance among naive patients.” Although most studies
have indicated stable low to moderate levels of primary drug resistance in Brazil, high
levels were reported in some settings.”*** Altogether these data including the ones
herein reported highlight the need for continued surveillance studies about primary drug

resistance throughout the country, especially in a new, fast growing city as Palmas.
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The first molecular epidemiology data from north Brazil described equal proportions of
HIV-1 subtypes B and F and 45.16% mosaic forms of subtypes B, C and F among 31
infected individuals that attended a Counseling and Testing AIDS center in Manaus,
Amazon State.”’ In patients from Belém/Para State and Macapa/Amapé State in north
Brazil C2V3 and PR sequences showed predominance of HIV-1 subtype B, the
circulation of subtype F, the introduction of subtype D, CRF02 AG and several

possible recombinant forms.”> Our study showed besides the predominance of HIV-1

PR/RT CPR/ RT

subtype B the circulation of HIV-1 subtype , that prevails in southern states,
and one patient infected with subtype F1"*RT_ Similar to what has been described in the
southern states a significant proportion of isolates (~14%) were recombinant viruses
mostly including subtypes B and F1. Additionally another recombinant profile
C™/CF1Y, including two subtypes that are not prevalent, was also detected among two
patients. Since in this setting the prevalence of subtype F and C was low, it is more
likely to suppose that these recombinants, especially the CF1 forms were imported from
larger metropolitan cities in south Brazil where these subtypes co-circulate at a higher
frequence and have a higher chance to cause co-infection or superinfection and generate
recombinant forms. Overall our molecular epidemiology data suggest the influence of
epidemic from the south/southeast in the beggining of the epidemic and the

dissemination of several subtype B clusters locally. Interestingly one these clusters was

represented by the two C™*/CF1"" isolates identified.

The native indigenous patient from Karajas Tribe described in the current study was
infected with HIV-1 subtype B confirming the introduction and circulation of this
subtype among indians from north Brazil, similarly to what was found in the Tiriyo

21

tribe.” The first HIV-1 subtype C sequences from Tocantins State formed a
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monophyletic cluster with other subtype C sequences from the remote south region
indicating the impact of this region upon the epidemic in north Brazil. Overall the
molecular epidemiology results from Tocantins State, indicate complex genetic patterns
similar to what has been described in major metropolitan regions, suggesting the
influence of imported recombinant viruses in the epidemic, especially in the recently

founded city of Palmas.

Although a relatively small sample size was investigated, this study group represented
around 40-50% of ARV naive patients from this area in that period (personal
communication) as both the incidence of HIV-1 infection and the demographic density
in this setting are low. Another potential limitation of the study could be undisclosed
previous ARV use, if any participant did not report prior treatment. Although this
cannot be completely ruled out, one evidence that reinforces that the included patients
were indeed ARV naive was the absence of International Aids Society (IAS-USA)
defined dual-triple class drug resistance-associated mutations, which would be expected
in ARV-experienced subjects.’® Although we do not know the date of infection of these
naive patients studied, considering the CD4 cell counts, most of them were chronically
infected individuals. Recently infected subjects may be more likely to harbor resistance
mutations than subjects infected for 1 year or more. However certain resistance-
associated mutations may persist for months or years after detection in ARV naive
individuals, presumably because these mutations do not confer a significant fitness
disadvantage to the virus. Resistance associated mutations with little or no impact on
viral fitness can be detected in virus from ARV naive individuals (or in individuals who
have interrupted therapy) for longer periods of time than mutations that impose a great

fitness cost to the virus.’” Transmitted NNRTI resistance-associated mutations represent
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the best studied of these mutations, and some studies suggest that some of these
mutations can persist for years post infection in untreated, HIV infected patients.*® In
our study group decreased NNRTI susceptibility predominated among the three drug
classes. Mutations which tend to be less stable in the absence of drug selection pressure
and which predominate in newly infected or newly treated patients such as M184V and
K65R, were not observed. Futhermore, seven HIV-1 isolates from this study presented
mutations with potencial low-level resistance profile (T74S, QS58E, L33F and

V179D/E), however these mutations have no relevant clinical significance.

Overall, this survey in Tocantins State, north Brazil, indicates the dynamic aspect of the
HIV-1 epidemic in this fast growing setting and suggest a strong influence of imported
cases from the south/southeast together with several clusters of internal HIV-1
dissemination. In this fast growing setting in a geographically remote area, continuous
studies should monitor HIV-1 genetic diversity and the pre-existence of circulating
drug-resistant strains among drug naive individuals which should indicate if these

patients might benefit from pre-treatment genotypic tests.
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FIGURE 1. Phylogenetic classification in PR and RT genes. The GenBank accession
numbers used in the comparative phylogenetic analysis are subtype B: AY 173956,
K03455 and U63632; subtype C: FI594149, F1638445, FJ784199, AY 727523, U52953,
AF286228, AF110967, U46016 and AF067155; subtype F1: AF077336, AF005494 and
DQ358801 and the simian immunodeficiency virus sequence from chimpanzee

(SIVcpz): X52154. Sequences from Tocantins State are in bold.

FIGURE 2. Bootscanning analysis of HIV-1 pol sequences of 2/6 recombinant viruses
from Tocantins State. The GenBank accession numbers used in the analysis are subtype
A: AF004885; subtype B: AY 173956 and K03455; subtype C: U52953 and AF286228;

and subtype F1: AF077336 and AF005494.

FIGURE 3. HIV-1 subtypes in protease and reverse transcriptase genes circulating

among patients from Tocantins State, north Brazil.
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