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RESUMO

O HIV-1 sofreu grande diversidade genética em todo mundo desde o inicio da
epidemia em 1981. Hoje ha descritos 9 subtipos de HIV-1 (A, B, C, D, F, G, H, Je
K), além de vérias formas recombinantes. Os paises que lideram as pesquisas sobre
HIV, em especial sobre antirretrovirais e resisténcia a esses medicamentos
apresentam pacientes com infeccdo pelo subtipo B. Paises em desenvolvimento
apresentam maior diversidade de virus e o aumento do numero de casos de HIV é
maior nestes paises que nos desenvolvidos. O Brasil, que fornece acesso gratuito a
antirretrovirais a sua populacao desde 1996, € lider em nimero de casos de HIV na
América do Sul. Estudos brasileiros relatam predominio da infec¢éo por subtipo B no
Brasil, mas apresentando regionalizagdo dos subtipos ndo B, com maior numero de
infeccdo por subtipo F nos estados das regides norte e nordeste e subtipo C na
regido sul. O Parana € um estado da regido sul e nenhum dado procedente desta
regido foi publicado sobre a prevaléncia de subtipos de HIV. O objetivo deste estudo
€ relatar a ocorréncia de subtipos de HIV-1 numa populacdo do Parana e avaliar
suas caracteristicas epidemioldgicas. Genotipagens de 211 pacientes infectados
pelo HIV-1 foram avaliadas quanto aos subtipos. Pacientes que tinham prontuarios
com dados completos foram selecionados (n=191). As caracteristicas demograficas
e clinicas dos pacientes foram comparadas de acordo com o subtipo. Cento e trinta
e dois pacientes apresentaram infeccdo pelo subtipo B (69.1%), 41 subtipo C
(21.5%), 10 subtipo F (5.2%), 7 recombinantes BF (3.7%) e 1 recombinante CF
(0.5%). Os pacientes com infeccéo por subtipo ndo B eram mais do sexo feminino e
heterossexuais, além de apresentarem menos tempo de infeccdo pelo HIV em
comparacao aos infectados por subtipo B. Cento e sessenta e um pacientes foram
tratados com 3 classes de antirretrovirais e apresentaram falha virologica. As
principais mutacfes de resisténcia foram avaliadas e comparadas, sendo na
transcriptase reversa, os residuos 41 e 210 mais mutados no subtipo B. Ndo houve
diferenca entre frequéncia de muta¢des para ndo-analogos de nucleosideos entre os
subtipos B e ndo B. Quanto a protease, as posicdes 10, 32 e 63 apresentaram mais
mutaces no subtipo B enquanto os residuos 20 e 36, no ndo B. Dos pacientes
falhados a esquema contendo nelfinavir, houve preferéncia pela via mutacional
L90M para os virus dos subtipos B e ndo B. As mutacfes K65R e V106M, frequentes
em alguns estudos de subtipo C, foram raramente observadas. A mutacdo 63P e
361, consideradas comuns em virus dos subtipos B e C brasileiros, respectivamente,
foram observadas com maior frequéncia. Ha uma frequéncia significativa de
infeccdo por subtipo ndo B no Parana, com identificacdo dos subtipos C, F, BF e CB.
O subtipo C predomina em mulheres e em heterossexuais.

Palavras-chave: HIV, aids, subtipos, subtipo B, subtipo ndo B, diversidade genética,
antirretroviral, Brasil.



ABSTRACT

Since the beginning of HIV epidemic in 1981, HIV-1 presented rapid viral evolution.
Nowadays 9 HIV-1 clades (A, B, C, D, F, G, H, J and K) and many recombinant
forms were described. Developed countries, where most research in HIV was done,
enrolled mostly patients with infection by HIV-1 subtype B. Resource limited countries
have patients with different HIV-1 subtypes and these are places where HIV-1
numbers still increase. Brazil has a history of universal and free access to ARV
therapy since 1996. Data from Brazil show that most HIV-1 infections are caused by
subtype B, but geographical differences between southern and northern states have
been shown, with more subtype C in southern states and subtype F in northern and
northeast regions. Parana state in located in Brazil’s south region and no data about
HIV diversity has been published so far. The primary objective of this study is to
describe HIV subtypes in a population from Parana and evaluate its characteristics.
Genotypes from 211 patients with confirmed HIV-1 infection were studied. Patients
with complete medical charts were selected (n=191). Demographic and clinical
characteristics were compared according to HIV-1 subtype. One hundred thirty two
patients presented with subtype B infection (69.1%), 41 subtype C (21.5%), 10
subtype F (5.2%), 7 recombinant BF (3.7%) and 1 recombinant CF (0.5%). Patients
with subtype B infection had been diagnosed earlier than patients with subtype non
B. Also, subtype B infection was more frequent in men who have sex with man, while
non B subtypes occurred more frequently in heterosexuals and women. Patients with
previous history of 3 classes of ARVs (n=161) intake were selected to evaluate
resistance. The most frequent resistance associated mutations (RAM) were
compared according to subtype. For transcriptase reverse inhibitors, 41L and 210W
were more frequently observed in subtype B than in non B strains. No differences
between subtypes and mutations were observed to NNTRIs. Mutations at 10, 32 and
63 position of protease were more observed in subtype B viruses than non B, while
positions 20 and 36 of showed more amino acid substitutions in subtype non B
viruses. Patients with history of nelfinavir intake were evaluated to resistance
pathway. The L90M pathway was more frequent in subtypes B and non B. Mutations
previously reported as common in non B viruses, such as 65R and 106M, were
uncommon in our study. Mutations 63P and 36, previously reported as common in
HIV-1 subtypes B and C from Brazil, respectively, were common. We conclude that
there are a significant frequency of HIV-1 non B infections in Parana state, with
isolates classified as subtypes C, F, BF and BC. Patients with subtype C infection
were more frequently female and heterosexual.

Key words: HIV, aids, subtypes, subtype B, subtype non B, genetic diversity,
antiretroviral, Brazil.



SUMARIO

LINTRODUGAO. ...ttt ettt ettt e ettt e te et eae e ee e 10
R 10 S I 1 (N I 11
1.1.1 Justificativa da Pesquisa do Ponto de Vista de Outros Autores....................... 11
1.1.2 Fatores que Determinaram a Escolha do Tema............cooovevvviiiiiiiiiiiiicccceeeeen 12
1.1.3 Contribuigéo para o Conhecimento CientifiCO.............uueeerriiiiiiiiieiei e 13
2 PROBLEMA DE PESQUISA . ...t e e e e 11
2.1 DEFINICAO DO PROBLEMA DE PESQUISA. ... 14
2.2 DELIMITAQAO DO PROBLEMA DE PESQUISA........o e 14
3 REVISAO DA LITERATURA ...t e, 14
3.1 O HIV NO MUNDOL. ...t e e e e e et e e e e e e eeaaaeaeens 15
3.2 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (HIV).....cocoiieiriieeeeeeceee e, 16
B.30RIGEM DO HIV ..o et e e e e 17
3.4 A DIVERSIDADE GENETICA DO HIV.....oiiouieieeeeeee et 19
3.4.1 SUDLIPOS A€ HIV ..o s 19
3.4.2 Subtipos de HIV NO Brasil...........oooiiiiiiiiiiieeee e 22
3.5 IMPORTANCIA DOS SUBTIPOS NO COMPORTAMENTO CLINICO E

BIOLOGICO DO HIV.....eoceiieecie et ettt n sttt 23
3.5.1 Subtipos e Inibidores de Protease (IPS).........uuuiviiiiiiiieiie e 24
3.5.2 Subtipos e Inibidores da transcriptase Reversa Analogos (ITRNs) e Néo-

analogos (ITRNNS) a0s NUCIEOSIAEOS .......covvceriiiiieeeeie e 26
3.5.3 Subtipos e Novas Classes: Inibidores de Entrada (Inibidores de Fusao,
Inibidores de Correceptores) e Inibidores de Integrase............ccoevvvevvvvvnnennnnnnn. 27

4 OBJETIVOS, HIPOTESES E VARIAVEIS.......cooiieeeeee e 28
4.1 OBIETIVO PRINCIPAL.....utttttttittiiiititetieeeee s e et bbbe e e eeeeeeseeeaaaanaaaaaaaas 28
4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS........coveiieietieieeeeceeeeeee ettt aeae e e 28
4.3 HIPOTESE PRINCIPAL.....ccviitiiieiteeeee et eteeeeee e een e ste e s eae s vesaesvens s eeeresre e 29
4.4 HIPOTESES SECUNDARIAS. ......cocctiiiiriinieieieiesiee ettt seneeene s 29
4.5 VARIAVEIS INDEPENDENTES........ccotiteitiieeiectecie e ete et etesseseeaete e e 29
4.6 VARIAVEIS DEPENDENTES......ciiiieeeeecte ettt ee ettt ns aeeans 30
5 IMETODOS. ..ottt ettt ese bt s s e s e e e ettt s et st e et e reeerene s 30
5.1 LEVANTAMENTO DE DADOS......coititiiiiiieeee ettt 30
5.2 METODOS ESTATISTICOS. ...t iiiieieeeieieie ittt sseesenees 31
B RESULTADOS. ... .ottt ettt ettt ee e e e e e aaea e e e e e e s e neeeeeenees 31
6.1 MUTACOES NA TRANSCRIPTASE REVERSA, DE ACORDO COM O

10 2 1 = TP R R 34
6.2 MUTACOES NA PROTEASE, DE ACORDO COM O SUBTIPO.......c..cccveue..e. 40
7 DISCUSSAD. ...ttt ee et e et 46
8 CONCLUSAD. ...ttt ettt ettt et e s ss e e s e e e 49
REFERENCIAS. ..ottt ettt es et es e s 50
GLOSSARIO. ...ttt ettt ettt en e e e e 59



10

1 INTRODUCAO

Desde o inicio da epidemia de aids, o HIV evoluiu em diversos subtipos e
hoje apresenta-se como mais de 40 subtipos geneticamente distintos localizados em
diferentes regides geograficas do mundo (SPIRA et al., 2003). Questiona-se se as
diferencas genéticas observadas entre os subtipos podem acarretar em distintas
respostas aos tratamentos ou evolucdo imunolégica (SUCUPIRA et al., 2007;
KELLER et al., 2009).

Uma parcela significativa dos estudos conduzidos na area de HIV é
procedente dos paises com maior prevaléncia de infeccdo por subtipo B. Além disso,
bancos de dados mundiais de cepas de HIV ainda contam com um menor nimero
de amostras de HIV-1 ndo B em comparacéo com a grande disponibilidade de cepas
B (RHEE et al., 2006). Assume-se, entdo, que o0 maior conhecimento adquirido até
hoje sobre tratamento ARV e mutacfes de resisténcia aplica-se especialmente ao
HIV-1 subtipo B.

No mundo, porém, o subtipo C é o mais prevalente desde o inicio deste
novo milénio, contando com mais de 56% das infeccdes (SOARES et al., 2002). E
frequente nos sudeste e leste africanos e vem ocorrendo com grande frequéncia na
india, pais que hoje tem a maior prevaléncia de HIV-1 subtipo C do mundo (JERE et
al., 2004) e estima-se que apresentara a maior prevaléncia de infeccédo por HIV de
todo mundo no ano 2010 (SPIRA et al., 2003).

A distribuicdo de subtipos de HIV-1 no Brasil € muito dinamica, sendo o
subtipo B predominante no pais (BARRETO et al., 2006). Estudos mais recentes
apontam uma grande proporcao de subtipo ndo B nos estados das regides sudeste
(MACHADO et al., 2004) e sul, e se questiona um atual aumento da prevaléncia do
subtipo HIV-1 C no pais, sobretudo nos estados da regido sul (MARTINEZ et al.,
2002; LOCATELI et al., 2007).

A variabilidade genética associada a ocorréncia de diferentes subtipos virais
pode contribuir para uma grande diversidade fenotipica, tropismos celulares distintos,
escapes do sistema imune e padrdes individuais de resisténcia as enzimas protease
e transcriptase reversa (MARTINEZ et al.,, 2006; KELLER et al., 2009). Alguns

padrdes mutacionais especificos tém sido atribuidos a determinados subtipos
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(GROSSMAN et al., 2004) e sugerido maior risco de falha virolégica (POVEDA et al.,
2008). No Brasil, um estudo realizado com doadores de sangue HIV positivos
(virgens de tratamento) em S&o Paulo observou mais mutacdes de resisténcia em
individuos infectados com cepas ndo B em comparacdo com B (BARRETO et al.,
2006). Outro estudo também brasileiro sugeriu um declinio mais rapido da contagem
de células T CD4 e consequentemente evolucdo mais rapida para aids nos
pacientes infectados por virus do subtipo B (SANTORO-LOPES et al., 2000). Alguns
ainda tém sugerido pior resposta virolégica na infeccdo por subtipo F em
comparacao com B (ACCETTURI et al., 2000), enquanto outros sugerem que a
infeccéo pelo subtipo C pode ser menos agressiva que a causada por HIV-1 subtipo
B (SUCUPIRA et al., 2001).

No Parana, poucos casos foram incluidos em amostras de autores que
publicaram sobre a regido sul do Brasil (SOARES et al., 2003). Estima-se que, como
em Santa Catarina e Rio Grande do Sul, a prevaléncia de subtipo C também seja
significativa (SOARES et al., 2007; LOCATELI et al., 2007), porém ainda ndo ha
publicacbes dessa regido. Nosso estudo é o primeiro do Parana a relatar a

ocorréncia de diferentes subtipos de HIV-1 e suas caracteristicas.

1.1 JUSTIFICATIVA

1.1.1 Importancia da Pesquisa do Ponto de Vista de Outros Autores

O estudo da variabilidade genética do HIV em regies distintas do mundo &
importante para o entendimento da doenca causada por esse virus. Monitorar a
diversidade estrutural do HIV-1 auxilia na compreensdo da epidemiologia molecular
e no rastreamento do movimento do virus nos diferentes grupos de risco e
eventualmente em novas populacdes suscetiveis. Além disso, as diferencas
genéticas entre os subtipos podem acarretar em respostas imunolégicas distintas
frente a potenciais vacinas contra o HIV-1, influenciar a resposta ao tratamento

antirretroviral, causar resultados falso-negativos em testes diagndésticos ou de
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monitoramento da doenca e levar a diferencas na progressédo da infecgéo
(SUCUPIRA et al., 2007).

O significado clinico das diferencas na infeccdo por HIV-1 subtipo B em
comparacao com subtipo ndo B permanece em investigacdo, sendo motivo de
grande interesse para investigadores de paises em desenvolvimento. Diferencas na
vitalidade e “fitness” viral entre os subtipos trazem perguntas sobre possiveis
distin¢cdes na resposta clinica frente a diferentes inibidores de protease (SOARES et
al., 2003).

A distribuicdo de subtipos de HIV-1 no Brasil vem sendo estudada em vérias
regides. AvaliacOes filogenéticas sugerem que a introducdo do subtipo B ocorreu
mais precocemente, seguido pelos subtipos ndo B (SOARES et al., 2007). Estudos
mais recentes apontam uma grande proporcdo de subtipo ndo B nos estados do
sudeste (MACHADO et al.,, 2004) e sul e se questiona um atual aumento da
prevaléncia do subtipo C e formas recombinantes (BF e BC) no pais, sobretudo nos
estados da regido sul (MARTINEZ et al., 2002).

1.1.2 Fatores que Determinaram a Escolha do Tema

O avanc¢o no combate da epidemia causada pelo HIV-1 no mundo deve-se a
interrelacdo de fatores como a grande aquisicAo de conhecimento sobre a
patogénese da doenca, entendimento do comportamento viral, disponibilizacdo de
drogas antirretrovirais potentes e o desenvolvimento e aprimoramento de testes mais
precisos para diagnoéstico e monitoramento do tratamento (DIAZ, 2006). O inegéavel
beneficio da grande disponibilidade de antiretrovirais pode trazer um potencial
prejuizo com o crescimento da resisténcia aqueles medicamentos. No Brasil, em
1996, uma lei garantiu acesso gratuito a ARVs para todo brasileiro infectado pelo
HIV que necessitasse de medicacdo de acordo com 0s consensos de tratamento da
época (TEIXEIRA et al., 2004). A grande maioria dos ARVs aprovados pelo FDA
esta disponivel para uso gratuito no pais, sendo que ha mais de 140.000 individuos
em tratamento com tais medica¢des. Estima-se que a cobertura ARV no Brasil seja
100% (SUCUPIRA et al., 2007).
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Uma parcela significativa dos estudos conduzidos na area de HIV é
procedente dos Estados Unidos da América (EUA) e oeste europeu. Nestas regides,
a grande maioria dos individuos infectados por HIV-1 possui o subtipo B (POND;
SMITH, 2009). Apo6s dados de possivel comportamento distinto entre as cepas de
HIV-1 ndo B, tem-se dado maior importancia a investigacdo do comportamento de
tais virus em outras populacoes.

No Brasil foram identificados aproximadamente 433 mil casos de aids,
desde o primeiro caso em 1980 até dados de junho de 2006, sendo que 80% deles
estdo localizados nas regifes sudeste e sul (MINISTERIO DA SAUDE, 2009), locais
onde ha uma maior prevaléncia de subtipos nédo-B.

A maioria dos dados publicados sobre epidemiologia do subtipo ndo B da
regido sul do Brasil é constituida de pacientes procedentes dos estados Rio Grande
do Sul (SOARES et al., 2007) e Santa Catarina (LOCATELI et al., 2007), com raros
casos do Parana (SOARES et al., 2003). Aléem disso, 0 aumento da disponibilizacéo
de testes de resisténcia pela rede nacional de genotipagem (RENAGENO) e a
participacédo do Brasil em estudos clinicos internacionais fez com que pesquisadores
tivessem acesso a exames mais sofisticados de identificacdo gendémica do HIV,
como genotipagem, fenotipagem e fenotipagem virtual, evidenciando novos padrdes
mutacionais, o que também contribuiu para despertar o interesse em estudar melhor

tais pacientes com subtipos ndo B procedentes de Curitiba, Parana.

1.1.3 Contribuicdo para o Conhecimento Cientifico

A possibilidade de comportamento distinto do HIV-1 de subtipos diferentes
aliada a grande diversidade geografica dos subtipos faz com que grande interagéo
cientifica internacional seja fundamental no sucesso do combate a epidemia de aids
no mundo.

Dados publicados no Brasil mostram uma diversidade genética viral, com
ocorréncia de subtipos ndo B especialmente nas regides sudeste e sul do pais. Em
particular, publicacdes estudando pacientes do Parana sdo particularmente raras.

Assim, esse trabalho podera contribuir com informacdes de pacientes procedentes



14

do Parand quanto aos subtipos de HIV nesta regido, suas caracteristicas
demograficas e epidemioldgicas, além de seu padrdo mutacional, podendo servir

como referéncia para estudos académicos nacionais e internacionais.

2 PROBLEMA DE PESQUISA

2.1 DEFINICAO DO PROBLEMA DE PESQUISA

S0 escassos 0s dados de caracterizacdo de subtipos de HIV-1 no Brasil,
em especial do Parana. Ha relatos da regiao sul do pais incluindo Rio Grande do Sul
e Santa Catarina. Poucos casos procedentes do Parana foram incluidos em
levantamentos da regido sul. Nao ha nenhum relato de perfil de subtipos
particularmente das instituicdes envolvidas neste projeto.

Pode-se definir o problema de pesquisa deste projeto como a necessidade
de se conhecer e documentar o perfil de distribuicdo de subtipos de HIV-1 em
Curitiba, bem como relatar e avaliar os dados epidemiologicos encontrados nesta
populacdo. Este perfil engloba sexo, raca, faixa etaria, fatores de risco para
aquisicdo do HIV, contagens de células T CD4, carga viral do HIV, tempo de
diagnostico da infeccéo pelo HIV, classificacdo clinica revisada de 1993 do CDC no
momento da realizacdo da genotipagem, histéria de uso de ARV, classes de ARVs
as quais os pacientes foram submetidos e descricdo das mutacbes encontradas,

com avaliacao da relacdo padrao mutacional e subtipos encontrados.

2.2 DELIMITACAO DO PROBLEMA

Qual é o perfil de subtipos de HIV-1 na populag¢édo de Curitiba em tratamento

no ambulatorio de infectologia do Centro Médico Sao Francisco?



15

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 O HIV NO MUNDO

Embora varios virus sejam capazes de infectar humanos, a disseminacdo
do HIV nas ultimas 4 décadas representa em particular um dos mais catastroéficos
exemplos de transmissdo, emergéncia, propagacdo e expansdo genbmicas ja
descrito (STEBBING et al., 2007). No inicio da década de 80, o aparecimento da
aids foi o primeiro sinal de uma pandemia que acometeria um imenso numero de
pessoas causando devastacao social e econdmica em algumas regiées do mundo.
Na Africa sub-Saariana, por exemplo, no final do século 20, niveis em torno de 30%
da populacdo economicamente ativa foi infectada pelo HIV, reduzindo ndo s6 sua
expectativa de vida, mas também diminuindo o poder econdmico dos paises
acometidos (SUCUPIRA; JANINI, 2006).

Hoje, mais de 40 milhdes de pessoas estéo infectadas pelo HIV no mundo
(UNAIDS, 2009). No Brasil, maior pais da América do Sul, em 2006, foram
notificados 7.1 casos de aids por 100.000 habitantes. No Parana, por sua vez, 5.4
casos por 100.000 habitantes foram relatados no mesmo ano (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).

Apesar do grande avanco no entendimento da patogénese do HIV, no uso
da terapia antirretroviral, bem como sua ampla disponibilidade especialmente em
paises desenvolvidos, além dos progressos atingidos na tentativa de elaboracao de
vacinas, a emergéncia de resisténcia viral tem assombrado a estimativa de
erradicacdo da infeccdo. Exposicdo a multiplos regimes ARVS, especialmente 0s
pacientes tratados no inicio da década de 90 expostos a terapia ARV com apenas
uma classe e antes da disponibilizacdo da terapia antirretroviral altamente eficaz
(HAART), faz com que hoje varios pacientes apresentem infeccdo por virus com
mutacdes de resisténcia a multiplas classes de ARVs (RODRIGUES et al., 2005).

Apesar dos avancos, até o presente momento, estima-se que o HIV
continuara por alguns anos impondo a humanidade um fardo de morte e morbidade
(SUCUPIRA; JANINI, 2006).
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3.2 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (HIV)

Ha 2 retrovirus humanos distintos, HIV-1 e HIV-2, sendo o HIV-1 o
responsavel pela epidemia global da aids (KANTOR; KATZENSTEIN, 2006). O HIV-
2, por sua vez, é restrito a areas definidas do oeste da Africa e regido central, além
de pessoas de outros locais do mundo que possuam algum evento epidemiolégico
relacionado com essa regido do continente africano (POND; SMITH, 2009).

O HIV pertence a familia Retroviridae, género Lentivirus. Os retrovirus
compreendem varios virus encontrados em todos os vertebrados. Além dos
retrovirus humanos, existem pelo menos 18 virus causadores da Imunodeficiéncia
dos Simios que acometem primatas ndo humanos (FAUCI*, apud KANTOR, 1997, p-
152). Sao caracteristicas importantes dos retrovirus: sua capacidade de passar
informacgéo genética de RNA para DNA e integrar o DNA no genoma do hospedeiro.
Assim, 0s retrovirus sao capazes de estabelecer infeccao persistente no hospedeiro
mesmo frente a sua resposta imunologica bem como penetrar na linhagem
germinativa, permitindo entédo transmissao vertical do virus (GOFF, 2004).

O HIV é um retrovirus atipico, ja que varios retrovirus sao relativamente
benignos e raramente matam as células infectadas. O HIV, por sua vez, € citopatico
e citotoxico, e altos niveis de expressao genética viral resultam em morte das células
infectadas e algumas vezes até das células vizinhas (GOFF, 2004).

O genoma dos Lentivirus possui como caracteristica comum a presenca de
trés genes estruturais, gag, pol, env. O gene gag € responsavel pela codificacdo
das proteinas do capsidio viral, 0 gene pol, pelas enzimas envolvidas no ciclo de
replicacdo e o gene env, pelas proteinas do envelope viral. Ainda, os Lentivirus
possuem além dos genes estruturais descritos, genes adicionais regulatérios e
acessorios, sendo, no HIV-1, tat, rev, vif, vpr, vpu e nef (SUCUPIRA; JANINI, 2006).

Na pratica clinica, a variabilidade genética do HIV pode ser avaliada por
métodos laboratoriais. A genotipagem é um exame com coleta de amostra
sanguinea que demonstra sequéncias especificas de nucleotideos que determinam
os genes do HIV-1. A fenotipagem é um exame laboratorial com coleta de sangue e

avaliacdo do comportamento replicativo do virus em cultura, frente a diferentes

1 FAUCI, A. S.; DESROSIERS, R. C. Pathogenesis of HIV and SIV. In: Coffin, J. M.; Hughes, S. H;
Varmus, H. E. Retroviruses. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1997. p. 587-636.
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concentracfes de ARVs. Ja a fenotipagem virtual € um teste de genotipagem cujo
resultado € submetido a bancos de dados que contém amostras que possuem
resultados de genotipagem e fenotipagem. O sistema de informética € capaz de
procurar no banco de dados a sequéncia que mais se assemelhe a sequéncia
genbmica testada. Como cada sequéncia do banco de dados possui uma
fenotipagem equivalente, o resultado da resisténcia fenotipica do banco de dados é
atribuido ao paciente em teste. Fornece-se entédo o resultado do teste no formato de
fenotipagem (DIAZ, 2006).

3.3 ORIGEM DO HIV

O estudo filogenético dos retrovirus de primatas permitiu que a historia
evolutiva dos HIV-1 e 2 fosse reconstruida de forma detalhada nos ultimos anos. Foi
demonstrado que os virus HIV séo relacionados com virus da imunodeficiéncia dos
simios (SIV) distintos, sendo o HIV-1 relacionado com o SIV de chimpanzés (SIVcpz)
e o HIV-2 semelhante ao SIV de macacos fuligentos ou Sooty Mangabey (SIVsm)
(SUCUPIRA; JANINI, 2006).

O SlVcpz é prevalente em algumas espécies de chimpanzés que habitam
partes da Africa Ocidental (Pan troglodytes troglodytes) e Central (Pan troglodytes
schweinfurthii). Este virus possui uma relacdo filogenética muito préxima ao HIV-1
grupo M e habita a mesma area do continente africano onde existe a maior
diversidade genética do virus HIV-1, com a presenca dos grupos M (main), N (new)
e O (outlier). O SIVsm infecta macacos que habitam regifes da Africa Ocidental,
local de onde mais provavelmente o HIV-2 emergiu (STEBBING et al., 2007).

Vérios fatores participam no estabelecimento de uma nova doenca
emergente, podendo ser divididos em aqueles fundamentais para a transmisséao de
um determinado patégeno para um novo hospedeiro e aqueles necessarios para o
estabelecimento da infeccdo no novo hospedeiro, com possibilidade de transmisséo
e desencadeamento de uma epidemia (SUCUPIRA; JANINI, 2006).

A similaridade genética é um fator importante na transmissdo de um

patégeno entre hospedeiros. Assim, a chance de transmissdo de um determinado
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agente entre espécies evolutivamente préximas é maior que nas distantes (LEAL;
JANINI, 2006).

Outros fatores ambientais também sdo necessarios para favorecer a
transmissdo do patdgeno ao novo hospedeiro, como migracdes, destruicdo de
colonizacdo de ambientes naturais, falta de infra-estrutura sanitaria, crescimento
populacional desordenado e conflitos populacionais. Um exemplo disso é a
suposicdo do surgimento do HIV-2 entre 1940 e 1945 na Africa Ocidental pela
transmissdo zoonética do SIVsm, num periodo que coincide com a Guerra da
Independéncia (1963-1974) da Guiné-Bissau, antiga col6énia portuguesa. A
participacdo do conflito na disseminacdo do HIV-2 poderia ser atribuida pela
desestruturacdo socio-econbmica estabelecida pelo conflito, fazendo com que
pessoas buscassem recursos energéticos em espécies de fauna nativa, incluindo
primatas infectados pelo SIVsm (LEAL; JANINI, 2006).

Os virus HIV-1 e HIV-2 foram transmitidos aos humanos através de
hospedeiros diferentes. Analises de sequéncias mostram que muito provavelmente
existiram varios eventos de transmissdo entre espécies no estabelecimento da
infeccdo por HIV em populagbes humanas. Estima-se que para o HIV-2 tenham
ocorrido pelo menos 4 cruzamentos, enquanto que para o HIV-1, pelo menos 3.
Esses 3 cruzamentos distintos supostamente ocorridos poderiam explicar os 3
grupos de HIV-1 em humanos, com origens evolutivas distintas (SUCUPIRA; JANINI,
2006).

De acordo com caracteristicas filogenéticas, o HIV pode ser dividido em 3
grupos principais, nomeados M (main, major), O (outlier, outlying) e N (new, novel ou
non-M, non-O) (WAINBERG, 2004, STEBBING et al., 2006).

Estudos de sequenciamento e filogenéticos estimam que o HIV-1 grupo M
tenha surgido em torno de 1930. O uso de amostras-arquivo demonstrou que a
sequéncia de HIV-1 do grupo M mais antiga disponivel foi obtida de amostra da
Republica Democratica do Congo em 1959. Ainda, espera-se que a diversificacdo do
HIV-1 grupo M em 9 subtipos filogeneticamente equidistantes, com distancias
genéticas de 10 a 30%, tenha ocorrido antes de 1959 (LEAL; JANINI, 2006).

Novas avaliagbes de amostras colhidas em regides de todo mundo,
sobretudo na Africa, mostraram que determinados virus n&o poderiam ser

classificados como nenhum subtipo descrito até o momento, sendo classificados
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entre os subtipos, também chamados de sub-subtipos, reforcando hipoteses de que
a arvore contemporanea da filogenética do HIV é influenciada por limitacdes de
amostragem das sequéncias virais (RAMBAUT et al., 2001).

3.4 A DIVERSIDADE GENETICA DO HIV

A extensa diversidade genética do HIV é decorrente de mdltiplos fatores,
alguns proprios do patdégeno, outros dependentes do hospedeiro. O HIV possui
como caracteristica elevada taxa de mutacdo, na ordem de 10° a 10° por
nucleotideo, por ciclo de replicacdo, o0 que equivale a incorporacdo de um
nucleotideo errado a cada mil ou cem mil bases copiadas. Isto ocorre a auséncia de
atividade revisora das enzimas RNA polimerase e transcriptase reversa viral (JANINI,
2006).

Além disso, o HIV possui um tempo de geracdo muito curto, propensao para
recombinacéo gendémica e € capaz de constituir populacdes virais de tamanho muito
grande. Apesar da maioria das mutacdes produzirem mutantes com desvantagens
replicativas, alguns podem apresentar vantagens e replicacdo mais eficiente do que
0s que apresentam mutacdes deletérias, promovendo um equilibrio seletivo (SPIRA

et al., 2003).

3.4.1 Subtipos do HIV

Os vaérios subtipos do HIV sdo exemplos de sua grande diversidade
genética.

O grupo O do HIV-1 consiste em virus altamente divergentes, mas
geneticamente relacionados. As infeccGes por patdgenos deste grupo sdo limitadas
aos habitantes da Africa Central, especialmente Camarfes e paises vizinhos, além

de pessoas com conexdes epidemiolégicas com esta area. Mesmo nesta regido, o
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grupo O representa a minoria das infecgdes por HIV e ndo € dividido em subtipos
(SUCUPIRA; JANINI, 2006).

Somente trés genomas completos do HIV-1 grupo N estdo disponiveis.
Representam casos individuais e ndo sédo divididos em subtipos (LEAL; JANINI,
2006).

O grupo M é responsavel por mais de 90% das infec¢des por HIV-1 em todo
mundo e é subdividido, por sua vez, em nove principais subtipos (WAINBERG, 2004),
também chamados de clades ou subtipos filogenéticos denominados por letras: A, B,
C,D, F, G, H,J e K(ROBERTSON et al.; 2000). As letras E e | ndo se encontram
nessa sequéncia pois descobriu-se que na verdade virus anteriormente assim
classificados representavam formas recombinantes e sua nomenclatura foi
modificada (SUCUPIRA; JANINI, 2006). O subtipo D também poderia ser
considerado um subtipo do B por sua estrutura gendmica, porém permanece
classificado como um subtipo distinto. (SPIRA et al., 2003).

Para alguns subtipos do grupo M uma subdivisdo filogenética ainda é
possivel, levando a criacdo dos sub-subtipos, sendo os ja descritos Al, A2, F1 e F2
(SUCUPIRA; JANINI, 2006).

Em alguns locais do mundo cepas de grupos e subtipos distintos co-
circulam. Com isso, surgimento de cepas chamadas recombinantes vem sendo
estudadas, ou seja, cepas que apresentam agrupamentos de diferentes subtipos de
acordo com a regido do genoma analisada. Na verdade, sabe-se que hoje 25% das
novas infec¢des por HIV ocorrem por virus de cepas recombinantes (SPIRA et al.,
2003).

As formas recombinantes podem ser classificadas em Unicas e circulantes.
As formas recombinantes Unicas (URFs) foram descritas em individuos com histéria
epidemiolégica comum e ndo demonstram potencial epidémico. Ja foram descritas
aproximadamente 30 URFs globalmente (LEITNER et al., 2005).

Formas recombinantes que apresentam potencial de se estabelecer, serem
transmitidas e produzirem novos focos epidémicos sdo chamadas de formas
recombinantes circulantes (CRFs). Sdo designadas por numeros, em ordem de
descoberta, e letras dos subtipos que as constituem. No caso de serem constituidas
por mais de 2 subtipos, da-se a denominacdo de CRFs complexas (CRFcpx).

Existem atualmente 43 CRFs descritas (Los Alamos database, 2009).
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A distribuicdo dos subtipos nas varias regides geogréficas do mundo é
heterogénea. A figura 1 demonstra a localizagcdo geogréfica dos subtipos no mundo,
de acordo com o banco de dados Los Alamos (Los Alamos, 2009). Os subtipos A e
A/G predominam na Africa Central e Oeste. Os virus do subtipo D geralmente
encontram-se limitados a Africa central e leste. O subtipo F foi relatado na Africa
central, leste europeu e América do Sul, incluindo Brasil. Virus do subtipo G e formas
recombinantes A/G vém sendo observados no oeste e leste africanos, além da sua
ocorréncia na regiado central da Europa. Os subtipos H, J e K tém distribuicdo mais
exclusiva em determinadas regides: Africa Central, América Central e Congo e
Camardes, respectivamente. O subtipo B é o subtipo predominante na Europa e nas
Américas, inclusive nos EUA, de onde vem a maioria dos estudos em HIV. No
mundo, porém, o subtipo C € o mais prevalente desde o inicio deste novo milénio,
contando com mais de 56% das infeccées. E frequiente nos sudeste e leste Africanos
e vem ocorrendo com grande freqiiéncia na India, pais que hoje tem a maior
prevaléncia de HIV-1 subtipo C do mundo (JERE et al., 2004) e estima-se que
apresentara a maior prevaléncia de infeccao por HIV de todo mundo no ano 2010
(SPIRA et al., 2003).

5000 km

[ 2o e iz ranr2

Figura 1: Distribuicdo dos subtipos de HIV-1 no mundo de acordo com banco de dados Los
Alamos / julho de 2009. Adaptado de Los Alamos Database 2009.
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3.4.2 Subtipos de HIV no Brasil

A distribuicdo de subtipos de HIV-1 no Brasil vem sendo estudada e
aparentemente € bastante complexa. As principais formas circulantes no pais séo B
(maior prevaléncia), C, F e formas recombinantes B/C e B/F vém sendo
documentadas (SOARES et al., 2002). Subtipo C foi primeiro relatado nas cidades
de Porto Alegre e Sdo Paulo em 1994, porém analises retrospectivas de amostras
armazenadas mostram a ocorréncia deste subtipo no Brasil jA em 1992 (SOARES et
al., 2007). O subtipo C tém sido observado em pacientes infectados por HIV-1 no
Brasil especialmente procedentes da regiao sul (SOARES et al., 2003). Um estudo
recente, entretanto, observou a ocorréncia 28.6% de subtipo C em amostras de
pacientes procedentes de estados das regides Sul e Sudeste. Este estudo incluiu
apenas 2 pacientes procedentes do Parana, ambos subtipo B (SOARES et al., 2003).

Uma vez que multiplos subtipos circulam no Brasil, estudos tém
demonstrado emergéncia de formas recombinantes (SUCUPIRA et al., 2007;
BRENNAN et al., 2007).

Em banco de dados internacionais, a prevaléncia de subtipo C no Brasil
como um todo € baixa, sendo de aproximadamente 8% (Los Alamos database, 2009)

(figura 2).

O B 3719 71.0 %
= BC 5 1.1 %
=] BF 144 2.8%
BFL 203 4,02

= C 445 8.51%
? F 519 9.9 %
OUTROS 144 2.8 Z

total 5236 100.0 Z

BRASIL

Figura 2: Distribuicdo dos subtipos de HIV-1 no Brasil de acordo com banco de dados Los
Alamos / julho de 2009. Adaptado de Los Alamos Database 2009.
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3.5 IMPORTANCIA DOS SUBTIPOS NO COMPORTAMENTO CLINICO E
BIOLOGICO DO HIV

N&o ha um consenso se a diversidade genética do HIV-1 tem importancia
ndo s6 para o entendimento da sua mutagénese e origem geografica distinta, mas
se ha um impacto maior na diversidade clinica e comportamento bioldgico “in vivo”.
(MERSON; PIOT, 2005) Porém, particularidades do comportamento dos virus de
diferentes subtipos sdo importantes para o desenvolvimento de vacinas, bem como
para o entendimento das diferentes respostas aos antirretrovirais (TAYLOR et al.,
2008).

A grande variabilidade genética associada a ocorréncia de diferentes
subtipos virais pode contribuir para uma grande diversidade fenotipica, tropismos
celulares distintos, escapes do sistema imune e padrdes individuais de resisténcia as
enzimas protease e transcriptase reversa (CILLIERS et al., 2002). Alguns padrdes
mutacionais especificos tém sido atribuidos a determinados subtipos (GROSSMAN
et al., 2004). No Brasil, um estudo realizado com doadores de sangue HIV positivos
(virgens de tratamento) em S&o Paulo observou mais mutacdes de resisténcia em
individuos infectados com cepas ndo-B em comparacdo com B (BARRETO et al.,
2006). Outro estudo também brasileiro sugeriu um declinio mais rapido da contagem
de células T CD4 e consequentemente evolucdo mais rapida para aids nos
pacientes infectados por virus do subtipo B (SANTORO-LOPES et al., 2000). Alguns
ainda tém sugerido pior resposta virolégica na infeccdo por subtipo F em
comparacdo com B (ACCETTURI et al.,, 2000), enquanto alguns sugerem que a
infeccéo pelo subtipo C pode ser menos agressiva que a causada por HIV-1 subtipo
B (SUCUPIRA et al., 2001).

Ha4 evidéncia de que alguns subtipos tenham vantagens quanto a
transmissibilidade, enquanto outros apresentam maior capacidade replicativa
(GERETTI, 2006). Uma tendéncia maior de transmissdo intra-Utero tem sido
atribuida a cepas de HIV-1 grupo M subtipo C (RENJIFO et al., 2004), assim como
evidéncia de que cepas do subtipo C tenham vantagens replicativas em células do
epitélio cervical, guando comparado com subtipo A. Este fato poderia ser uma das

explicacdes possiveis para o recente aumento de infec¢des por subtipo C no mundo,
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j& que a grande maioria das novas infecgbes sdo decorrentes de transmissao
heterossexual (IVERSEN et al., 2005). No Reino Unido, em especial, nota-se um
aumento nos casos de infec¢des por subtipo ndo B em grupos étnicos especificos,
heterossexuais (GERETTI et al., 2009).

3.5.1 Subtipos e Inibidores de Protease (IPs)

Estudos usando diferentes métodos de fenotipagem tém avaliado a
susceptibilidade dos subtipos nédo-B aos diferentes IPs. Em alguns trabalhos, a ICs
dos pacientes virgens de tratamento ARV é de 3 a 40% maior nos pacientes
infectados por HIV-1 ndo-B comparando-se com os infectados por HIV-1 subtipo B
(HOLGUIN et al., 2006).

A substituicdo E35D foi associada a diminuicdo da susceptibilidade ao
nelfinavir (NFV) no subtipo CRF02_AG. Ainda, alguns relatos de pacientes da Africa
infectados pelos virus variantes CRF02_AG apresentando naturalmente 201 e 361 no
gene da protease, tiveram diminuicdo da susceptibilidade aos IPs NFV e lopinavir
(LPV), além de, em menor intensidade, a indinavir (IDV), ritonavir (RTV) e
amprenavir (APV) (SUCUPIRA et al.,, 2001). Essa mesma CRF ndo mostrou a
presenca da mutacdo D30N na falha a NFV (MARTINEZ-CAJAS et al., 2009).

Baixa frequéncia de D30N foi notada em virus subtipo C de Israel com falha
a NFV em comparacao aos virus do sutipo C de Botsuana (DOUALLA-BELL et al.,
2006; GROSSMAN et al., 2004).

Mudancas nos codons 20, 36 e 82 ocorrem naturalmente em alguns virus
ndo B e podem influenciar a resposta virologica ao LPV/r. As substituicbes
V82A/F/T/S foram significantemente mais frequentes em subtipos F1 que nos virus
de subtipo B em amostras do Brasil (SOARES et al., 2003). Ao contrario das
substituices V82A/F/T/S do subtipo B, a mutacédo 82M é relacionada a falha a IP no
subtipo G (DUMANS et al., 2004).

Foi observado que mudancas nos cédons 20l e 36l ocorrem geralmente
juntas nos virus subtipo G e CRF02_AG e séo fortes preditoras de falha a esquema

ARV com IPs em 40% dos pacientes que foram submetidos a um primeiro esquema
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ARV nao reforcados com RTV (HOLGUIN et al., 2006). A mutacdo M36I ocorre em
12% dos pacientes infectados por HIV-1 M subtipo B, mas em até 80% dos n&o-B,
podendo ser considerado um marcador genético do subtipo ndo-B (HOLGUIN et al.,
2002). No Brasil, foi demonstrada alta freqiiéncia da mutacdo M361 na protease de
virus subtipo C em pacientes nao expostos a terapia ARV e, para o subtipo B, ela é
considerada uma mutacdo acessoéria ou menor que pode contribuir para resisténcia
a alguns ARVs (SOARES et al., 2003.; JOHNSON et al., 2008).

Sugere-se que a probabilidade de acimulo da 90M apés uma falha com IP
seja associada a presenca da 361 no periodo pré-tratamento e, possivelmente, 101/V.
Assim, a presenca da 361 poderia predizer o surgimento da 90M na ocorréncia de
uma falha viroldgica (PERNO et al., 2004).

Um estudo com 556 amostras de virus ndo B em pacientes néao-
experimentados a esquema ARV mostrou que 20% (subtipos C, D, CRFO1_AE) a
70% (subtipos G, J e CRF02_AG) apresentavam mais substituicbes menores do
gene da protease comparados com os virus do subtipo B (p<0.001), influenciando a
resposta terapéutica a NFV, ATV e RTV (VAN DE VIJVER' apud HOLGUIN, 2006,
p-99).

Um exemplo de diminuicdo de barreira genética foi observado com resposta
a tipranavir (TPV) nos pacientes com subtipos ndo-B. Varias mutacées no gene da
protease, incluindo os residuos 20 e 36, aumentariam o escore mutacional do TPV
nos subtipos filogenéticos A, C, F e G (POVEDA et al., 2008).

KANTOR et al relatou que as posi¢cdes mais frequentemente mutadas da
protease dos virus subtipos ndo-B incluem a posicdo 14 no subtipo A, 13 e 64 no
subtipo C, 37 e 65 no subtipo F, 71 no subtipo G, 62 e 64 no subtipo CRF01_AE e
15 e 17 no subtipo CRF02_AG. Por outro lado, posi¢cdes menos frequentemente
mutadas em subtipos ndo-B apo0s exposicdo a ARVs incluem as posicfes da
protease 10, 20 e 63 no subtipo A, 20, 53, 63, 74 e 82 no subtipo C, residuos 13 e
20 no subtipo D, 10, 14, 20 e 77 no subtipo F, 20, 67, 73, 82 e 88 no subtipo G, 20,
63, 82 e 89 no subtipo CRF_01AE e 20 no subtipo CRF_02AG (KANTOR, 2005).

1 VAN DE VIJVER, D.; WENSING, A.; ANGARANO, G. Differences in the frequency of minor
substitutions between HIV-1 subtypes and their potential impact on the genetic barrier for
resistance to PI. Antiviral Therapy, London, v. 10, p. S145, 2005.
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Determinadas assinaturas moleculares distintas das observadas
internacionalmente foram relatadas por SOARES et al em 2003 como especificas do
subtipo C procedente do Brasil. As mutacdes S12T, 119L, N37K e R41N se
mostraram especificas do subtipo C do Brasil, ndo sendo vistas em subtipos C de
outros paises. Ainda, para o subtipo B do Brasil, notou-se alta frequéncia da
mutacdo L63P/H/A.

Hiper-susceptibilidade também tem sido observada de acordo com o subtipo
avaliado. O teste de fenotipagem da Virco® observou aumento da sensibilidade do
virus a NFV na CRF02_AG com a presenca da K70R, sendo que esse polimorfismo

apareceu naturalmente nestas cepas (HOLGUIN et al., 2006).

3.5.2 Subtipos e Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos (ITRNs) e Néo-
analogos aos Nucleosideos (ITRNNs)

Os dados de comportamento genético dos virus ndao-B em relacdo aos
ITRNs sdo controversos. Alguns estudos notaram maior frequéncia de mutacdes
associadas aos timidinicos (TAMs) M41L e L210W em virus subtipo B que cepas C
em um estudo realizado no sul do Brasil (SOARES et al., 2003). Por outro lado,
pacientes de Botsuana tratados com AZT e ddl infectados por HIV-1 subtipo C
apresentaram uma via distinta de aquisicdo de TAMs, com mutacdes 67N, 70R,
215Y (NOVITSKY et al., 2007).

A incidéncia de K65R in vitro € maior em pacientes do subtipo C comparado
ao subtipo B. Um estudo de Botsuana observou 30% de prevaléncia da mutacao
K65R em pacientes infectados pelo HIV-1 subtipo C falhados a esquema com d4T e
ddl, com NVP ou EFV (DOUALLA-BELL et al., 2007). Outros estudos da india, Israel,
Africa do Sul e Botsuana nZo demonstraram essa alta ocorréncia de K65R, sendo
também rara em virus do subtipo A (BARTH et al., 2008; DESHPANDE et al., 2007,
GROSSMAN et al., 2007; GUPTA et al., 2005; SUNPATH et al., 2008; SEM et al.,
2007).

Algumas mutacdes foram observadas pré e pos-tratamento em pacientes

com infecgdo por subtipo C na india, sendo mais freqiientes pos-tratamento,
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sugerindo um papel de resisténcia naquele subtipo. S&o elas: E203D/K/V/IN/A,
H208Y e H221Y (DESHPANDE et al., 2007).

A V106M é a mutacdo-assinatura do subtipo filogenético C apls a
exposicdo a efavirenz (EFV), ao contrario da V106A do subtipo B (GROSSMAN et al.,
2004). Uma explicacdo para a facilidade de ocorréncia desta substituicdo é o uso
diferente do aminoacido valina pelos subtipos B e C (GTG e GTA respectivamente).
Os virus do subtipo filogenético C precisam apenas de uma substituicdo de
nucleosideo (ATG) enquanto os B precisam de duas (POND; SMITH, 2009).

Em pacientes infectados pelo HIV-1 procedentes de Israel notou-se que a
mutacdo G190A/S foi considerada um polimorfismo natural (DESHPANDE et al.,
2007). Essa mutacdo contribui para resisténcia a NVP, ETR e EFV nos virus do
subtipo B (JOHNSON et al., 2008). Na Iindia, essa mutac&o foi mais freqiiente nos
virus subtipo C de pacientes falhados a esquemas com ITRNNs (GROSSMAN et al.,
2004). No Brasil, ndo foi demonstrada a presenca dessa mutacdo como frequente
em pacientes com infeccdo por subtipo C ndo experimentados ou tratados com
ARVs (SOARES et al., 2003).

3.5.3 Subtipos e novas classes: inibidores de entrada (inibidores de fuséo, de co-

receptores e integrase)

Apesar da grande variacdo genética da gp4l nos virus do grupo O, a
atividade da enfuvirtida (T20) ndo parece ser comprometida, tendo sido demonstrada
susceptibilidade in vitro da T20 em virus dos subtipos A, C, D, F, G, J e CRF02_AG
(SUCUPIRA et al., 2006).

Recentemente, foram avaliadas cepas de HIV-1 subtipo B, C e F do Brasil
para verificacdo de resisténcia em pacientes nunca expostos a ARVs e presenca de
polimorfismos que poderiam diminuir a resposta ao tratamento com essa nova
classe de medicamentos. As mutacbes V721 e V201l foram observadas,
consideradas polimorfismos, sem impacto na resposta aos inibidores de integrase,
reforcando seu uso no Brasil (PASSAES et al., 2009).
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4 OBJETIVOS, HIPOTESES E VARIAVEIS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Analisar a ocorréncia de diferentes subtipos de HIV-1 em uma amostra de
pacientes que disponham de testes de genotipagem de amostras colhidas em
Curitiba e relatar os dados epidemioldgicos e demograficos.

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar o subtipo de HIV-1 encontrado nos exames dos prontuarios analisados;
Relatar o perfil epidemiologico dos pacientes através de dados contidos nos
prontuarios, com informacdes sobre sexo, idade, raga, data do diagndstico do HIV,
fator de risco para aquisicao do HIV, contagem de CD4, CV, tempo de uso de ARVS,
classificacao clinica da doenca de acordo com o CDC (classificacdo revisada de
1993);

Relatar a frequéncia das principais mutacdes de resisténcia nos genes da protease e
transcriptase reversa nos subtipos encontrados;

Comparar os dados epidemiolégicos e demograficos dos pacientes com infec¢ao por
HIV-1 subtipos B e néo B;

Comparar a frequéncia das mutacbes de resisténcia nos genes protease e
transcriptase reversa nos subtipos B e ndo B experimentados a 3 classes de ARVS;
Comparar a utilizacdo das vias mutacionais D30N e L90M nos pacientes falhados a

nelfinavir com infec¢éo por subtipos B e ndo B;
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4.3 HIPOTESE PRINCIPAL

Ha em uma populacéo procedente de Curitiba subtipos distintos de HIV-1.

4.4 HIPOTESES SECUNDARIAS

Ha uma populacéo de pacientes com subtipo ndo-B procedente de Curitiba

Ha diferencas epidemioldgicas e demograficas entre os pacientes com infeccées por
diferentes subtipos em Curitiba

Ha diferencas nas frequiéncias de determinadas mutacdes de resisténcia entre os
pacientes com infeccao por HIV-1 subtipo B e ndo B procedentes de Curitiba

Ha diferencas no padrdo de uso de via mutacional na falha a nelfinavir para os

pacientes com subtipos B e ndo B

4.5 VARIAVEIS INDEPENDENTES

Faixa etaria dos pacientes

Sexo dos pacientes

Fatores de risco para aquisi¢ao do HIV-1
Grau de classificacdo do CDC
Contagem de células T CD4

Tempo de uso de ARV

Carga viral do HIV-1

Subtipos de HIV-1

Método da genotipagem

Tempo de infeccao pelo HIV

Mutacdes no gene da transcriptase reversa

Mutacbes no gene da protease
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4.6 VARIAVEIS DEPENDENTES

Prevaléncia dos subtipos de HIV-1 na populacdo estudada
Relacao entre presenca de mutacdes e subtipos

5 METODOS

5.1 LEVANTAMENTO DE DADOS

Pacientes com diagnostico de infeccdo pelo HIV-1 atendidos no ambulatorio
de infectologia do Centro Médico Sao Francisco que apresentaram exame de
genotipagem com determinacéo de subtipo do HIV-1 entre janeiro de 2003 a janeiro
de 2009 foram selecionados. Estes pacientes eram procedentes de servicos de
atendimento de infectologia publicos e privados.

Duzentos e dezenove pacientes foram inicialmente avaliados. Os critérios de
elegibilidade foram idade maior que 18 anos, diagndstico prévio de infeccdo pelo
HIV-1, apresentar exames de genotipagem disponivel, apresentar prontuario com
dados demograficos e clinicos (sexo, idade, risco para aquisicdo do HIV-1,
classificacao pelo CDC, contagem de células T CD4, carga viral, histéria de uso de
antirretrovirais) completos.

A genotipagem e determinacdo do subtipo foi realizada por analise do gene
pol, pelos métodos VircoType HIV-1® e Phenosense GT® , com seqlenciamento de
toda a protease e posi¢des 1 a 400 da transcriptase reversa.

Dados clinicos e demogréficos dos pacientes foram analisados (sexo, idade,
fator de risco para aquisicdo do HIV-1, contagem de CD4, carga viral, data do
diagnostico da infeccao pelo HIV-1, classificacdo da infeccdo pelo CDC, histérico
detalhado de uso de antirretrovirais).

Os pacientes foram avaliados quanto ao uso prévio de ARVs. Apenas 0sS

pacientes com histéria prévia de exposicao a trés classes de ARVs (inibidores da
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transcriptase reversa analogos de nucleosideos e nucleotideos, ndo-analogos e
inibidores de protease) e falha viroldgica foram avaliados quanto a frequéncia de
mutacdes associadas a resisténcia (MAR) aos ARVs. Falha virolégica foi definida
como carga viral acima do limite de deteccdo do método utilizado em duas coletas
distintas, apds periodo de supressao virologica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana.

5.2 METODOS ESTATISTICOS

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias e desvios
padrdes (variaveis quantitativas) ou por frequéncias e percentuais (variaveis
gualitativas). Para a avaliacdo da associacdo entre duas variaveis qualitativas
considerou-se o teste de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Para a
comparacao de dois subtipos em relacdo a variaveis quantitativas foi usado o teste t
de Student para amostras independentes. O nivel de significancia adotado foi de

0,05, sendo corrigido por Bonferroni para as comparac¢des multiplas.

6 RESULTADOS

Das 211 genotipagens disponiveis, 191 exames foram selecionados pois
correspondiam a pacientes com dados epidemioldgicos completos. Pacientes que
apresentavam mais de um teste de resisténcia foram avaliados pelo total de
mutacdes apresentadas nas genotipagens historicas e atual.

Os pacientes foram diagnosticados para infeccao pelo HIV entre 1987 e 2008,
apresentando de 20 a 72 anos, sendo 140 do sexo masculino e 51 do sexo feminino.

Na tabela 1 sdo apresentadas as estatisticas descritivas das variaveis idade,

sexo, risco, raga, classificacéo clinica pelo CDC, tempo de diagnéstico da infeccéo
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pelo HIV-1, contagem de CD4 e carga viral para cada um dos subtipos observados
na amostra.

Dos 191 pacientes, 132 (69.1%) apresentavam infeccao por subtipo B e 59
(30.9%) por subtipo ndo-B. Destes, 41 (21.5%) apresentam subtipo C, 10 (5.2%)
subtipo F, 7 (3.7%) recombinante BF e 1 (0.5%) recombinante CF (figura 3).

Frequéncia de Subtipos de HIV-1

5.2%__3.7%0-5%

HB
HC
MF
M BF
W CF

Figura 3: Frequéncia de subtipos de HIV-1 observada



Tabela 1: Subtipos de HIV-1 encontrados e suas caracteristicas clinicas e demograficas
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Classificag Subtipo
Variavel %0 B C F BF CF
(n=132) (n=41) (n=10) (n=7) (n=1)
Idade Média+dp 42,0+£9,7 | 40,6 +8,7 432+84 | 36,981 24
Sexo (%) Masculino 108 (81,8) 24 (58,5) 4 (40,0) 4 (57,1) 0
Feminino 24 (18,2) 17 (41,5) 6(60,0) 3(42,9) 1
Risco (%) HSH 68 (51,5) 9(22) 2 (20,0) 1(14,3) 0
Hetero 63 (47,7) 31 (75,6) 8 (80,0) 6 (85,7) 1 (100)
DIV 0 1(2,4) 0 0 0
Congénito 1(0,8) 0 0 0 0
Raca (%) Branca 118 (89,4) 38 (92,7) 10 (100) 7 (100) 1 (100)
Negra 14 (10,6) 3(7,3) 0 0 0
Classificacdo pelo | A 60 (45,4) 23 (56,2) 6 (60,0) 1(14,3) 1 (100)
CDC (%) B 31 (23,5) 9(21,9) 2 (20,0) 2 (28,6) 0
(estadio clinico) C 41 (31,1) 9(21,9) 2 (20,0) 4 (57,1) 0
g.empf’ de Médiatdp | 9,0 +50 | 7.0+3.8 | 80+40 | 7.1+34 | 40
iagnostico (anos)
CD4 (céls/mm®) Médiatdp 222 +134 237 £ 130 263 +133 | 236+ 163 498
Carga Viral Médiadp 99,700 + 114,853 + 132,536 + 59,165 + 282
(cépias/mL) B 210,344 224,916 238,279 97,861

Resultados expressos por freqiiéncia (percentual) ou por média + desvio padrao

Na tabela 2 sdo apresentadas estatisticas descritivas das variaveis idade,
sexo, risco, raga, classificacéao clinica pelo CDC, tempo de diagndéstico da infeccao
pelo HIV-1, tempo de uso dos ARVs, contagem de CD4 e carga viral para os
subtipos B e ndo B (chamados de “ndo B” o conjunto formado pelos pacientes com
subtipos C, F, BF e CF). Também sao apresentados os valores de p das
comparacdes entre os subtipos B e nao B.

Equiparando-se as caracteristicas clinicas e demograficas entre pacientes
com infeccdo por HIV-1 subtipo B e ndo B (tabela 2), houve maior frequéncia de
mulheres no grupo de pacientes com infeccdo por subtipo ndo B (18.2% de
mulheres com subtipo B e 45.8% subtipo nédo B, p<0.001). Entre os fatores de risco
para aquisicdo de HIV, 47.7% dos pacientes com subtipo B e 78% dos pacientes
com subtipo ndo B apresentavam exposicdo heterossexual como unico fator de risco
(p<0.001).
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Subtipo p
Variavel Classificacdo B N&o B ~
(n=132) (n=509) (B xndo B)

Idade Médiat+dp 42,0+9,7 41,0+£8,5 0,480°
Sexo Masculino 108 (81,8) 32 (54,2)

Feminino 24 (18,2) 27 (45,8) <0,001°¢
Risco HSH 68 (51,5) 12 (20,3)

Heterossexual 63 (47,7) 46 (78,0) <0,001 © *

DIV 0 1(1,7)

Congénito 1(0,8) 0
Raca Branca 118 (89,4) 56 (94,9)

Negra 14 (10,6) 3(5,1) 0,278°
Classificacdo pelo CDC A 60 (45,4) 31 (52,5)
(estagio clinico) B 31 (23,5) 13 (22,0)

C 41 (31,1) 15 (25,4) 0,635"
(Taenn;z? de diagnostico Média + dp 9,0 5,0 7,1+38 0,005 2
CD4 (céls/mm®) Média + dp 222 + 134 225 +120 0,458°

. - L 99.700 + 114.853 = a

Carga Viral (cépias/mL) Média + dp 210.344 524 916 0,653
Tempo de uso de ARVs .- 6,59 + 2,83 6,16 + 3,10 a
(anos) Média £ dp (n=115) (n=45) 0,395

Resultados expressos por frequéncia (percentual) ou por média + desvio padrao
a Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
b Teste de Qui-quadrado, p<0,05

¢ Teste exato de Fisher, p<0,05

* HSH x Heterossexual

Os pacientes apresentaram diagnostico da infeccédo pelo HIV-1 entre 1983 a

2008. O paciente apresentando infeccdo por subtipo C mais antigo teve seu

diagnostico em 1991, BF em 1992 e F em 1993. O Unico paciente recombinante CF

teve diagnostico em 2004. O tempo de diagnostico de infeccao pelo HIV foi maior

nos pacientes com subtipo B comparados aos dos subtipos néo B (p=0.005).

Contagem de CD4, carga viral e estagio clinico da infeccao pelo CDC foram

semelhantes nos grupos.

6.1 MUTACOES NA TRANSCRIPTASE REVERSA, DE ACORDO COM SUBTIPO

Os pacientes com historia de uso de inibidores da transcriptase reversa

analogos de nucleosideo, ndo-analogos e inibidores de protease dos subtipos B e

ndo-B foram avaliados quanto a presenca de mutacdes de resisténcia. Cento e
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quinze pacientes do subtipo B, 30 subtipo C, 8 subtipo F e 7 subtipo BF foram
avaliados. As mutagdes consideradas clinicamente significativas foram selecionadas
de acordo com recomendacdes da literatura (JOHNSON, et al., 2008; SHAFER, R.
W.; SCHAPIRO, J. M., 2008), sendo o critério utilizado que todas alterem a resposta
algum antirretroviral a uma das trés classes citadas. Para cada mutagéao, testou-se a
hipétese nula de que a probabilidade de presenca da mutacdo para o subtipo B é
igual a probabilidade de presenca da mutacdo para o subtipo ndo B, versus a
hipétese alternativa de probabilidades diferentes. Na tabela 3 sdo apresentadas as
freqUéncias e percentuais de casos com a presenca da mutacéo de resisténcia e 0s
valores de p das comparagoes.

A figura 4 mostra a frequéncia das mutagbes associadas aos ITRN(t)s, de
acordo com os subtipos. Na tabela 3, observamos a comparacao de frequéncia entre

subtipo B e ndo B.

Frequéncia de Mutacoes para os ITRN(t)s
nos Subtipos B e nao B

80%
70%
60%
50% -
40% - =

30% - = B
20% - H NAO-B
10% -
0% -

Figura 4: Frequéncia de mutacdes para ITRN(t)s nos subtipos B e ndo B
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Tabela 3: Frequéncia das Mutac¢des para ITRN(t)s nos Subtipos B e ndo B

Mutacéo ( n:§15) PrﬁiSB) p*
41L 59 (51,3) 13 (28,9) 0,013
62V 9(7,8) 24,4 0,729
65N/R 21,7 0 (0) 1
67N 47 (40,9) 16 (35,6) 0,592
69ins 1(0,9) 0 (0) 1
70R 25 (21,7) 14 (31,1) 0,225
74V 14 (12,2) 6 (13,3) 0,796
75T/IM/ 11 (9,6) 5(11,2) 0,773
771 3(2,6) 0(0) 0,560
116Y 1(0,9) 24,4 0,191
151M 21,7 24,4 0,314
184V 87 (75,7) 29 (64,4) 0,171
210W 39 (33,9) 7 (15,6) 0,021
215Y/F 72 (62,6) 22 (48,9) 0,153
219Q/E 25 (21,7) 14 (31,1) 0,225

Resultados expressos por frequéncia (percentual)
* Teste exato de Fisher, p<0,05

A mutacdo para nucleosideos mais comum nos subtipos foi 184V, ocorrendo
em 75.7% no subtipo B, 56.7% no subtipo C, 87.5% no subtipo F e 71.4% no subtipo
BF. As mutagcbes 70R, 219Q/E, 74V/I, 151M, 75T/M/l e 116Y ocorreram com
maior freqiéncia nos pacientes do subtipo ndo-B, sem diferenca estatisticamente
significativa (Figura 2). As mutacdes M41L e L210W foram mais comuns no subtipo
B que ndo B (p=0.013 e 0.021, respectivamente). Quando verificada a frequéncia
entre cada subtipo, houve diferenca estatistica apenas entre B e C para a mutagao
41L (51.3% no subtipo B e 16.7% no subtipo C, p=0.0008), ndo havendo diferenca
estatistica entre os subtipos para a L210W (tabela 4). Nota-se que apenas 2

pacientes apresentaram mutacdo 65R, ambos do subtipo B (figura 5).
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Mutacao B < F BF >

(n=115) | (n=30) | (n=8) | (n=7) | BxC | BxF | BxBF | CxF | CxBF | FxBF
184V 87(757) 17(56,7) 7(875) 5(71,4) 0067 0679 0990 0,216 0,677 0,569
41L 50(51,3) 5(16,7) 4(500) 4(57,1) 00008 1 1 0071 0045 1
210W 39(339) 3(100) 1(125 3(429) 0012 0272 0691 0976 0,068 0,202
67N 47 (40,9) 13(433) 2(250) 1(143) 0837 0475 0243 0440 0217 1
70R 25(21,7) 11(367) 3(375 0(0) 0102 0380 0,343 0,998 0,080 0,200
215Y/F  72(626) 13(433) 4(500) 5(71,4) 0064 048 1 1 0232 0,608
219Q/E  25(21,7) 12(400) 2(250) 0(0) 0059 0987 0,343 0,684 0072 0,467
65N/R 2(1,7) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1 1 - - -
74V 14(122) 3(10) 2(250) 1(143) 1 0277 0961 0279 0984 1
69ins 1(0.9) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1 1 - - -
151M 2(L7) 267  0(0) 00 0180 1 1 1 1 -
62V 9(78)  2(67)  0(0) 0(0) 1 1 1 1 1 -
75T/MIl 11(96) 4(133)  0(0) 1(143) 0513 1 0504 0,560 0,963 0,467
77L 3(2.6) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1 1 - - -
116Y 109 267  0(0 000) 0109 1 1 1 1 -

Resultados expressos por frequéncia (percentual)

* Teste exato de Fisher, p<0,008 (corrigido por Bonferroni)
- . teste ndo-aplicavel

100%

Mutacgoes para os ITRN(t)s nos subtipos B, C, F

e BF
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Figura 5: Frequéncia de mutacgdes para ITRN(t)s nos subtipos B, C, F e BF
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Tabela 5: Frequéncia de mutagfes para ndo-analogos de nucleosideos nos subtipos B e ndo B

Mutacéo (nzlilS) 523158) p*
101E/P 10 (8,7) 7 (15,6) 0,254
98G 11 (9,6) 3(6,7) 0,759
100l 5(4,3) 1(2,2) 1
103N/S 44 (38,3) 21 (46,7) 0,373
106A/M 1(0,9) 1(2,2) 0,485
108l 15 (13) 6 (13,3) 0,999
179D/E/F 5(4,3) 0(0) 0,323
181C/IIV 21 (18,3) 7 (15,6) 0,819
188L/H/C 6 (5,2) 24,4 1
190A/S/E 29 (25,2) 9 (20) 0,541
225H 11 (9,6) 3(6,7) 0,759
227L/C 1(0,9) 1(2,2) 0,485
230L 0 (0) 1(2,2) 0,281
236L 1(0,9) 0 (0) 1
238N/T 9(7,8) 2 (4,4 0,729

Resultados expressos por frequéncia (percentual)

* Teste exato de Fisher, p<0,05

Para as mutacles

relacionadas aos nao-analogos de nucleosideo,

novamente, para cada mutacao, testou-se a hipotese nula de que a probabilidade de

presenca da mutacdo para o subtipo B € igual a probabilidade de presenca da

mutacdo para o subtipo ndo B, versus a hipotese alternativa de probabilidades

diferentes. S&o apresentadas na tabela 5 as frequéncias e percentuais de casos

com a presenca da mutacdo de resisténcia para os ITRNNs e os valores de p das

comparacgoes.

Observa-se que, quanto as mutacdes para ITRNNs, as substituicbes nas

posicbes 101, 103, 106, 108, 227 e 230 avaliadas ocorreram com maior freqténcia

nos subtipos ndo-B, sem diferenca estatistica. Apenas 1 paciente falhado a néo-

analogo apresentou a mutacdo V106M (subtipo C) (figura 6). A figura 4 mostra as

mutacdes para ITRNNs de acordo com os subtipos.
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Figura 6: Mutacdes para 0s ITRNNs nos subtipos B e néo B

Tabela 6: Comparacdo das mutacdes para ITRNNs entre os subtipos encontrados
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Mutacao _B _C E B_F =

(n=115) | (n=30) | (n=8) | (n=7) | BxC | BxF | BxBF | CxF | CxBF | FxBF
98G 11(96) 3(100)  0(0) 0(0) 0990 1 1 1 1 -
1001 543 133  0(0) 0(0) 1 1 1 1 1 -
101E/P 10(87) 6(200) 0(0) 1(143) 0100 1 0477 0309 1 0,467
103N/S 44(383) 13(433) 3(375 5(714) 0677 1 0116 0133 0232 0,315
106A/M 109 1333  0(0) 00) 0372 1 1 1 1 -
108l 15(130) 2(67) 3(37.5) 1(143) 0526 0,092 0,953 0,053 0,476 0,569
179D/E/F 5 (4,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0584 1 1 - - -
181C/IV  21(183) 4(133) 2(250) 1(143) 0786 0637 1 058 0963 1
188L/H/C 62 133 00 1(143 1 1 0342 1 0347 0467
190A/SIE. 29(252) 8(267) 0(0) 1(143) 1 0196 1 0164 0656 0,467
225H 1196 267  0(0) 1(143) 1 1 0504 1 0473 0,467
227LIC 109 1333  0(0) 00) 0372 1 1 1 1 -
230L 0(0) 0(0) 00) 1(143) - - 0057 - 0,189 0,467
236L 1(0,9) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1 1 - - -
238NIT 9(78) 1(33) 1(125) 0 068 0485 1 0381 1 1

Resultados expressos por frequéncia (percentual)
* Teste exato de Fisher, p<0,008 (corrigido por Bonferroni)
- . teste ndo-aplicavel
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Figura 7: Mutac@es para ITRNNs nos subtipos B, C, F e BF

6.2 MUTACOES NA PROTEASE, DE ACORDO COM SUBTIPO
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As figuras 8 e 9 mostram as principais mutacdes de resisténcia associada aos

inibidores de protease encontradas nas amostras, de acordo com os subtipos B e

nao-B.
Mutagoes na protease subtipos B e nao B
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Figura 8: Mutacdes na protease nos subtipos B e ndo B
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Mutacoes na protease subtipos B e nao B
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Figura 9: MutacBes na protease nos subtipos B e ndo B

Para cada mutacdo da protease, testou-se a hipotese nula de que a
probabilidade de presenca da mutacdo para o subtipo B é igual a probabilidade de
presenca da mutacdo para o subtipo ndo B, versus a hipdtese alternativa de
probabilidades diferentes. A tabela 7 apresenta as frequéncias e percentuais de
casos com a presenca da mutacao e os valores de p das comparacoes.

As mutacfes nas posicdes 20, 36, 23, 50 e 74 foram mais freqientes nos
subtipos ndo B, porém apenas as diferencas nas posi¢cdes 20 (35.7% subtipo B e
64.4% subtipo ndo B, p=0.031) e 36 (50.4% em B e 86.7% subtipo ndo B, p<0.001)
foram significativas. No subtipo B, as mutacfes nas posicdes 10 (64.3% subtipo B e
44.4% subtipo ndo B, p=0.031), 32 (13.9% subtipo B e 2.2% subtipo néo B, p=0.042)
e 63 (73.9% subtipo B e 35.6% subtipo ndo B, p<0.001) foram mais freqientes de

maneira significativa.



Tabela 7: Mutacfes na protease e comparacdes entre os subtipos B e néo B

Mutacéo ( n:§15) PrﬁiSB) p*
58E 16 (13,9) 5(11,2) 0,797
16E 3(2,6) 1(2,2) 1
60E 15 (13,0) 4(8,9) 0,592
10l/F/VICIR 74 (64,3) 20 (44,4) 0,031
13v 33 (28,7) 8(17,8) 0,226
20M/RIT/IIV 41 (35,7) 29 (64,4) 0,001
23l 8 (7,0) 4(8,9) 0,740
24| 6 (5,2) 24,4 1
30N 6 (5,2) 1(2,2) 0,674
32 16 (13,9) 1(2,2) 0,042
33F 26 (22,6) 7 (15,6) 0,389
35G 0 (0) 0(0)
361/LIV 58 (50,4) 39 (86,7) <0,001
43T 8 (7) 0 (0) 0,107
461/L 54 (47) 14 (31,1) 0,077
47VIA 10 (8,7) 24,4 0,512
48VIM 0 (0) 0 (0)
50L/V 10 (8,7) 4(8,9) 0,996
53L 13 (11,3) 24,9 0,237
54A/LIMIVITIS 49 (42,6) 18 (40,0) 0,859
62V 24 (20,9) 7 (15,6) 0,511
63P 85 (73,9) 16 (35,6) <0,001
64L/MIV 12 (10,4) 24,9 0,353
7IVIITIL 58 (50,4) 17 (37,8) 0,163
73S/AICIT 21 (18,3) 3(6,7) 0,084
74P 3(2,6) 24,9 0,619
76V 5 (4,3) 1(2,2) 1
771 31 (27,0) 6 (13,3) 0,094
82A/F/LISITI 49 (42,6) 17 (37,8) 0,598
83D 1(0,9) 0 (0) 1
84V 19 (16,5) 3(6,7) 0,129
85V 12 (10,4) 24,9 0,353
88D/S 9(7,8) 24,9 0,729
90M 48 (41,7) 12 (26,7) 0,102

Resultados expressos por frequéncia (percentual)
* Teste exato de Fisher, p<0,05
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Mutacgdes na protease nos subtipos B, C, F e BF
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Figura 10: Mutacfes na protease nos subtipos B, C, F e BF
Mutacoes na protease nos subtipo B, C, F e BF
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Figura 11: MutacBes na protease nos subtipos B, C, F e BF

Foram comparados os subtipos entre si para determinacdo de maior
frequéncia de terminada mutacdo de resisténcia em um dado subtipo. A tabela 8

mostra resultados das comparacoes.



Tabela 8: Mutagcfes no gene da protease e comparagdes entre 0s subtipos
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Mutacéo B ¢ F BF P

(n=115) | (n=30) | (n=8) | (n=7) | BxC | BxF | BxBF | CxF | CxBF | FxBF
23| 8(70) 4(133 00  0(® 0271 1 1 0560 0570 -
241 6(2 133 00 1(143) 1 1 0342 1 0347 0467
30N 652 1(3B3 00  0(0) 1 1 1 1 1 :
32l 16(139) 0(0) 1(125 0() 0043 1 0592 0210 - 1
33F 26(22,6) 4(133) 2(250) 1(143) 0320 0985 1 058 0963 1
461IL 54(470) 8(26,7) 4(500) 2(286) 0062 1 0451 0232 0,991 0,608
A7VIA 10(87) 1(33) 1(125 0() 0460 0515 1 0381 1 1
48VIM 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) - - - - - -
50L/V 10(87) 3(100) 1(125 0() 0726 0515 1 0976 1 1
53L 13(11,3) 27  0(0)  0() 0737 0598 1 1 1 :
SAAILIMIVIT/S 49 (42,6) 11(36,7) 5(625) 2(286) 0678 0297 0698 0243 1 0315
73S/A/CIT 21(183) 1(33) 2(250) 0(0) 0046 0637 0603 0106 1 0467
74P 326) 267 00 00 0275 1 1 1 1 -
58E 16(13,9) 2(67) 3(375 0(0) 0366 0106 0592 0053 1 0,200
82A/FIU/SIT/I 49 (42,6) 9(300) 6(750) 2(286) 0295 0,138 0698 0039 1 0,132
8av 19(165 1(33) 0(0) 2(286) 0076 0356 0344 1 0,089 0,200
90M 48(41,7) 7(233) 5(625 0(0) 0090 0,289 0041 008l 0306 0,026
76V 543  0(0) 0(0) 1(143) 0584 1 0302 - 0189 0467
88D/S 9(78 1(33)  0(0) 1(143) 0688 1 0447 1 0347 0467
10/FNVICIR ~ 74(643) 10(33,3) 5(625) 5(71,4) 0003 0997 1 0223 0095 1
16E 3(26) 133 00 00 0972 1 1 1 1 :
13V 33(28,7) 4(133) 3(37,5 1(143) 0103 0690 0,672 0,146 0,963 0,569
20MRT/INV ~ 41(357) 19(633) 5(625 5(71,4) 0007 0149 0,102 0998 1 1
35G 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) - - - - - -
36ILNV 58(504) 26(867) 7(875) 6(857) 00003 0065 0117 1 0963 1
43T 8(70)  0(0) 00 0@ 0206 1 1 - - :
60E 15(130) 2(67) 2(250) 0(0) 0526 0304 0595 0189 1 0,467
62V 24(209) 5(167) 2(250) 0(0) 0799 0665 0,343 0622 0,560 0,467
64LIMIV 12(104) 1(33) 1(125 0() 0304 092 1 038 1 1
7IVIITIL 58(50,4) 11(36,7) 5(625) 1(143) 0220 0718 0,116 0,243 0,389 0,119
771 312700 2(67) 3(37,5 1(143) 0026 0683 0,675 0053 0473 0,569
83D 109  0(0) 00  0(0) 1 1 1 - - :
85V 12(104) 1(33) 1(125 0() 0304 092 1 038 1 1
63P 85(739) 12(400) 3(37,5) 1(14,3) 00009 0,041 0003 1 0,383 0,569

Resultados expressos por frequéncia (percentual)
* Teste exato de Fisher, p<0,008 (corrigido por Bonferroni)
- . teste ndo-aplicavel

Na posicdo 10, 64.3% dos pacientes do subtipo B apresentavam mutacao,

enquanto que no subtipo C, apenas 33.3% havia mutacao (p=0,003). A mutacdo 63P

foi mais frequente no subtipo B que nos subtipos C e BF, quando comparados
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individualmente (73.9% no B, 40% no C, 14.3% no BF, p=0.0009 e 0.003,
respectivamente). Os residuos 20 e 36, mais frequentemente mutados nos subtipos
ndo B, foram especificadamente mais frequentes nos virus do subtipo C (10I/F/VIC/IR
64.3% no B e 33.3% no C, p=0.003, e 36l/L/V 50.4% no B e 86.7% no C, p=0.0003).
Em particular, 81 pacientes (61 subtipo B, 20 subtipo C e 11 subtipo F)
apresentavam histéria de falha em esquema contendo nelfinavir (tabela 9). Destes,
60 apresentavam a mutacédo 90M (48 subtipo B, 7 subtipo C e 5 subtipo F). Apenas
7 pacientes apresentavam a mutacdo 30N, sendo 6 do subtipo B e 1 subtipo C. A

figura 12 mostra a freqiéncia das vias mutacionais para NFV conforme os subtipos.

Tabela 9: Pacientes com falha virolégica em uso de NFV, frequéncia das mutacdes 30N e 90M
de acordo com subtipo

Mutacao Subtipo B Subtipo C Subtipo F Subtipo Nao B
D30N (%) 6 (9.8) 1(5) 0 (0) 1(3.2)
L90M (%) 48 (78.7) 7 (35) 5 (45.5) 12 (38.7)

Vias Mutacionais na Falha a Nelfinavir
nos Subtipos B e ndo B
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Figura 12: Vias mutacionais na falha a NFV, de acordo com o subtipo
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7 DISCUSSAO

A maioria das pessoas infectadas pelo HIV-1 no mundo apresentam infeccao
por subtipo ndo-B. Nas areas do mundo onde ha ampla disponibilidade de ARVSs,
como USA e Europa, a maioria dos pacientes apresentam infeccao por subtipo B. H&
um grande interesse internacional em estudar o impacto da diversidade genética do
HIV e sua possivel consequéncia na resposta aos tratamentos ARVs, especialmente
nos subtipos ndo B, localizados nos paises com acesso mais restrito aos novos
ARVs. O Brasil fornece ARVs gratuitamente aos pacientes com infec¢ao por HIV-1
desde 1996 e apresenta uma diversidade de subtipos de HIV e pode servir de
cenario para o estudo das diferencas entre os virus circulantes no Pais na presenca
dos ARVs.

Foi demonstrado que os virus dos subtipos ndo B foram introduzidos mais
tarde no Brasil que o subtipo B (SOARES et al.; 2003; SOARES et al.; 2005). Em
nossa amostra, o paciente com subtipo B apresentando mais tempo de infecc¢ao foi
diagnosticado em 1983. Nos subtipos ndo B, o paciente com mais tempo de
diagnostico de infeccao pelo HIV-1 subtipo C foi diagnosticado em 1991, sugerindo
gue € possivel que, também em nossa amostra, a introducdo do subtipo C foi
posterior ao B. Estima-se que o subtipo C foi introduzido no Brasil no inicio dos anos
1980, 10 a 15 anos apos introducéo do subtipo B (BELLO et al., 2008).

O numero de casos de infec¢do por virus ndo B esta aumentando na Europa
e esses casos vem sendo relacionados a determinados grupos de comportamento e
etnicidade. No Reino Unido e nos Estados Unidos, ha um predominio de casos de
infeccdo por subtipo B em homens caucasianos que fazem sexo com homens e
usuarios de drogas, enquanto os casos de subtipo C ocorrem em homens e
mulheres heterossexuais de outros grupos étnicos (FOX et al., 2007; GERETTI et al.,
2009). O Brasil é um pais com grande diversidade étnica, porém na regido sul ha
maior prevaléncia de caucasianos. Assim, a grande maioria dos pacientes da nossa
amostra eram caucasianos, porém houve maior prevaléncia de mulheres e
heterossexuais nos pacientes com infec¢ao por virus dos subtipos ndo B. Ha relatos
de variacbes funcionais nos virus do subtipo C que favoreceriam sua
transmissibilidade heterossexual (WALTER et al., 2009).
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Com relagdo as mutagBes observadas para nucleos(t)ideos, 41L e 210W
foram mais frequentes nos pacientes com infeccdo por subtipo B que néo B
(p=0,013 e 0,021 respectivamente). Quando comparados entre 0s subtipos
encontrados, para a 41L essa diferenca ocorreu apenas entre B e C (p=0.0008) e
nao houve mais significancia para a 210W comparando os subtipos entre si. As
mutacdes 41L e 210W sdo mutagBes associadas aos timidinicos (d4T e AZT).
Quando ocorre a falha virolégica, existe uma dicotomizagdo entre via mutacional
para a chamada TAM 1 (aquisicdo das mutacdes 41L, 210W e 215Y) ou via TAM 2
(67N, 70R, 219Q) (JOHNSON et al., 2008). A via TAM 1 apresenta mutacbes que
trazem maior risco de resisténcia ndo somente aos timidinicos, mas também
resisténcia cruzada aos demais nucleos(t)ideos (SHAFER et al., 2008). No Brasil o
primeiro esquema ARV é comumente composto por 2 nucleosideos, sendo um deles
timidinico (d4T ou AZT) (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). O tempo de exposi¢io
aos ARVs da amostra foi semelhante entre os subtipos. Outros estudos observaram
maior frequiéncia da 41L em pacientes com infec¢do por subtipo B comparado ao C,
sendo um deles do Brazil (GROSSMAN et al.; 2001; SOARES et al.; 2003) e em
outros paises (MAGGIOLO et al., 2004).

Ha outras evidéncias de que a via mutacional utilizada pelo virus frente a
determinado ARV pode ser influenciada pelo subtipo (NOVITSKY et al.; 2007). Em
Botsuana, investigadores notaram que pacientes com infeccdo por subtipo C tratado
com analogo timidinico, como zidovudina, quando falhados, apresentavam HIV com
mutacbes com uma via mutacional prépria, caracterizada pela presenca das
mutacdes 67N, 70R e 215Y, em comparacdo as vias mutacionais ja descritas para
os timidinicos. E possivel que a maior ocorréncia de 41L e 210W nos virus B
brasileiros mostrem uma tendéncia a via TAM 1 das cepas do pais, havendo
necessidade de mais estudos para determinar esse fato.

Alguns autores notaram um aumento de freqiiéncia da K65R em virus subtipo
C falhados a esquema com ddl (DOUALLA-BELL et al.; 2006) e ha evidencias de
facilidade do surgimento desta mutacdo em subtipo C “in vitro” (COUTSINOS et al.,
2009). A mutacdo K65R é chamada de mutacdo-assinatura para o tenofovir,
medicamento que por ter grande seguranca em sua utilizacdo, hoje substitui o AZT
no primeiro esquema ARV em paises desenvolvidos (MASUR; KAPLAN, 2009). A

possibilidade de maior ocorréncia dessa mutacdo em subtipos ndo B poderia ter
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impacto em termos de resisténcia a longo prazo em paises em desenvolvimento. A
K65R pode surgir em consequéncia ndo somente da falha a tenofovir, mas também
na falha a abacavir e ddl (JOHNSON et al., 2008). Em nossa amostra, apesar da
exposicao a ddl e TDF, houve apenas 2 pacientes com essa mutagao, sendo ambos
do subtipo B. Outros locais com maior prevaléncia de infeccdo por subtipo C também
nao conseguiram demonstrar a ocorréncia maior dessa mutagdo (SUNPATH et al.,
2008; SEM et al., 2007). Sabe-se que a presenca de TAMs diminui a ocorréncia de
K65R (PARICH et al., 2006). E possivel que no Brasil, como o primeiro esquema
ARV contém timidinico, a presenca de TAMs na primeira falha seja também
responsavel pela menor frequéncia da substituicdo na posicéo 65 da protease.

N&ao houve diferenca na frequéncia de mutacbes para ndo-analogos em
nossa amostra, nos diferentes subtipos. As posi¢cdes 106 e 98 mutadas relatadas na
literatura como mais frequentes no subtipo C (GROSSMAN et al., 2004; KANTOR et
al., 2005) foram pouco frequentes em nossa amostra.

SOARES et al em 2003 demonstraram que um subtipo C especifico do Brasil
circula no pais e esse subtipo apresenta assinaturas moleculares especificas. Foi
notada uma elevada frequéncia de mutacdo na posicédo 36 da protease no subtipo C
do Brasil, bem como da 63 no subtipo B. Em nosso estudo, as mutacfes nas
posicdes 20 e 36 foram mais frequentes nos subtipos C, concordando também com
outros autores que notaram maior frequéncia destas mutacbes em subtipos néo-B
(KANTOR, R.; KATZENSTEIN, D., 2003).

A mutacdo na posicdo 36 esta relacionada com diminuicdo da
susceptibilidade do virus aos ARVs atazanavir, indinavir, nelfinavir, tipranavir e a
mutacdo na posicdo 63, a lopinavir (JOHNSON et al.,, 2008). Questiona-se se
mutacdes consideradas polimorfismos ou mutagcdes menores nos virus do subtipo B,
observadas mais frequentemente nos subtipos ndo B, poderiam diminuir a barreira
genética para determinados IPs nos subtipos ndo B (POVEDA et al., 2008).

A mutacao 90M foi via preferencial de resisténcia para os virus B e ndo B de
pacientes falhados a nelfinavir, como previamente notado (KANTOR, R.;
KATZENSTEIN, D., 2003; SOARES et al., 2003). E possivel que com a elevada
frequéncia de mutacdo no residuo 36 favoreca o surgimento da via 90M, como

verificado em nossa amostra e relatado previamente (PERNO et al., 2004).
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8 CONCLUSAO

Nosso resultado demonstra haver em Curitiba, Parana, assim como nos
outros estados da regiao sul do Brasil, uma grande prevaléncia de HIV-1 subtipo B
(69.1%), seguido porém por uma quantidade significativa de HIV-1 subtipo nédo B,
sendo encontrados subtipos C (21.5%), F (5.2%), recombinantes BF (3.7%) e BC
(0.5%). Os virus do subtipo ndo B, em especial subtipo C, apresentaram maior
ocorréncia em heterossexuais e mulheres. Os dados apresentados sugerem que 0S
virus dos subtipos ndo B podem ter sido introduzidos no Parana posteriormente ao
subtipo B. Os dados ainda sugerem nao haver diferenca quanto a contagem de CD4,
carga viral e presenca de mais doencas oportunistas (avaliada pelo critério clinico do
CDC) entre os pacientes com infeccéo por subtipos B e néo B.

As mutacdes 41L e 210W da transcriptase reversa foram mais frequentes nos
virus dos subtipos ndo B, sendo a 41L mais frequente no subtipo B em comparacéo
ao C. Quanto a protease, as mutacdes nos residuos 10, 32 e 63 foram mais
frequentes nos virus do subtipo B, enquanto as posicdes 20 e 36 foram mais
mutadas nos virus do subtipo B, de pacientes expostos as mesmas classes de
antirretrovirais. Mutacfes propostas como assinaturas moleculares de subtipos
brasileiros estiveram presentes, como 63P na protease do subtipo B e 361 do subtipo
C.

Héa necessidade de mais estudos para avaliar qual é a implicancia fenotipica

das caracteristicas genéticas encontradas na populacao do Parana.
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