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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM CIENCIAS — COOPERACAOQ I0C-ILMD, INSTITUTO OSWALDO
CRUZ (IOC/FIOCRUZ)/ INSTITUTO LEONIDAS MARIA DEANE (IL MD/FIOCRUZ)

Yury Oliveira Chaves

A falha virolégica ou persisténcia de viremia detectavel em pessoas vivendo com HIV/aids sob
0 uso de terapia antirretroviral pode ocorrer devido a baixa adesdo ao tratamento e/ou
mutacgdes de resisténcia as drogas (DRM). No Brasil, a regido Norte apresenta um dos piores
cendrios epidemioldgicos para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Assim, este estudo
tem como objetivo investigar a diversidade genética do HIV-1 e DRM em Manaus. O estudo
de corte transversal incluiu pessoas que vivem com HIV em terapia antirretroviral combinada
e que apresentaram falha virologica entre 2018-2019. As sequéncias das regides
protease/transcriptase reversa (PR/RT) e C2V3 gpl120 (Env) do envelope viral foram
analisadas para determinar subtipos/variantes de HIV-1, DRMs e tropismo viral. Foram
recrutados 100 individuos, no entanto foi possivel obter sequéncia da PR/RT de noventa e
dois deles, e estes foram analisados no estudo. Aproximadamente 72% deles eram do sexo
masculino e 74% se autodeclararam heterossexuais. A inferéncia filogenética (PR/RT-Env)
mostrou que a maioria das sequéncias era do subtipo B (67,4%), seguida por genomas
mosaico BF1(14,1%) ou BC (1,1%) e sequéncias F1 (1,1%) e C (1,1%). Para 14 amostras s0
foi possivel amplificar a PR/RT e destas 14,1% eram subtipo B e 1,1% C. Dentre as 83
amostras do subtipo B na PR/RT, 84,3% eram pandémicas (Bran) € 15,7% eram Caribenhas
(Bcar). As andlises da regido do env demonstraram uma prevaléncia de 9% de variantes Bgr
e o tropismos das sequéncias analisadas apresentou uma prevaléncia de 66,7 % de virus R5
tropicos. As DRMs mais frequentes foram M184l/V (82,9%) para inibidores da transcriptase
reversa de nucleosideo (ITRN), K103N/S (63,4%) para inibidor da transcriptase reversa nao-
nucleosideo (ITRNN) e V82A/L/M (7,3%) para inibidores de protease (PI). A analise de DRM
mostrou altos niveis de resisténcia para lamivudina e efavirenz em mais de 82,9% dos
individuos, embora tenha sido observada baixa (7,7%) resisténcia cruzada a etravirina. Um
baixo nivel de resisténcia aos inibidores da protease foi encontrado e incluiu pacientes que
tomam atazanavir/ritonavir (16,6%) e lopinavir (11,1%). Foi demonstrado alta susceptibilidade
aos inibidores de protease, assim como aos ARVs: Darunavir, Etravirina e Maraviroque. A via
de resisténcia as mutacfes analogas da timidina-2 (TAM-2) foi maior em Bcar do que em Bpan.
Resultados semelhantes aos de outros estudos brasileiros com relacdo a resisténcia as
drogas para HIV foram observados; no entanto, ressaltamos a necessidade de estudos
adicionais sobre as variantes do subtipo Bcar. Os estudos de epidemiologia molecular sé&o
uma ferramenta importante para monitorar a prevaléncia de resisténcia aos medicamentos
para o HIV e podem influenciar as politicas publicas de saude.
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PHD THESIS IN SCIENCE = |OC-ILMD COOPERATION, OSWALDO CRUZ INSTITUTE
(IOC/FIOCRUZ)/ LEONIDAS MARIA DEANE INSTITUTE (ILMD/FIOCRUZ)

Yury Oliveira Chaves

Virological failure or persistence of detectable viremia in people living with HIV/AIDS under
antiretroviral therapy may occur due to poor treatment adherence and/or drug resistance
mutations (DRM). In Brazil, the North region presents one of the worst epidemiological
scenarios for the human immunodeficiency virus (HIV). Thus, this study aims to investigate the
genetic diversity of HIV-1 and DRM in Manaus. The cross-sectional study included people
living with HIV on combination antiretroviral therapy and who experienced virological failure
between 2018-2019. The sequences of the protease/reverse transcriptase (PR/RT) and C2V3
gp120 (Env) regions of the viral envelope were analyzed to determine HIV-1 subtypes/variants,
DRMs and viral tropism. One hundred individuals were recruited, however it was possible to
obtain a PR/RT sequence from ninety-two of them, and these were analyzed in the study.
Approximately 72% of them were male and 74% self-declared heterosexual. Phylogenetic
inference (PR/RT-Env) showed that most sequences were of subtype B (67.4%), followed by
mosaic genomes BF1 (14.1%) or BC (1.1%) and F1 sequences (1.1%) and C (1.1%). For 14
samples it was only possible to amplify PR/RT and of these 14.1% were subtype B and 1.1%
C. Among the 83 samples of subtype B in PR/RT, 84.3% were pandemic (Bpan) and 15 .7%
were Caribbean (Bcar). Analyzes of the env region showed a prevalence of 9% of BBR variants
and the tropism of the analyzed sequences showed a prevalence of 66.7% of tropic R5 viruses.
The most frequent DRMs were M1841/V (82.9%) for nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs), K103N/S (63.4%) for non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) and
V82A/L/M (7.3%) for protease inhibitors (PIl). DRM analysis showed high levels of resistance
to lamivudine and efavirenz in more than 82.9% of subjects, although low (7.7%) cross-
resistance to etravirine was observed. A low level of resistance to protease inhibitors was found
and included patients taking atazanavir/ritonavir (16.6%) and lopinavir (11.1%). High
susceptibility to protease inhibitors, as well as to ARVs: Darunavir, Etravirine and Maraviroque
has been demonstrated. The pathway of resistance to thymidine analog-2 (TAM-2) mutations
was greater in Bcar than in Bpan. Similar results to other Brazilian studies regarding HIV drug
resistance were observed; however, we emphasize the need for further studies on variants of
the Bcar Subtype. Molecular epidemiology studies are an important tool to monitor the
prevalence of HIV drug resistance and can influence public health policies.
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Centros de Controle e Prevencéo de Doencas (do Inglés, Centers
for Disease Control and Prevention)

DNA Complementar

Forma Recombinante Circulante (do Inglés, Circulating
Recombinant Form)

Carga Viral

Acido Desoxirribonucleico (do Inglés, Desoxyribonucleic Acid)
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DRV

DTG
EDTA
EFV

ENV

ETR
FMT-HVD
FTC

ap
HIVDB

HTLV

ILMD

INI

IQR

IST

ITRN

ITRNN

LABAIDS

Mutacéo de resisténcia as drogas (do Inglés, Drug Resistance
Mutation)

Darunavir

Dolutegravir

Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

Efavirenz

Envelope

Etravirina

Fundacao De Medicina Tropical — Heitor Vieira Dourado
Emitricitabina

Glicoproteina

Stanford Hiv Drug Resistance Database

Virus T-Linfotrépico Humano (do Inglés, Human T-Lymphotropic
Virus)

Instituto Lednidas e Maria Deane

Inibidor de Integrase

Inibidores de Protease

Intervalo interquartil

Infeccdes Sexualmente Transmissiveis

Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleotideos
Inibidores da Transcriptase Reversa Nao Analogos de
Nucleosideos

Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular do Instituto Oswaldo

Cruz I0OC/FIOCRUZ-RJ
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LAS

LAV
LPV
LTR
MMLV
NVP
ONU
PCDT
PCR
POL
PR
PVHIVA
RNA
RPV
RT
SIV
SIVcpz
SIVsm
SK
SPR
SUS
TAM

TARV
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Sindrome associada a linfadenopatia (do Inglés,
Lymphoadenopathy Associated Syndrome)
Virus associado a linfadenopatia (do Inglés, Lymphadenopathy
Associated Virus)

Lopinavir

Long Terminal Repeat

Moloney Murine Leukemia Virus
Nevirapina

Organizacao das Nacodes Unidas
Protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas
Reacdo em cadeia de polimerase
Polimerase

Protease

Pessoas vivendo com HIV e aids

Acido Ribonucleico

Rilpivirina

Transcriptase Reversa

Virus da Imunodeficiéncia Simia

SIV de Chimpanzés - Pan Troglodytes

SIV de Sooty Mangabeys

Sarcoma de Kaposi
Subtree-Pruning-Regrafting

Sistema Unico de Satde

Mutacdes Analogas da Timidina

Terapia Antirretroviral



TAT

TCLE

TDF

TDR

TDRM

URF
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Proteina Transativadora

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Tenofovir

Resisténcia as drogas transmitida (do Inglés, Transmitted Drug
Resistance)

Mutacé&o transmitida de resisténcia as drogas (do Inglés,
Transmitted Drug Resistance Mutation)

Forma Recombinante Unica (do Inglés, Unique Recombinant

Form)
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1. INTRODUCAO

1.1 Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

1.1.1 HIV/Aids: breve historico

Resumidamente, o0s primeiros casos verificados retrospectivamente no
continente americano da infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
datam de 1978, ja no Brasil, o primeiro caso foi em 1980. Estudos filogenéticos tracam
a entrada do HIV-1 em 1969 (Haiti) e em 1971 (EUA) (GALVAO, 2002; RUTHERFORD
et al., 1990; WOROBEY et al., 2016). Em 1981, o Centro de Controle e Prevencéo de
Doencas dos Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention - CDC)
registrou 0s primeiros casos em individuos jovens que apresentavam um tipo
especifico de cancer de pele, conhecido como Sarcoma de Kaposi (SK) e/ou
pneumonia causada por Pneumocystis carinii, assim como comprometimento do
sistema imune. Tais fatos levaram os cientistas da época a concluir que se tratava de
uma nova doencga ainda nao classificada de etiologia provavelmente infecciosa e
transmissivel (CDC, 1982; CURRAN; JAFFE; CENTERS FOR DISEASE CONTROL,
2011). Esta nova doenga foi inicialmente detectada em moradores das cidades de Sao
Francisco e Nova lorque, e em sua maioria acometia homossexuais, e por isso foi
vulgarmente denominada de “cancer gay”, e que posteriormente descrita como
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids).

Ainda 1982, a aids, foi verificada em 71% em grupos especificos de homens
homossexuais e bissexuais, além de hemofilicos (1%), haitianos que viviam nos
Estados Unidos (5%) e usuarios de droga injetavel (17%) (CDC, 1982; CURRAN;

JAFFE; CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 2011). Em 1983, foram notificados
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casos em criancas, profissionais de saude e em heterossexuais, havendo o
entendimento de que se tratava de uma doenca infecciosa de origem viral devido a
semelhanca com outras infeccées. (CURRAN; JAFFE; CENTERS FOR DISEASE
CONTROL, 2011; GALLO; MONTAGNIER, 1988).

Em 1983, Barré-Sinousi e colaboradores fizeram o isolamento do virus do
sangue de um paciente que apresentava sindrome de linfadenopatia persistente
(“Lymphoadenopathy Associated Syndrome”, LAS); neste, observaram a presenca da
enzima transcriptase reversa, se tratando assim de um retrovirus (BARRE-SINOUSSI
et al., 1983). Essa caracteristica observada se assemelhava a outros tipos de virus
como o “Human T-cell Leukemia Virus” (HTLV) isolado de pacientes que tinham aids
e que foram reportados pelo estudo cientifico de Gallo e colaboradores no mesmo ano
(GALLO et al., 1983), e no ano seguinte sugeriram a denominacdo desse novo virus
como HTLV-Ill (GALLO et al., 1984)

Em 1984, um estudo publicado por Montagnier e colaboradores trazia a luz o
mecanismo que poderia estar relacionado com sindrome de linfadenopatia
persistente, evidenciando que o virus tinha uma relacdo com a infecao de linfocitos T-
CD4+, em experimentos in vitro, e causava a destruicdo destas células alvo
(MONTAGNIER et al., 1984). Nesse mesmo ano, outro grupo de pesquisa isolava o
virus causador da aids de individuos com diferentes caracteristicas clinicas moradores
de Sao Francisco e o denominam de retrovirus associado a aids (“AIDS- Associated
Retrovirus”, ARV) (LEVY et al., 1984).

Em 1986, o Comité Internacional de Taxonomia viral recomendou que trés
retrovirus (LAV, HTLV-IIl e ARV), ou seja o virus causador da aids fosse nomeado

separadamente como “Human Immunodeficiency Virus” (HIV) (COFFIN et al., 1986).
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1.2 Epidemiologia do HIV/Aids

Estima-se que 37,7 milhdes de pessoas estejam vivendo com HIV no mundo,
e foram contabilizados em torno 1,5 milh6es de novas infeccbes por HIV, e 680 mil
Obitos relacionados a aids em 2020 (UNAIDS, 2021). De acordo com dados da
UNAIDS deste total de 37,7 milhées de PVHIVA 25,4 milhdes vivem na Africa, seguido
de 3,7 milhdes das Américas e 3,7 milhdes no Sudeste da Asia, 2,6 milhdes na
Europa, 1,9 milhdes no pacifico ocidental e 420 mil no Mediterraneo oriental (UNAIDS,

2021).

No Brasil, neste mesmo ano foram notificados 41.919 casos de infeccao pelo HIV,
sendo 4.948 (11,8%) na regidao Norte, 10.752 (25,6%) casos na regido Nordeste,
14.778 (35,3%) na regido Sudeste, 7.639 (18,2%) na regido Sul e 3.802 (9,1%) na
regido Centro-Oeste (BRASIL, 2020a). A taxa de deteccdo de aids no Brasil tem
apresentado, nos ultimos cinco anos, uma média de 39 mil novos casos por ano.
Contudo, vém se registrando um declinio no niamero de casos de aids desde 2013.
Os casos de aids identificados desde 1980 até julho de 2020 mostram uma
concentracdo nas regides Sudeste (51,0%) e Sul (19,9%) e menor concentra¢ao nas
regides nordeste (16,2%), norte (6,7%) e centro-oeste (6,2%) (BRASIL, 2020a). Em
um periodo de dez anos (2009 — 2019), a taxa de detecc¢do de aids apresentou queda
de 17,2%, ou seja, passou a uma taxa de incidéncia de 21,5 casos por 100 mil
habitantes e, em 2009 para 17,8 casos de aids a cada 100.000 habitantes em 2020
(BRASIL, 2020a). Todavia, esse declinio ndo ocorreu em todas as regiées do Brasil.
As regides Norte e Nordeste apresentaram crescimento na detec¢éo de casos de aids.

Em 2009, as taxas registradas eram de 20,9 (Norte) e 14,1 (Nordeste) casos por 100
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mil habitantes, enquanto em 2019 foram de 26,0 (Norte) e 15,7 (Nordeste) (Fig.1)

(BRASIL, 2020a).
40,0 4
35,0 -
30,0 -
25,0 -

20,0 - e
15,0 -__-—‘-_________——— ﬂ_-—ﬁ::==‘“-n-.

Taxa de deteccdo (por 100.000 hab.)

10,0 -

50 -

0,0 T T T T T T T T 1
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Ano de diagnédstico

e——Brasil ———Norte ——Nordeste —Sudeste Sul Centro-Oeste

Figura 1 - Taxa de deteccdo de aids (por 100.000 hab.) segundo regido de

residéncia, por ano de diagndstico. Brasil, 2009 a 2019* (BRASIL, 2020a).

Comparando os dados epidemiolégicos dos anos de 2009 e 2019,
apresentados na figura 2, o estado do Amazonas apresentou um aumento de 9,8%
na taxa de deteccdo de aids passando de 31,7 para 34,8, apresentando juntamente
com o estado de Roraima as maiores taxas, apesar do decréscimo de 4,5% (Fig.3) no
coeficiente de mortalidade padronizado de aids no comparativo entre 2009 e 2019 (6,7
-6,4).

Em 2019, verificou-se que onze estados do Brasil demonstraram coeficiente de
mortalidade com média superior a nacional de 4,1 6ébitos por 100.000 habitantes, e
que o estado do Amazonas (6,4) ficou em 4° lugar, ja a capital Manaus ocupou o 3°

lugar entre as capitais brasileiras (BRASIL, 2020a).
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diagnostico. Brasil, 2009 e 2019 (BRASIL, 2020a).

1.3 Estrutura do HIV

Segundo o comité internacional de taxonomia viral (ICTV, 2020), o HIV é
classificado como pertencente aordem Ortervirales familia Retroviridae, subfamilia

Orthoretrovirinae, género Lentivirus, espécie virus da imunodeficiéncia humana.



26

Classificado como um retrovirus (genoma constituido por RNA e com enzima capaz

de realizar retrotranscricdo (BIBERFELD et al., 1987; GALLO; MONTAGNIER, 1988).

Na figura 4, pode-se observar a estrutura do HIV que € composta por um
envelope lipoprotéico com espiculas glicoproteicas designadas gpl120 e gp41, onde
através de alteracGes conformacionais da gpl120 resultantes da ligacdo ao receptor
CD4 e os correceptores e com o auxilio da regido subunidade transmembranar - gp41
(gp120 — gp4l) possibilitam a fusdo e a entrada na célula hospedeira. O virus
apresenta em seu capsideo duas copias de RNA de cadeia simples seu genoma
completo é composto por nove genes classificados em genes estruturais, acessorios

e regulatorios.

GLICOPROTEINA DO ENVELOPE

(gp120)
MATRIZ PROTEICA
P17)
ENVELOPE

(gpa1)

RNA
MEMBRANA ¢——
LIPIDICA

PROTEASE ¢/

(p10)

T TRANSCRIPTASE REVERSA
(p66, p51)

CAPSIDEO
(p24)

INTEGRASE
(p37)

Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura do HIV-1. Fonte: BRASIL,

2016.

O HIV possui trés genes principais: gag (posi¢do em relagdo ao HXB2 790 —
2292), que codifica as proteinas na matriz (pl17), o capsideo (p24), nucleocapsideo
(p7) e proteina p6; pol (2085-5096) que codifica enzimas importantes para o

estabelecimento do ciclo viral na célula hospedeira, como transcriptase reversa,

GLICOPROTEINA TRANSMEMBRANA DO



27

protease e integrase; e env (6045-8795), que codifica a glicoproteina gp160 do
envelope que é percussora da gpl120 e gp41. Ha ainda os genes tat que possui dois
exons Tat-1 e exon Tat-2 e rev que desempenham funcdes regulatorias essenciais
para replicacao viral, e ainda as proteinas acessorias nef, vif, vpu (no HIV-1) e vpr (no
HIV-2) essenciais para a eficiente producéo viral (BENKO et al., 1990; BIBERFELD et
al.,, 1987; FRANKEL; YOUNG, 1998; LI et al., 2015; SEELAMGARI et al., 2004). A
sequéncias repetidas terminais (LTRs, do inglés long terminal repeat) em forma linear
5LTR (1-634) e 3'LTR (9068-9719), de polaridade positivas na direcao 5-3’sédo
necessarias a integracdo do genoma viral ao DNA do hospedeiro, denominando-o

assim de provirus. (Fig. 5).

2086 t8424 19168

1921
1 790 1188 1879 2134 5041 87| 8707
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l 5'LTR | | p17 i p24  ip7 pei vif I nef
534 3

p2 p1 22 8619 8469 0417
gag 5831 16062 8379 9086
U T
6045 6310 rev 8653 Lral ]
2085 2253 2550 3870 4230 5559 5870 6225 7758
iprot pSTRT P15 patint | vpr [l | gpi20 P gpat |
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p: proteina
gp: glicoproteina

Figura 5 - Genoma proviral: genes estruturais e acessorios do HIV-1, posicdes
relativas ao isolado HXB2. Fonte:

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/IMAP/landmark.html.

1.4 Ciclo Replicativo do HIV

O ciclo de replicagéo do HIV-1 se inicia quando o HIV reconhece as proteinas

de membrana da célula alvo e ap0s haver a ligacdo com as células que possuem
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especialmente o receptor CD4* na membrana celular (Fig. 6-1). Esse reconhecimento
ocorre pela alteracdo da forma conformacional da glicoproteina gp120 e acoplando-
Se ao correceptor que sao majoritariamente os receptores de quimiocina CCR5 ou
CXCR4. Contudo, também ¢é possivel encontrar células que eventualmente podem
apresentar tropismo duplo para R5X4 (Fig 7). O uso de correceptor CCR5 ou CXCR4
pelo HIV é principalmente determinado por uma sequéncia de aminoacidos na alca
V3 da gpl20 (ALKHATIB, 2009). Apés a ligacdo, a glicoproteina transmembranar
gp41 medeia a fusdo das membrana do envelope viral a membrana celular, e apos
ocorre a liberacdo do capsideo, contendo o genoma e proteinas do virus no citosol

(Fig. 6-2), revisado por Wilen; Tilton; Doms (2012).
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Figura 6 - Ciclo replicativo do HIV e papel de enzimas virais.

Fonte: https://www.niaid.nih.gov/diseases-conditions/hiv-replication-cycle
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Figura 7 - Tropismo viral para os correceptores CCR5 e CXCRA4.

Fonte: (ALKHATIB, 2009)

O capsideo se desintegra, configurando a etapa de desnudamento, com
liberacdo do RNA e enzimas virais, assim a transcriptase reversa do HIV inicia a
retrotranscricdo do RNA viral em DNA (Fig.6-3), ap6s o material genético é
transportado ao ndcleo da célula onde sera integrado pela acdo da enzima integrase,
ao DNA do hospedeiro (Fig.6-4), Contudo, um estudo recente demonstra que esse
processo de desnudamento pode ocorrer no nucleo da célula (BURDICK et al., 2020).
Uma vez que o provirus é integrado ao DNA do hospedeiro, a célula passa a produzir
material genético viral (transcricdo de RNA viral), produzindo multiplas cépias do novo
RNA do HIV. Parte deste RNA torna-se o genoma de um novo virus, enquanto a célula

usa outras copias do RNA para fazer novas proteinas do HIV (Fig.6-5). Essas
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proteinas virais se reanem proximos a membrana plasmatica (Fig.6-6) e os novos
virions sdo montados proximos a membrana brotando para fora da célula. Somente
apos brotamento estes passam por processo de maturacdo e através da acdo da
protease viral, e entdo, os virions maduros sdo capazes de infectar novas células (Fig.

6-7) (CHAN; KIM, 1998; HOPE, 1997).

A historia natural da infeccdo pelo HIV é caracterizada inicialmente pela
infeccdo do HIV as células do sistema imunoldgico, principalmente células T CD4",
dando inicio a fase aguda da infeccdo. A infeccdo de células T CD4* levando a uma
deplecdo macica destas (DOUEK, 2007) ocorre juntamente com uma alta viremia
(>107cépias de RNA/mL de plasma) (Fig. 8), caracterizada por sintomas clinicos
conhecidos como sindrome retroviral.. Para contrabalancear essa injuria causada pela
infeccdo ocorre uma expansao significativa de células T CD8* efetoras contra o HIV e
consequentemente a producao de anticorpos por linfécitos B dando inicio a resposta

imune humoral (BORROW et al., 1994;KOUP et al., 1994).

Apos a fase aguda da infec¢é@o, ha um declinio na viremia, marcando assim, o
inicio da fase crbnica da infeccao, e apesar de ocorrer recuperacdo do nimero de
linfécitos T CD4*, que se mantém estavel em determinado periodo do curso da
infeccdo e com os passar dos anos ira sofrer um declinio gradual (KASSUTTO;
ROSENBERG, 2004). Essa alteracao clinica pode passar desapercebida pois a
maioria das PVHIVA se mantém assintomaticas (PARANJAPE, 2005). Assim, o
declinio progressivamente lento de linfocitos T CD4* somado ao aumento da
replicagéo viral resultam na fase de aids, na qual o organismo fica vulneravel as
infecgbes oportunistas, aumentando o risco de vida na auséncia de tratamento

(LANGFORD; ANANWORANICH; COOPER, 2007) (Figura 8).
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Figura 8 - Historia natural da infeccdo pelo HIV. Carga viral plasmatica
(vermelho), contagem de linfocitos T CD4* (verde) e linfcitos T CD8* (azul) titulacéo
de anticorpos anti-HIV (amarelo) estdo indicadas no grafico em funcdo das fases

clinicas da infeccao por HIV e do tempo. Fonte: adaptado de Simon e Abdool (2006).

1.5 Terapia antirretroviral

A terapia antirretroviral (TARV) consiste na combinacdo de drogas
antirretrovirais (ARV) tendo como objetivo bloquear etapas ou enzimas do ciclo
replicativo do HIV, suprimindo a replicagéo viral (Fig. 9). A TARV pode ser composta
por inibidores de fusdo ou entrada, inibidores da transcriptase reversa analogos a
nucleotideo (ITRN) ou inibidores da transcriptase reversa nao analogos a
nucleosidicos (ITRNN) inibidores de protease (IP) e inibidores da integrase (INI). A
TARV resultou na melhoria substancial na qualidade de vida dos PVHIVA e no declinio

de mortes associadas a aids em todo o mundo (BRASIL, 2018; UNAIDS, 2020a).
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Figura 9 - Principais alvos das drogas antirretrovirais e como atuam no ciclo de
replicacdo do virus. As principais classes de farmacos usadas na terapia
antirretroviral (TARV) para combater o HIV incluem inibidores da entrada do virus na
célula, como o inibidor da fusdo virus-célula (enfuvirtida) e o antagonista de CCR5,
(maraviroque), inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideos (ITRNt),
inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN) , inibidor
de integrase (raltegravir, dolutegravir) e inibidores de protease (IP).Fonte: adaptado

de Engelman e Cherepanov, 2012).
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1.5.1 Inibidores de entrada e fusao

Como descrito anteriormente, os ARV tém por objetivo bloquear uma etapa do
ciclo biolégico do HIV.O primeiro alvo € a entrada do virus nas células imunolégicas
gue expressam receptores que possibilitardo a invaséo do virus, os ARVs que agem
sobre essa fase séo classificados como inibidores de entrada e inibidores de fuséo,

podendo ser antagonistas do receptor de quimiocina CCR5 ou inibidores da gp41.

Os inibidores de fusdo sao peptideos que mimetizam dominios da gp4l e tem
por objetivo impedir a acdo da glicoproteina gp41, interrompendo assim interacdes
moleculares desta proteina viral com a membrana celular (KILBY et al., 1998;

LALEZARI et al., 2003; WILD; GREENWELL; MATTHEWS, 1993; WILD et al., 1994).

Por outro lado, os antagonistas CCR5 sao pequenos peptideos que se ligam
regibes hidrofobicas transmembranas do correceptor CCR5 dispondo de um
mecanismo inovador com atividade alostérica. Este induz ao ndo reconhecimento do
virus a esse correceptor na célula alvo impedindo sua invasdo (DORR et al., 2005).
Porém, mesmo se ligando ao CCR5, ndo impede que esse correceptor continue

exercendo sua funcé@o imunoldgica na célula alvo (VEAZEY et al., 2003).

Outros alvos farmacolégicos podem estar relacionados com a glicoproteina do
envelope viral gp120, alvo de inibidores baseados em anticorpos. Esses anticorpos
podem se ligar em regifes da gpl20 importantes para a ligacdo ao CD4 e alterar a
conformacao da proteina envelope, impedindo assim o reconhecimento do receptor

CD4 nas células alvo, revisado por Acharya et al. (2015)
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1.5.2 Inibidores da transcriptase reversa

O uso de Inibidores da enzima transcriptase reversa analogos de
nucleotideos/nucleosideos (ITRN) foram a primeira classe de antirretrovirais a serem
aprovados contra o HIV (YOUNG, 1988). Esses medicamentos se ligam ao sitio
catalitico da enzima transcriptase reversa através de um processo de fosforilagdo
impedindo a formacgédo da ligagéo fosfodiester do nucleosideo resultando no término

do crescimento cadeia de DNA viral (CHENG et al., 1987; RICHMAN, 2001).

Por outro lado, os inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de
nucleosideos possuem mecanismo diferente, n&o necessitam da etapa de
fosforilacdo, pois inibem a enzima transcriptase reversa por interacao a um sitio de
ligacdo alostérica no sitio polimerase da enzima transcriptase reversa (FURMAN et

al., 1986; SPENCE et al., 1995), sendo ambos visualizados na figura 10.
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Figura 10 - Mecanismo de acdo de Inibidores da transcriptase reversa. (a)
mecanismo de ac¢éo de Inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideos,
(b) mecanismo de acédo de inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de

nucleosideos (RICHMAN, 2001)

1.5.3 Inibidores de protease

A protease do HIV-1 é uma enzima com apenas 11lkDa que é responsavel
processamento de poliproteinas do HIV (gag-pol) (SHAFER et al., 2001). Sua agéo é

importante para a maturacdo do virion, etapa que ocorre apos brotamento da nova
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particula (PARK; MORROW, 1993). A acao farmacologica dos inibidores de protease
tem por objetivo incapacitar particulas virais formadas de se replicar, produzindo,
apenas virions sem capacidade de infectar novas células alvo (MEEK; DREYER,

1990).

1.5.4 Inibidores de integrase

Integrase € uma enzima do HIV-1 de 32 kDa, a mais recente a ser direcionada
com sucesso para o desenvolvimento de drogas (ESPESETH et al., 2000). O
processo da enzima integrase é composto por 4 fases, descritas na figura 11. 1)
importacao nuclear (importacdo do complexo de pré-integracéo viral através dos poros
nucleares), 2) processamento da regido 3'- final (a integrase quebra um dinucleotideo
de cada fita de DNA viral nas regides LTR, produzindo grupos hidroxil reativos que
serdo em uma reacdo nucleofilica ligados ao DNA do hospedeiro alvo), 3) etapa de
transferéncia de fitas de DNA, e 4) reparacdo final de DNA que é realizado por

mecanismos de reparacdo de DNA celular (SLOAN; WAINBERG, 2011).
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Figura 11. Processamento da enzima integrase do HIV-1 e mecanismo de acao

de inibidores de integrase. (INGALE; BHATIA, 2011).

1.6 Tratamento do HIV no Brasil

O Brasil atravessou uma mudanca significativa em relacdo as politicas de
salde publica desde a criagdo do SUS — Sistema Unico de Satde que através da
Constituicdo Federal de 1988, passou a oferecer medicamentos para infeccdes
oportunistas (BRASIL, 1988). Desde 1996, o Brasil através do Departamento
Nacional de Vigilancia, Prevencéo, e Controle das IST, HIV/AIDS e Hepatites Virais
do Ministério da Saude, distribui gratuitamente, pelo SUS, os ARV para as pessoas

vivendo com HIV (BRASIL, 1996).
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O primeiro tratamento no Brasil, surgiu em 1991, com a utilizacdo do AZT
(Zidovudina) indicada inicialmente para uma quantidade significativa de pessoas
vivendo com HIV/Aids, devido a eficacia na reducao da multiplicacéo viral, apesar do
medicamento ser, até entdo, utilizado para tratar pacientes com cancer (BRASIL,
1996). Contudo, ndo houve uma alta cobertura de distribuicio do medicamento,
gerando assim pressdes populares para obtencdo do acesso a terapia antirretroviral
nos anos de 1991 a 1996.Devido a este movimento foi criada a Lei N° 9.313, em 13
de novembro de 1996, onde o Brasil passa a ter distribuicdo gratuita de medicamentos
retrovirais pelo Departamento Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e

AIDS que disponibilizava o AZT(NUNN et al., 2009).

Ao longo dos anos a TARV sofreu importantes modificacdes, iniciando com a
aprovacao da zidovudina (AZT) como monoterapia pelo Food and Drug Administration
(FDA). Apesar dos beneficios clinicos observados com desse ARV, foi verificado que
sua eficacia durava por curto prazo (SIMBERKOFF et al., 1996), dessa forma foi
necessaria a associacdo de outros ARVs para uma resposta terapéutica mais
eficiente. Durante a década de 1990, novos ARVs da classe dos inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleotideos (ITRN) foram liberados, assim dado
inicio ao periodo de uso da terapia dupla, constituida pela associacao de dois ITRN

(CHENG, 1995; ENGLUND et al., 1997; HAMMER et al., 1996).

Na mesma década, outros ARV deram novas esperanca ao tratamento de aids
com a inclusdo dos inibidores da protease (IP) (MISSON; CLARK; KENDALL, 1997),
consequentemente resultando na maior duracdo da resposta terapéutica e maior
recuperacdo do numero de linfécitos T CD4+ além de maior e mais rapida reducao da

carga viral. A inclusdo desses ARVs acompanhou também as dos inibidores da
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transcriptase reversa nao analogos de nucleotideos (ITRNN) que foram incluidos a

terapia antirretroviral (STASZEWSKI et al., 1999).

Logo apOs esse periodo, o Brasil demonstra avancos significativo no
tratamento do HIV/Aids, passando a oferecer uma variedades de antirretrovirais,
momento em que as mortes por AIDS comecaram a diminuir substancialmente,
aumentando assim o que € chamado de sobrevida das PVHIVA (BRASIL, 2018). Em
janeiro de 2007, o Brasil anuncia o licenciamento compulsério do medicamento
antirretroviral Efavirenz (RODRIGUES; SOLER, 2009), sendo o primeiro antirretroviral

produzido por laboratério publico no pais.

Diversos estudos trouxeram um consenso sobre o melhor momento para se
iniciar o tratamento da infecgéo pelo HIV-1, e qual a melhor combinacdo de ARVs
poderiam favorecer a supressao viral. Em 2013, o Brasil foi o terceiro pais, depois de
Franca e Estados Unidos a fornecer os ARVs independentemente da contagem de
células TCD4+, estratégia conhecida como Tratamento como prevencgdo (TASP, em
inglés, ou TcP, em portugués) .(GULICK et al., 2007; RHAME, 2011; RIDDLER et al.,

2008)

O tratamento para todos imediatamente ap6s o diagnéstico do HIV trouxe uma
recuperacado rapida do sistema imunoldégico, e essa vantagem ¢é alcancada devido a
variedade de antirretrovirais que séo oferecidos pelo SUS (BRASIL, 2018). O
resultado foi a diminuicdo gradativa de mortes por aids (Al LIAN et al.,, 2007,
MOCROFT et al., 2003), aumentando assim a sobrevida das pessoas que vivem com

HIV e aids (BRASIL, 2018).

Segundo dados do UNAIDS, no final de 2020, foram registrados 27,4 milhdes

(73%) de PVHIVA acessavam TARV em todo o mundo. Impactando diretamente no
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namero de pessoas com novas infec¢des por HIV que diminuiu ao longo dos anos.
Estima-se que 1,5 milhdo de pessoas em todo o mundo adquiriram HIV em 2020,
marcando um declinio de 30% nas novas infec¢des por HIV desde 2010(UNAIDS,
2021).Historicamente no Brasil, a primeira linha terapéutica recomendada em 2008,
envolvia o uso de dois ITRNs e uma terceira droga, que era preferencialmente um
ITRNN. Na segunda linha, caso houvesse falha aos medicamentos de primeira linha,
era indicado o uso de IP e por fim, na terapia de resgate, caso houvesse uma falha a
segunda linha, o uso de um inibidor de integrase ou inibidores de fusédo ou entrada
(BRASIL, 2008, 2010a). Com o passar dos anos, novos tipos de esquemas
terapéuticos foram incorporados, conferindo melhor adeséo ao tratamento devido a
diminuicdo da quantidade de comprimidos e uma rapida resposta contra o virus
(BRASIL, 2018). Em 2015, um novo medicamento foi incorporado ao tratamento
antirretroviral através do SUS incluido como medicamento de terceira linha no
tratamento da infeccdo pelo HIV, o dolutegravir. Posteriormente este medicamento
passou a ser recomendado no primeiro esquema para inicio de tratamento e trouxe
um ganho significativo para a rapida supressdo viral e manutencdo do status
indetectavel, além de possuir maior barreira genética para desenvolvimento de

mutagdes de resisténcia as drogas (BRASIL, 2018).

Para estabelecer diretrizes e recomendacdes para PVHIVA foram criados
Protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas (PCDT) pelo Ministério da Saude.
Atualmente, o PCDT de adultos determina que a terapia inicial deve sempre incluir
combinacdes de trés antirretrovirais, sendo dois da classe ITRN associados a classe
de antirretrovirais (ITRNN, IP/r ou INI). A exemplo, os casos no inicio de tratamento,
devem seguir o esquema inicial preferencial: dois ITRN/ITRNt — lamivudina (3TC) e

tenofovir (TDF) — associados ao inibidor de integrase (INI) — dolutegravir (DTG) (tabela
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1). Algumas particularidades clinicas apresentadas por PVHIVA podem alterar a

dindmica de indicacédo de ARV (tabela 1).

Tabela 1 — Esquema de indicacdes de terapia antirretroviral combinada

TERAPIA
SITUACAO ANTIRRETROVIRAL DOSE DIARIA OBSERVACAO
Adult o (300mg/300mg) “2 x 1"+
pdutosemiico | 1op/a1c e
1x/dia
Coinfeccio TB-HIV@ Concluido o tratamento
sem critérios de (300mg/300mg/600mg) completo para TB,
gravidade (conforme TDF®/3TC/EFV —DFC podera ser feitaa
critérios elencados 1x/dia mudanca (switch) do
abaixo) EFV para DTG.
Coinfeccao TB-HIV com
um ou mais dos critérios
; ixo'®:

de gravidade abaixo'": (300mg/300mg} w9 x 1" Comitido

. 3
LT-CD4+ <100 cils./mm 1x/dia tratamento completo
Presenca de outra ®) de TB, devera ser feita
infeccdo oportunista TDFP/3TC + RAL * amudanca (switch) do
Necessidade de 400mg Eqﬂé;gsra DTG em ate 3
internacdo hospitalar/ 12/12h
doenca grave
Tuberculose disseminada

Outro grande passo para acompanhar os avanc¢os alcancados pela TARV foi
a adocao da estratégia 90-90-90, proposta pela Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU), gue tem como metas combater e reverter a tendéncia atual de propagacéo do
HIV/aids, do qual o Brasil € signatario. Esta tem como meta que 90% das PVHIV do
pais tenham acesso a diagnostico; 90% das PVHIV diagnosticadas estejam sob uso
de TARV; e 90% das pessoas em TARV tenham carga viral (CV) do HIV-1 suprimida

(BRASIL, 2019b; BRASIL, 2018).

Estima-se que, ao final de 2019 havia aproximadamente 920 mil PVHIV no
Brasil, das quais 821 mil (89%) estavam diagnosticadas. Em relacdo as PVHIVA84%

(721 mil) estavam vinculadas a servigos de saude; e 682 mil (74%) estavam retidas
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nos servicos, com 69% (634 mil) em uso de antirretroviral, e 65% (597 mil) alcancaram
supressao viral do HIV-1 (CV inferior a 1.000 copias/mL). (BRASIL, 2020b) (Fig. 12).
Nesse sentido, mesmo com o0s ganhos estratégicos obtidos ao longo do tempo
gerados pelo uso da TARV ainda existem entraves em relacdo ao tratamento e
monitoramento de PVHIVA que representam um significativo problema de salde em

todo mundo.

1.000
920

200

821

772

682
634
597
B4% 74%

PYVHIV Diagnosticadas Vinculadas Retidas TARV <1000 copias/mL

800

700

[em milhares)
£
=1

200

1000

100%

Figura 12 - Cascata de cuidado continuo do HIV. Brasil, 2019.

As Nacdes Unidas iniciam a implementacdo de novos objetivos que
compreendem o desafio até 2030, classificada como metas 95-95-95 para teste e
tratamento em todas as PVHIVA. As novas recomendac¢fes anteveem a eliminagéo
da transmissao vertical e a possibilidade de acabar com a aids pediatrica, priorizando
principalmente a igualdade de género e os direitos femininos diminuindo o risco e o

impacto do virus. Os dados estatisticos tém demostrado que caso sejam alcancadas
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essas metas em 2025 resultara numa reducdo de bem aproximada de 90% nas
infeccbes anuais até 2030 (UNAIDS, 2020b)

Pessoas vivendo com HIV podem desenvolver a falha virolégica devido a
supresséao parcial e a persisténcia de carga viral detectavel, mesmo em niveis baixos,
podendo levar ao acumulo de mutacdes que conferem resisténcia ndo s6 aos
medicamentos em uso, mas também a outros da mesma classe. A ndo supressao da
carga viral do HIV-1 pode resultar na necessidade de novos esquemas antirretrovirais
gue agem em alvos que ainda ndo apresentem mutacdes de resisténcia a drogas
(BRASIL, 2010b; 2018)

A falha virologica sera definida pela deteccdo de carga viral detectavel
(viremias persistentes com mais de 200 coOpias/mL) seis meses apos inicio do
tratamento antirretroviral ou em qualgquer momento apos (BRASIL, 2018; 2019), e sua

causa pode ser multifatorial, conforme descrito abaixo:

» Ma adesdo ao tratamento pode resultar na aquisicdo mutacdes de
resisténcia pelo o uso de doses subo6timas dos ARV (DEEKS, 2008;
MANFREDI; SABBATANI; CALZA, 2008; RABOUD et al., 2002)

» Necessidade de comprometimento dos pacientes nas mudancas de
habitos para a promocédo de uma maior qualidade de vida durante o
tratamento contra o HIV (BRASIL, 2015; CALVETTI et al.,, 2014,
GIFFORD et al., 2000; MURPHY et al., 2004)

» Intolerdncia medicamentosa, biodisponibilidade e metabolismo dos
medicamentos, e interagbes medicamentosas (BONFANTI et al.,
2000; DRESSER; SPENCE; BAILEY, 2000; SILVA et al., 2015)

> Necessidade de acompanhamento cuidadoso dos pacientes por parte

dos profissionais da saude para identificacdo precoce das
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caracteristicas acima mencionadas, assim auxiliando na criacdo de
politicas de retencéo ao uso regular de ARV (BRASIL, 2010b; VENKAT

et al., 2008).

De modo geral, a falha virologica ocorre mais precocemente, seguida da falha
imunologica e, finalmente, da piora clinica (BRASIL, 2018). Portanto, € inegavel que
0 sucesso para manutencédo da supressao viral esta fortemente relacionado a adeséo
ao tratamento sendo necessaria a retencdo de mais de 95% do uso de doses
prescritas para se manter uma carga viral indetectavel (BARTLETT et al., 2001;
PATERSON et al., 2002).

Variantes virais contendo mutacdes de resisténcia ocorrem naturalmente em
individuos né&o tratados, no entanto, estas variantes sdo raramente detectaveis devido
ao seu menor “fitness” em comparacdo com variantes suscetiveis as drogas. A
selecdo de variantes resistentes aos medicamentos ird depender da extensédo da
replicacédo viral durante o uso subo6timo da TARV (ABRAM et al., 2010; COFFIN, 1995;
PERELSON; RIBEIRO, 2013). Portanto, as mutacfes de resisténcia levam a
alteracdes na estrutura genética do HIV que afetam a capacidade de acao parcial ou
total de uma droga, ou combinacéo especifica de drogas para bloguear a replicacéo
do virus, podendo ser identificadas através de exame de genotipagem (BRASIL,
2019a; WHO, 2019) , podendo ser solicitado o exame, segundo o PCDT, 2018, em
duas condic¢des principais:

» PVHIV em tratamento:
o Falha virolégica - O critério para a realizagdo do exame é a
confirmagéo da falha virologica em coleta consecutiva de carga

viral apGs intervalo de quatro semanas, com a ultima carga viral
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superior a 500 copias/mL, e em uso regular de TARV por pelo
menos seis meses.
» PVHIV que ainda né&o iniciaram tratamento (genotipagem pré-
tratamento):

o Pessoas que tenham se infectado com parceiro em uso de TARV
(atual ou pregresso) - O critério para a realizacdo do exame € a
carga viral superior a 500 copias/mL;

o Gestantes infectadas pelo HIV - O critério para a realizagdo do
exame € a carga viral superior a 500 cépias/mL;

o Criangas infectadas pelo HIV - O critério para a realizacdo do
exame € a carga viral superior a 500 cépias/mL;

o Pacientes com diagndstico de coinfecgdo tuberculose e HIV.

Na genotipagem do HIV-1 sdo analisadas as informagfes genéticas atraves
das diferencas entre um virus sequenciado e a sequéncia de referéncia selvagem. As
mutacdes sdo representadas usando um cédigo representado por uma letra referente
ao aminoacido encontrado na referéncia do tipo selvagem, seguido pela posi¢cédo de
aminoécido e a letra referente ao aminoacido na sequéncia analisada. Por exemplo,
a mutacao na transcriptase reversa 'M184V' indica que, em vez de ter uma metionina
(M ;ATG;) na posicao 184, o virus sequenciado tem uma valina (V; GTG (TANG;
SHAFER, 2012)

A definicdo das principais mutacdes de resisténcia que poderiam causar um
impacto no tratamento do HIV foi vista como estratégica de enfrentamento a essa
problematica (SHAFER; RHEE; BENNETT, 2008). Anualmente, uma lista que inclui

mutacOes que podem contribuir para uma resposta virologica reduzida a uma droga
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sao reportadas (Update of the Drug Resistance Mutations in HIV-1) considerando
apenas os dados obtidas através dos estudos cientificos publicados. Na figura 13

temos a representacao de mutacdes de resisténcia aos medicamentos da classe de

ITRNN .
Inibidores da transcriptase reversa nio analoges de nucleosideos (ITRNN)
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Figura 13- Mutacfes resisténcia associados aos inibidores de transcriptase

reversas ndo analogos de nucleosideos. (WENSING et al., 2019).

Uma ferramenta que auxilia na deteccdo destas mutacfes de resisténcia as
drogas esta albergada no “site” da faculdade de Stanford, o “Stanford HIV Drug
Resistance Database” (HIVDB). Este fornece um laudo “online” contendo gendtipo de
dada sequéncia de nucleotideos submetida, podendo descrever as mutagdes e para
quais medicamentos essa mutacdo tem o poder de diminuir a susceptibilidade
farmacoldgica.

E importante salientar que a dindmica entre mutac&o de resisténcia e a reducéo

da suscetibilidade de um ARV pode depender da presenca de uma Unica mutagéo de
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resisténcia (DRM primaria), ou pela presenca de DRM acessoérias,que aumentam o
condicionamento viral de uma variante contendo DRM primaria e diminuem ainda mais
a suscetibilidade a determinado ARV ou sua classe, podendo ainda também ser
decorrente da associacdo de varias mutacoes. Ou seja, o efeito de cada mutacao de
resisténcia no virus contribui no entendimento do nivel de barreira genética a um ARV.
Em outras palavras, a suceptibilidade de um ARV depende do nimero de mutacdes
necessarias para conferir resisténcia, e a facilidade ou frequéncia em que essa
mutacdo se desenvolve. A poténcia de cada ARV juntamente com a barreira genética
a resisténcia influencia na habilidade de proteger um regime terapéutico da falha
virolégica (CLUTTER et al., 2016).

Conforme demonstrado na figura 14, alguns ARV da mesma classe podem
apresentar barreira genética distinta quando comparados a outros da mesma classe,
por exemplo, entre ITRN (em preto), a lamivudina - 3TC e emtricitabina necessitam
apenas de uma mutacao de resisténcia para prejudicar sua suceptibidade, enquanto
os demais desta classe necessitam de duas. Entre os ITRNN (em verdes), a etravirina
— ETR é o de maior barreira genética. Os inibidores de protease (em vermelho)

possuem uma alta barreira genética, assim como, Maraviroque (roxo).
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Barreira genética a resisténcia
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ITRN (abacavir — ABC, didanosina — DDI, emtricitabina — FTC, lamivudina - 3TC,
estavudina - d4T, tenofovir — TDF, zidovudina — AZT) em preto, os ITRNN.(efavirenz
— EFV, etravirina — ETR, nevirapina — NVP) em verde, os IP (atazanavir/ritonavir —
ATV/r, darunavir/ritonavir — DRV/r, lopinavir/ritonavir - LPV/r,) em vermelho, em roxo
os inibidores de fusao (enfuvirtide (T20) — ENF, Maraviroque — MVC), e em azul os INI
(Raltegravir- RAL)

Figura 14 - Esquema de barreira geneética a resisténcia e poténcia de

antirretrovirais selecionados. (TANG; SHAFER, 2012) .

Segundo a organizacado mundial da saude (OMS), a classificacdo da resisténcia
aos medicamentos contra o HIV podem ser:

Resisténcia adquirida (do inglés Acquired HIV drug resistance — ADR) o, é
decorrente da pressédo seletiva exercida por medicacdo antirretroviral usada em

doses subdtimas em individuos cronicamente infectados (DEEKS, 2008;
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DELAUGERRE et al.,, 2005), onde mesmo com 0 uso de antirretrovirais existe a
permanéncia de replicacdo viral detectavel (200 coépias/mL a 500 copias/mL)
resultando na fixacdo seletiva de virus com mutacdes de resisténcia, podendo
persistir por varios anos (BARBOUR et al., 2004)

Resisténcia transmitida (Transmitted HIV drug resistance - TDR) ou primaria,
ocorre quando individuo € infectado com virus que tem mutacfes de resisténcia a
droga, sendo assim detectada em pacientes virgens de tratamento, sem historia de
uso de ARV(CHIN-HONG et al., 2005). Consequentemente podendo comprometer
resposta ao primeiro esquema antirretroviral (WHO, 2019).

Em virtude do aumento de casos de virus resistentes a TARV em varias regioes
do mundo, o Brasil, em 2001, elaborou um Projeto de Implantacdo de uma Rede
Nacional para Genotipagem do HIV-1 (RENAGENO) em pacientes com falha
terapéutica aos ARVs tendo como objetivo instalar uma rede de laboratérios nas
diferentes macrorregides do pais para realizar exames de genotipagem em pacientes
da rede publica de saude infectados pelo HIV. Assim, o Programa Nacional DST e
Aids do Ministério da Saude, decidiu implantar, por meio de um estudo operacional,
para detectar a ocorréncia de resisténcia genotipica do HIV-1 frente aos ARVS,
auxiliando na selecéo da terapia de resgate, em pacientes atendidos da rede publica
de saude. Essa politica adotada pelo Ministério da Saude causou um grande impacto

na epidemia de HIV/aids, reduzindo a morbidade e a mortalidade (BRASIL, 2018).

1.7 Origem e classificacao molecular do HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV-1 se originou através de multiplas

transmissdes zoondticas do Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV), em um processo
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evolutivo de adaptacdo entre espécies diferentes (BIBOLLET-RUCHE et al., 2004),
resultando nos seus distintos tipos e grupos (Fig 14). O HIV-1 tem como representante
importante o grupo M, maior responsavel pela pandemia da aids no mundo, teve
origem em SIV de chimpanzés - Pan troglodytes (SIVcpz) , assim como o grupo N
(BAILES, 2003; HAHN et al.,, 2000; SHARP; HAHN, 2010). Por sua vez, ocorreu
transmissao zoonotica entre chimpanzés e gorilas (Gorilla gorilla), e os SIV de gorilas
foram transmitidos ao homem dando origem aos grupos O e P (VAN HEUVERSWYN
et al., 2006). Ja o virus da imunodeficiéncia humana tipo 2 (HIV-2) se originou de
SIVs de sooty mangabeys (SIVsm), e se encontra concentrado em alguns paises,

geralmente na Africa ocidental (LEMEY et al., 2003).
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Figura 15 - Origem do HIV e sua diversidade genética.

Fonte: (TEBIT; ARTS, 2011) .

De maneira geral, durante um ciclo de replicacéao viral podem ser liberados,
aproximadamente, 10 bilhGes de particulas virais (PERELSON et al., 1996).
Adicionalmente, a alta taxa erros decorrente da auséncia de mecanismos de
autocorrecdo da enzima transcriptase reversa leva a incorporacdo de insercoes,
delecdes e substituicbes de nucleotideos por ciclo de replicacéo viral, que resulta em

milhares de mutacOes virais a cada dia. Esse conjunto de sequéncias genéticas

52



53

similares coexistindo em um Unico hospedeiro sdo denominadas quasispécies virais
(LEVY et al., 2004). O HIV-1 também possui alta taxa de recombinacao resultante
dos saltos da transcriptase reversa durante a formacao da fita complementar. Em
conjunto esses mecanismos conferem alta variabilidade genética ao HIV e resultam
em uma classificacdo complexa.

O HIV-1 responsavel pela pandemia, esta distribuido em quatro grupos
designados M (principal, de Main), O (de outlier), N (ndo M ou O) e P (DE LEYS et al.,
1990; PLANTIER et al., 2009; ROBERTSON et al., 2000; SIMON et al., 1998)

O grupo M, possui maior variabilidade resultando na classificacdo de 10
subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K, L), subsubtipos, além de formas recombinantes
circulantes (circulating recombinant forms - CRF) e formas Unicas recombinantes
(unigue recombinant forms - URF) (HEMELAAR et al., 2006, 2020a). Os CRF’s
recebem essa classificacdo quando identificados em ao menos trés genomas que
possuem o mesmo perfil de recombinacdo, e sdo identificados em individuos
epidemiologicamente ndo-relacionados, caso este parametro ndo seja cumprido, sera
classificado como uma URF. Alguns subtipos (A e F) ainda podem ser classificados
com subsubtipos (A1-A2-A3-A4-A6-A7-A8 e F1-F2) (DESIRE et al., 2018; MENDES
DA SILVA et al., 2021; YAMAGUCHI et al., 2020) (Fig 15). Numa analise sistematica,
Désiré e colaboradores propdem a juncdo dos subtipos B e D devido a baixa
diversidade genética entre estes, e ainda a classificacdo deste em subsubtipos B, D1,

D2, D3 (Fig.15) (DESIRE et al., 2018).
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Tipo - Grupo  Subtipo Sub-subtipo

v B B RG] s | A | ns | A7 | Ae

Figura 16 — Classificacdo Genética do HIV-1.
Fonte: (DESIRE et al., 2018; MENDES DA SILVA et al., 2021; ROBERTSON et al.,

2000; YAMAGUCHI et al., 2020).

1.7.1 Subtipo B do HIV-1

Os estudos de epidemiologia molecular apontam que o subtipo B é o mais
prevalente nas américas, estima-se que seu ancestral comum mais recente circulava
na regidao de Kinshasa, em 1944 (1935-1951) (FARIA et al., 2014), e que este foi
exportado para o Haiti provavelmente em 1964 (1960-1967) (GILBERT et al., 2007)
(Fig. 17). A grande emigragao para paises distintos favoreceu na disperséo global

do novo virus (FARIA et al., 2014).Consequentemente, a resultante desse processo
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de disperséo do subtipo B do HIV-1 foi a geracdo de variantes, uma dessas alcancou,
no fim dos anos 60 e nos anos 70, os EUA, se expandiu sendo disseminada em outros
paises ao redor do mundo, devido ao escoamento e rotas comerciais que essas
regides dos EUA tinham, sendo esta denominada, filogeneticamente, de variante B
pandémica (Bran). No Brasil, a entrada do subtipo B ocorreu entre os anos 1960-1970

(BELLO; GUIMARAES; MORGADO, 2006; GILBERT et al., 2007).

Emergéncia do HIV-1 Introdugdo do HIV-1B

Emergéncia do HIV-1B > Disseminag¢do de formas pandémicas do HIV-1B
Disseminagao local do HIV-1 » Disseminagdo de formas ndo-pandémicas do HIV-1B

®
[0} Epidemia relatada do HIV-1B

Figura 17 - Dinamica espacial do Subtipo B do HIV-1 e variantes em todo o

mundo. (JUNQUEIRA; ALMEIDA, 2016)

Outras variantes do subtipo B, todavia, permaneceram restritas principalmente
a regido do Caribe sendo classificadas como ndo pandémicas e com denominacéo
caribenha-Bcar (CABELLO; JUNQUEIRA; BELLO, 2015; CABELLO; MENDOZA,;

BELLO, 2014; GILBERT et al., 2007).
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Estudos tém demonstrado que a formacéo da variante Bcar ocorreu devido um
surto de HIV-1 na ilha espanhola, no inicio da década de 1970, a circulacao do virus
com transmissdo limitada em paises culturalmente relacionados, favoreceu a
dispersdo e circulacdo fechada mas sem causar surtos de grande significancia,
acarretando na formacao da variante ndo-pandémica que comecou a se espalhar da
llha de Espanhola atingindo Trinidade Tobago, Jamaica, México, Venezuela, Panama,
Colémbia, Equador, El Salvador, Honduras, Suriname e Brasil, na década de 1980.
(CABELLO; JUNQUEIRA; BELLO, 2015; CABELLO; MENDOZA; BELLO, 2014).

Através da analise do genoma completo foram identificados pelo menos quatro
variantes do subtipo B do HIV-1: B-Tailandia, B-Trinidade e a Tobago , B-Coreia e a
B-Brasil (Fig. 17) (JUNQUEIRA; ALMEIDA, 2016). A variante brasileira, por outro lado,
foi descoberta durante estudos voltados ao entendimento de processos de
neutralizacdo de proteinas do envelope viral originalmente realizada com base na
analise do gene envelope para fins vacinais, o que levou a descricdo desta variante,
caracterizada pela diferenca do Bran pela presenca do motivo GWGR no topo da alca
V3 da gpl120 do envelope, no lugar do GPGR, ou seja, a troca do aminoacido W
(triptofano) no lugar da P (prolina) no topo da alga V3 da gp120 do envelope viral (Fig.

17) (MORGADO et al., 1994;: POTTS et al., 1993).
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Figura 18 — Estrutura tridimensional da glicoproteina gp120 mostrando as

regides variaveis (v) e entre estas as regides conservadas. Destacando no topo

da alca v3 a troca da prolina (P) pelo triptofano (W) caracteristico da variante Bgr.

Fonte: (MORGADO et al., 1998a; PIMENTEL et al., 2013)

1.8 Epidemiologia molecular do HIV

Mundialmente, a pandemia de HIV-1 tem com representante mais prevalente

dentro do grupo M, o subtipo C que concentra cerca de 46,6% de infe¢Bes reportadas,

circulando nos paises africanos com maior nimero de individuos infectados; além

disso, esse subtipo predomina no sul da Africa, na Africa Meridional, Etiopia e india.

O subtipo B é a linhagem mais dispersa pelo mundo e predomina em grande parte da

Europa, Oceania e Américas e representa 12,1%. O subtipo A (10,3%), e a forma

recombinante circulante - CRF02_AG sédo encontrados, predominantemente, na

regido leste da Africa assim como nordeste da Europa e Asia Central. O subtipo D
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esta, geralmente, limitado a regido central da Africa, enquanto o subtipo F tem sido
encontrado na Africa Central, na América do Sul e na Europa Oriental. O subtipo G e
a forma recombinante circulante CRF02_AG foram encontrados no Leste e Oeste da
Africa, assim como na regido central da Europa (Fig. 19).

As formas recombinantes circulantes e Unicas, desde 1990, foram ganhando
destaque alcancando maiores prevaléncias alcancando 22.8% das infeccfes no
periodo de 2010 a 2015. Dentre as formas recombinantes destacam-se as CRF02_AG
(33,9%) e CRFO1_AE (23-0%) e formaram-se no inicio da epidemia de HIV na Africa
Central e se dispersaram globalmente. As URFs também apresentaram um aumento
significativo ao longo dos anos, alcancando 26:7% no mesmo periodo. Contudo,
regioes diferentes podem apresentar prevaléncias distintas em relacdo aos CRF do
HIV-1, a exemplo disso, observa-se nos anos de 2010-15, em algumas regides do
mundo, proporcdes muito altas de recombinantes com os CRFs, representando entre
80 a 99% na Africa Ocidental e Central, temos alta prevaléncia daCRF02_AG, no
Sudeste Asia (CRF01_AE), na China (CRF01_AE, CRF07_BC, CRF08 _BC), no Ira
(CRF35_AD), na Esténia (CRF06_cpx) e na Argélia (CRF06_cpx). E em outras
regides foram encontradas proporcées mais baixas de até 20% (nas Américas, india,

Australia e Leste a Sudeste de Africa) (HEMELAAR et al., 2019, 2020b).
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Figura 19 - Distribuicéao global dos subtipos do HIV-1 e formas recombinantes.

Fonte: (HEMELAAR et al., 2019)

1.8.1 Epidemiologia molecular do HIV no Brasil

Diversos estudos descrevem as provaveis rotas de entrada ou origem dos
subtipos de HIV-1 mais prevalentes encontrados no Brasil. O subtipo B teve sua
entrada pelo Haiti (GILBERT et al., 2007), o subtipo F1 ainda ndo tem sua origem
definida, mas é estimado ter tido origem em paises da Africa central, e o subtipo C
em paises no leste da Africa (BELLO et al., 2007; BELLO; GUIMARAES; MORGADO,
2006; CABELLO; JUNQUEIRA; BELLO, 2015; SALEMI et al., 2005) (Figura 20).

De modo geral, os subtipos e formas recombinantes de HIV-1 podem
apresentar dispersao distinta entre as regides do Brasil, apresentando uma
diversidade representada principalmente pelo subtipo B, o mais prevalente no Brasil

com 68,8%, seguido pelos subtipos C (11,9%) e F (9%) (ARRUDA et al., 2018;
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HEMELAAR et al., 2019, sendo estes percentuais baseados nas sequéncias de pol
brasileiras disponiveis no banco de sequéncias de Los Alamos. Com relacdo as CRF
€ possivel observar que a regido Sudeste possui maior variedade de descricdo CRFs
(BF) em relac&o a outras regides do pais, representadas pelas CRF_BF 28, 29, 39,
40, 46 e 72, enquanto que na regidao Centro Oeste apresenta CRF_BF 90 e 99 e
CRF81 cpx (BCF). Na regidao do Nordeste sdo observadas as CRF_BF 70 e 71, na

regido Sul a Unica CRF_BC descrita no Brasil, a CRF31_BC (Fig 13)

Haiti
1960-1970

F1

J e —— Pais da
g B, F1,BF1,C ‘ Africa Central?
s CRF_70, 71BF 1970-1980

B, F1, BF1,C
CRF_90, 99BF, CRF81_cpx

B,Fl,BF1,C
CRF_28, 29, 39, 40, 46, 72BF

Leste da Africa

C B ac C 1970-1980
7 ’

CRF_318BC

Figura 20 - Diversidade do HIV no Brasil e origem dos subtipos B, C e F1
brasileiros. Fonte: Adaptado de MORGADO; GUIMARAES; GALVAO-CASTRO,
2002. (ALVES et al., 2019; FILHO et al., 2006; GUIMARAES et al., 2008; PESSOA et
al., 2014a, 2014b; REIS et al., 2017, 2019; SANABANI et al., 2010; SANTOS et al.,

2006).
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Além disso a diversidade genética do HIV-1 no brasil € composta também pelas
formas recombinantes Unicas (URFs), sendo a prevaléncia nacional de BF1 de 6,5%

e BC de 2,1% (Fig. 21)

| | B 22614 68.8 %
u BC 697 2.1 %
o BFL 2140 6.5 2
C 3898 11.9 %

F 2970 9.0 %

other 540 1.6 %

total 32859 100.0 2

BRAZIL

Figura 21. Prevaléncia de Subtipos e Recombinantes do HIV-1 no Brasil baseada
no namero de sequéncias do gene pol (PR/RT), posi¢cdo 2253-3272 (relativa ao

isolado HXB2), acesso em 27/01/2021. Fonte: (www.hiv.lanl.gov).

A respeito da prevaléncia de variantes subtipo B nos estados brasileiros, os
dados epidemiolégicos evidenciam que em média 95% sdo variantes Bpan € que
apenas 5% séo Bcar. NO entanto, alguns estados da regido norte (Amazonas) e
nordeste (Maranhdo), apresentam maior prevaléncia da variante Bcar
(14%), enquanto que no estado de Roraima que apesar de ser um dos estados
brasileiros mais isolados, apresenta cerca de 41% da variante Bcar (DIVINO et al.,
2016), esse tipo de semelhanca entre Amazonas e Roraima também é evidenciado
em relacdo a prevaléncia de recombinantes BF em relacdo aos demais da regido

Norte (Figura 23) (DA COSTA et al., 2016).


http://www.hiv.lanl.gov/
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Figura 22. Proporcdo estimada de das variantes Bcar € Bpan entre individuos
infectados pelo subtipo B do HIV-1 de diferentes estados brasileiros. (DIVINO et

al., 2016).
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1.8.2 Regiao Norte

A regido apresenta uma escassez de informacdes em relacéo a epidemiologia
molecular do HIV-1 quando comparada com outras regides do Brasil, evidenciando a
necessidade de novos estudos e monitoramento continuo. A diversidade genética do
HIV-1 encontrada nessa regido € similar a das outras regides do Brasil. (ALVES et al.,
2019; FILHO et al., 2006; GUIMARAES et al., 2008;MORGADO; GUIMARAES;
GALVAO-CASTRO, 2002; REIS et al., 2017, 2019; SANABANI et al., 2010; SANTOS
et al., 2006), caracterizada principalmente pela prevaléncia de subtipo B que varia
de 63% em Rondbnia a 92% no Acre), subtipo F1 (0% no Acre a 14% no Amapa),
subtipo C (0% no Acre e Roraima a 6% Tocantins), BF1 (4% Para a 18% em
Rondénia) e BC (0% no Acre, Roraima e Tocantins a 8% em Rondonia)(CARVALHO
et al.,, 2011; CUNHA et al., 2012; DA COSTA et al., 2016b; DOS ANJOS SILVA et al.,

2016; LOPES et al., 2015) (Figura 23).
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Figura 23 - Mapa regido Norte brasileira retratando a prevaléncia estimada de

subtipos e formas recombinantes do HIV entre individuos infectados pelo HIV

nos diferentes estados. (DA COSTA et al., 2016)
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2. JUSTIFICATIVA

As acdes combinadas de prevencdo e 0 avanco no tratamento de PVHIVA
levaram a diminuicdo de novas infeccdes pelo HIV-1 e de casos de aids na maioria
das regides geograficas do Brasil, com excecéo das regides Norte e Nordeste que
apresentaram aumento quando comparados os anos de 2019 e 2009 (BRASIL,
2020a).

Principalmente em regides que vem apresentando um aumento nas taxas de
deteccdo de HIV-1 e aids, € consenso a relevancia do monitoramento continuo do
HIV-1, com obtencédo de informacdes epidemioldgicas e clinicas de PVHIVA para a
deteccdo rapida de problemas relacionados a falha terapéutica ao longo do
tratamento, para retomada da supressédo da replicacdo, impedindo a progressao da
doenca e a transmissdo do virus. Aliado a estas informacfes epidemiolbgicas e
clinicas, as ferramentas moleculares que permitem a identificacdo da diversidade
genética, e das possiveis mutacdes em regides alvo da terapia, que estdo associadas
a falha terapéutica, tém importante papel na vigilancia epidemiologia e genémica do
HIV-1. (BRENNER; COUTSINOS, 2009; LOPES et al., 2015; PALMA et al., 2012).

Percebe-se, com isso, que o0 cenario epidemioldgico e de epidemiologia
molecular de Manaus é problematico, com poucos dados clinicos, sociodemograficos,
e sobre a diversidade do HIV-1 e DRMs, levando a necessidade de investigar estas.
Principalmente porque a regido Norte do Brasil possui sete estados (Acre, Amapa,
Amazonas, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins), e corresponde a cerca de 45% do
territorio nacional. Esta regiédo faz divisa com outras regides brasileiras (Centro-Oeste

e Nordeste) e fronteira com paises como Bolivia, Peru, Colémbia, Venezuela, Guiana,
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Suriname e Guiana Francesa (IBGE, 2021) e devido a essa localizacdo geografica
favorecer um cenario epidemiolégico distinto de outras regides do Brasil.

Diante do exposto nos propusemos a avaliar individuos com falha viroldgica a
esquemas de TARV em curso. As informacdes obtidas neste estudo podem ajudar a
agregar conhecimento com relacéo a epidemiologia molecular do HIV-1 com base nas
regides da protease e transcriptase reversa e gpl2 do envelope viral de pacientes
acompanhados na regido Norte, verificar a prevaléncia das mutacdes de resisténcia
aos inibidores de transcriptase reversa (RT) e protease (PR), assim como verificar a

suscetibilidade aos antirretrovirais.
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a diversidade genética do HIV-1 e as mutacfes de resisténcia as
drogas em pessoas vivendo com HIV/aids apresentando falha a terapia antirretroviral

no Amazonas.

3.1 Objetivos Especificos

v' Verificar o perfil sociodemografico e clinico de pessoas vivendo com HIV/aids
em falha a terapia antirretroviral em Manaus.

v Estimar a prevaléncia dos subtipos de HIV-1 circulantes e variantes do subtipo
B (B pandémico, B caribenho e brasileiro) em Manaus.

v Investigar a prevaléncia de mutacdes de resisténcia as drogas nos genes da
protease e na transcriptase reversa.

v" Investigar a susceptibilidade aos antirretrovirais.

v" Avaliar genotipicamente o tropismo viral
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacéo de Estudo

A Fundacdo de Medicina Tropical — Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) é o
centro de referéncia de Manaus para o acompanhamento de pessoas vivendo com
HIV e AIDS, segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacédo
(SINAN) entre os anos 2018 e 2019 foram atendidos 1.033 individuos (HIV) e 992

individuos (aids).

Visando melhor acompanhamento pessoas vivendo com HIV/aids foi criado em
2018, o ambulatério de falha, em conjunto com o setor de farmacia e ambulatérios,

onde todos que apresentavam falha virolégica eram encaminhados para 0 mesmo.

As PVHIVA atendidas no ambulatério que estavam sob uso de TARV ha pelo
menos seis meses e apresentaram falha virologica, (contagem de RNA superior a
1000 coépias/mL de plasma) e, portanto, elegiveis para solicitacdo de genotipagem
pelo infectologista conforme diretrizes do Ministério da Saude na época do estudo
foram convidados a participar do estudo prospectivo de corte transversal. No periodo
de 05/2018 a 07/2019 foram recrutados 100 s PVHIVA s que aceitaram participar do

estudo e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE- anexol)

Os dados demograficos e clinicos foram coletados por meio de um questionario
estruturado (ficha clinica e de investigagdo soroepidemiolégica, anexo 2). Apos a
coleta de sangue, as amostras foram processadas para separacdo do plasma e

sangue total e armazenados a -80°C para posterior analise. O estudo foi aprovado no
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comité de ética da FIOCRUZ sob protocolo CAAE 87171018.4.0000.5248 e FMT-HVD

CAAE 87171018.4.3001.0005.

4.2 Coleta de Amostras e processamento das amostras

Para realizacao do estudo foram coletados via punc¢ao venosa a vacuo 4mL de
sangue com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Apos
centrifugagdo por 10min a 15.000 rpm, em temperatura ambiente, foram separadas
duas aliquotas de plasma (2mL) e uma de sangue total (ImL) e ambas foram
armazenadas em ultra freezer com temperatura -80°C para posterior analise
genbmica. As andlises genbmicas foram realizadas no Laboratério de AIDS e
Imunologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz IOC/FIOCRUZ-RJ (LABAIDS) ou na
plataforma de sequenciamento do Instituto Lednidas e Maria Deane ILMD/FIOCRUZ-

AM.

4.3 Extracao de RNA e RT-PCR

A extracdo do material genético foi realizada através do kit da Qiagen (QIAamp
RNA mini kit, Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo instrucées do fabricante. Seguido
da transcricdo reversa para obtencdo de cDNA utilizou-se o protocolo da enzima
MMLV (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) utilizando iniciadores especificos para cada

alvo génico (MMRT6 para PR/RT e ED12 para C2-V3)

4.4 Amplificagao, purificagéo e sequenciamento da PR/RT e C2-V3

A PCR do gene pol (PR/RT) foi realizado seguindo o protocolo descrito por

Delatorre (2017), e para a amplificacao da regiao C2V3 da gp120 do envelope viral os
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iniciadores externos ED5/ED12 e os internos ED31/ED33 (DELATORRE et al., 2017,
DELWART et al., 1993) com base em uma metodologia “in house” ja padronizada de
nested-PCR usando a enzima Platinum® Taq Polimerase (Invitrogen, EUA) conforme

a tabela 2.

Tabela 2 - Primers utilizados nareacao de nested-PCR pararegides PR/RT e Env

metodologia “in house™

Posicdo em
relacéo ao
Round/ Primers genomado Orientacao Sequéncia 5’-3’
Regiéo HXB2
1° PR/RT G17s 2017-2040 senso AAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGA
MMRTR6 3628-3647 anti-senso TTTTACATCATTAGTGTGGG
2° PR/IRT MMRT10 2077-2096 Senso CAGGCTAATTTTTTAGGGAA
MMRTRS 3555-3574 anti-senso TAAATTTGATATGTCCATTG
1° Env ED5 6556-6581 senso ATGGGATCAAAGCCTAAAAGCCATGTG
ED12 7822-7792 anti-senso AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG
2° Env ED31 6816-6844 senso CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG
ED33 7359-7380 anti-senso TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC

Para a regiao pol foi gerado um fragmento final de 1478 pb (posi¢gbes 2077-
3574 em relacdo ao HXB2), e env um fragmento final de 563 pb (posi¢cdes 6816-7380
em relacdo ao HXB2). Para ambas as reacdes foi utilizado como protocolo de
ciclagem: 94°C por dois minutos para desnaturacéo inicial, em seguida 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por dois minutos; e 10 minutos
a 72°C para extenséo.

Os produtos de PCR amplificados foram purificados utilizando-se o kit illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, UK), seguindo as
instrucdes do fabricante. Apos a purificacdo, os produtos foram quantificados em gel
de agarose 2% comparando-se a intensidade da banda amplificada com o marcador

Low DNA mass ladder (Thermo Scientific , MA, EUA). Os produtos foram submetidos
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posteriormente a reacado de sequenciamento utilizando-se o kit BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, CA, EUA). Os iniciadores utilizados foram ED31 e ED33
para regido do envelope viral, e para a polimerase foram utilizados os primers

MMRT10, LR51, DP16, RT4, RT9, Pol4, SEQRT e MMRT5, conforme a tabela 3.

Tabela 3 - Primers utilizados somente no sequenciamento

Posicdo em
Primers  relac&o ao Orientagao Sequéncia 5’-3’
genoma da HXB2
LR51 2813-2837 anti-senso CCTYCAAGTTAATCCTTATGGTGTA
DP16 2253-2274 senso CCTCARRTCACTCTTTGGCARC
RT4 3234-3250 anti-senso AGTTCATAMCCCATCCA
RT9 2470-2492 Senso GTACAGTRTTAGTAGGACCTACA
LR50 2709-2734 Senso AATCCATAYAAYACTCCAGTATTTGC
Pol4 2982-3001 Senso CARTAYAATGTGCTTCCACA
SEQRT 3003-3024 senso GGATGGAAAGGATCACCAGCAA

As amostras foram sequenciadas no sequenciador automatico ABI Prism 3130
(Applied Biosystems, CA, EUA) pertencentes as Plataforma de sequenciamento do
Instituto Lebnidas e Maria Deane - FIOCRUZ-AM e do Instituto Oswaldo Cruz —

FIOCRUZ - RJ.

As sequéncias correspondentes as regides do env e da pol foram editadas
utilizando-se o software SegMan do programa DNASTAR 4.00, e alinhadas pelo
programa MEGA 6.0 juntamente com sequéncias de referéncia correspondentes dos
diferentes subtipos de HIV-1 obtidas do banco de dados de Los Alamos
(http://hiv.lanl.gov) até marco 2020. Os alinhamentos pol e env finais continham um
fragmento de 1478 nucleotideos (nt) e (posi¢cdes 2253-3272 em relacdo ao HXB2), e
um fragmento de 563nt e (posicoes 6921-7279 em relacdo ao HXB2),

respectivamente.
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As andlises filogenéticas para a determinacdo dos subtipos de HIV-1 foram
realizadas utilizando o programa MEGA 7.0. As arvores filogenéticas foram
computadas usando o método de Neighbor-Joining usando parametros para avaliar a
de taxa de substituicdo de Tamura-Ney utilizado Bootstrap com 1000 réplicas para
estimar o nivel de confianca da ramificacdo na arvore filogenética. A deteccédo de
possiveis recombinacdes foi realizada por meio de analise de varredura, que foi
realizada usando o programa boostcan do Simplot 3.5.1. Essas analises foram

realizadas em uma janela deslizante de 200 nt movendo-se em etapas de 10 nt.

Para a caracterizagdo da variante BBR na regido C2V3, no alinhamento env foi
realizada a traducdo das sequéncias em aminoacidos usando o programa MEGA 7.0,
e todas as sequéncias que apresentaram o motivo GWG no topo da alca V3 foram

consideradas como pertencentes a esta variante.

Para a caracterizacdo das variantes do subtipo B em Bcar € Bpan foi
confeccionado alinhamento da PR/RT retirando as regides relacionadas a resisténcia.
As arvores de maxima verossimilhanca foram reconstruidas com o programa PhyML
(GUINDON et al., 2010) usando um servidor web online (GUINDON et al., 2005). A
busca heuristica da arvore foi realizada usando o algoritmo de troca de galhos
“Subtree-Pruning-Regrafting” (SPR), e a confiabilidade da topologia obtida foi
estimada com o teste de razdo de verossimilhanca aproximada (ANISIMOVA;
GASCUEL, 2006). As arvores de méaxima verossimilhanga foram visualizadas usando

o programa FigTree v1.4.0.
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4.5 Predicao genotipica dos correceptores CCR5 e/ou CXCR4

A predi¢do do uso do correceptor foi realizada com base na sequéncia de
aminoacidos da regido V3 da gpl120 do envelope de cada individuo utilizando o
programa Geno2pheno (https://coreceptor.geno2pheno.org/), com falso positivo igual
a 10%, conforme as orientagdes europeias de testes de tropismo. Sendo as
sequéncias preditoras de virus com tropismo pelo CCR5 ou ndo CCR5 (HAYASHIDA

et al.,, 2017; LENGAUER et al., 2007).

4.6 Andlise de mutactes de resisténcia aos ARV

As sequéncias do tipo fasta da PR/RT de cada amostra foram submetidas ao
site Stanford HIV Drug Resistance Database (hivdb.stanford.edu). Foram
consideradas todas mutacdes principais de resisténcia da lista atualizada deste site

(https://hivdb.stanford.edu/pages/download/resistanceMutations handout.pdf) e

(https://www.iasusa.org/resources/hiv-drug-resistance) para gerar o laudo final

contendo as mutacdes de resisténcia detectadas e a implicacdo do conjunto delas na

susceptibilidade aos inibidores de PR e RT.

4.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio dos softwares GraphPad Prism verséo 5
e R, com nivel de significancia estabelecido em p <0,05. As comparacdes estatisticas
entre e dentro dos grupos foram feitas usando o teste exato de Fisher, o teste de

Mann-Whitney e o teste de Kruskal-Wallis quando apropriado.


https://hivdb.stanford.edu/pages/download/resistanceMutations_handout.pdf
https://www.iasusa.org/resources/hiv-drug-resistance
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5. RESULTADOS

Dos 100 individuos recrutados para participar do presente estudo, foi possivel
amplificar a regido da PR/RT de 95% das amostras. Destas, obtivemos 92 sequéncias
para subtipagem e analise de mutacdes de resisténcia as drogas, sendo estes

individuos alvo das andlises subsequentes.

5.1 Dados epidemiolégicos e clinicos

Dos 92 individuos portadores de infeccao pelo HIV-1 em falha virolégica
incluidos no estudo, a maioria (72%) eram homens, com idade média geral de 40 anos
(IQR, 31-46), e de modo geral aproximadamente 95% eram residentes em Manaus,
capital do estado do Amazonas. Em relacdo a orientacdo sexual, 74,4% se
autodeclararam heterossexuais, 19,2% homossexuais e 6,4% bissexuais. de acordo
com o estado civil declarado no questionario 51% solteiros, 16,3% declaram ter uniao
estavel, 14,1% dos individuos eram casados e 18,4% néo relataram, Nos ultimos 2
anos, 22,8% disseram ter se relacionado com mais de 3 pessoas e 36,9% se
relacionaram entre 1 a 3 pessoas, 22,8% relataram né&o ter se relacionado durante
esse periodo e 17,3% ndo relataram. A carga viral média do HIV-1 (logio) foi 4,4 (IQR,
4-5), e a contagem média de células T-CD4* foi 168 células/mm? (IQR, 50,5-342,5)
em data proxima ao recrutamento e coleta da amostra para o estudo. Os pacientes
desta coorte apresentavam em média seis anos (IQR, 4-7) em uso de TARYV, sendo
que 57,6% deles estavam uso de ARV indicados no primeiro esquema, representado
pelo uso de 2 ITRN + 1 ITRNN, enquanto 42,4% ja haviam passado por mudancas de
ARV de primeiro esquema, onde 31,5% tomavam 2 ITRN + IP, e 10,9% estavam sob

uso de 2 ITRN + INI (Tabela 4).
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Tabela 4 - Dados epidemiologicos dos 92 pacientes portadores de infec¢céo pelo
HIV-1 em falha viroldgica sob uso da terapia antirretroviral.

Variaveis To
n=92 (percentual)

Sexo

Mulher 26 (28,3)

Homem 66 (71,7)

ldade

Mediana (IQR) 40 (31,4)

Residente em

capital do Amazonas 87 (94,6)

interior do estado do Amazonas 5 (5,4)

Orientacédo sexual

Bissexual 5 (6.,4)

Heterossexual 58 (74,4)

Homossexual 15 (19,2)

N&o declarados 14 (15,2)

HIV (log)

Mediana (IQR) 4,4 (4,5)

CD4* células/mm?

Mediana (IQR) 168 (50,5-342,5)

Tempo de tratamento ARV total (anos)

Mediana (IQR) 6 (4-7)

Esquema terapéutico em uso

Primeiro esquema 55 (59,7)

Troca do esquema terapéutico 37 (40,2)

Combinacéao de classes de ARV em uso

2 ITRN + 1 ITRNN 53 (57,6)

2 ITRN + INI 10 (10,9)

2ITRN +IP 29 (31,5)

IQR-, Inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideos -ITRN,
Inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleotideos -ITRNN, inibidores

de Inegrase - INI, inibidores de protease - IP.
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A andlise filogenética das 92 amostras sequenciadas em pol demostraram que
83 sequéncias (90,2%) se alinharam as sequéncias de referéncia do subtipo B, assim
como apenas trés sequéncias ao sub-subtipo F1 e apenas duas amostras ao subtipo
C (Figura 23b). Conforme a figura 23a, apenas quatro amostras, analisadas na regiao
em pol, ndo se agruparam a nenhum clado de subtipo de HIV-1 com amostras de
referéncia na arvore filogenética, com isso foi realizada a anéalise de recombinacéo
através da andlise de bootscan utilizando arvores permutadas, conforme observado

na figura 24.
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Figura 24 - Arvore filogenética de Neighbor-Joining das 92 amostras
amplificadas e sequenciadas na regidao PR/RT. a) arvore filogenética das 92
sequéncias, incluindo as classificadas como subtipos puros e as recombinantes, b)
arvore filogenética com apenas sequéncias dos subtipos puros encontrados.
Bootstrap foi aplicado usando 1.000 réplicas e os valores acima de 80 estédo
apresentados. Subtipos do HIV-1 representados pelas cores: verde (subtipo B) rosa
(sub-subtipo F1) azul (subtipo C). Os circulos brancos representam as sequéncias do
presente estudo, ja os circulos em vermelho amostras deste estudo a serem
investigadas quanto ao perfil de recombinagéo.
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Conforme a figura 24, a sequéncia 18BRAMO014 foi classificada como subtipo
B na posicédo 0 — 800 bp, e na posi¢cdo 800 — 1100 bp como subtipo C. A sequéncia
17BRAMO012 foi classificada como subtipo B na posi¢cdo 0 — 450 bp e 750 — 1100 bp,
enquanto de 450-750 bp como subtipo F1. Por outro lado, a sequéncia 18BRAM068
nao foi classificada na posicdo 0 — 750 bp, e na posicdo 750 — 1100 bp é subtipo B.
A sequéncia 17BRAMO067 foi classificada como subtipo B nas posi¢des de 400 a 650
bp e 950 a 1150 bp, com os demais fragmentos nao classificados. De acordo com
arvore filogenética destas amostras recombinantes e CRF ja descritos (Figura 25), a
sequéncia 18BRAMO014, classificada como BC (figura 24), ndo se agrupou a nenhum
CRF de referéncia, sendo assim um URF_BC. Ja a sequéncia 17BRAMO012, a qual
confirmou ser BF no bootscan (figura 24), se agrupou com as sequéncias 17BRAM067
e 18BRAMO068, que apresentaram regides inconclusivas no bootscan (figura 25). Um
novo bootscan foi gerado colocando-se a amostra 17BRAMO012 como referéncia e
retirando- se as referéncias dos subtipos B e F, e confirmou-se que as sequéncias
17BRAMO067 e 18BRAMO068 sao caracterizadas como URF_BF, contudo estas tém
alta similaridade no fragmento analisado. Visto este agrupamento e a auséncia de
relacdo epidemioldgica entre estes individuos, had necessidade de investigacdo de
outras regides gendmicas destes para investigar a possibilidade de descricdo do

primeiro CRF na cidade de Manaus.



79

18BRAMO14
»
.
\ / \#f/\ \/\
\ /VRM 59 AN
P> Ape e "> i
17BRAMO12
ot
"
-
: - A
-B
VA ' -l
. A/ -
*\/-./\“(\—A A - VAN iy N K E
P S S P p,gs";g; R N R = S P~ RRF =S T R
=G
18BRAMO68 H
J
= -K
L
. |
»
o W P - =
Posigio
17BRAMO67
"

Figura 25 — Analise das quatro amostras possiveis recombinantes entre as 92
amostras amplificadas na regido pol. Analise de recombinagbes usando o
programa boostcan do Simplot 3.5.1. usando o método analise neighbor-joining (NJ)
com o modelo de dois parametros de Kimura realizadas em uma janela deslizante de
300 bp movendo-se em etapas de 20 bp.
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Figura 26 - Arvore filogenética de Neighbor-Joining das quatro amostras
amplificadas e sequenciadas na regidao PR/RT recombinantes e sequéncias

CRF_BF e BC de referéncia.
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Das 83 sequéncias classificadas como subtipo B na regido pol analisadas, 13

agruparam-se as sequéncias de referéncia da variante caribenha, e 70 com a variante

pandémica (Figura 26)

Figura 27 - Arvore Filogenética méaxima verossimilhanca das 83 amostras do
subtipo B amplificadas na regido pol. As sequéncias de Manaus foram analisadas
conjuntamente com sequencias referéncias dos clados Breanbemico € Bcar As
sequéncias deste estudo estdo destacadas com circulos.
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Dos 92 individuos cujo material biolégico foi amplificado e sequenciado para
PR/RT, apenas 78 amostras foram amplificadas e sequenciadas na regidao do
envelope. Na arvore filogenética da figura 27 € possivel observar que 65 sequéncias
se alinharam as sequéncias B de referéncia, 11 se alinharam as sequéncias do sub-
subtipo F1, e apenas 1 ao subtipo C. Visto que apenas duas das trés sequéncias
recombinantes em pol se agrupam em env, ndo convém a realizacdo da amplificacdo

e analise do genoma, visto que nao sera possivel a descricdo de um CRF.
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Figura 28 - Arvore Filogenética de Neighbor-Joining das 78 amostras
amplificadas e sequenciadas na regido env. Bootstrap foi aplicado usando 1.000
réplicas e os acima de 80 estédo apresentados. Subtipos do HIV-1 representados pelas
cores: verde (subtipo B) rosa (sub-subtipo F1) e azul (subtipo C). Os circulos brancos
representam as sequéncias do presente estudo.
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Assim, de acordo com a inferéncia filogenética das regides pol (RT/PR) (Fig
24) e env (Fig 28) juntas, foi possivel classificar essas 78 sequéncias de HIV-1
(pol/env) como: 67,4% subtipo B/B, F1/F1 (1,1%), C/C (1,1%) e 15,3% eram genomas
em mosaico, dos quais 14,2% BF1 (B/F1 - 8,7%, F1/B - 2,2% e BF1/F1- 3,3%), e 1,1%
BC/B. No entanto, para as 14 sequéncias restantes (15,1%) obtidas apenas na regido

pol, 14% eram do subtipo B e 1,1% era do subtipo C (tabela 5).

Tabela 5 - Subtipagem e genotipagem dos 92 pacientes HIV com falha virolégica

Total
Variaveis

n=92

(percentagem)

HIV-1 subtipo (PR/RT/env)
B/B 62 (67,4)
F1/F1 1(1,1)
C/C 1(1,1)
B/F1 8 (8,6)
F1/B 2(2,2)
BF1/F1 3(3,3)
BC/B 1(1,1)
B/ 13 (14,1)
Cl_ 1(1,1)
Variante do subtipo B (PR/RT)
Bran 70 (84,3)
Bcar 13 (15,7)

Em relacéo as variantes do subtipo B do HIV-1 (Tabela 5) 84,3% (n=70) foram
classificadas como pandémicas, e 15,7% (n=13) como caribenhas na regido pol

conforme a figura 27. Com base nas analises dos 78 individuos estudados
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sequenciados em env foi possivel verificar que das 65 amostras do subtipo B do HIV-
1, 9% eram variantes brasileiras (Bsr). Verificamos também que a maioria (66,7%)

dos 78 amostras sequenciadas na regido env tinha o virus R5 (Tabela 5).

Entre os 92 individuos estudados, DRMs foram observadas em 82 sequéncias
(89,1%), e apenas 10 (10,9%) néo apresentavam DRM. Destes 82 individuos 91,5%
apresentavam DRMs associadas a ITRN (n=75), e 84,1% aos ITRNN (n=69), figura
28. As DRM mais frequentemente detectadas foram M1841/V (68/82; 82,9%), K70E/R
(16/82; 19,5%) e T215F/Y (17/82; 20,7%) para ITRN, e K103N/S (52 /82;63,4%),
P225H (15/82; 18,3%) e V106A/I/M (14/82; 17,1%) para os ITRNN (Fig. 28). Mutacdes
analogas da timidina (TAM) foram detectadas em 35,4% dos individuos, sendo 17,1%
(14/82) pertencentes a via mutacional TAM-1, incluindo as mutacées M41L, L210W e
T215Y, e 20,7% (17/82) pertencentes a TAM-2, incluindo as mutacdes D67N, K70R,
T215F e K219Q/E, conforme a figura 29. Por outro lado, apenas 17% dos individuos
apresentaram DRM associadas a resisténcia aos inibidores da protease (n=14), e as
mutacBes mais frequentes foram V82A/L/M (6/82; 7,3%) e 154L/M/V (5/82; 6%), LOOM

(4/82; 4,8%), M46LII (4/82; 4,8%), figura 29.
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Figura 29 - Frequéncia de mutac6es de resisténcia a drogas do HIV-1 de acordo
com a classe de inibidores e TAMs detectados em 82 individuos. a) DRM para
ITRN- inibidores da transcriptase reversa de nucleosideo (91,5%, n = 75/82), b) DRM
para ITRNN- inibidor da transcriptase reversa de ndo-nucleosideo (84,1%, n = 69/82)
c) DRM para IP -protease inibidores (17%, n = 14/82) e d) Mutacfes de analogos da

timidina TAM [TAM-1 (n = 14), TAM-2 (n = 17)].

Alto nivel de resisténcia a classe ITRN foi verificado em 85,3% dos casos
(n=70/82), sendo a maioria 82,9% (n = 68/82) entre aqueles em uso de 3TC, e a
mutacdo M184I/V estava presente em todos eles. No entanto, apenas seis daqueles
70 individuos que estavam tomando TDF (8,5%) tinham alto nivel de resisténcia contra
TDF, apesar de seu alto uso nos esquemas antirretrovirais (Tabela 6), da mesma
forma como alto nivel de resisténcia foi detectado apenas em seis daqueles 46

individuos que faziam uso de IP (13,0%). TDF permaneceu aceitavel quanto ao uso
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para a maioria dos individuos estudados (91,5%). assim como o DRV para todos o0s

individuos (Tabela 6).

Em relacdo aos ITRNN, alto nivel de resisténcia aos ARVs foi detectado em
aproximadamente 90,0% deles, representando 64 desses 71 individuos que estavam
tomando EFV, e mutacdes K103N/S (71,8%) e P225H (21,1%) foram os mais
prevalentes entre eles. Entre os individuos em uso de ITRNs, a presenca de DRM
cruzada conferiu alto nivel de resisténcia ao abacavir em 47,5% deles. Alta resisténcia
cruzada aos ITRNN (66,4%) foi verificada para a nevirapina, seguido de 39,4% para

rilpivirina, 19,7% para doravirina, e apenas 7,7% para a etravirina.

Tabela 6 - Prevaléncia de ARV usados em qualqguer momento durante o
tratamento, prevaléncia dos DRMs mais prevalentes para cada classe de ARV
em relacdo ao ARV em uso corrente e percentual de individuos com alta
resisténcia aos ARV em relacdo ao ARV utilizado.

ARV em uso = A a ARV alto nivel
ARV usado correnten Mutacdo de resistencia a drogan (%) de resisténcia
ARV n (%) (%) M1841/V K70E/R T215F/Y n (%)
Total
ITRN  82/82 (100) 82/82 (100) 68/82(82.9) 16/82 (19.5) 17/82 (20.7) 70/82 (85.3)
3TC  82/82 (100) 76/82 (92.6) 68/82 (82.9)
TDF  70/82(85.3) 69/82 (84.1) 6/70 (8.5)
AZT  41/82(50.0) 5/82 (6.0) 9/41 (21.9)
K103N/S V106A/I/M P225H
Total
ITRNN 71/82 (86.5) 48/82 (58.5) 51/71(71.8) 11/71 (15.4) 15/71 (21.1) 64/71 (90.1)
EFV  71/82(86.5) 52/82 (63.4) 64/71 (90.1)
V82A/L/M 154L/M/V M46L/I
Total Pl 46/82 (50.0) 26/82 (31.7) 5/46 (10.8) 5/46 (10.8) 4/46 (8.6) 6/46(13.0)
LPV 18/82(21.9) 1/82(1.2) 2/18 (11.1)
ATZ/r 24/82 (29.2) 19/82(23.1) 4/24 (16.6)
DRV 6/82(7.3) 4/82 (4.8) 0 (0)
ARVs: 3TC-lamivudina, EFV-efavirenz, TDF-tenofovir, AZT-zidovudina e AZT/r-

atazanavir/ritonavir, DRV-darunavir, LPV-lopinavir. IP- Inibidores da protease. Resisténcia aos
ARVs atribuida de acordo com o alto nivel de resisténcia no banco de dados Stanford HIV

Drug Resistance (https://hivdb.stanford.edu/).
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Em relacéo as mutacdes de resisténcia, as combinac¢des inter-classes de ARV
mais prevalentes foram M184/K103 e M184/K103/P225 (12,1%) cada, e
M184/K70/K103 (8,5%) conforme descrito na tabela 7. Mutacdes de resisténcia a
multiplas drogas foram verificadas nas 82 sequéncias do estudo e 72% apresentavam

multirresisténcia para ITRNN/ITRN, 5% ITRN/IP e 3% ITRNN/ITRN/IP.

Tabela 7 - Prevaléncia de mutacdes de resisténcia as multiplas drogas

Mutacdes de resisténcia as drogas n (%)
M184/K103 10 (12,1)
M184/K103/P225 10 (12,1)
M184 9 (10,9)
M184/K70/K103 7 (8,5)
M184/V106 6 (7,3)
M184/T215/K103 6 (7,3)
K103 5 (6,0)
M184/T215 5 (6,0)
M184/K103/V106 5 (6,0)
M184/K70 4 (4,8)
M184/K70/T215/K103/V106 2(2,4)
M184/K70/T215/K103/P225 2(2,4)
V106 1 (1,2)
M184/P225 1 (1,2)
T215/K103 1 (1,2)
K103/P225 1(1,2)
K103/V106 1(1,2)
M184/K70/K103/V106 1 (1,2)
M184/K70/K103/P225 1 (1,2)
M184/K70/T215/K103 1(1,2)
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Ao comparar o perfil de resisténcia de individuos com variantes Bcar € Bpan, foi
verificado que as muta¢cGes mais frequentes nas variantes do subtipo B foram M1841/V
(ITRN) e K103N/S (ITRNN), e que estas apresentaram prevaléncia semelhante em
ambos os grupos (Fig. 30a). Foi observado que algumas mutacdes de resisténcia a
IP foram mais frequentes em Bcar das quais se destacam V82A e L90M (15,3%) cada
e 154V (7,6%). Apesar das baixas frequéncias de TAMs no grupo geral abaixo de 20%
(Fig. 30), quando os comparamos entre Bcar € Bpan, foi possivel observar que o
padrdo mutacional TAM-2 estava mais presente (P=0,0294) na variante Bcar (Fig. 30
b) representados principalmente pelas mutacées D67N (38,4%), K70R (23%), T215F

(15,3%) e K219QE (23%), e TAM-1 nas variantes de Bpan (P = 0,1000).
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Figura 30: Comparacdo de DRM entre variantes de subtipo B: Bcar (n = 13) e Bran
(n = 61). a) Mapa de calor das diferentes classes de antirretrovirais: inibidores da
protease (IP), inibidores da transcriptase reversa nucleosideos (ITRN) e inibidores da
transcriptase reversa nao nucleosideos (ITRNN) e a frequéncia de mutacdes
resistentes aos medicamentos. b) Perfil das vias de mutac&o associadas a timidina -
TAMs (TAM-1 Bcear (n = 1) e Bpan (n = 10) e TAM-2 Bcear (N = 5) e Bpan (n = 9) entre
as variantes do subtipo B). Analise estatistica usando o teste de Mann-Whitney: TAM-
1 (P =0,1000) TAM-2 (P = 0,0294).

Todas as amostras classificadas como Bcar (N=13), apresentaram mutagcdes
de resisténcia principalmente para ITRNN e ITRN 92,3% (n=12) cada, enquanto
apenas trés amostras (23%) apresentavam mutagdes contra IP. Através da andlise do

alto perfil de resisténcia aos ARVs e o esquema terapéutico em uso, foi possivel
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observar a falha terapéutica no esquema de uso em 92,3% (n=12). Verificou-se que
50% (n=6) das sequéncias que representam de falha a 3TC e EFV conjuntamente,
15,3 (n=2) para 3TC e ATZ, 15,3 (n=2) apenas para 3TC, 7,6% (n=1) apenas para
EFV. Entretanto, apenas uma sequéncia (17BRAMO016) apesar de apresentar

mutacdes de resisténcia esta ndo estava relacionada ao esquema de uso.

Tabela 8 - Perfil de resisténcia aos ARVs das 13 sequéncias de HIV-1 variante
Bcar de acordo com o algoritmo de interpretacdo de resisténcia genotipica do

programa Stanford HIVdb.

Perfil de resisténcia aos ARV

IP DRMs ITRNN DRMs Esquema em
Amostra (n=3) ITRN DRMs( n=12) (n=12) Baixo Intermediario Alto uso
17BRAMO16 T215D K238T AZT EFV, NVP 3TC, TOF,
ATZ/r
3TC, FTC, EFV, NVP 3TC, TDF
17BRAMO59 M184V Y188L ABC, ETR ! ! ! ' ’ !
! RPV ATZ/r
18BRAMO15 D67N, K70E, M184l, T G190Q AZT ABC, TDF, RPV, 3TC, FTC, EFV, NVP 3TC, TDF, EFV
215TI ETR
V82A, L90M, D67N, Te9D, K70R EFV, RPV, 3TC, TDF
18BRAMO36 § ! ! ! ! E138A ! ' AZT,ATZ LPV  ABC, TDF, 3TC ! !
G481 M184V, K219Q ETR ’ ’ ! ATZ/r
K103N, V106l
18BRAMO48 K65R, M184V Y188C, M230L, TDF, ETR ABC, 3TC, FTC, EFV, 3TC, TDF, EFV
NVP, RPV
L2341
K103N, V1061,
18BRAMOS53 K70Q, L741, M184V ~ V1081, Y181C, TDF ETR ABC, 3TC, FTC, EFV, 3TC, TDF, EFV
NVP, RPV
H221Y
18BRAMOS5 D67N, T69D AZT 3TC, TDF, EFV
K103N, V106, ABC, 3TC, FTC, EFV,
18BRAMO56 A62V, K65R, M184V M230L TDF, ETR NVP, RPV, ETR 3TC, TDF, EFV
18BRAMO6G2 K70E, M184V K101P, K103N TDF ABC 3G, FTCF;PE\;:V’ NVP, 3TC, TDF, EFV
D67N, K70R, M184V, K103N, P225H, ABC, 3TC, AZT, FTC,  3TC, TDF,
18BRAMO71 1501, VB2A T215F, K219E K238T Lev TDF EFV, NVP, ATZ ATZ/r
D67N, T69D, K70R K101H, K103N TDF ABC, 3TC, AZT, FTC
18BRAMO75 ! ! y ! ! ! ! ' ! ' 3TC, TDF, EFV
M184, T215F, K219Q G190A RPV,ETR EFV, NVP ’ !
18BRAMOB4 K103NS EFV, NVP 3TC, TDF, EFV
M461, 154V,
V82A, LIOM, TDF, EFV, 3TC, TDF,
18BRAM108 L33F, K43T, M41L, M184V, T215Y A98G RPV. ETR ABC, AZT, NVP 3TC, FTC, ATZ, LPV ATZ/r
G73T

* Perfil de resisténcia aos ARVs: baixo, intermediario e alto, de acordo com o Algoritmo de
Interpretacao de Resisténcia Genotipica do Programa (Stanford HIVdb) e o Esquema Atual.
ABC = abacavir; AZT = zidovudina; EFV = efavirenz; ETR = etravirina; FTC = emtricitabina;
NVP = nevirapina; RPV = rilpivirina; TDF = tenofovir; 3TC = lamivudina.
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6. DISCUSSAQO

Embora a regido Norte tenha apresentado um dos piores cenarios
epidemioldgicos do HIV-1 em relagdo as outras regides brasileiras nos ultimos anos,
ainda ha escassa vigilancia epidemiologica e de mutacdes de resisténcia as drogas.
No presente estudo sobre individuos com HIV-1 falhando a TARV, foram analisados
os dados epidemioldgicos, diversidade genética do HIV-1 e frequéncia de DRMs e
seus ARVs usados. Observamos tanto alta prevaléncia de individuos com falha
virolégica sem DRMs, quanto elevada frequéncia de DRMs, o que pode levar ao
aumento de TDRM (DRMs transmitidos) e na transmissao do HIV-1 na regido, como

foi observado recentemente (ESASHIKA CRISPIM et al., 2019).

A razéo geral masculino/feminino (M/F) detectada em nosso estudo foi de 2,5
bem préximo a taxa de 2,6 encontrado em nivel nacional em 2019 (BRASIL, 2020a)
e a taxa de 2,3 registrada em 2012 no estado do Amazonas (OLIVEIRA et al., 2015).
Nossos resultados mostram uma maior prevaléncia de individuos que se auto
declararam heterossexuais. Esta categoria representa 71% dos homens do estudo,
em contraste com os 31,4% observados nacionalmente de 2007 a junho de 2019 em

homens acima de 13 anos (BRASIL, 2019c) .

A maioria dos pacientes em nosso estudo tinha contagens de linfécitos T-CD4+

abaixo de 200 células/mm3, mesmo sob um periodo mais longo de TARV. Isso pode
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ser resultado de um longo periodo de falha virologica até a genotipagem do HIV-1 e
troca do ARV, e também devido ao atraso no acesso ao diagnéstico da infeccéo e
chegada dos individuos ao atendimento, levando, consequentemente, ao diagndstico
tardio da infeccdo pelo HIV. Isso pode ser demonstrado pela baixa contagem de
linfécitos T-CD4+ ao analisar o estado imunolégico de pacientes que se apresentam
pela primeira vez, onde metade dos pacientes apresentava contagens de células T-
CD4+ abaixo de 350/mm?3 e um terco abaixo de 200/mm? no diagnéstico inicial de HIV
(DIAZ et al., 2015). Esses resultados também indicam um avanco significativo na

progressao da infeccao para aids nesses individuos.

Ao descrever o panorama epidemiolégico do HIV-1 na regido Norte, o0s
principais estudos publicados levam em consideragdo alguns fatores que podem
contribuir para o entendimento da epidemiologia molecular do HIV-1 na regiéo, tais
como o fluxo migratdrio entre estados e paises que fazem divisa com esta regido, a
distribuicdo geogréafica dos estados e municipios que a compdem, além das
dificuldades de acesso a esta regido. Assim, por esta se situar muito distante dos
grandes centros urbanos, sugere-se que ocorre de forma mais lenta a entrada de
novos subtipos e formas recombinantes, que podem ser bastante comuns nas outras

regides do Brasil (DA COSTA et al., 2016).

O estudo de Machado e colaboradores menciona que o estado do Para pode

ser considerado como uma das principais entradas do HIV-1 no Norte do Brasil
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(MACHADO et al., 2009). Contudo, estudos posteriores destacam que o estado de
Roraima, apresenta uma epidemiologia molecular do HIV-1 bastante distinta, até
mesmo entre os estados que compdem a regido Norte, e que isso pode estar
relacionado a intensa migracao decorrente de crises econdmicas enfrentadas pelos

paises que fazem fronteira com o estado (CORADO et al., 2017).

Nossos resultados mostram uma alta prevaléncia do HIV-1 subtipo B, e uma
presenca muito baixa dos subtipos F1 e C, conforme relatado anteriormente em outros
estudos no estado do Amazonas (CRISPIM et al.,, 2019; CUNHA et al., 2012; DA
COSTA et al.,, 2016a; DE ANDRADE et al., 2017). Verificou-se um aumento do
namero de formas recombinantes do HIV BF1 (13%) quando comparado a outros
estudos baseados apenas na regiao pol — PR/RT (4,3% -10%), principalmente devido
a inclusdo da regido env na andlise. Apesar da baixa conectividade espacial e da
densidade populacional encontrada na regiao Norte do Brasil, as introducdes virais de
formas recombinantes BF1 eram comparaveis as encontradas nas outras regioes
brasileiras (Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste) (ARRUDA et al., 2018). Embora
tenhamos aumento de recombinantes BC e BF, como no estudo de da Costa e cols.
2016, no presente estudo detectamos apenas URF, enquanto no citado estudo estas
eram maioria, mas também foram verificados recombinantes semelhantes a CRF28 e

29 BF e a CRF31_BC encontradas em outras regides do Brasil.
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Verificou-se um aumento do numero de formas recombinantes do HIV-1 BF1
(13%) quando comparado a outros estudos baseados apenas na regiao pol — PR/RT
(4,3% -10%), principalmente devido a inclusdo da regido env na analise. Variantes
caribenhas do subtipo B pol foram detectadas em alta taxa (15,7%), sendo esta similar
a taxa de 22% em estudos prévios (DIVINO et al., 2016), taxa bem superior quando
comparada a outras regioes brasileiras. O elevado percentual dessa variante nessas
regibes pode ter relagdo com o grande fluxo migratério de oriundo do Caribe
(CABELLO; JUNQUEIRA; BELLO, 2015; DIVINO et al., 2016). A variante B Brasileira
(GWGR) esta presente em todo o pais, em nosso estudo foi observada uma baixa
prevaléncia (5,1%) da variante Bsr do HIV-1 subtipo B (env) (MORGADO et al.,
1998b), em contraste com 20-60% encontrados em amostras B em estudos de outras
regides do pais (COVAS et al., 1998; JUNQUEIRA et al., 2013; MORGADO et al.,

1998a, 1994; PIMENTEL et al., 2013; POTTS et al., 1993b)

Em relacdo ao tropismo viral baseado nas sequéncias da regido env
encontramos que cerca de 33% dos virus apresentam tropismo X4; ao considerar
apenas env do subtipo B do HIV-1 (n = 66), o virus X4 foi verificado em 38% dos
individuos, o que é muito semelhante a relatos anteriores de 40% de troca do virus do
subtipo B durante a progressao da doenca (MILD et al., 2010; TSCHERNING et al.,

1998). Por outro lado, 66,7% das amostras analisadas em nosso estudo ainda
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apresentavam tropismo viral R5 e poderiam ser elegiveis para terapias de resgate

envolvendo o uso de maravirogue (BON et al., 2013).

Os individuos estudados apresentam elevada prevaléncia de DRMs
associados a ITRN (91%) e a ITRNN (84%). Outros estudos brasileiros documentaram
um aumento em DRMs para ITRNN ao longo do tempo, bem como a diminui¢cdo na
taxa de DRMs para ITRN (DIAZ et al., 2015; DUANI; ALEIXO; TUPINAMBAS, 2017).
O aumento da resisténcia aos ITRNN esté relacionado principalmente a presenca da
mutacao K103N, que foi detectada em 71,8% dos individuos que fazem uso de ITRNN,
conforme descrito anteriormente (LOPES et al., 2015). A prevaléncia de K103N/S
sendo esta superior a média de 40% detectada para as cinco maiores cidades
brasileiras (S&o Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo - regido Sudeste e Bahia e Ceara
- regido Nordeste), e também em Belém, outra cidade da regido Norte (DIAZ et al.,

2015; LOPES et al., 2015).

Elevada frequéncia de M184V (75%) também foi detectada neste estudo, assim
como no estudo realizado em Belém (LOPES et al., 2015); isso variou de 54,4% em
Séo Paulo a 81,2% na Bahia (DIAZ et al., 2015). Apesar do baixo impacto do M184V
sozinho na resisténcia dos ITRN, quando somado com outras DRMs para ITRN, pode
levar a um aumento no nivel de resisténcia e consequentemente a falha de alguns
ARVs dessa classe, conforme mostrado neste estudo e em outros (BACHELER et al.,

2001; HARRIGAN et al., 2000; MELIKIAN et al., 2014).
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Nossos resultados demonstraram uma alta prevaléncia de mutacbes de
resisténcia para ITRN e ITRNN, estas vem ganhando destaque principalmente no
cenario de TDRM ao longo dos anos. Um estudo relacionado a mutac¢des primarias
publicado em 2003, demostrou que o Brasil, apresentou 6,6% mutacdes primarias de
resisténcia a drogas, sendo 2,24% de mutacdes relacionadas a resisténcia ao inibidor
da protease (IP), 2,36% a inibidores da transcriptase reversa de nucleosideos (ITRN)
e 2,06% a inibidores da transcriptase reversa ndo nucleosideos (ITRNN) (BRINDEIRO
et al., 2003), jA em 2009, apresentou um aumento mutac¢des primarias de resisténcia
a drogas (8,1%), principalmente para mutacdes relacionadas a resisténcia ao ITRNN

(4,2%) seguido de ITNR (2,3%) e IP (1,9 %) (INOCENCIO et al., 2009).

Um estudo conduzido pelo Ministério da Saude em grandes centros de
testagem por todo o Brasil demonstrou a prevaléncia de resisténcia transmitida
variando de 4,5% no Nordeste e Centro-oeste a 7,0% no Sul do Brasil, onde a
resisténcia aos ITRNN foi significativamente maior em todas as regides brasileiras,
contudo, a regido Norte apresentou uma caracteristica distinta por apresentar
mutacdes de resisténcia para trés classes de antirretrovirais (0,4%)(ARRUDA et al.,
2018). Outros autores demonstraram que a regido Norte apresentou uma elevada
porcentagem de TDR (11%), todos oriundos do estado do Amazonas, com O
predominio de mutacdes para ITRNN de 10,1%, seguidas por mutacdes para ITRN

(5,3%) e mutacdes IP (0,4%) (ESASHIKA CRISPIM et al., 2019).
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Um estudo brasileiro, em 2008, ja& demonstrava que apenas 27,5% dos
pacientes mantiveram a manutencao das cargas virais indetectaveis durante um ano,
e o impacto na falha virologia resultou em 95% dos pacientes possuirem mutacdes
relacionadas a resisténcia antirretroviral (CASEIRO et al., 2008), por outro lado, um
estudo realizado em grandes cidades brasileiras concluiu que o perfil mutacional de
resisténcia dos pacientes brasileiros que falham na terapia antirretroviral é bastante
variavel, dependendo da cidade onde os pacientes foram testados (BRITES et al.,
2016). Atualmente, estudos reforcam a necessidade da deteccdo precoce e
prevencdo da falha virologica, para reduzir a mortalidade associada a este evento
(HAGUIHARA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2018), com isso revelando a necessidade

de criacdo e estratégias de monitoramento continuo (BENNETT et al., 2008).

Verificou-se aqui maior prevaléncia de TAM-1, bem como menor prevaléncia
de TAM-2, semelhantes as relatadas por Lopes et al. na regido Norte (LOPES et al.,
2015). E importante ressaltar que algumas mutacBes de resisténcia adquiridas
observadas em nosso estudo, e em outros estudos transversais conduzidos com
individuos que n&o haviam iniciado TARV podem resultar do virus transmitido, uma
vez que, até pouco tempo, a genotipagem antes do inicio do tratamento do HIV-1 era
necessaria apenas em alguns casos, como para mulheres gravidas no Brasil, por

exemplo.
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Observamos alta resisténcia ao 3TC e EFV e também demonstramos que 0s
ITRNs (TDF e AZT) ainda apresentam alta viabilidade de uso para a maioria dos
individuos. Devido a presenca de muta¢des, como L100l, K101P, Y181C, M230L,
observadas em individuos que falham no uso do EFV, a viabilidade do uso de ETR

em esquema de resgate é reduzida para poucos individuos (dados ndo mostrados)

Os altos niveis de resisténcia encontrados para esses ARVs (3TC> EFV> TDF)
refletem seu alto uso e a barreira genética a resisténcia desses ARVs (TANG;
SHAFER, 2012). Embora alguns estudos sugiram que a viabilidade do uso de ARVs
de primeira linha possa estar relacionada a combinacédo de farmacos com baixa e / ou
alta barreira genética, consequentemente a escolha de farmacos com baixa barreira
pode favorecer a rapida selecdo de DRMs causadores de terapéutica falha

(KATUSIIME; OCAMA; KAMBUGU, 2014).

A alta prevaléncia de resisténcia cruzada a Nevirapina em pessoas vivendo
com HIV/aids sob o uso do ITRNN EFV em nosso estudo dificil o manejo clinico para
0 resgate terapéutico, isto porque a auséncia da comercializacdo de Rilpivirina e
Doravirina faria com que com que a unica opcéo disponivel de ARV dessa classe
fosse a Etravirina. Entretanto a etravirina ndo € recomendada para uso em
combinag¢des com ITRNs. Assim, pacientes que apresentaram falha virolégica em um
regime contendo um ITRNN (Efavirenz ou Nevirapina) e um ITRN, pode-se associar

a Etravirina a um IP com Ritonavir. Cabe ressaltar também que n&o é recomendo o
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uso de Etravirina em combinacdo com INI pois este diminui a concentracdo do INI

circulante (BRASIL 2010c; 2018; SONG et al., 2011).

Nossos resultados demonstraram um alto nivel de resisténcia para a dupla
classe de ARVs (ITRN/ITRNN) ao longo dos anos, o que esta em concordancia com
varios estudos que observaram que a resisténcia a ITRNN e ITRN séo as formas mais

comuns de TDRM (GUPTA et al., 2012; RHEE et al., 2015; WENSING et al., 2019b).

Devido ao aumento da prevaléncia de resisténcia aos ITRN e regimes
baseados em ITRNN, ARVs com foco em novos alvos no ciclo de replicagao do HIV-
1 foram desenvolvidos e implementados na terapia. Em um ensaio clinico comparando
dolutegravir uma vez ao dia versus raltegravir duas vezes ao dia em individuos com
experiéncia em antirretrovirais, o efeito virolégico superior foi verificado no grupo do
dolutegravir (CAHN et al., 2013). Dolutegravir tem uma alta barreira genética a
resisténcia, que pode ser eficaz para o tratamento da infec¢ao pelo HIV-1, tanto para
esquemas de primeira linha quanto para esquemas de resgate. O estudo de Cahn et
al subsidiou a OMS para recomendar o uso do dolutegravir como primeiro esquema
terapéutico desde 2016, e foi implantado no Brasil em 2017. ApOs a genotipagem

realizada no presente estudo varios dos individuos passaram a fazer uso deste ARV.

A multirresisténcia aos ARVs pode contribuir para que as DRMs potencializem
a falha terapéutica e aumentem a transmissao do HIV-1 e a prevaléncia de TDRM na

regido. Assim, o monitoramento clinico e constante da carga viral do HIV-1 de PVHA
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€ essencial para reduzir o risco de acumulo de DRM e, assim, detectar rapidamente a
falha terapéutica, a fim de preservar a suscetibilidade a esquemas terapéuticos

subsequentes (DE LUCA et al., 2017; SIGALOFF et al., 2012).

A baixa prevaléncia das principais mutacdes para IP observadas nos pacientes
no nosso estudo pode estar relacionada ao fato de que 50% dos pacientes avaliados
usaram IPs durante o tratamento e 31,7 % em uso no momento da falha virolégica, e
pelo fato dos IPs estarem associados com o ritonavir (RTV), apresentando alta
barreira genética. Demonstrando que os inibidores de protease continuam sendo uma

boa terapia de resgate.

Nenhuma diferenca epidemiolégica significativa foi observada entre os
individuos infectados por variantes do subtipo B, conforme verificado anteriormente
entre os subtipos virais especificos (KIWANUKA et al., 2008; VENNER et al., 2016).
Nossos resultados mostraram que a via do TAM-2 foi mais prevalente nas variantes
do Bcar, enquanto o TAM-1 foi maior no Bran, cOmo mostrado anteriormente na regido
Norte em doadores de sangue (ESASHIKA CRISPIM et al., 2019). E importante
ressaltar que a via da TAM verificada pode ser decorrente do uso especifico de
analogos da timidina utilizados no tratamento desses individuos. No entanto, vias
especificas de TAMs foram verificadas em alguns subtipos virais (MARCELIN et al.,
2004; NOVITSKY et al., 2007), e essas vias estdo potencialmente relacionadas a

dificuldade em alcancar a supressao viral (HANNA et al., 2000). No entanto, mais
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estudos sdo necessarios para corroborar as caracteristicas especificas das variantes

do HIV-1 subtipo B (Bcar e Bran) aqui detectadas.

No presente estudo apresenta algumas limitagcdes, em relacdo a sua casuistica
podemos destacar que este ndo foi um estudo de amostragem probabilistica, mas de
conveniéncia e que a centralizacdo do servico de genotipagem apenas nha Fundacéo
de Medicina Tropical pode ter dificultado o acesso de individuos de outros bairros
distantes e de outros municipios. Em razao do estudo ser de cunho prospectivo, e ndo
ser possivel o acesso a todo o historico clinico dos individuos, ndo nos permitiu
caracterizar melhor as possiveis diferencas de progressdo para doenca entre
individuos infectados com as variantes Bcar ou Bpan. Apesar do foco do estudo néo
ser a adeséo ao tratamento seria importante estudos que pudessem descrever quais
fatores estavam relacionados a ma adesdo ao tratamento nesses pacientes. Com
relacdo aos pontos positivos em decorréncia dessa tese podemos destacar a criagao
de um ambulatério destinado apenas ao acompanhamento de individuos em falha
virologica facilitando o manejo desses pacientes. Os resultados de genotipagem
gerados no presente estudo e retornados a esse ambulatorio permitiram uma revisao
dos esquemas terapéuticos utilizados resultando em niveis de carga viral
indetectaveis em mais de 40% dos pacientes do estudo. Além de trazer um panorama

mais atualizado de epidemiologia molecular desta regiéo.
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7. CONCLUSAO

>

Em Manaus o grupo de individuos em falha virologica em terapia
antirretroviral era majoritariamente de homens heterossexuais sob uso do
primeiro esquema terapéutico 2 ITRN e 1 ITRNN e sem recuperacao de
linfécitos T-CD4".

Manaus € caracterizada por uma alta prevaléncia do HIV-1 subtipo B, com
maior propor¢cdo de variante pandémica. No entanto demonstramos
percentual elevado de variante Bcar, bem como um aumento de
recombinantes BF1.

Apesar da alta resisténcia ao 3TC caracterizada principalmente pela
mutacdo M184I1/V, a baixa resisténcia cruzada a ARVs da mesma classe
pode favorecer o controle de replicacdo viral apds a troca de ARV.

A prevaléncia de resisténcia aos ITRNN foi muito superior a média
detectada para as cinco maiores cidades brasileiras (Sado Paulo, Rio de
Janeiro, Espirito Santo - regido Sudeste e Bahia e Ceara - regido Nordeste),
Foi demonstrado alta susceptibilidade aos inibidores de protease, assim
como aos ARVs: Darunavir, Etravirina e Maraviroque.

As variantes do subtipo B (Bcar € Bpan) apresentaram uma diferenca
significativa na via TAM-2.

Portanto, a vigilancia epidemiol6gica e genémica do HIV-1 é essencial para
compreender os diferentes obstaculos para a adeséo ao tratamento, e a
deteccdo rapida da falha terapéutica. Estas informacdes ajudardo ao
Departamento de doencas de condi¢fes cronicas e infecgbes sexualmente
transmissiveis do Ministério da Saude e SUS a redirecionar suas

estratégias para alcangcar um maior controle da epidemia de HIV / aids.
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Hamero do Parecer: 2.580.802

Apresentagio do Projeto:

Desda 1996, o Ministério da Sadde tem conduzido um programa de acesso universal ao tratamenio, & mais
receniemente aderu ao programa da Organizagio Mundial de Sadde que estimula o oferecimento do
tratamenio a todos os individuos diagnosticados. Mo entanto, mutagies em regifesalvo da terapia
antirretroviral (ART) podem estar associadas ao decréscimo de susceptibilidade a estes farmacos, a

guséncia da supressdo da replicagdo viral e as falhas a terapia.

Em um dios primeiros estedos conduzidos no Brasil, em individuos em falha terap&utica aos inibidores de
protease e transcriptase reversa, venficou-se que B4,7% dos individuos apresentavam mutagies de
resisténcia. Recentemente, uma grande variagdo no perfil de muiagdes de resisténcia frente a estas
inibidores foi verificada quando se comparou o5 dados de pacientes de cinco cidades brasileiras das regides
sudeste, sul @ nordeste. Assim, novos medicamentos vém sendo testados frente a outros ahvos importantas
no ciclo replicativo do HIV, como por exemplo, o Maravirogue (MWQ), gue & um antagonisia do cormeceptor
CCRSE, ufilizado no Brasil desde 2013 na terapia de resgate de individuos em falha terapéutica, e visa
bloquear a entrada do virus na célula hospadeira.

A regido Morte apresenta 6,3% dos casos de infecgdo pelo HIV nofificados entra 2007-2018, & vem
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apresentando uma epidemia da HIV distinta da verificada na regifo sudesta. Enquanto a taxa de deteccdo
de aids vam apresantando estabilizagdo nos dltimos 10 anos, com madia da 20,7 casosd 100 mil habitantes,
uma tendéncia de crescimenio tem sido wverificada nas regides norte (24.0) & nordeste (15,3), no ano da
2015. Este aumanto também & refletido na taxa de detecgio da HIV em gestantes e na taxa de moralidads
relacionada a aids comparando-se os anos de 2006 e 2015.Mo Brasil, a epidemia & composia
majoritariameants pelo HIV-1 dos subtipos B, F1, C, recombinantes BF1 e BC. Além destes, obsarvamos a
presenca de uma variants do subtipo B, denominada BER, qua apresenia o motivo GWGER no topo da alga
W3 da gp120 do envelope viral ao invés do motive GPGR caracteristico do B pandémico & da variante B
caribenha. Diversos estudos tém evidenciado o grau de dispersdo das variantes (B-pandémico & B-
caribenho) na América do Sul, mostrando por exemplo, que no Brasil este representa menos da 10% das
infecpbes pelo subtipo B, no entanto foi verificado gue em alguns estados da regido nore e Mordeste estas
t&m uma maior representatividade.

Diante desie panorama, vale ressaltar que poucos estudos de epidemiologia molecular e de falha
terapéutica i&ém sido conduzidos na regido Morte. Assim buscamos com este astudo melhor compreender a
epidemiclogia molecular nesta regido e verificar possiveis associagies enire os subtiposivariantes e as
mutaghes associadas & falha terapéutica e, este como possivel fator com forte impacto no aumenio dos
nimarcs de casos HIV na regido. Para tal, recruiaremos 100 individuos sob wso de terapia anfimatroviral que
apresentam falha viroldgica (carga viral = 1000 copias/ml) para investigagdo de falha terapéutica nas
regifes da protease (PR), transcriptasa revarsa (RT). Através da avaliagio de tropismo vamos investigar sa
0s mesmos seriam elegiveis para terapia com maravirogue, e através das sequéncias geradas também
podardo ser verificados o perfil apidemioldgico molecular nesta regido.

Metodologia Proposta:

Sardo convidados a parficipar do estudo individuos com sorologia positiva para HIV atendidos pela
Fundagdo de Medicina Tropical — Heitor Vieira Dourado (FMT-HWD) com idades entre 18 & 65 anos, enire
maio de 2018 a dezembro de 2019. Caso concorde am participar do estudo, o participants devera assinar
um temo de consentimenio livre e esclarecido (TCLE) e autorizar serdo coletados 4mil de sangus com acido
glilzenodiamino tetra-acetico (EDTA) via pungdo venosa a vaouo. Apds cantrifugacio da 10min a 15.000 rpm
a tempsaratura ambiente. Sardo separados 2 aliquotas de
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plasma (2mL) & uma de “papa de células™ e ambas serdo armazenadas em ultrafreezer com tempearatura -
80°C para posterior analise gandmica. O estudo sera corie transversal, os dados demograficos e clinicos
serdo coletados por meio de um guestionario estruturado. Os pacientas em acompanhameanto pela egquips
médica (FMT-HVD) passarfo por examsa clinico de rotina. Individuos gue estejam sob uso de tarapia
antimatroviral @ apresentem falha viroldgica, (RMA superior 8 1000 copias/mL de plasma), & possivel falha
terapéutica (mutagio de resisténcia aos antirretrovirais) serdo submetidos as analises gendmicas para
varificagdo de mutagbes de resisténcia aos inibidores de protease e RT. Aos gue apresentarem carga viral
detectavel menor do que 1000 cépiasiml ou indetectdvel serdo exclusos do estudo. As amostras serdo
transportadas para o Instituio Lednidas e Maria Deane - ILMD FIDCRUZ-AM, onde serdo processadas para
separacdo do plasma e “papa de células”™ e armazenados a -70oC para posterior analise. As analisas
genimicas ocorrerdo no Laboratorio de AIDS & Imunologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz
IOCFIOCRUZ-RJ (LABAIDS) ou na plataforma de sequenciamenio do Instituio Lednidas e Maria Deana
ILMOVFIOCRUZ-AM. Para processameanto no LABAIDS as amostras serdo transportadas em embalagem
UM3373 , em gelo seco, pela transporiadora contratada pela FIDCRUZ.

Critério de Indusdo:

Individuos com sorologia positiva para HIV atendidos pela Fundagdo de Madicina Tropical — Heitor Vieira
Douwrado (FMT-HWVD) com idades entre 18 e 65 anos, apresentem falha virolégica, (RMNA superior a 1000
copias/mL de plasma) e possivel falha terapéutica (mutagdo da resisténcia aos antirretrovirais)

Critério de Exclus&o:

Individuos atendidos pela Fundagio de Medicina Tropical — Heitor Vieira Dourado (FMT-HWVD) que
apresentaram: sorologia negativa para HIV ou sorologia positiva para HIV com carga viral detectavel meanor
do qua 1000 copias/mL ou indetectavel.

Objetivo da Pesquisa:

Hipatasa:

Devido a poucos estudos epidemiologicos sobre os sublipos circulantes & sua relagdo com mutagdes da
resisténcia que conferam a falha terapéutica em pacientes HIV na cidade da Manaus & o aumeanto no
crescents do numero de casos e de Obitos na Regido norte, acredita-se que exista um possivel impacto dos
subtiposfvariantes do subtipo B (B pandémico, B caribenho & BBR) nas mutagdes de resisténcia em

pacientes HIV na cidade de Manaus.
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Objetivo Primario:
Caractarizar a diversidade genéfica do HIV-1 e as muiagies de resisténcia adguirida em individuos sob
terapia antirretroviral em Manaus-AR.

Objetivo Secundanio:
1)Estimar a prevaléncia dos subtipos de HIV-1 circulantes em Manaus.

2) Awaliar a prevaléncia das variantes do sublipo B (B pandémico, B caribenho e BEBR)L

3} Investigar a prevaléncia de mutagbes de resisténcia adguinda na protease e na franscripatse reversa.

4} Avaliar genotipicaments o tropismao wiral.

5) Awaliar possivel impacto dos subtiposfvarianies do subtipo B nas mutagbes de resisténcia.

§) Realizar sequenciamento de genoma completo de amostras B caribenha brasilsira, CRF identificados,

possivais CRF.

Awvaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos decorrentes de sua participagSo na pesguisa 580 basicaments o desconforto durante a coleta,
onde algumas wezes, durante ou apds colher o sangue do brago, ele pode doer um pouco na regido da
picada da agulha e pode ficar com uma mancha roxa no local (hematoma), ou pode occormar pungaao
acidental de uma artéria ou infecgio. Os riscos que envohlvem dor, formagso hematomas, pungdo em local
errado poderdo ser reduzidos ou evitados pela execucdo correta dos procedimentos de coleta, gue semipra
sard realizada por profissional capacitado, qus fara todos os procedimentss com muita cauvtela & seguindo-
se corretaments todas as etapas. Os riscos relacionados a aquisigdo de infecgdo no momenio da coleta
sardo evitados pela comata assepsia do local, que sera realizado utilizando-se etanol ou isopropanol a 0%,
clorexiding ou solugdo de iodo.

As situactes constrangedoras serdo minimizadas atraves de orentagies gue visem tranquilizar o

Enderego: A, Brasl 4035, Sala 705 (Campus Exparesda)

Bairro:  Manguirhos CEP: 21.020-380
UF: RJ Municipic: R0 DE JANEIRD
Telefone:  {21)3882.5011 Fax: (2125674815 Esmail: ocepficcruziffioc.fiocnuz ke
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pacienta. As amostras serdo coletadas, preferancialmente em locais isolados, caso ndo seja possivel sardo

ufilizados recursos coma uso de vestimentas (bata) para ndo expor o paciente durante a colets.

Beneficios:

Identificagdo de possiveis mutagdes de resisténcias as drogas terapéuticas em pacientes HIV soropositivos
em Manaus. Estes resultados auxiliardo aos médicos responsdveis na indicagio de proposias terapéuticas
para cada participante do estuda.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto asta suficientemente claro em saus propdsitos e devidamenie fundamentado, e ndo necassita de
submissdo 8 COMEP antes de ser iniciado.

Consideragtes sobre 0s Termos de apresentag&o obrigatoria:

Todos os documentos de apresentagio obrigaidria foram encaminhados a0 CEP & aprovados.
Recomendagdes:

Apresentar relatdrios parciais (anwais) e relatdrio final do projeto de pesguisa & responsabilidade indelegavel
do pesquisador principal.

Cualguer modificagdo ou emenda ao projeto de pesguisa em pauta deve ser submetida & apreciacio do
CEP Fiocruz/lOC.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Dianta do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEFP FIOCRUZNOC), em sua
237a Reunido Ordinaria, realizada em 10.04.2018, de acordo com as afribuigdes definidas na Resolugio
CHE 466/M 2, manifesta-se pela aprovagdo do projetio de pesguisa proposto.

Consideragtes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Postagem Aurtor Siteacdo
Informagbes Basicas P‘B_INFDF[MI;ﬁES_EIASIEAS_EH]_F‘ 050452018 Aceito
do Projato ROJETO 1104705 pdf 21:11:42

Enderego:  fv. Brasil 4036, Sala 706 {Campus Exparsda)

Bairro:  Manguinhos CEP: 21.040<380
UF: RJ Municipio: R0 DE JANEIRD
Telefone:  {21)3882.0011 Fam: [(21)2561-4815 Esmail: ocepficcruzifioc fiocnuz. be
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IO C FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - = Plabaforma
FIOCRUZ/IOC

Trossorwis Ogw addo Crus
Continuaglo do Parecer: 2.500.802
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
Brochura 21:10:07 |Guimardes
Investigador
Qutros FICHA_CLINICA pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito

18:36:44 |Guimaraes
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
Assentimento / 18:35:29 |Guimardes
Justificativa de
| Auséncia
Declaragao de repositoriolLABAIDSIOC. pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
Manuseio Material 18:34:58 |Guimaraes
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
Declaragao de carta_pesquisador.pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
Pesquisadores 18:32:29 | Guimaraes
Folha de Rosto folhaDeRosto_CEP._pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito

18:23:50 |Guimaraes
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 10 de Abril de 2018
Assinado por:
José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Enderego: Av. Brasl 4036, Sala 706 (Campus Expansda)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-380
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882.8011 Fax: (21)2561.4815

E.mail: cepficcruzi@ioc.fiocruz.be
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Anexo 02 - Parecer Consubstanciado do CEP Elaborado pela Instituicao

Coparticipante

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR %ﬂdﬂm"?
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Diversidade genética do HIV-1 & mutaghes de resisténcia adquiridas em individuos da

Amazdnia.
Pesquisador: Monick Lindenmeyer Guimar3des
Area Tematica:
Versao: 1

CAAE: B7171018.4.3001.0005
Institui¢ao Proponents: Fundacis de Medicina Tropical do Amazonas - FMTAMTAM

Patrocinador Principal: Fundacio Oswaldo Cruz
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 2.611.418

Apresentacio do Projeto:
Trata-se de Projelo de pesquisa que tem Instiluicdo proponente o Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro e
tem como Pesquisadara responsavel a Dra. Monick Lindenmeyer Guimardes e, como Instituigdo Co-
participante a Fundagio de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado e tem como Pesquisadores
responsaveis Dr. Flavio Ribeiro Pereira @ Dr. Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda.

Serdo convidados a participar do estudo individuos com sorologia positiva para HIV atendidos pela
Fundagao de Medicina Tropical — Heitar Vieira Dourada (FMT-HVD) com idades antre 18 & 65 anos, no
pariodo entre maio de 2018 a dezembro de 2019,

Os pesquisadores buscam com este estude melhor compreender a epidemiologia molecular nesta regido &
verificar possiveis associaces entre os subtiposivariantas e as mutagies associadas 4 falha terapéutica e,
este como possivel fator com forle impacto no aumento dos nimeros de casos HIV na regido. Para lal,
recrutardo 100 individuos sob uso de terapia antirmelroviral que apresentem falha viroldgica (carga viral
=1000 copias/mL) para investigagdo de falha terapéutica nas regifes da protease (PR), transcriptase
revarsa (RT). Alravés da avaliagio de tropismo. investigaro se os mesmos seriam elegiveis para lerapia
com maraviroque, @ através das

Endarsgo: Ay, Padro Teieira, 25

Bairra: D Pedra | CEP: §8.040-000
LF: AM Municipio: MANALS
Telefone: (202 127.3572 Fax: (82y2127-3572 E-mail: cepint.am.gav.br
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR “§ QgIovgrorme
VIEIRA DOURADO"

Conliruagcda do Parecer: 2 611418
sequéncias geradas também poderdo ser verificados o perfil epidemiolégico molecular nesta regido.

Caso concorde, o participante devera assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Sero
coletados 4ml de sangue com acido efilenodiamino tetra-acetico (EDTA) via pungBo venosa a vacuo. Apos
centrifugagdo de 10min a 15.000 rpm a temperatura ambiente. Serdo separados 2 aliguotas de plasma
{2mL) & uma de “papa de células" & ambas serfo armazenadas em ultrafreezer com temperatura - 80°C
para posterior analise gendmica. O estudo sera corte transversal, os dados demograficos e clinicos serdo
coletados por meio de um questonario estruturado. Os pacientes em acompanhamento pela equipe médica
(FMT-HVD) passardo por exame clinico de rofina. Individuos que estejam sob uso de terapia antimetroviral e
apresentem falha virologica, (RNA superior a 1000 cdpias/mL de plasma), e possivel falha terapéutica
{mutacdo de resisténcia aos antirretrovirais) serdo submetidos as analises gendmicas para verificagdo de
mutacies de resisténcia aos inibidores de protease e RT. Aos que apresentarem carga viral detectavel
menor do que 1000 cdpias/mL ou indetectavel serdo exclusos do estudo. As amostras serdo transportadas
para o Instituto Lednidas & Maria Deane - ILMD FIOCRUZ-AM, onde serdo processadas para separagdo do
plasma e “papa de c#lulas” e armazenados a -700C para posterior andlise. As analises gendmicas ocorrerdo
no Laboratorio de AIDS e Imunologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz IOC/FIOCRUZ-RJ (LABAIDS) ou
na plataforma de sequenciamento do Instituto Lednidas e Maria Deane ILMD/FIOCRUZ-AM. Para
processamento no LABAIDS as amostras serdo transportadas em embalagem UM3373, em gelo seco, pela
transportadora contratada pela FIOCRUZ.

O estudo tem apoio financeiro da Fundag8o de amparo a pesquisa do estado do Amazona FAPEAM,
Instituto Lednidas e Maria Deane - Fiocruz-Manaus e Laboratdrio de AIDS e Imunologia Molecular-10C-
FIOCRUZ-Rio de Janeiro.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primaria:

Caracterizar a diversidade genética do HIV-1 & as mutagdes de resisténcia adquirida em individuos sob
terapia antirretroviral em Manaus-AM.

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: §9.040-000
UF: AN Municipio: MANAUS
Telefone: [92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am_gov.br
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR “§ Qaravgy orme
VIEIRA DOURADO"

Conliruagia do Parecer: 2 611.418

Objetivo Secundario:

1)Estimar a prevaléncia dos subtipos de HIV-1 circulantes em Manaus.

2) Avaliar a prevalgncia das variantes do subtipo B (B pandé&mico, B caribenho & BBR).

3) Investigar a preval&ncia de mutagdes de resisténeia adquirida na protease e na franscripatse reversa.

4) Avaliar genctipicamente o tropismo viral.

5) Avaliar possivel impacto dos subtiposivariantes do subtipo B nas mutagbes de resisténcia.

6) Realizar sequenciamento de genoma completo de amostras B caribenha brasileira, CRF identificados,
possiveis CRF.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: de acordo com o texto do projeto os riscos decorrentes s8o basicamente o desconforto durante a
coleta, onde algumas vezes, durante ou apds colher o sangue do brago, ele pode doer um pouco na regido
da picada da agulha e pode ficar com uma mancha roxa no local (hematoma), ou pode ocorrer pungdo
acidental de uma artéria ou infecgdo. Os riscos que envolvemn dor, formacio hematomas, pungio em local
errado poderdo ser reduzidos ou evitados pela execugdo coreta dos procedimentos de coleta, gque sempre
sera realizada por profissional capacitado, que fara todos os procedimentos com muita cautela e seguindo
corretamente todas as etapas. Os riscos relacionados a aquisicio de infecgio no momento da coleta serdo
evitados pela correta assepsia do local, que serd realizado utilizando-se etanol ou isopropanal & 70%.
clorexidina ou solugdo de iodo.

As situacdes constrangedoras serdo minimizadas através de orientages que visem tranguilizar o paciente.

As amostras serdo coletadas, preferencialmente em locais isolados, caso ndo seja possivel serdo utilizados
recursos como uso de vestimentas (bata) para ndo expor o paciente durante a coleta.

Beneficios:

Identificacio de possiveis mutagbes de resisténcias as drogas terapéuticas em pacientes HIV soropositivos
em Manaus. Estes resultados auxiliardo aos médicos responsaveis na indicacdo de propostas terapéuticas
para cada participante do estudo.

Enderego:  Av. Pedro Teiwira, 25

Bairro: D Pedro | CEP: 59.040-000
UF: Al Municipio: MAMAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (D2)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR “§ QBiocgorme
VIEIRA DOURADO"

Conliruacio do Panecer: 2611418

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto esta claro em seus objetivos e devidamente fundamentado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Todos os documentos de apresentacio obrigatoria foram anexados ao protocolo de pesguisa os seguintes
arquivos:

PB_InformacGes_Basicas_do_Projeto_1104705. pdf;
Declaragio de Pesguisadores carta_pesquisador_pdf;
Folha de Rosto folha de Rosto.pdf;

Brochura Pesquisa Projeto.pdf;

Ficha_Clinica. pdf;

Projeto Detalhado [ Brochura Investigador Projeto. pdf,
TCLE e,

Declaragdo de Manuseio Material Bioldgico /
BiorepositdrioBiobanco

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Diante do exposto e, visto que o protocolo atende todos os requisitos exigidos pela legislag8o em vigor, este
relator, vota por sua Aprovagio.

5 M.J. E 0 parecer.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatdrios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolugdo CNS n® 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatdrio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicgéntricos, proposto pela
COMEF em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquiva Postagem Autor Situagio
Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
Brochura 21:10:07

Enderega: Av. Pedro Teixsira, 25

Bairro: O Pedno | CEP: gg9.040-000
UF: &M Municipio: MAMAUS
Telefone: (42)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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Plataforma

TROPICAL "DOUTOR HEITOR arsil
VIEIRA DOURADO"

Conliruacio do Parecer: 2 611418

Investigador Praojeto. pdf 05/04/2018 |Guimardes Aceito

21:10:07
Outros FICHA_CLINICA. pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
18:3644 | Guimardes

TCLE { Termos de | TCLE.pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
Assentimento f 18:35:29 | Guimardes

Justificativa de

Auséncia

Declaragdo de repositorioLABAIDSIOC . pdf 05/04/2018 |Monick Lindenmeyer | Aceito
Manuseio Material 18:34:58 |Guimardes

Biologico /

Biorepositdrio /

Biobanco

Situacao do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

MANALS, 20 de Abril de 2018
Assinado por:
Marilaine Martins
({Coordenadaor)

Enderego: Aw. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: g9.040-000

UF: AN Municipio: MAMAUS

Telefone: (92j2127-3572 Fa: (82)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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Anexo 03 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ministério da Sadide
Fundacado Oswalda Cruz

Institute Oswaldo Cruz

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Diversidade genética do HIV-1 ¢ mutages de resisténcia adquiridas em
individuos em da Amazinia Pesquisadores: Dr. Flavio Ribeiro Pereira e Dr. Marcus Vinicius
Guimardes de Lacerda, médicos da Fundagio de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado FMT-
HVD . Dr. Monick Lindenmeyer Guimardes, Dr. Paulo Afonso Nogueira e Msc. Yury Oliveira
Chaves, pesquisadores e estudante de Doutorado, respectivamente, do Laboratdrio de AIDS e
Imunologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz I0C/FIOCRUZ e Instituto Leonidas e Maria
Deane ILMIDVFIOCRLUZ-AM.

Mome do voluntirio:

Como voluntario (a) vocé estd sendo convidado{a) a participar de um estudo que pretende
avaliar o comportamento do HIV durante a infecclo com a finalidade de estudar o virus. Para a
execugdo do trabalho, uma amostra do virus contido em seu sangue serd utilizada para analise
genética.

# Se concordar em participar deste estudo, serdio solicitadas informacdes a respeito de sua
saide que estdo contidas em um questionario.

# O seu nome, endere¢o ou outra informacio que possa identifica-lo (la) nfo serdo
divulgados, para manter a sua privacidade.

e Caso ndo concorde em participar do estudo, ndo havera nenhuma diferenca em seu
atendimento ou tratamento neste Hospital.

e MNds coletaremos cerca de 4 ml de seu sangue (1/2 colher de sopa), da veia do seu brago.
Durante a coleta, vocé poderd experimentar uma leve dor, um pequeno sangramento, €
mesmo a formagido de um pequeno hematoma no local da picada.

A participagdo neste projeto pode nfio lhe trazer beneficios diretos com relagdio ao seu
problema, porém o conhecimento obtido do estudo do virus do seu sangue poderd contribuir para
o melhor conhecimento do HIV. Nada serd publicado que inclua a sua identificaco, portanto sua
participacio sera mantida em sigilo. Em qualquer momento vocé podera desistir de participar e
inclusive pedir para destruir as suas amostras.

Eventualmente, precisaremos repetir exames no seu sangue ou de acordo com o0s
resultados obtidos, poderemos necessitar novas analises que antes passardo pelo Comité de Etica
em pesquisa. Se vocé estiver de acordo em participar dessa pesquisa e deixar que parte da
amostra do seu sangue fique armazenada em nosso laboratdrio, margue abaixo, caso ndo esteja
de acordo com o armazenamento, também marque abaixo:

{ ) Eu autorizo o armazenamento do meu sangue
( ) Eu ndo autorizo o armazenamento do meu sangue

Toda pesquisa futura com a sobra do seu sangue serd submetida ao Comité de Etica em
pesquisa da Fiocruz para andlise. Esse termo serd assinado em duas vias de igual teor e uma via

ficard com vocé. Vocé ndo receberda nenhum pagamento pela participacdo neste estudo, mas

Versdo 1.0 datada de D4/04/2018
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estard contribuindo com o conhecimento acerca do virus, e caso tenhamos algum resultado que
tenha impacto clinico na sua saide, faremos todos os esforcdes para encaminhar ao seu médico e
4 voCe.

Estaremos a disposicio para quaisquer informagdes adicionais:

Médicos: Dr. Flivio Ribeiro Pereira e Dr. Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda Telefone:
(092)984115934 - (092)991147633 - (92)98418-6445 Pesquisadores: Dra. Monick
Lindenmeyer Guimardes, Dr. Paulo Afonso Nogueira e Msc. Yury Oliveira Chaves
Paulonogueiraf@ fiocruz br = yury chaves(a fiocruz. br - monicklg@ioc.fiocruz.br.

Consentimento:

Concordo em participar no estudo proposto, doando 4 ml de sangue (uma colher de sopa) para
que possa ser utilizado nas pesquisas cientificas que me foram explicadas.

Comité de Ftica em Pesquisa do Instituto Oswaldo
Cruz (CEP Fiocruz 100C), a saber: Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio da Expansio) - Manguinhos -
R - CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 38829011 Fax: (21) 2561-4815 - E-mail: cepfiocruzimioc. focrue br

Versdo 1.0 datada de 04/04/2018
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Anexo 04 — Ficha Clinica e de Investigacdo Soro-epidemioldgica

ILMD

FICHA CLINICA E DE INVESTIGACAD SORO-EPIDEMIOLOGICA

Diversidade genética do HIV-1 & mutagies de resisténcla adguiridas em individuos em da Amazdnia

I - AMOSTRA

A Chdigo da amostra: E. Local e Data de coleta: i I !

B. Resultade: HIV[___} HIV-1{__ ) HIv-2{__ ) HIiv-1s2[__) iND|__) Outre__}

C. Data da dltima Sorologla Megativa: ! ! 0. Data da primeira Sorologla Positiva: ! !
E. Médico Resp.: F. Data inlcko do acompanhamento: ! il

G. Estocagem: -88C | SOSC [ ) -FoeC () TAa__ ) Outro|
H: Aparéncia: Umplda () Twrwa|__ | Hemolisada [ ) Upémica{_ ) Outro: |

0Bs.:

II- IDENTIFICACAD

A ME Prontudrio:

B. Sexo: Feminino () Masculino ) lgnoradol__ )

C. Local e Data de Mascimento: , f ! Urbano [ ) Rural[___})

D. Estado clell: MA[___) Soltelro () Casado () Unifo de Facto [ ) Separadoe [ ) Wieve | )
E. Macionalidade:

F. Resldéncla Atual: Balrro: Urbano |} Rural () Estado:
H. Residéncia anterlor: Balrro: Urbano [ ) Rural [ ) Estado:
1. DcupatdofProfissdo: MA[__ )

1. Escolaridade: MA[__ ) Ignorado | ) Analfabeto{_ | Primadro Incompleto [ )
Primarko Completo () Secunddrio Incompleto ) Secundario Complete () Superior ()
0BS.:

Ill- CATEGORIAS DE EXPOSICAD

A_Tipo: Heterossexual | Usudrio de drogas EV{___] Transmissdo Wertical [___}) Hemofilico |___)
Bissexual &F () Bissexual § () Homossesual &7 () Homossewwal § ()

Transfusdo de sangue || Local e Data: ! Outro | lgmoradeo )

5e Heterossexual: Maltiplos parcelros () Parcelro blssexual () Parcelro com midltiplos parcelros | )
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Parcelro soropositivo para HIV [___) Parcelro usudrio de drogas | ) Parcelro transfundido {___)
Parcelro com Sida [___ ) Parceiro hemofilico [} Outro(___) lgnorado ()

5e Homossexual: Mdltiplos parcedros [ ) Parcedro bissexual ()  Parceire com miditiplos parceiros )
Parcelro soropositivo para HIV ) Parceiro usudrio de drogas | ] Parcedro transfundido | )
Parcelro com Sida ()  Parceiro hemofilico ) Outro {___) lgmorade [}

B. Parcelros (Gltmos 2 anos): MA(___ ) Menhum(___ ]} 1-3(__} +de3 () Quantos: N30 quer cormentar [___)

Parcelro(s) dejou em) outros palses? Sim | | Qualks? Mio(__ ) 3. lgnorade (___ )

C. Usou drogas endovenosas alguma vez? NA () Sim(___) M3o{__ ) M3o guer comentar [___)

F. Compartilhou seringas com outras pessoas: NA ([} Sim {___) N3o | Mo guer comentar [___)

Corn pessoas de outros estados: Sim () Quals? Mo ) lgnorado(_ )
Corm pessoas de outros patses: Sim [ ) Quals? N3o|__ ) gnorado|_ )
0BS.:

V- DADOS CLINICOS

A_Tipe: Infeccdoaguda | ) Ascintomdtica [ ) Sintomdtica () Sida |

B. Manlfestagbes clinlcas relachonadas a0 HIV: Mo () Sim(___) Quals?

C. Infecgbes ndo relaclonadas ao HIV: Hepatite B Hepatite C{___ ] Owtras: [ ) Quaks?

0. Doencas Sexualmente Transmissieels (D5T): NA () lgnorade [} Mo () Sim{___] Quals?
E. Medicamentos anti-retrovirals em uso: M3o(__ ) Simi{___ ) Quaks? AZT(___ ) DOl [__})
DOC(___ ) oaT(___) 3TC(__jaBC{___) Savi(__) v (__} RTW{__) NFV[__)

LA [ ) MwP ) DvLi___) EFVZ[__) Outros ) Quals?
0Bs.:

V. EXAMES ADICIONAIS DA PESOUISA:

Teste reallzado: Resultado: Local e Data:
1.
2
3

Concusdo:

V1. OUTRAS INFORMACOES EXISTENTES RELEVANTES:

LOCAL E DATA & ) /

MOME:
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Anexo 05 - Artigo Cientifico Publicado na Revista Biomed Research

Internacional
Hindawi
Biondled Research International
Wolwme 2027, Arvidie W 3567332, % pages
hupsfdoiarg/ 10U 155/ 2021 /5567332

Hindawi

Research Article

High Detection Rate of HIV Drug Resistance Mutations among
Patients Who Fail Combined Antiretroviral Therapy in
Manaus, Brazil

Yury Oliveira Chaves(," Flivio Ribeiro Pereira",” Rebeca de Souza Pinheiro '
Diego Rafael Lima Batista (,' Anténio Alcirley da Silva Balieiro ,'
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Virologic failure may occur because of poor treatment adherence and/for viral drug resistance mutations (DRM]. In Brazil, the
northern region exhibits the worst epidemiological scenarios for the human immunodeficiency virus (HIV). Thus, this study is
aimed at investigating the genetic diversity of HIV-1 and DRM in Manaus. The cross-sectional study included people living
with HIV on combined antiretroviral therapy and who had experienced virological failure during 2018-2019. Sequencing of the
protease/reverse transcriptase (PR/RT) and C2V3 of the viral envelope gpl20 (Emv) regions was analyzed to determine
subtypes/variants of HIV-1, DRMs, and tropism. Ninety-two individuals were analyzed in the study. Approximately 72% of
them were male and 74% self-declared as heterosexual. Phylogenetic inference (PR/RT-Env) showed that most sequences were B
subtype, followed by BF1 or BC mosaic genomes and few F1 and C sequences. Among the variants of subtype B at FR/RT,
B4.3% were pandemic (B, ), and 157% were Caribbean (B_,;). The DRMs most frequent were MLB4LV (82.9%) for
nuclenside reverse transcriptase inhibitors (NRTI), K103MN/S (63.4%) for nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTT),
and VBXA/L/M (73%) for protease inhibitors (PI). DRM analysis depicted high levels of resistance for lamivadine and efavirenz
in over 829% of individuals; although, low (7.7%) cross-resistance to etravirine was observed. A low level of resistance to
protease inhibitors was found and included patients that take atazanavir/ritonavir (16.6%) and lopinavir (11.1%), which
confirms that these antiretrovirals can be used—for most individuals. The thymidine analog mutations-2 (TAM-2) resistance
pathway was higher in B, than in By, Similar results from other Brazilian studies regarding HIV drug resistance were
observed; however, we underscore a need for additional studies regarding subtype B, variants. Molecular epidemiology
studies are an important tool for monitoring the prevalence of HIV drug resistance and can influence the public health policies.

1. Introduction adopted innovative actions over the years, mainly in primary

care [1, 2]. In cART, the drugs used act on different viral tar-
Since 1996, Brazil has offered free combined antiretroviral gets, and this therapy has brought significant advances in the
therapy(cART) to all people living with HIV/AIDS treatment of PLWHA, such as a fast reduction of the viral
(PLWHA) regardless of the TCD4+ cell count—and has load and their more extended maintenance, followed by a



significant increase in the TCD4 lymphocyte counts [3, 4].
This has led to better quality of life, with individuals achiev-
ing immunological stability and a consequent reduction in
the inadence of opportunistic infections and HIV/AIDS-
related deaths. Another benefit that stems from the suppres-
sion of HIV replication is the reduced possibility of HIV
transmission [5, &).

Treatment failure in HIV therapy can be related to the
presence of drug resistance mutations, drug intolerance,
and low adherence to therapeutic regimens causing subopti-
mal ARV dosage, as well as anthropogenic aspects |7, 8] such
as physical, psychological, social, or cultural aspects [%]. In
addition, the use of ARVs with a low genetic barrier for resis-
tance in the first therapeutic regimen may favor the rapid
selection of DEMs [10]. Virological fatlure is actually defined
by the presence of detectable viral load (VL) = 500 copies/ml
after at least six months of cART; hence, HIV-1 genotyping
is recommended in order to venify the presence of acquired
DREMs [11-13]. Depending on the type of DEM, crossresis-
tance to another ARV of the same class could be verified, as
reported for thymidine analog mutations (TAMs). TAMs
confers crossresistance to nuclenside analogues, potentially
affecting first cART regimens, as may prevent the use of
another NRTI in subsequent regimens, and could result in
the replacement of the ARV class. [14-17].

Despite advances in HIV treatment in Brazl, the North
and northeastern regions registered an increase in the AIDS
detection rate between 2009 and 2019, In the Amazonas
state, detection arose from 31.7 to 34.8 per 100,000 habitants
in this period, despite of a 4.5% decrease in the AIDS mortal-
ity rate (6.7 to 6.4 per 100,000 habitants). In 2019, Manaus
occupied third place in the mortality coefficient rankings
(10.5 per 100,000 habitants) and fifth place in ATDS detection
rate rankings (54.7 per 100,000 habitants) [18].

The genetic diversity of HIV-1 found in the northern
region is little distinct from other regions in Brazil [19], char-
acterized mainly by the prevalence of subtype B (63-92%),
subtype F1 (0-14%), subtype C (0-6%), BF1 (4-18%), and B
C (0-8%) [20-24]. Contrasting to other Bramlian regions,
high prevalence of B, . variant (14.4%) was verified in this
region [25]. The studies about subtype B variants have been
focusing in epidemiological aspects; however, the possible
impact in the pathogenesis or acquisition of DEM was not
investigated.

This problematic epidemiological scenano, along with
little data concerning HIV-1 diversity and DREMs in Manaus,
led us to investigate these topics in individuals with virologi-
cal failure ongoing cART schemes.

2. Material and Methods

2.1 Study Subject Characteristics and Ethical Aspects. This
cross-sectional study included 100 individuals with positive
HIV-1 serology, who were older than 18 years of age, under-
going antiretroviral therapy for at least six months and pre-
senting  virologic failure  (viralload = 1000 copiesiml  of
plasma), receiving a medical request for HIV-1 genotyping
following the guidelines of the Brazilian Ministry of Health
at the time of the study. All individuals were included in
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the study and had their samples collected between 2018 and
2019 All subjects were treated at the Tropical Medicine
Foundation-Heitor Viera Dourado (FMT-HVD), Manaus,
Amazonas state, Brazil. Demographic and clinical data were
collected using a structured questionnaire. A sample of 4ml
of whole blood was collected by venous pulse, and the sam-
ples were processed for plasma separation and stored at
-80°C until RNA extraction. The study was approved by the
Ethical Review Board, [OC/FIOCREUZ under CAAE
ETITI018.4.0000.5248 protocol, the FMT-HVD  under
approval CAAE 87171018.4.3001.0005, and all subyects gave
written informed consent in accordance with the Declaration

of Helsinki.

22 BNA and RT-PCR Extraction. Extraction of genetic
materials was performed using the QlAamp EMNA mini kit
(Chagen, Germany) following the manufacturer's instruc-
tions. This was followed by reverse transcription of RENA to
obtain ¢cDNA using MMLY enzyme (Invitrogen, Carlshad,
CA) protocol with spedfic external reverse PCR primers for
each gene target.

23 Ampilification, Purification, and Sequencing of PRIRT and
C2-V3. The pol region was amplified by nested PCR with ini-
tial primer G175 [(AAAAAGGGCTGTTGTTGGTGGAAT
GTGGA)MMETRS  (TTTTACATTAGTGTGGG)  and
MMRTRS (TAAATTTGATATGTCCATTG)/MMET10
(CAGGCTAATTTTTTAGGGAA) generating a final frag-
ment of 1478bp (positions 2077-3574 relative to HXB2).
For the env region, we used the external primers ED5
(ATGOOATCAAAGCCTAAMAGCCATGTGNEDI 2
(AGTGCTTCCTGCTGCTCOCAAGAACCCAAG) and
ED3{CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAA
GWED33 (TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC) generating a
final fragment of 563bp (positions 6816-7380 relative to
HXB2), as described by Delwart et al. and Delatorre et al.
[26, 27]. The cyding protocol for both study regions was
94°C for 2 minutes for imitial denaturation, followed by 35
cycles of 94°C for 30 seconds, 55°C for 30 seconds, and
72°C for 2 minutes, with a final extension of 100 minutes at
C.

The amplified PCR products were punfied using the
Mustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, United Kingdom) following the manufacturer’s
instructions. The products were subsequently subjected to
sequencing  using ABI  BigDwe Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Ready (Applied Biosystems, United States). The
samples were sequenced in the ABI Prism 3130 automatic
sequencer {Applied Biosystems).

2.4, Sequence Analysis. The sequences were edited using Seq-
Man software of the DNASTAR 4.0 program and aligned by
Clustal W in the MEGA 6.0 program together with corre-
sponding reference sequences of the different HIV-1 sub-
types obtained from the Los Alamos database (http:/hiv
lanl.gov). The final pol (partial PR/RT) and emv (partial
gpl120) alignments contained a 1260 nudeotide (nt) (posi-
tions 2254-3514 relative to the HXB2) and a 397 nt fragment
[positions 6858-7225 relative to the HXB2), respectively.
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The phylogenetic analysis was performed based on the
neighbor-joining method and the Tamura-Nei substitution
model. The bootstrap test with 1,000 replicates was used to
estimate the confidence level of the branching on the phylo-
genetic tree. Possible recombinant sequences were detected
via bootscan analysis, which was performed using the Sim-
plot 3.5.1 program. These analyses were performed on a slid-
ing window of 200nt moving in 10nt steps. For the
characterization of the By, vanant in the C2ZV3 region, an
amino acid sequence was obtained by the translation of the
env alignment using MEGA, and all sequences showing the
GWG motif at the top of loop V3 were considered. The Bra-
zilian HIV-1 B pol sequences were aligned using the Clustal
W in the MEGA program, with reference B (Pandemic or
Caribbean) sequences, and the positions associated with
DEMs were removed. The analysis was performed using
the maximum likelihood (ML) method in the PhyML pro-
gram, and the FigTree v1.4.0 program was used for confec-
tion and visualization of the phylogenetic trees.

Analysis of PR/RT resistance mutations was performed
for each sequence on the Stanford YW Drug Resistance
Database website (http/‘hivdb.stanford.edu/). All major
resistance mutations from the updated list on this site were
considered (https:ffhivdb.stanford edu/pages/downloads
resstancehiotations hendoolpdd  and tpeiwww iasusa
orgfresourceshiv-droug-resistance-mutations/). The suscep-
tibility of each sequence to the ARV was also determined
using the HIVdb Program from the Stanford HIV Drug
Resistance Database. However, concerning the resistance
level to the ARV only the high-level resistance was applied.

The genotypic prediction was used to infer the uwse of
CCRS andfor CXCR4 coreceptors. The prediction was per-
formed based on the amino acid sequence of the V3 region
of the gp120 of the envelope of each sequence wsing the pro-
gram Genolpheno  (available at  httpsyfcoreceptor
genolphenoorg/), with a false positive cut-off rate of 10%
according to the European Tropism Test guidelines.

2.5 Statistical Analyses. The data were analyzed using the
GraphPad Prism software version 5 and the R software, with
a significance level set at P < 0.05. Statistical comparisons
between and within groups were made using Fisher's exact
test, the Mann-Whitney test, and the Kruskal-Wallis test
when appropriate.

3. Results

3.1 Emidemiological and Clinical Data. Of the 100 individuals
enrolled in the study, we were able to amplifiy 95% at the
PR/RT region and to sequence 92% of them. From those 92
individuals, approximately, 72% were male, with an average
age of 40 (31-46) years, and approximately, 95% were resi-
dents of Manaus, the capital of the Amazonas state. Regard-
ing sexual onentation, 74% dedared themselves
heterosexual, 19% as homosexual, and 6% as bisexual. The
median viral load {log) was 44 (IQR 4-5), and the median
CD4+ count was 168 cell/mm’ (IQR 50.5-342 5] at the time
of sample collection. The patients from this cohort presented
a mean of six years (IQR 4-7) receiving cATR. 57.6% of them
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were receiving their first treatment, and 42.4% had already
undergone treatment changes (TARY). From the 92 (PR/RT)
analyzed individuals, only 78 (84.8%) sequences were deter-
mined in the envelope region. Thus, according to the phylo-
genetic inference of the combined pol (RT/PR) and env
regions together, it was possible to classify these 78 HIV-1
(polleny) sequences as 68.5% subtype B/B, F1/F1 (1.1%),
and C/C (1.1%), and 14.1%were mosaic genomes, for which
13% BF1 and 1.1% BC. However, for the remaining 14
sequences (15.2%) obtained only in the pol region, 14.2%
were subtype B, and 1% was subtype C. Regarding the
HIV-1 subtype B variants, 84.3% were classified as pandemic
and 15.7% as Caribbean in the pol region, and 5.1% were Bra-
rlian variants (B, ) in env. The bicinformatic analyses were
able to predict that the viral tropism found in the sequences
of the env region demonstrated that about the majority
(66.7%) of the 78 studied individuals sequenced at env region
had the R5 virus at the time of the sample collection.

Among the 92 studied individuals, DREMs were observed
in 82 sequences (39%), from those 91.5% presented DRMs
assoclated with NRTI (n=75) and B84.1% with NNRTI
(m=69) (Figure 1). All patients were taking NRTIs at the
time the genotyping test was done, with 3TC being used by
92.6% of the individuals (n=76/82) and TDF by 84.1%
(m = 6982). Concerning NNRTIs, all individuals had already
used EFV; however, only 63.4% (n=52/82) were currently
using this ARV at the collection time (Table 1). The most fre-
quently detected DEMs were MI1S4LV (68/82; 82.9%),

TO0E/R (16/82; 19.5%), and T215E/Y (17/82; 20.7%) to
NRTI and K1038W)S (51/82; 62.1%), P235H (15/82; 18.2%),
and VI06AM/M (11/82; 13.4%) to NNETI (Figure 1). Thymi-
dine analog mutations { TAM) were detected in 35.4% of the
individuals  [17.1% (14/82) TAM-1 (including M41L,
L210W, and T215Y) and 20.7% (17/82) TAM-2 (including
D&M, K70R, T215F, and K2190/E)].

Only half of the individuals had used PI (n = 46/82), only
17% of individuals presented DRMs associated with protease
inhibitors (n=14), and the most frequent mutations were
VEB2AJL/M (6/82; 73%) and [S4L/MV (5/82; 6%), LoOM
(4/82; 4.8%), and M46L/T (4/82; 4.8%) (Figure 1). ATZr
was the most ARV used at the time of the genotyping test
(23.1%, n=19382) (Table 1). Concerning the resistance
mutations, the most prevalent inter- ARV class combinations
were MI1S4/K103 and MI184/K103/P225 {12.1% each) and
MIS4/EK7O/K103 (85%). Multidrug resistance mutations
were verifisd in 72% to NNRTI/NRTI, 5% NETI/PL, and
3% NWNRTI/NRTL/PL

High resistance level to WRTI class was verified in 85.3%
(m=70/82), being most of them 82.9% (n=68/82) among
those under 3TC use, and the M184I/V mutation was pre-
sented in all of them. However, only & from those 70 individ-
uals that were taking TDF (8.5%) had high resistance level
against TDF, despite its high use (Table 1}, in the same way
as high resistance level was detected just in 6 from those 46
individuals that were taking PI (13.0%). TDF remained
acceptable as for being used for most of the individuals stud-
ied (91.5%), as well as the DRV to all individuals (Table 1). In
regard to NMRTI, high ARV resistance level was detected in
approximately 90.0% of them, representing 64 of those 71
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Frouge I: Frequency of HIV-1 drug resistance mutations according to inhibitor class and TAMs detected in 82 individuals. (a) DEM to NRTI:
nuclenside reverse transcriptase inhibitors (91.5%, # = 75/82). (b) DEM to NNRTIL: nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor (84.1%, n
=6482). (c) DEM to PI: protease inhibitors (17%, n=14/82). (d) Thymidine analog mutations TAM [TAM-1 (n= 14). TAM-2 (n = 17)].

TasLE 1: Prevalence of ARV used at any time during treatment and current in use, prevalence of the most prevalent DRMs to each ARV class
in relation to the ARV current in use, and percentage of individuals with high ARV resistance related to the ARV used.

Drrug resistance mutation, n (%)

ARV ARY used, n (%) ARV current in use, n (%) MIB4LV KT0E/R TILSENY ARV high resistance level, n (%)
Total NRTI B2/82 (10d0) 282 (10D) G8/82 (82.9) 1&/82 (195} 17/82 (20.7) TO/B2 (B5.3)
ITC 82/82 (100) 76/82 (92.6) G8/82 (82.9)
TDF 70482 (85.3) 69/82 (84.1) &/70 (8.5)
AT 41782 (50uD) 5/82 (6.0) /41 (21.9)
KL03MME WV1DeA/M P225H
Total NNRTI  71/82 (86.5) 48/82 (58.5) SUT1(TLE) 11/71 (154) 15/71 (21.1) 64/71 (90.1)
EFV 71482 (86.5) S52/82 (63.4) &4/71 (90.1)
VEIAL/M  I54L/NIW M4aL/1
Total FI 46/82 (50.0) 26/82 (317 5/46 (10.8) 546 (108)  4/46 (85) &/46(13.0)
LPV 18482 (219) /82 (12) 218 {11.1)
ATZir 24782 (292) 19782 (23.1) 4724 [16.6)
DRV 682 (7.3) 4/82 (4.8) 0 (0)

ARV 3TC: lamivudine; EFY: efavirenz; TDEF: tenofovir; AZT: ddovudine; AZT/r atamanavis/ritonavir; DREV: darunavis; LPV: lopinavir; PL: protease inhibitors.
ARV resistance inputied according to high ressstance level in the Stanford HIV Drug Resistance database (hitps//hivdb stanford. edu/).
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Fioure I Comparison of DRMs among subtype B variants: B, (n=13) and B, (n=6l). (a) Heat map of the different classes of
antiretroviral drugs: protease inhibitors (P1), nocleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI) and nonnucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NNRTI), and the frequency of drug-resistant mutations. (b) Profile of mutation pathways associated with thymidine—TAMs
(TAM-1 B, (n=1) and By, (n=10) and TAM-2 B, (n=5) and B, (#=9) between subtype B variants). Statistical analysis using

the Mann-Whitney test: TAM-1 (F=0.1000) TAM-Z (F=0.0294).

individuals who were taking EFV, and mutations K103N/5
(71.8) and P225H (21.1%) were the most prevalent among
them. Among those individuals under use of NRTIs, cross-
over DEM confers high resistance level to abacavir in 47.5%
of them, as well as for the 71 individuals under vse of
MNMNBTIs, and high resistance of 66.4% was verified to nevira-
pine, followed to 39.4% to rlpavirine, 19.7% to doravirine,
and only 7.7% to etravirine (data not shown).

While analyzing the resistance profile of individuals with
By and By, ., variants, the heat map showed that the most
frequent mutations in subtype B variants were MI184LV
(NRTI) and K103N/5 (WNRTI), and these also presented
similar prevalence in both groups (Figure 2(a)). Despite the
low frequencies of TAMs in the general group below 20%

{(Figure 1), when we compared them among B, and Bp,.
. it was possible to observe that the TAM-2 mutational pat-
tern was more present (P=0.0294) in the Bo,p variants
(Figure 2(b)) and TAM-1 in the By, variants (P = 0.1000).

4. Discussion

Even though the northern region has presented one of the
worst HIV epidemiological scenarios in Brazl in the last
few years, there has been scarce surveillance of epidemio-
logical and molecular resistance. In the present study
regarding HIV-1 individuals failing cART individuals, the
epidemiological data, genetic HIV-1 diversity,, and fre-
quency of DRMs and their ARV used were analyzed. We



observed both high prevalence of individuals with virologic
failure without DRMs and also elevated frequency of
DRMs, which can lead to an increase of TDEM (transmit-
ted DRMs) and in HIV transmission in the region, as has
been recently observed [28].

The general male-to-female ratio (M/F) detected was 2.5,
in agreement with a 2.3 rate observed in 2018 in Brazil on a
national level (18], and in 2011 in the state of Amazonas dur-
ing the 2001-2012 HIV/AIDS epidemic [29]. Qur results
show a higher prevalence of heterosexual individuals. This
category represents 71% of the study males, in contrast with
the 31.4% observed nationally from 2007 to June 2019 in
males over 13 years [18] .

Our results show a high prevalence of HIV-1 subtype B
and a very low presence of subtypes F1 and C, as previously
reported in other studies in the state of Amazonas [21, 22,
30, 31]. An increased number of HIV BF1l recombinant
forms (13%) were verified when compared to other studies
based on the pol region (4.3%-10%), mainly because of the
inclusion of the env region in the analysis. Caribbean variants
of subtype B pol viruses were detected in the high rate of
15.7% when compared to other Brazilian regions, which goes
in agreement with the 22% previously report at the same
Amaron region [32]. A low prevalence (5.1%) of the By, var-
iant of HIV-1 subtype B (env) was observed [33], in contrast
with 20-60% found in studies from other regions in the
country [34-37].

The majority of the patients in our study had T CD4
counts below 200 cells/mm” even when under a longer period
of cART. This could be the result of a long virologic failure
period until HIV genotyping and ARV replacement and also
due to a late arrival of the individuals to care and conse-
quently late HIV diagnosis. This may be demonstrated by
the low C4 count when analyzing the immune status of
patients presenting for the first time, where half of patients
showed CD4+ T cell counts below 350/mm® and one-third
below 200/mm” at the initial HIV diagnosis [38]. These
results also indicate a significant advance in the progression
of the infection to AIDS in these individuals.

Concerning the viral tropism based in the sequences of
the env region, we found that about 33% of the viruses pre-
sented X4 tropism;: when considering only HIV-1 subtype B
env (n = 66), the X4 virus was verified in 38% of the individ-
uals, which is very similar to previous reports of 40% of sub-
type B virus switching during disease progression [39, 40].
COn the other hand, 66.7% of the analyzed samples in our
study still had R5 viral tropism and could be eligible for res-
cue therapies involving the use of maraviroc, as described by
Bon et al. [41].

The studied individuals show high prevalence of DRMs
associated with to NRTI (21%) and to NNETI (84%). Other
Brazilian studies have documented an increase in NNRTI
DERMs over time, as well as the decrease in the rate of DEMs
for NRTI [38, 42]. The increase of NMRTI resistance is
mainly correlated to the presence of the K103N mutation,
which was detected in 71.8% of individuals that use WNRTI,
as also previously described [24]. The prevalence of K103N/5
in our study (63.4%) was higher than the mean of 40%
detected for the five largest Brarilian cities (580 Paulo, Rio
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de Janeiro, Espirito Santo-Southeast region and Bahia and
Ceara-Northeast region) and also in Belém, another city in
the northern region [24, 38]. An elevated frequency of
MI184Y (75%) was also detected herein, as well as in the study
conducted in Belém [24]; this has ranged from 54.4% in 5ao
Paulo to 81.2% in Bahia [38]. Despite the low impact of the
MI184V alone to NRTI resistance, when taken together to
other NRTI DEM, an increased level of resistance could be
verified as shown in this study and in others [43-45].

A higher prevalence of TAM 1 was verified herein, as well
as a lower prevalence of TAM-2, similar to those reported by
Lopes et al. in the northern region [24]. It is important to
point out that some resistance mutations observed in our
and in other cross-sectional studies conducted with individ-
uals failing cART could result from the transmitted virus
since, up until now, genotyping prior to the HIV treatment
is required only in a few cases, such as for pregnant women
in Brazil, for example.

We observed high resistance to 3TC and EFV, and we
have also demonstrated that the NRTIs {TDF and AZT) still
presented high viability of use for most individuals. Due to
the presence of mutations, such as L1001, K101P, Y181C,
M230L. observed in of individuals failing in the use of EFV,
the viability of using ETR in a rescue scheme is reduced for
few individuals (data not shown) [46].

The high resistance levels found for these ARVs
{3TC = EFV = TDF) reflect their high use and the genetic
barrier to resistance of these ARVs [47]. Although some
studies suggest that the viability of using first-line ARV drugs
may be related to the combination of drugs with a low andfor
high genetic barrier, consequently, the choice of drugs with a
low barrier may favor the rapid selection of DEMs causing
therapeutic failure [10). The studied group has Little experi-
ence with Pls, taken together to the fact that boosted Pls have
a high genetic barrier, which could explain the low preva-
lence of major Pl mutations observed. Our results demon-
strated a high prevalence of NRTINNRTT dual class ARV
MWHNRTI over the years in several studies, and resistance to
MNRTI and NRTI is the most common forms of TDR [48-
50] Dre to the increased prevalence of resistance to NRTI
and NNRTI-based regimens, ARVs focusing new targets on
the HIV replication cycle were developed and implemented
at the therapy. On a clinical trial comparing once-daily
dolutegravir versus twice-daily raltegravir in antiretroviral-
experienced individuals, the superior virological effect was
verified in the dolutegravir group [51]). Dolutegravir has a
high genetic barrier to resistance, which can be effective for
HIV, both for first-line and rescue schemes. The study by
Cahn et al. subsidized the World Health Organization to rec-
ommend the use of dolutegravir in the first therapeutic regi-
men since 2016, and it was implemented in Brazil in 2017.
After the genotyping performed at the present study, various
of the individuals started to use this ARV,

These factors can contribute to the DEM potentiating
therapeutic failure and increase HIV transmission and
TDEM prevalence in the region. Thus, the dinical and con-
stant viral load monitoring of PLWHA is essential in order
to reduce the risk of DEM accumulation and thus rapidly
detect therapeutic failure, in order to preserve susceptibility
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to subsequent therapeutic schemes [15, 52]. However, prote-
ase inhibitors remain a good rescue therapy with less than
13% of the associated resistance verified, despite their use in
50% of individuals.

Mo significant epidemiological differences were seen
among individuals infected by subtype B variants, as previ-
ously verified among specific viral subtypes [53, 54]. Our
results showed that the TAM-2 pathway was more prevalent
in the B, variants, while TAM-1 was greater in By, as
shown previously in the northern region in blood donors
[28]. It is important to point out that the TAM pathway ver-
ified could result from the specific use of thymidine analogs
used during the treatment of these individuals. However, spe-
cific TAMs pathways were verified in some viral subtypes
[55, 56], and these pathways are potentially related to the dif-
ficulty in achieving viral suppression [57]. However, further
studies are needed to corroborate the specific characteristics
concerning HIV-1 subtype B variants (B.,, and By,,)
detected herein.

5. Conclusion

This is the most comprehensive analysis of the molecular epi-
demiology of HIV-1 and acquired DRMs in Manaus. Herein,
we verified a high prevalence of the HIV-1 subtype B, a sig-
nificant difference in the TAM pathway in relation to B var-
iants (B, p and By, ). as well as an increase in recombinant
BF1. We also verified that, despite the high resistance to 3TC
and EFV, the low crossresistance of ARV of the same classes
may favor rapid replication control after the change of viable
ARV, Therefore, HIV-1 survelllance at local sites s essential
for understanding the different obstacles for treatment
adherence and rapid detection of therapeutic failure. This
information will help the Mational Health Service redirect
its strategies to achieve greater HIV/AIDS control.
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