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RESUMO

As terapias antirretrovirais (TARV) trouxeram um grande beneficio para os
pacientes infectados pelo HIV, porém ndo conseguem impedir totalmente o surgimento de
formas virais resistentes, causadas principalmente pela elevada taxa mutacional do virus.
O desenvolvimento de resisténcia do HIV aos antirretrovirais € um fator limitante para o
sucesso da TARV. Os portadores de virus resistentes, além de ndo responderem
adequadamente ao tratamento, podem também transmitir estes virus mutantes,
representando grave problema de saude publica. O acumulo de mutacdes de resisténcia
aos antirretrovirais representa um desafio importante na melhoria do tratamento de
pacientes com virus multirresistentes.

Atualmente, dois tipos de métodos estdo estabelecidos para avaliagdo da
resisténcia ou sensibilidade do HIV aos antirretrovirais: os testes fenotipicos e
genotipicos de resisténcia. As analises de resisténcia do HIV aos antirretrovirais,
avangaram muito nos ultimos anos com o desenvolvimento dos algoritmos para avaliagao
de resisténcia. Atualmente, uma série de sistemas de interpretacdo de resisténcia
fenotipica e genotipica do HIV aos antirretrovirais estdo disponiveis na Internet. Estes
sistemas identificam respectivamente os niveis de sensibilidade in vitro aos antirretrovirais
e mutagdes associadas a resisténcia em sequécias virais, e retornam o perfil de
resisténcia do HIV, funcionando portanto, como importantes ferramentas para utilizacdo
em analises de resisténcia.

No presente trabalho, foi desenvolvida uma ferramenta de bioinformatica para
analise de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais, chamada de LASP-HIV1-ResTool. A
ferramenta LASP-HIV1-ResTool é capaz de otimizar a analise de dados gendmicos do
HIV-1, é de facil manuseio e esta disponivel no site da unidade de bioinformatica do
LASP/CPqGM/FIOCRUZ, Bioafrica e IOC/FIOCRUZ para dominio publico. Esta
ferramenta pode acessar um banco de dados com sequéncias génicas previamente
armazenadas, extrair informagdes relativas a resisténcia aos antirretrovirais, comparar
sequéncias de HIV-1 dos bancos de dados publicos, identificando mutagées nos genes
que codificam a transcriptase reversa e a protease e associar esses dados a resisténcia a
cada antirretroviral utilizado nas terapias anti-HIV/AIDS. Adicionalmente, a ferramenta
possibilita localizar sitios pds-traducionais e tracar um perfil de distribuicdo das
sequéncias armazenadas no banco de dados local, tanto por resisténcia, quanto por sitios

pos-traducionais, para servirem de pardmetro de comparagcdo com as sequéncias
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submetidas pelos usuarios da ferramenta.

A ferramenta LASP-HIV1-ResTool apresenta uma tabela de quantidade e
percentual de sequéncias brasileiras do HIV-1, dispostas por subtipo e outra tabela
apresentando a quantidade e o percentual de sequéncias das regides Protease e
Trasncriptase Reversa do HIV-1 armazenadas no Banco de Dados. Os usuarios da
ferramenta podem analisar sequéncias do banco de dados que compde a ferramenta ou
submeter suas préprias sequéncias de HIV-1 no formato FASTA.

Durante o processamento das sequéncias, o sistema identifica a sequéncia através
do numero de acesso e localiza a posi¢do inicial da sequéncia dentro da regido génica
escolhida. Em seguida identifica a fase de leitura correta e realiza a conversdo da
sequéncia de nucleotideos em sequéncia de aminoacidos. Inicia-se entdo o processo de
localizagdo de todas as mutagdes ocorridas, tanto na sequéncia de acido nucléico como
na sequéncia de aminoacido. O sistema entdo apresenta uma tabela apenas com as
mutagdes que conferem a resisténcia do HIV-1 contra o antirretroviral. Além disso, exibe o
grau de resisténcia de cada mutacdo e indica, ao final da tabela, se a amostra de HIV-1
submetida na analise é susceptivel, apresenta resisténcia intermediaria ou se é resistente
ao antirretroviral. O sistema exibe dois graficos que relacionam: a quantidade de sitios
pos-traducionais em fungdo do total de sequéncias submetidas e os padrdes de
resisténcia aos antirretrovirais (susceptivel, intermediaria e resistente) em fungéo do total
de sequéncias. Além de apresentar um grafico de barras mostrando a quantidade de
ocorréncias de cada mutagao de resisténcia no conjunto de sequéncias analisadas.

A ferramenta LASP-HIV1-ResTool também gera uma pagina em formato XML
contendo os dados das analises do usuario, que podem ser salvas em um arquivo. Os
arquivos XML podem ser importados de outras ferramentas tais como: planilhas
eletrbnicas, programas de anadlise estatistica e sistemas gerenciadores de bancos de
dados.

Para validagdo da aplicabilidade da ferramenta LASP-HIV1-ResTool foram
utilizadas 111 amostras correspondentes a regido génica da protease e da transcriptase
reversa derivadas da genotipagem da resisténcia do HIV-1 provenientes de pacientes
infectados, que apresentavam falha virologica a TARV. Quando comparados os dados
obtidos na ferramenta LASP-HIV1-ResTool com os dados obtidos através das analises
realizadas com a ferramenta de Stanford, pode-se observar a similaridade entre os
resultado. Por outro lado, pode-se observar diferengas entre os resultados das analises
realizadas com a ferramenta LASP-HIV1-ResTool quando comparados com a ferramenta
o sistema RENAGENO.
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ABSTRACT

The antiretroviral therapy (HAART) has brought a great benefit to HIV-infected
patients, but can not completely prevent the emergence of resistant viral forms, mainly
caused by the high mutation rate of the virus. The development of HIV resistance to
antiretroviral drugs is a limiting factor for the success of HAART. The patients with
resistant virus, that do not respond adequately to treatment, may also transmit this virus
mutants, representing a serious public health problem. The accumulation of resistance
mutations to antiretroviral drugs represents a major challenge in improving the treatment of
multiresistant virus. Currently, two types of methods are established to assess resistance
or susceptibility of HIV to antiretroviral drugs: the phenotypic and genotypic
resistance. However, the analysis of HIV resistance to antiretrovirals, have advanced
greatly in recent years with the development of algorithms for evaluation of
resistance. Currently, a number of systems for interpretation of HIV resistance to
antiretrovirals, using algorithms, are available on the Internet. These systems identify the
mutations associated with resistance, in amino acids sequences and return the viral
resistance profile of HIV, acting therefore as, important tools for use in resistance
analysis. In this study, we developed a bioinformatics tool for analysis of HIV-1 resistance
to antiretrovirals. This tool is easy to use, will be available at the bioinformatics unit of
LASP / CPqGM / FIOCRUZ, Bioafrica and IOC / FIOCRUZ in public domain and is able to
optimize the analysis of genomic data of HIV-1. This tool can access a database of gene
sequences previously stored, extract information, compare HIV-1 sequences from public
databases, identifying mutations in genes that encode reverse transcriptase and protease,
and associate that data with resistance to the individual anti -retroviral therapies used in
anti-HIV/AIDS. Additionally, the tool allows locate post-translational sites and establish a
distribution profile of the sequences stored in local databases, both for resistance and by
post-translational sites to serve as parameter for comparison with the sequences

submitted by users of the tool.
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INTRODUCAO



1. INTRODUGAO:

1.1. AEPIDEMIA DE AIDS

A sindrome de imunodeficiéncia adquirida (do inglés AIDS) foi descrita inicialmente
nos Estados Unidos no inicio dos anos 80, apds a observacdo de um surto de pneumonia
provocado pelo Pneumocystis carini e da ocorréncia de um tipo raro de cancer vascular,
conhecido como Sarcoma de Kaposi, entre homossexuais masculinos previamente
saudaveis (GOTTLIEB et al, 1981). Estima-se, porém, através de estudos retrospectivos,
que os primeiros casos de AIDS tenham provavelmente surgido bem antes dos casos
descritos nos Estados Unidos. Estudos realizados em amostras retrospectivas de tecidos
e sangue, congelados de pacientes que morreram com sintomas relacionados a AIDS,
sugerem que provavelmente os primeiros casos de AIDS datam dos anos 60 (FROLAND
et al., 1988).

Atualmente, estima-se que cerca de 33,4 milhdes de pessoas no mundo estejam
vivendo com o HIV/AIDS e que destas, cerca 31,3 milhdes sejam adultos e cerca de 2,1
milhdes sejam criangas com menos de 15 anos. Em 2008, o numero estimado de novas
infec¢des foi de 2,7 milhdes e o numero de mortes chegou a 2 milhdes em todo o mundo
(Figura 1). Neste mesmo periodo, mais da metade dos casos de novas infecgdes no
mundo, corresponderam a pessoas jovens entre 15 e 24 anos, com mais de 7.000 novos
casos de infeccdo por dia. A situacdo se encontra bem pior na Africa Subsaariana, onde,
no final de 2007, 12 milhdes de criangas se encontravam orfas da AIDS. (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO ONUSIDA/UNAIDS, 2007 disponivel no site www.who.ch). A Africa é
o continente mais afetado pela AIDS, especificamente a regido Subsaariana é a regiao
onde existe a maior prevaléncia. Nesta regido, encontram-se cerca de 67% de todas as

pessoas vivendo com AIDS e, em 2007, foi onde ocorreram cerca de 72% de todas as



mortes associadas a AIDS no mundo. Na América Latina estima-se que cerca de 140.000
pessoas tenham sido infectadas em 2007, elevando o niumero de pessoas vivendo com
HIV para cerca de a 1.8 milhdes (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO ONUSIDA/UNAIDS,

2008).

Prevaléncia em adultos (%)

N G0 - 2R0%
T 0% -<150%
0% - <50%
05% - <1.0%
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<01% Fl 4
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Figura 1. Epidemiologia do HIV (Adaptado de
http://data.unaids.org/pub/GlobalReport/2008/GR08_2007_HIVPrevWallMap_GRO08_en.jpg).

Durante duas décadas, a epidemia de AIDS se espalhou por todo o mundo,
principalmente entre os paises em desenvolvimento. Este fato também se observou no
Brasil, onde as grandes metropoles da regido sudeste do Brasil posicionam-se entre as
areas mais afetadas pela epidemia da AIDS nas Américas (UNAIDS, 2008). As taxas de
incidéncia de casos de AIDS no Brasil sdo diretamente proporcionais a distribuicdo
populacional dos municipios, ou seja, quanto menor o tamanho das cidades, maior o
aclive das taxas de incidéncia ao longo do tempo, mostrando que a epidemia teve inicio
nos grandes centros urbanos, mas que sdo estes mesmos centros que detém o menor
aumento relativo (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - DST/AIDS, 2008).

No Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude, o numero total de casos
da doenga no nosso pais entre 0 ano de 1980 e junho de 2008 é de 506.499, distribuidos
entre todas as regides. Sendo 305.725 o numero de casos na regidao Sudeste, 95.552 na

regido Sul, 58.348 na regiao Nordeste, 28.719 na regido Centro Oeste e 18.155 na regiao
6



Norte (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - DST/AIDS, 2008). Estes dados apontam que a
epidemia da AIDS em algumas regides esteja em um processo de estabilizacdo, embora
mantenha patamares elevados. O numero de casos entre os homens demonstra esta
tendéncia a estabilizagdo, no entanto entre as mulheres, o nimero de casos é 0 maior
desde o inicio da epidemia. A taxa de mortalidade também aponta para um quadro de
estabilidade. Entre os usuarios de drogas injetaveis, o numero de casos de AIDS vem
mantendo a tendéncia de queda observada nos ultimos anos. (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO - DST/AIDS, 2004). Regionalmente, considerando a taxa de
incidéncia da AIDS (numero de casos/ 100 mil habitantes), o crescimento da epidemia &
observado em todas as regides do pais, exceto no Sudeste, onde ha estabilizagdo com
tendéncia de queda. (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO — DST/AIDS, 2008).

A analise recente dos numeros da epidemia de AIDS no Brasil, também chama a
atencdo pelo aumento progressivo da incidéncia na regidao sul (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO - DST/AIDS, 2009) assim como a feminilizagdo, municipalizacédo e
pauperizagao da epidemia na maior parte das regides (PARKER et al., 1996; BASTOS et
al., 2000; CASTILHO et al., 2000; EYER-SILVA et al., 2006; SA et al., 2007).

Em 1996, pela primeira vez em 16 anos de histéria da epidemia mundial, 0 nUmero
de novos casos de AIDS caiu devido ao sucesso nos esfor¢cos na prevencao e aos novos
tratamentos antirretrovirais (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO -DST/AIDS 1996; MARINS et
al., 2003). A partir da introdugdo de novos inibidores da transcriptase reversa e
principalmente dos inibidores da protease, culminando no desenvolvimento da Terapia
Antirretroviral Altamente Ativa (HAART), as mortes pela doenga foram reduzidas em até

20% no Brasil e no mundo (MARINS et al., 2003).



1.2. O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

O virus da imunodeficiencia humana (HIV do inglés, Human Immunodeficiency
virus)), agente etioldégico da AIDS, ¢é um retrovirus da familia Retroviridae do género
Lentivirus (BARRE-SINOUSSI et al., 1983) que utiliza como principal alvo para infecgdo e
replicacdo, células que apresentam o receptor CD4 na superficie da membrana
plasmatica, principalmente linfécitos T CD4*, mondcitos e macréfagos (COHEN et al.,
1998). A principal consequéncia da infecgdo por este virus no individuo infectado é a
deplecdo progressiva desta populagédo linfocitaria, fundamental para a resposta
imunologica celular e humoral efetora, resultando no surgimento da AIDS e o
desenvolvimento de doengas oportunistas e neoplasias (COHEN et al., 2002).

Atualmente, o HIV é classificado em dois tipos: HIV tipo1 (HIV-1) e HIV tipo 2 (HIV-
2) (PEETERS et al., 1989; GAO et al., 1999; JONHSON et al.,1992; LEITNER et al.,
2005). Essa definicao se baseia principalmente em diferengas na sua estrutura gendmica,
que podem ser superiores a 60%, bem como, pela sua relagdo com demais lentivirus de
primatas ( LEITNER et al., 2005). O HIV-1 foi identificado em 1983, dois anos depois da
descricdo dos primeiros casos de AIDS nos EUA e Europa (GOTTLIEB et al., 1981), a
partir da cultura de células de linfonodo de um paciente apresentando sindrome de
linfoadenopatia persistente (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). O HIV-1 esta distribuido por
todo o mundo e atualmente é o principal responsavel pela pandemia de AIDS (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO ONUSIDA/UNAIDS). O HIV-2 foi identificado em 1986 (CLAVEL et
al., 1987) em paises do oeste africano onde se concentram a maior parte dos individuos
infectados, além de casos esporadicos na Europa (Portugal, Franca) e Asia (India e
China) (HU et al.,, 1996). Os dois retrovirus apresentam as mesmas vias de infecgéo,
contudo estudos mostram potenciais de patogenicidade diferenciados (ADAM MACNEIL

et al., 2007), onde o HIV-1 apresentra altas taxas de viremia e transmisséo, enquanto o



HIV-2 tem uma evolugao mais lenta para a AIDS (MARLINK et al., 1994).

A estrutura da particula viral madura (virion) apresenta formato esférico, mede
aproximadamente 100 nanbémetros de didmetro, contendo um nucleocapsideo excentrico
sob a forma de bastdo (Figura 2). Conforme os demais retrovirus, o HIV é um virus
envelopado, seu capsideo é constituido de proteinas internas e nele esta contido seu
material genético composto de duas fitas de RNA idénticas de polaridade positiva.
Também, as enzimas virais necessarias a replicacao do virus: a transcripatase reversa
(TR), a protease (PR) e a integrase (INT). Associadas ao material genédmico do HIV-1
organizam-se monémeros de duas proteinas do nucleocapsideo, as proteinas p7 e p9,
necessarias a estabilidade da particula infecciosa.

O envelope viral é constituido por uma bicamada fosfolipidica de origem celular e
pelas glicoproteinas gp120 e gp41, responsaveis pela entrada do HIV na célula
hospedeira (FREED & MARTIN, 1994). Logo abaixo do envelope viral esta a matriz,
formada pela proteina p17 que possui uma alta afinidade com a membrana plasmatica e o
capsideo da particula viral formado pela proteina p24, um importante antigeno viral
(GOTLINGER et al., 2001). Envolvendo este complexo ribonucléico encontramos a
proteina p24 responsavel pela formacao do capsideo e que constitui o core cilindrico da

particula viral madura (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura morfol6gica do HIV-1 (Adaptado de
http://www.critpath.org/aric/library/img005.htm).

O genoma do HIV-1 (Figura 3) é constituido por duas fitas de RNA, cadeia simples,
com polaridade positiva. Contém aproximadamente 9.800 nucleotideos (9,8 Kb), e é
formado por trés genes estruturais (gag, env, pol), além de seis genes acessorios e
regulatérios da replicagao viral (rev, tat, vif, vpx, vpr, nef). O genoma viral é flanqueado
pelas sequéncias LTR (long terminal repeat), localizadas nas extremidades (3’, 5’) do
genoma pro-viral, que tém um papel importante na integragao do provirus ao DNA da
célula hospedeira.

O gene env codifica uma glicoproteina precursora (160 kDa) que gera, apos clivada
pelas proteases celulares, a gp120 e a gp41, que sao glicoproteinas de superficie,
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responsaveis respectivamente, pela ligagcdo ao receptor CD4, aos co-receptores CCR5
e/lou CXCR4 e posterior fusdo de membranas viral e celular para entrada do virus na
célula hospedeira (FREED & MARTIN, 1994).

O gene gag codifica uma proteina de 55 kDa (p55) que é clivada pela protease viral
nas proteinas p24 (capsideo), p17 (matriz), p7 (nucleocapsideo) e p6 (nucleo) (WELKER
et al., 2000; STRACK et al., 2003).

O gene pol é responsavel pela codificagdo de uma cadeia protéica precursora que
apos ser clivada pela protease, da origem as seguintes enzimas: transcriptase reversa (66
Kb) que possui atividade de polimerase e RNase H, realiza a retrotranscrigdo do RNA do
genoma viral em DNA complementar ou provirus; protease (11 Kb), que media a clivagem
do precursor gag/pol e outros precursores que levarao a maturagao viral e a integrase (34
Kb), que promove a integragcao do DNA proviral ao genoma da célula hospedeira.

Existem também os genes estruturais tat e rev, que codificam proteinas
regulatérias e os genes vif, vpx, vpr, nef, e vpu responsaveis pela codificagao de proteinas
acessorias que desempenham um papel importante nas diferentes etapas da replicagao
do HIV (Figura 3). O HIV-2 possui 0 gene vpx no lugar ao que corresponderia ao gene

vpu do HIV-1). (FIELDS VIROLOGY, 2007)
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Figura 3. Organizagdo genémica do HIV-1: genes estruturais (gag, env, pol), genes
acessorios (rey, tat, vif, vpx, vpu, nef), sequéncias LTR (long terminal repeat) que tém um
papel importante na integragao do provirus ao DNA da célula hospedeira, o gene env
codifica as glicoproteinas de superficie gp120 e a gp41, gag codifica as proteinas p24
(capsideo), p17 (matriz), p7 (nucleocapsideo) e p6 (nucleo) e o gene pol codificador das
enzimas transcriptase reversa, protease e a integrase (Retirado de
Uhaweb.hartford.edu/aloisi. WEBAPAGES/auct 140/HIV.HTM.).
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1.2.1. CICLO DE REPLICAGAO DO HIV

O primeiro passo para o inicio da infeccdo € a ligacdo da particula viral a
receptores especificos na superficie da célula alvo. O HIV comeca sua infecgéo ligando a
glicoproteina de superficie gp120 ao receptor CD4 da célula hospedeira. A molécula de
CD4 faz parte da superfamilia de imunoglobulinas, sendo um receptor de superficie
celular expresso em uma das subpopulagdes de linfécitos T, em mondcitos, e em outras
células como macréfagos, células da microglia e células dendriticas. Dois co-receptores
principais foram também identificados, como os principais componentes necessarios para
que o HIV se incorpore a célula: o primeiro foi o CXCR4, que é utilizado pelos virus
linfotrépicos e o segundo, o CCR5 utilizado pelos virus macrofagotrépicos (Revisto por
FRANKEL et al., 1998). Este reconhecimento de co-receptores e de como o HIV se funde
a célula abriu novas possibilidades para o estudo com drogas antivirais. Uma variedade
de novos agentes terapéuticos esta sendo desenvolvida para impedir a infecgao
obstruindo a fusao do HIV com a célula hospedeira (HIV MEDICINE 2007).

Posteriormente, mudangas estruturais ocorrem nesta interagéo e a glicoproteina do
envelope gp41 leva a fusdo das membranas viral e celular possibilitando a introdugao do
capsideo na célula CD4. Uma vez que o HIV penetrou na célula, seu material genético
(RNA) é liberado no citoplasma da célula hospedeira. O RNA viral € convertido em cDNA,
processo chamado de transcricdo reversa, realizado pela enzima transcriptase reversa.
Seguindo-se a transcrigao reversa, o cDNA é rapidamente transportado para o nucleo da
célula hospedeira. A acao da integrase, resulta na integragcéo estavel do cONA do genoma
viral no DNA cromossdmico sendo denominado pré-virus. O conjunto de RNAs transcritos
sao entdo transportados para o citoplasma, onde serdo entdo traduzidos, e constituirdo

novas particulas virais (HOPE, 1997).
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Os virions sao inicialmente montados préximos a membrana celular na forma de
particulas imaturas, compostas de um envelope glicoprotéico, RNA gendbmico e
poliproteinas virais. Apds ou durante o brotamento, as particulas virais passam por uma
modificagdo morfolégica conhecida como maturacdo, que consiste na clivagem de
poliproteinas gag e gag-pol pela protease viral, produzindo as enzimas de replicacdo e
proteinas estruturais do capsideo (Figura 4). O processamento das poliproteinas no virion
completa o ciclo de replicagao do HIV, os virions maduros sdo entdo capazes de infectar
outras células (FIELDS VIROLOGY 2007)

A histéria natural da infeccdo pelo HIV-1 comecgou a ser alterada a partir da
segunda metade da década de 90 com o surgimento da terapia antirretroviral altamente
ativa HAART, revertendo quadros clinicos sintomaticos e o estado de imunossupresséo
observados em pacientes com AIDS. Nos individuos assintomaticos, a HAART pode
impedir a progressao da doenga, aumentando com isso a sobrevida destes pacientes e
reduzindo as taxas de morbidade e mortalidade associadas a esta infeccdo no mundo

(OSMANOQV et al., 2002) e no Brasil (MARINS et al., 2003).
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Figura 4: Representagéo das principais etapas do ciclo de replicacdo do HIV-1, indicando os

principais alvos dos antirretrovirais. Ciclo biolégico do HIV-1 (Adaptado de
http://www.lia.ufsc.br/JAF1a.ppt#283,15,Ciclo do HIV) .
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1.2.2. CLASSIFICAGAO DO HIV

As analises filogenéticas de numerosas amostras de HIV-1 provenientes de
diversas localidades geograficas permitiram estabelecer a classificagdo do HIV em tipos,
grupos, subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs- circulating
recombinant forms) [LEITNER et al., LOS ALAMOS, 2005).

Os dois tipos de virus da AIDS, o HIV-1 e o HIV-2 sao diferenciados com base na
sua organizagao gendmica e nas relagdes filogenéticas entre si, e entre os outros
retrovirus de primatas. Para o HIV-1 foram descritos trés grupos distintos: M (major), O
(outlier) (JAFFE et al., 1998) e N (new) (SIMON et al., 1998). Destes, o mais prevalente &
0 grupo M, responsavel pela atual pandemia, que ainda é subdividido em pelo menos
nove subtipos classificados de A a D, F a H, J e K, além de 46 CRFs. Atualmente, os
subtipos F e A encontram-se subdivididos em dois e 4 sub-subtipos, respectivamente F1 e
F2 (TRIQUES et al., 2000) e A1 a A4 (GAO et al., 2001).

A variabilidade genética que distancia as diferentes amostras do grupo M entre si
pode chegar a cerca de 30% para as sequéncias do gene env, cerca de 15% para as
sequéncias do gene gag (TAKEBE, 2004), e 5% para as sequéncias do gene pol (LOS
ALAMOS, 2005). Ja para os grupos de HIV-1 esta diferenca genética pode chegar a 35%
na sua estrutura.

O surgimento de formas recombinantes pode ser considerado uma propriedade
fundamental dos retrovirus em razao da natureza dipléide de seu genoma de RNA e da
possibilidade da transcriptase reversa atuar numa ou noutra fita durante a sintese do
cDNA. Consequentemente, de uma célula duplamente infectada pode sair um virus que
possua uma fita de RNA de cada virus de subtipos diferentes gerando um recombinante.
Até o momento foram descritas 43 CRFs no mundo (LEITNER, LOS ALAMOS, 2005) e

recentemente, foram identificadas no Brasil duas novas formas recombinantes, a
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CRF39 _BF, e CRF40_BF, apresentando seqiiéncias dos subtipos B e F (GUIMARAES et
al., 2008). A recombinagcdo genética do HIV tem sido descrita em todos os niveis
filogenéticos, entre lentivirus de primatas, entre tipos, grupos, subtipos e subsubtipos do
HIV. Esta recombinacdo tem implicagcdes importantes para o entendimento da epidemia
do HIV, na patogenia da doenga, na resisténcia as drogas e no desenvolvimento de
vacinas (PEETERS et al., 2000; LOS ALAMOS 2007).

O HIV-2 possui aproximadamente 50% de identidade, entre as sequéncias de
aminodacidos, com o HIV-1. O HIV-2 pode ser dividido em 8 subtipos de A — H (Damond e
cols, 2004).

No Brasil a distribuicdo dos subtipos € complexa quando comparada com outros
paises da América do Sul. O principal subtipo circulante é o subtipo B, embora resultados
de varios estudos realizados no pais mostram a presencga dos subtipos C, principalmente
no Sul do pais (WHO, 1994; LOUREIRO, 1998; STEFANI et al., 2000), subtipo F e o
segundo mais prevalente (MORGADO et al, 1994; COUTO-FERNANDEZ et al, 1999;
VICENTE et al., 2000; STEFANI et al., 2000), seguido pelo numero crescente de
genomas recombinantes B/F (SABINO et al., 1994, BRINDEIRO et al., 2003; COUTO-
FERNANDEZ et al., 2005). Também foram, identificado casos esporadicos da circulagao
do subtipo D (MORGADO et al., 1998; COUTO-FERNANDEZ et al., 2006), subtipo A
(CARIDE et al, 2000) e formas recombinantes B/C no sul do Brasil (CORNELISSEN et al,
1996) (Revisto por MORGADO et al, 2002). Recentemente, houve a primeira descrigao
da circulagdo no Brasil da forma recombinante prevalente na Africa Ocidental CRF2_AG

ocorrida no Rio de Janeiro (COUTO-FERNANDEZ et al., 2005).
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1.3. TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

A terapia antirretroviral (TARV) tem por objetivo principal a melhoria da qualidade
de vida dos infectados pelo HIV através da supressao da replicacao viral, pela atuacao de
drogas inibidoras especificas em diferentes etapas do ciclo replicativo do HIV-1. A
supressao da progressdo viral deve ser duradoura, objetivando a n&o progressao da
imunodeficiéncia do paciente, para reequilibrio de seu sistema imunolégico. Atualmente,
vinte e cinco compostos estdo aprovados pelo FDA (US Food and Drug Administration)
para uso em humanos, e se dividem em seis categorias, de acordo com a sua
composi¢ao quimica e etapa de intervengao no ciclo de replicagéo do HIV-1. Os inibidores
da transcriptase reversa (TR) sao divididos em nucleosideos/nucleotideos (INTRs) e
inibidores nao-nucleosideos (INNTRs). Os inibidores da protease (IPs), inibidores de
fusao (IFs), inibidores de entrada ou de correceptor e inibidor de integrase (DE CLERCQ,
2009). Os inibidores nucleosideos da TR (INTRs) (Tabela 1) foram os primeiros
antirretrovirais desenvolvidos para o tratamento contra o HIV/AIDS, sendo o AZT
(azidotimidina) o primeiro a ser aprovado em 1987 (WARNKE et al., 2007). Ainda hoje o
uso de INTRs tem posicdo de destaque na TARV, pela agdo que exerce no bloqueio da
sintese de DNA proviral, através da incorporagdo de analogos nucleosideos e/ou
nucleotidicos durante o processo de transcrigdo reversa do RNA viral (YARCHOAN et al.,
1986). Os inibidores ndo-nucleosidicos da TR (INNTR) (Tabela 2) atuam ligando-se a uma
regido préoxima do sitio ativo da TR, levando a alteragdes estruturais no sitio ativo da

enzima e a consequente inibicdo da atividade de polimerase.
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Inibidores Nucleosideos da transcriptase reversa (NRTIs)

Nome genérico Abreviatura

Emtricitabina FTC
Lamivudina 3TC
Zidovudina AZT
Didanosina DDI

Tenofovir TDF
Estavudina d4T

Abacavir ABC

Tabela 1. Antirretrovirais inibidores nucleosideos da transcriptase reversa aprovados pelo FDA
para o uso na terapia anti-HIV/AIDS. Adaptado de
(http://hivdb.stanford.edu/pages/asi/releaseNotes/).

Inibidores nao-nucleosideos da transcriptase reversa

(NNRTIs)
Nome genérico Abreviatura
Delavirdina DLV
Efavirenz EFV
Etravirina ETR
Nevirapina NVP

Tabela 2. Antirretrovirais inibidores ndo-nucleosideos da transcriptase reversa aprovados pelo
FDA para o uso na terapia anti-HIV/AIDS. Adaptado de
(http://hivdb.stanford.edu/pages/asi/releaseNotes/).

Os inibidores de protease atuam nas ultimas etapas do ciclo replicativo do HIV, se
ligando ao sitio ativo da PR viral e inibindo a atividade proteolitica da enzima. Com isso,
nao havera a clivagem das poliproteinas precursoras gag e gag-pol e formag¢ao de novas
particulas virais maduras com capacidade infectante (DE CLERCQ, 2002). Atualmente,
existem pelo menos 8 inibidores de protease sintetizados a partir de epitopos que

compdem o sitio ativo da enzima (Tabela 1).
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Inibidores da protease (IPs)

Nome genérico Abreviatura

tipranavir/r TPVI/r

Indinavir/r IDV/r

saquinavir/r SQV/r

lopinavir/r LPV/r
fosamprenavir/r FPV/r

atazanavir/r ATVIr

Nelfinavir NFV

darunavir/r DRV/r

Tabela 3. Antirretrovirais inibidores da protease aprovados pelo FDA para o uso na terapia anti-
HIV/AIDS. Adaptado de (http://hivdb.stanford.edu/pages/asi/releaseNotes/).

Os inibidores de entrada e fusdo atuam nas etapas iniciais do ciclo de replicagao
viral, agindo respectivamente, na ligagdo da glicoproteina gp120 ao coreceptor celular
CCRS5 e na ligagao ao dominio HR1 da glicoproteina gp41. Os inibidores de correceptores
(Maraviroc e Vicriviroc) sdo os unicos compostos disponiveis nesta classe de
medicamentos e atuam como antagonistas aos receptores de quimiocina CCR5 presente
em macrofagos, impedindo a perfeita interagdo virus-célula. A enfuvirtida (T20) € a unica
droga disponivel desta classe e atua se ligando ao dominio HR1 da gp41, bloqueando a
formagao da estrutura de hélices necessaria a aproximagao e fusao das membranas viral

e celular (WARNKE et al., 2007).

Os inibidores da integrase (Tabela 4) representam um novo alvo para o bloqueio do
ciclo replicativo viral e atuam impedindo o transporte e integragdo do genoma pro-viral ao
da célula eucariota. Atualmente, o raltegravir € a unica droga licenciada no tratamento

anti-HIV/AIDS e normalmente é utilizado em resgate terapéutico de pacientes que
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apresentam resisténcia aos demais antirretrovirais utilizados em TARV de primeira e

segunda linhas (CONSENSO BRASILEIRO PARA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL, 2009).

Os inibidores de integrase (Inis)

Nome genérico Abreviatura
Raltegravir RAL
Elvitegravir EVG

Tabela 4. Antirretrovirais inibidores da integrase aprovados pelo FDA para o uso na terapia anti-
HIV/AIDS. Adaptado de (http://hivdb.stanford.edu/pages/asi/releaseNotes/).

Buscando a supressdo maxima dos niveis de replicagdo do HIV-1 no individuo
infectado, em 1996 se estabeleceu a terapia antirretroviral altamente ativa (HAART). A
HAART consiste em uma combinag¢ao de pelo menos duas drogas da classe dos INTRs,
um da classe dos INNTR e/ou um inibidor de protease. A introducdo da HAART no atual
tratamento antiHIV/AIDS trouxe um expressivo aumento de sobrevida e melhora na
qualidade de vida de pacientes infectados pelo HIV (PERELSON et al., 1996;

SEPKOWITZ, 2001; MARINS et al., 2003).

No Brasil, a aTARV teve inicio em 1991 com a introducdo do AZT através do
Sistema Unico de Saude (SUS). Em 1996, foi introduzida a HAART combinada atendendo
gratuitamente a grande maioria dos pacientes com HIV/AIDS, sendo administrada
segundo recomendacgdes técnicas definidas pelo Comité Técnico Assessor para TARV
(CONSENSO BRASILEIRO PARA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL, 2009). A politica de
acesso universal ao tratamento anti-HIV/AIDS promovido pelo Ministério da Saude
através do Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais se consolidou ao longo dos

anos e atualmente, € reconhecida internacionalmente como uma das mais abrangentes e
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completas do mundo. Aproximadamente, 200.000 pacientes estdo em TARV no Brasil, 0
que tem contribuido para a melhoria de qualidade de vida destes pacientes, além da

reducéo significativa dos niveis de morbidade e mortalidade (MARINS, 2003).

1.4. RESISTENCIA AOS ANTIRRETROVIRAIS

Apesar dos beneficios obtidos pela TARV nos ultimos anos, o tratamento nao
impede totalmente o surgimento de formas virais resistentes as drogas (WINTERS, 1998).
Isto de deve, entre outros fatores, a falta de atividade de corregdo de incorporagéo de
nucleotideos pela TR. Associado a uma elevada taxa mutacional — cerca de 3,4 x 10°°
mutagdes por sitio nucleotidico (MANSKY & TEMIN, 1995), uma alta taxa de replicagao
do virus (MACNEIL et al., 2007) e uma grande quantidade de particulas geradas
diariamente no individuo infectado — cerca de 10° a 10" particulas. Portanto,
praticamente uma mutacdo pode ser formada no genoma viral a cada ciclo replicativo

(PELERSON et al., 1996).

O desenvolvimento de resisténcia do HIV aos antirretrovirais € um fator limitante
para o sucesso da TARV. Os portadores de virus resistentes, além de nao responderem
adequadamente ao tratamento, podem também transmitir estes virus mutantes,
representando grave problema de saude publica (INOCENCIO et al., 2009). A falha
terapéutica € um evento multifatorial, que além do surgimento de virus com mutag¢des de
resisténcia, pode ocorrer também por disfungdo do sistema imune, falta de adesao do
paciente ao tratamento, concentragdes inibitérias das drogas sub-6timas e deficiéncia na
absorgdo do medicamento pelo paciente (DURANT et al., 1999; SCHAFER, 2002). Além

disso, a presenca do HIV em santuarios no organismo dificulta o acesso do antirretroviral
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fazendo com que a droga atue precariamente contra o HIV.

O surgimento de mutagdes de resisténcia no genoma viral leva a uma queda na
susceptibilidade aos antirretrovirais, reduzindo progressivamente a poténcia do esquema
terapéutico. Com isso, o HIV continua a replicar na presenga da TARV, selecionando
virus com mutagdes de resisténcia as diferentes drogas. Este acumulo progressivo de
mutagdes de resisténcia, pode acarretar resisténcia cruzada a outras drogas da mesma

classe ao longo do tempo (SCHAFER, 2002).

As mutagdes de resisténcia do HIV séo classificadas em mutagdes primarias (ou
principal) e secundarias (ou acessorias, ou compensatorias). As mutagdes primarias
reduzem significativamente a susceptibilidade as drogas pela qual foi selecionada.
Embora contribuam para a adaptabilidade viral quando na presenca da TARV, geralmente
levam uma redugdo na capacidade replicativa (“fithess” viral). As mutagdes secundarias
sao selecionadas normalmente de modo a compensar a capacidade replicativa
prejudicada. Contudo, podem contribuir para o aumento da resisténcia, quando em
combinagdo com mutag¢des primarias (DIAZ et al., 2008). Normalmente, estas mutagdes
tém pouca ou nenhuma influéncia sobre o virus na auséncia de mutagbes primarias

(RIDKY & LEIS, 1995).

O acumulo de mutacbes de resisténcia aos antirretrovirais representa um desafio
importante na melhoria do tratamento de pacientes com virus multirresistentes. O
desenvolvimento de resisténcia a varias classes de antirretrovirais, limita o niumero de

novos regimes terapéuticos e o sucesso viroldgico de terapias de resgate subsequentes.

Mais recentemente, testes avaliacdo de resisténcia ou de susceptibilidade do HIV as
drogas foram incorporados ao monitoramento e tratamento de pacientes com HIV/AIDS
(DURANT et al., 1999). Estes testes podem ajudar a determinar qual droga podera ser
eficaz, ou que apresente alguma atividade residual, facilitando a adogéo de regimes
terapéuticos mais eficazes, diminuindo também custos e toxicidade da terapia.
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Atualmente, dois tipos de métodos estdo estabelecidos para avaliagcdo da resisténcia ou
sensibilidade do HIV aos antirretrovirais: os testes fenotipicos e genotipicos de

resisténcia (WILSON, 2003).

Os testes fenotipicos de resisténcia quantificam in vitro a susceptibilidade do virus
aos antirretrovirais, ou seja, determinam a quantidade de droga necessaria para inibir a
replicacdo do HIV-1. A replicacdo viral € medida em culturas celulares submetidas a
pressao selectiva de concentragbdes crescentes da droga, comparativamente a replicacéao
de virus selvagens. As concentragdes inibitorias das drogas sdo expressas em valores de
Clso (concentracgao inibitoria de 50%), ou seja, a concentragdo de droga necessaria para

inibir a replicagao viral em 50%.

Os testes de genotipagem se baseiam na analise de mutagbes associadas a
resisténcia presentes no genoma viral. Basicamente, as mutagdes sao identificadas
através do sequenciamento molecular direto de determinadas regiées do genoma do HIV,
codificadoras de proteinas e enzimas alvo dos diferentes antirretrovirais. Os fragmentos
gendmicos analisados sao gerados a partir da retrotranscricao do RNA viral purificado do
plasma do paciente e amplificado molecularmente pela técnica de reacdo de polimerase
em cadeia (PCR), especifico paras os genes da TR e protease do HIV-1. Os testes de
genotipagem fornecem uma medida indireta da resisténcia aos antirretrovirais e detectam
mutantes que compreendam pelo menos 20 a 30% do total da populagéo viral no
individuo infectado. Atualmente, um grande numero de mutagbes de resisténcia
associadas a queda de susceptibilidade da maioria das drogas foram descritas (Stanford).
A anadlise dos padrdes genotipicos de resisténcia € baseada na correlagdo entre o
gendtipo e o fendtipo. Sdo analisados dados disponiveis de estudos in vitro, observagoes
clinicas e testes combinados, onde mutagdes genotipicas sdo analisadas conjuntamente
com dados de resisténcia fenotipica. Contudo, o elevado numero de mutagbes e de

diferentes padrées de resisténcia, que podem também conter mutacdes principais e
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secundarias, torna dificil a determinacdo do grau de resisténcia para alguns
antirretrovirais. As analises de resisténcia do HIV aos antirretrovirais, avangaram muito
nos ultimos anos com o desenvolvimento dos algoritmos para avaliacdo de resisténcia.
Um algoritmo é um conjunto de procedimentos pré-definidos, com inicio, meio e fim que
devem ser adotados para expressar a execugcdo de uma determinada tarefa (TAVARES,
1998). Os algoritmos de resisténcia sdo dindmicos e suas regras podem ser atualizadas a
medida que novas pesquisas venham a indicar mudancas do perfil de resisténcia do HIV.
Porém, os sistemas computadorizados que interpretam os algoritmos sdo estruturados
para realizar a interpretagdo do algoritmo independente de suas variagdes, deixando
desta forma o pesquisador livre para realizar as mudangas nos algoritms sem se

preocupar com a programacao do sistema.

1.5. SISTEMAS DE INTERPRETAGAO DE ALGORITIMOS DE RESISTENCIA

Um algoritmo é um conjunto de procedimentos pré-definidos, com inicio, meio e fim
que devem ser adotados para expressar a execugdo de uma determinada tarefa. Dentro
do contexto da resisténcia do HIV aos antirretrovirais, os algoritmos funcionam como um
conjunto de procedimentos que, baseados na literatura e em ensaios clinicos, atribuem
valores matematicos a cada mutagao observada em sequéncias de aminoacidos do HIV e
a partir do conjunto das mutagdes, atribui um valor final para a resisténcia a cada droga
antirretroviral.

Atualmente, uma série de sistemas de interpretagcdo de resisténcia do HIV aos
antirretrovirais, utilizando algoritimos, estdo disponiveis gratuitamente na Internet (HIV
medicine, 2008). Estes sistemas identificam as mutagbes associadas a resisténcia viral e,

baseados nos algoritimos fundamentados em diferentes légicas de interpretagao,
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analisam as sequecias virais normalmente submetidas em formato fasta e retornam o
perfil de resisténcia e sensibilidade as drogas de cada sequéncia genémica do HIV. Estes
sistemas sao de grande importancia para a realizagdo desse tipo de analise e funcionam
como ferramentas de bioinformatica para utilizacdo, por médicos e virologistas
capacitados a interpretar os complexos perfis de resisténcia as drogas e tomar as
decisdes necessarias a estruturacdo do tratamento do paciente. Entre os sistemas
disponiveis podemos citar como exemplo o HIV Drug Resistence Database
(http://hivdb.stanford.edu/index.html) da Univerdidade de Stanford que utiliza um modelo
matematico para atribuir pontuagao e/ou penalidades as diferentes mutagcdo na sequéncia
de aminoacidos. Este processo avalia o efeito que cada mutacdo confere a sequéncia
analisada, em relagao ao tipo selvagem do HIV. O sistema de pontuagao é dividido em
cinco faixas de resisténcia, estabelecendo a faixa entre 0 e 9 como suscetiveis, entre 10 e
14 como baixo nivel de resisténcia, entre 15 e 29 com um baixo nivel de resisténcia
porém com indicativo de uma exposi¢ao anterior a classe da droga antirretroviral, entre 30
e 59 um grau de resisténcia intermediario entre a baixa e a alta resisténcia e na faixa igual
ou maior que 60, um alto grau de resisténcia, em geral, com pouca ou nenhuma resposta
virologica ao tratamento com a droga (RHEE et al., 2003; SHAFER et al., 2000; SHAFER,
2006; LIU, 2006; RHEE et al., 2006; GIFFORD et al., 2009).

Como exemplo de sistema de analise de resisténcia, podemos citar também o
RegaDB (http://www.rega.kuleuven.be/cev/regadb/index.php?id=2), que é um banco de
dados com diversas ferramentas de bioinformatica, que podem ser adquiridas e instaladas
em um computador local. Com esta ferramenta é possivel armazenar dados clinicos
relacionados ao HIV. Apds a instalagao, diversos servigos sédo oferecidos pelo RegaDB.
Dentre estes servigos esta Drug Resistance interpretation, que € uma ferramenta baseada
em varios algoritmos e possui suporte para o formato de arquivo XML. O RegaDB é uma

ferramenta desenvolvida e uma colaboragdo conjunta entre o Instituto de Rega,
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Katholieke Universiteit Leuven e MyBioData Biomédica IT Solutions (LIBIN et al., 2007;
LIBIN et al., 2008; IMBRECHTS et al., 2009).

Outro exemplo de sistema de avaliagcdo de resisténcia do HIV é o algoritmo
Brasileiro de interpretacdo disponibilizado aos Laboratorios da Rede Nacional de
Genotipagem (RENAGENO) (http://forrest.ime.usp.br:3001/public_analyses) e também
através da digitagao das diferentes mutagdes pelo médico. Este sistema utiliza uma regra
de combinagao das diferentes mutagdes para avaliagdo dos niveis de resisténcia. A regra
foi estabelecida e é permanentemente atualizada por grupo técnico assessor que
incorpora achados relevantes de descricbes de mutagbes associadas as drogas ). O
sistema RENAGENO considera trés faixas de interpretacdo da resisténcia: suscetivel,
intermediaria e resistente. O software é integrado por toda Rede Publica de Saude em
nivel federal e é apoiado pelo PNDS/AIDS, que requereu o desenvolvimento do programa
em 2004 (www.aids.gov.br/algoritmo). As regras para a composigdo do algoritmo brasileiro de
interpretagdo de reistencia do HIV-1 para para rede nacional de genotipagem (RENAGENO), séo
apresentadas na forma em uma tabela e disponivel no site do Depto. De DST, AIDS e Hepatites
Virais do Ministério da Saude (www.aids.gov.br/algoritmo) (. Na primeira coluna da tabela
encontram-se listadas as siglas dos antirretrovirais:ABC (Abacavir), DDI (Didanosine), 3TC
(Lamivudine), FTC(Emtricitabine), d4T (Stavudine), TDF (Tenofovir), AZT ( Zidovudine), EFV
(Efavirenz), NVP (Nevirapine), FPV (Fosamprenavir), IDV (Indinavir), LPV (Lopinavir), NFV
(Nelfinavir), RTV (Ritonavir), SQV (Saquinavir), ATV (Atazanavir), DRV (Darunavir), ETR
(Etravirine), TPV (Tipranavir); na segunda coluna o numero de combinagdes da regra
correspondente a cada antirretroviral; na terceira coluna encontram-se as combinagbes das
diferentes mutagdes de resistencia frente a cada droga constituindo a légica de cada regra. ; na
quarta coluna estao listadas as letra que representam os perfis de susceptibilidade (S) aos
antirretrovirais, resisténcia intermediaria (1) e resisténcia completa (R), representando a
interpretacdo das regras da terceira coluna.

Atualmente, cerca de 200 mil pacientes recebem medicamentos antirretrovirais
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pelo Ministério da Saude. (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DST e AIDS/MS 2009).

Outro importante sistema de interpretacdo de resisténcia aos antirretrovirais é o
algoritmo francés HIV Drug Resistance Genotypic Interpretation
(http://pugliese.p.free.fr/index.htm), desenvolvido pelo grupo francés “AC11: Grupo de
Resisténcia” da Agencia Nacional para Pesquisa da AIDS. Este sistema utiliza também
um sistema de pontuacao que considera trés niveis de resisténcia: “nenhuma prova de
resisténcia”, “possivel resisténcia” e “resisténcia”
(http://www.hivfrenchresistance.org/2009/Algo-2009.pdf) (PRADIER et al., 1998).

Existem outros importantes sites de avaliagdo de resisténcia que fornecem a
possibilidade de interface entre outros algoritmos (http://resdb.lanl.gov/Resist_DB). Mais
recentemente, alguns sites também disponibilizam informagdes de avaliagao fenotipica de
sensibilidade as drogas, através de informagdes pareadas genotipicas e fenotipicas

disponiveis nestes bancos de dados (http://www.geno2pheno.org,

http://hivdb.stanford.edu)
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2. RACIONAL

As terapias com antirretrovirais sdo amplamente utilizadas na supressdo da
replicacdo do HIV-1 no individuo infectado e tém como principal consequéncia a
diminuicdo das taxas de mortalidade, morbidade e hospitalizagdo, proporcionando
grandes beneficios aos pacientes infectados pelo HIV-1 (SEPKOWITZ et al., 2001;
MARINS et al., 2003). Porém, tais terapias trazem, também, problemas como
desenvolvimento de resisténcia, toxicidade, complexidade terapéutica e alto custo
(POMERANTZ et al., 1995). Para minimizar os problemas causados pelas terapias, é de
suma importancia uma escolha cautelosa da terapia inicial que deve ser baseada tanto na
avaliagao clinica, como nos parametros laboratoriais (carga viral e contagem de células T-
CD4"), que vao determinar o grau de imunodeficiéncia ja existente e o risco de
progressao (NIES-KRASKE et al., 2009).

A identificacdo prévia das mutacdes e do grau de resisténcia que elas conferem a
determinado antirretroviral é de fundamental importancia no tratamento do paciente
infectado com o HIV-1 (DURANT et al., 1999). A deteccdo de mutagbes especificas
encontradas em cepas resistentes, pode favorecer a compreensido dos mecanismos
associados a resisténcia, permitindo a escolha de drogas eficazes, desenvolvimento de
novas drogas e consequentemente o aumento da eficacia do tratamento. A bioinformatica
sendo uma ciéncia que possibilita a analise das sequéncias armazenadas em bancos de
dados publicos, € uma grande ferramenta para auxiliar na indentificacdo das mutagdes e
suas possiveis relagbes com a formacgao de sitios pds-traducionais, atravéz de analise
computacional. A utilizagao de programas de bioinformatica desenvolvidos com o objetivo
de associar as mutagdes ao grau de resisténcia que elas conferem, sao de grande valia
para identificar de forma sistematica, o grau de resitencia viral as drogas que compoem a

TARV. Esta identificacdo tem importancia tanto para o inicio da terapia como para
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verificagcao e estruturagcao de falha terapéutica. Assim, a deteccdo de mutantes contendo
em seu genoma mutacbes de resisténcia pode constituir um marcador precoce da
progressdo da doenga, e, portanto indicar alteracdes na terapia antes do surgimento de
manifestagdes clinicas e laboratoriais e ainda auxiliar no desenho racional de utilizagao
das drogas.

No presente trabalho, foi desenvolvida uma ferramenta de bioinformatica para
analise de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais. Esta ferramenta de facil manuseio,
estara disponivel no site da unidade de bioinformatica do LASP/CPqGM/FIOCRUZ,
Bioafrica, IOC/FIOCRUZ para dominio publico e é capaz de otimizar a andlise de dados
gendmicos do HIV-1. Esta ferramenta pode acessar um banco de dados com sequéncias
génicas previamente armazenadas, extrair informacgdes relativas, comparar sequéncias de
HIV-1 dos bancos de dados publicos, identificando mutagées nos genes que codificam a
transcriptase reversa e a protease e associar esses dados a resisténcia a cada anti-
retroviral e suas combinagdes, utilizados nas terapias anti-HIV/AIDS. Adicionalmente, a
ferramenta possibilita localizar sitios pds-traducionais e tragar um perfil de distribuicdo das
sequUéncias armazenadas no banco de dados local, tanto por resisténcia, quanto por sitios
pos-traducionais, para servirem de parametro de comparacdo com as seqléncias
submetidas pelos usuérios da ferramenta.

A ferramenta LASP-HIV1-ResTool apresenta uma tabela de quantidade e
percentual de sequéncias brasileiras do HIV-1, dispostas por subtipo e outra tabela
apresentando a quantidade e o percentual de sequéncias das regides Protease e
Trasncriptase Reversa do HIV-1 armazenadas no Banco de Dados. Os usuarios da
ferramenta podem analisar sequéncias do banco de dados que compde a ferramenta ou
submeter suas préprias sequéncias de HIV-1 no formato FASTA.

Durante o processamento das sequéncias, o sistema identifica a sequéncia através

do numero de acesso e localiza a posi¢ao inicial da sequéncia dentro da regido génica
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escolhida. Em seguida identifica a fase de leitura correta e realiza a conversdo da
sequéncia de nucleotideos em sequéncia de aminoacidos. Inicia-se entdo o processo de
localizagdo de todas as mutagdes ocorridas, tanto na sequéncia de acido nucléico como
na sequéncia de aminoacido. O sistema entdo apresenta uma tabela apenas com as
mutagdes que conferem a resisténcia do HIV-1 contra o antirretroviral. Além disso, exibe o
grau de resisténcia de cada mutacdo e indica, ao final da tabela, se a amostra de HIV-1
submetida na analise é susceptivel, apresenta resisténcia intermediaria ou se é resistente
ao antirretroviral. O sistema exibe dois graficos que relacionam: a quantidade de sitios
pos-traducionais em funcdo do total de sequéncias submetidas e os padrdes de
resisténcia aos antirretrovirais (susceptivel, intermediaria e resistente) em fungéo do total
de sequéncias. Além de apresentar um grafico de barras mostrando a quantidade de
ocorréncias de cada mutagao de resisténcia no conjunto de sequéncias analisadas.

A ferramenta LASP-HIV1-ResTool também gera uma pagina em formato XML
contendo os dados das analises do usuario, que podem ser salvas em um arquivo. Os
arquivos XML podem ser importados de outras ferramentas tais como: planilhas
eletrénicas, programas de andlise estatistica e sistemas gerenciadores de bancos de
dados.

O desenvolvimento da ferramenta LASP-HIV1-ResTool, além de oferecer um
mecanismo eficiente para contribuir com as pesquisas relacionadas a resisténcia do
HIV-1 aos antirretrovirais, possibilita a aquisicdo de conhecimento e experiéncia no campo
da bioinformatica, fator este muito importante para desenvolvimentos de novos sistemas

informatizados voltados para as areas bioldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL:

Desenvolvimento de uma ferramenta de bioinformatica capaz de otimizar a analise

de sequéncias de HIV-1 | identificando mutagdes de resisténcia nos genes da

transcriptase reversa e a protease e associando esses dados a resisténcia a cada

antirretroviral utilizado no tratamento dos individuos infectados pelo HIV-1.

3.2. ESPECIFICOS:

1 — Desenvolver um Banco de Dados local com sequéncias do HIV-1 do Brasil, obtidas de

Bancos de Dados Publicos.

2 — Desenvolver uma ferramenta on-line, de dominio publico, para analise de resisténcia a

drogas anti-retrovirais, e de sitios pds-traducionais.

3 — Analisar sequéncias do HIV-1, quanto sua distribuicdo pela ocorréncia de mutacodes e

0 grau de resisténcia por ela aferidas a cada droga anti-retroviral e por sitios pos-

traducionais, utilizando a ferramenta desenvolvida.

4 — Disponibilizar a ferramenta de analise de resisténcia no site do Laboratério Avangado

em saude Publica-Lasp/CPqGM/FIOCRUZ-Ba para utilizagao publica.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. OBTENGAO DAS SEQUENCIAS

O trabalho foi iniciado com a obtencdo das sequéncias de HIV-1 do Brasil
depositados no banco de dados HIV Sequence Database de Los Alamos
(http://www.hiv.lanl.gov/).

O “HIV Sequence Database” € um sistema de acesso a um banco de dados que
contém sequéncias genbmicas, mutagdes relacionadas a resisténcia, epitopos de
Imunologia e ensaios de vacinas relacionados ao HIV. Somado ao sistema de banco de
dados, o site possui diversas outras ferramentas que podem ser utilizadas para analisar
esses dados. Este projeto € Mantido pela Divisao de AIDS do National Institute of Allergy
and Infectious Diseases (NIAID), parte do National Institutes of Health (NIH).

Ao acessar o “HIV Sequence Database”, é exibida a primeira tela do sistema, onde
sao inseridos os parametros que especificam as sequéncias a serem obtidas, de acordo
com o interesse do usuario. As sequéncias podem ser selecionadas de acordo com
parametros pré-definidos como: virus, pais, subtipo, regido genémica, numero de acesso.

Para a estruturacdo do banco de sequéncias necessario ao presente projeto, na
variavel “Virus” foi selecionado HIV-1, na variavel “Sampling country” foi inserido BR (sigla
que representa o Brasil), na variavel “Subtype” foi escolhido o valor “Any subtype”
(utilizado para representar a escolha de todos os subtipos) e na variavel “Genomic region”
(campo que representa a regidao genémica) foi escolhida a regiao codificadora da protease

(FIGURA 5).
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FIGURA 5. Sistema HIV Sequence Database para aquisicdo das sequencias e HIV-1 do Brasil.

Apods a escolha dos parametros de busca das sequéncias Brasileiras de HIV-1 e o
clique no botdo “Search”, o sistema nos direciona para a tela seguinte, onde estdo
listadas todas as sequéncias selecionadas conforme os parametros inseridos. (FIGURA

6).
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Figura 6. Pagina do HIV Sequence Data Base contento as sequenmas selecionadas para



As sequéncias brasileiras da protease do HIV-1 de interesse foram selecionadas
através do link “Select all” e obtidas através do link “Download sequences”. O sistema
oferece ainda a possibilidade de processamento preliminar das sequéncias de HIV-1,
como a retirada de gaps e possibilidade de armazenamento em diferentes formatos de
arquivo, como fasta, philip, mega etc. para utilizagdo nos diferentes programas
bioinformatica aplicados a filogenia do HIV-1 (FIGURA 7). Na selegdo das nossas
sequéncias retiramos os intervalos (‘gaps”), que sao espassamentos introduzidos nas
sequéncias para efeito de alinhamento multiplo, selecionando no campo “Gap handling” a
opgao “strip”. Na opg¢ao “Show names as” incluimos a variavel “Accession” que
representa o codigo identificador da sequéncia no Genbank, mantivemos o restante das

variaveis com seus respectivos valores padrao.
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DATABASES SEARCH ALIGNMENTS TOOLS PUBLICATIONS GUIDES I Search Site I

’ Make Tree ] [ Download Sequences ] [ Save Background Info ] L Make Histogram ]

’ Geography ] ’CIear]

- Download options

[ Align (only HIV-1 and SIVcpz) Format Fasta Gap handling: m

Sequence type | MNucleotides

Clip to selected region [0 Include HXB2 Reference Sequence (K03455)
Show names as | Subtype Country Year Name Accession "| or compose a label
[ Download ] ’ Fieset]

Displaying 1 - 100 of 2675 sequences found:

[Exclude problematic segquences|

[Eelect all][Unselect all|[lnvert selection][Show all][One sequence/patient| [Eelect] recnrdl | to | | |‘|i}D |rec0rd5 per pa

Click on field name to sort in ascending or descending order

# Select Patient Code Accession MName Subtype Country Sampling Genomic Sequence Organism
{id) Year Region Length
1 [Blast. AB485641 BZ167 B BR ST == 0644 HIV-1
2 VBlast AB483642 BZ167 B BR EEEGCWEE 0662 HIV-1
3 [Blast. AB485656 BZ163 F1 BR sI——= == 0602 HIV-1
4 [v]Blast AB485657 BZ163 F1 BR =T—= == 9602 HIV-1
5 [V]Blast BRO20(143)  AF005494 93BR020_1F1 BR 1993 =T == 8968 HIV-1
6 [v]Blast BR029(58) AF005495 93BR029_4 BF1 BR 1993 === 8954 HIV-1
7 ¥ Blast AF079981 BR31 B BR === 297 HIV-1
8 [vBlast AF079982 BR32 B BR =—L === 297 HIV-1
9 [Blast AF079983 BR33 B BR [ —C L HIV-1
10 ¥IBlast AFO79984 BR40 B BR =1 = == 297 HIV-1
11 [ Blast AF079985 BR41 F1 BR === 297 HIV-1
12 [v]Blast BR57(10018) AF079986 BRS57 F1 BR =—L === 297 HIV-1
13 [VIBlast BR58(10883) AF079987 BR58 F1 BR [ —C L HIV-1
14 []Blast BR39(10884) AF079988 BR59 F1 BR =1 = == 297 HIV-1
15 [vIBlast AF079989 BR60 F1 BR -mL= = 297 HIV-1
16 [71Blast AF079990 BR70 B BR == 297 HIV-1
17 [“IBlast AF079991 BR71 B BR == == 297 HIV-1
18 [v]Blast AF079992 BR72 B BR =1 = == 397 HIV-1
19 [vIBlast AF079993 BR73 B BR =T == 297 HIV-1
20 [¥]Blast AF079994 BR75 B BR == 297 HIV-1
21 [¥]Blast BR97(10885) AF079995 BR97 F1 BR == == 297 HIV-1
22 [v]Blast AF079996 BR112 F1 BR =1 = == 397 HIV-1

Figura 7. Pagina do HIV Sequence Data Base contento as sequéncias e o quadro com as opgdes

de downloads.
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Como o numero de sequéncias selecionadas foi maior do que 1000, o sistema nos
enviou para uma nova tela para inserirmos um e-mail pelo qual recebemos as sequéncias
posteriormente num arquivo no formato FASTA. Em seguida repetimos os mesmos

procedimentos para a obtengdo das sequéncias da Transcriptase Reversa.

4.2. ORGANIZAGAO DAS SEQUENCIAS

4.2.1. SUBTIPAGEM DA SEQUENCIAS

O programa de bioinformatica “REGA subtyping tool” € um sistema automatizado
de analise genotipica de facil manipulagdo, aplicado a estudos filogenéticos de
sequéncias do HIV-1 e outros patdgenos virais. O programa foi desenvolvido com as
linguagens de programacéao Java e Perl e encontra-se disponivel na Internet no endereco
eletrbnico http//bioafrica.net/subtypetool (T. DE OLIVEIRA et al., 2005). O “REGA
subtyping tool” combina analises filogenéticas com métodos de “bootscanning” para
realizar a subtipagem génica de sequéncias completas ou ragamentos de sequéncias do
HIV-1. Ao ser comparado com os métodos tradicionais de investigacdo de subtipos por
filogenia, sobre dados previamente publicados, o “REGA subtyping tool”, apresentou entre
97,5% e 100% de precisdo na subtipagem de ndo-recombinantes e formas recombinantes
circulantes (CRFs) do HIV-1, incluindo 108 full-length , 108 e 221 sequéncias gag env
obtidas a partir do banco de dados de Los Alamos. O sistema, de subtipagem pode ser

facilmente adquirido através de “download” e instalado em sistemas UNIX ou Linux.

O sistema inicia o processamento com a construgdo de uma arvore filogenética
pelo método a distdncia HKY no software PAUP. As sequéncias sob consulta sdo

confrontadas com as de referéncia do grupo M para os subtipos AD, FH, J e KA de K. A
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etapa seguinte envolve a construcdo de uma segunda arvore usando a seqiéncia sob
consulta, o HIV-1 e as sequéncias de CRFs. Na terceira etapa, a sequéncia de consulta é
dividida em pequenos segmentos e € analisada por recombinagdo utilizando
“bootscanning” com uma janela deslizante de 400 pares de bases movendo-se em etapas
de 50 pares de bases. Finalmente, na quarta etapa, o alinhamento € examinado para
verificar se contém sinais filogenéticos suficiente para a determinagédo do subtipo,

utilizando entao o software Treepuzzle (FIGURA 8).

Sequéncia

> 1,000 bp < 1,000 bp

|. Alinhamento (clustalw) |. Alinhamento (clustalw)
subtipos puros subtipos puros
+ ¥
|. Construgéo filogénica 1. Construgéo filogénica
(PAUP*) NJ - bootstrap (PAUP#) NJ - bootstrap
2. Alinhamento (clustalw) 2. Alinhamento (clustalw)
subtipos puros € CRI's subtipos puros e CRI's
5 *
2. Construgdo filogénica 2, Construgdo filogenica
(PAUP#*) NI - bootstrap (PAUP#*) NJ - bootstrap
3. Bootscanning 4. Sinal filogénico por

analise com

i sl mapeamento Likelihood

(Treepuzzle)

Relatorio da ferramenta de subtipagem

FIGURA 8. Esquematizacao da organizagao do sistema de subtipagem do HIV-1 REGA subtyping

tool.
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Todas as sequéncias que ndo estavam caracterizadas genotipicamente quanto ao
subtipo  viral, foram submetidas ao REGA HIV-1  Subtyping Tool (
http.//www.bioafrica.net/rega-genotype/html/indexhiv.html ) para que fosse feita a
identificagao do subtipo do HIV-1 através de analise filogenética. Ao acessar o REGA HIV-
1 Subtyping Tool, a primeira tela é apresentada, com uma caixa de texto para a inclusao
das sequéncias, em formato FASTA, a serem caracterizadas(FIGURA 9). Clicando no
botdo “Run” o sistema envia as sequéncias para serem analisadas e na préxima tela
obtemos o output da subtipagem do HIV-1 tendo a possibilidade de obter os arquivos na

forma xml, pdf e exl.
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KATHOLIEKE UNIVERSITEIT

GA HIV Subtyping Tool  BIOAFRICA

REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (Version 2.0)

This tool is designed to use phylogenetic methods in order to identify the subtype of a specific sequence. The sequence is analysed
for recombination using bootscanning methods.

Note for batch analysis: The REGA subtype tool accepts up to 1000 sequences af a time.

Enter here your input data as FASTA format.

Choose a mirror to subfvpe vour sequences

>EQ401300
CCTCARATCACTCTTIGGCAGCGRACCCCTTIGICACARATARAGRAGTAGGGEG =
ACAGCTARRGGAGGCTCICITAGACACAGGAGCAGATGATACAGTATTIAG
ARGRARTGRARTTGCCAGGRRAATTGGAARCCARARAATGATAGGAGGAATT
GGGGGETITTATCARAGTARGACAGTATGATCARATACCTATAGRRATTTG

TGGRARLALGGCTATAGGTACAGTACTAGT GGGACCTACRACCTGTCAACA
TAATTGGRAAGARACCTGTTGACTCAGTTGGGGTGCACACTARRTTTT

>GEQ401301

CCTCAGATCRCTCTTTGGCAGCGRCCCCTTGTICTCAATARRAGTAGGGEG
ACAGACARRGEAGGCTCTGTTAGACACAGGAGCAGATGATACAGTATTIRG
ALGRARTARRATTGCCAGGARATTGGANGCCARARATGATAGEGGGAATT
GGAGGITITTATCARAGTARGACAGTATGATCARATACCTATAGARATTIIG »

clear

i |

Submit sequences How to cite  HIV Tutonals HIV Decision Trees HIV Subtvping Process HIV Example Sequences Contact us

Developed by: Tulio de Oliveira, Koen Deforche, Sharon Cassol, Andrew Rambaut and Arme-Miske Vandamme.

Developed in cooperation with the Evolutionary Biology Group at University of Oxford, UK, the HIV-1 Pathogenesis and Immunctherapeutics
FProgram at University of Pretoria, South Afvica, and the REGA Institute at the Katholiele Universiteit Leuven, Belgium.
Funded by the Marie Curie Fellowship, Flanders Bilateral Cooperation Program and the Wellcome Trust (gramt = 051238 ).

For questions, suggestions or problems please contact: Dr. Tulio de Oliveira.

FIGURA 9. Pagina inicial do sistema de subtipagem do HIV-1 REGA subtyping tool.

A tela seguinde do REGA HIV-1 Subtyping Tool realiza o processamento das

amostras e retorna o subtipo de cada sequéncia submetida (FIGURA 10).
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Figura 10. Pagina d sistema de subtipagem do HIV-1 REGA subtyping tool com as sequéncias
subtipadas do HIV-1 do Brasil.

4.2.2. ESTRATIFICAGAO DAS SEQUENCIAS

As sequéncias foram organizadas com o auxilio de um script, desenvolvido na
linguagem de programacgdo PHP, que processa o arquivo FASTA com as sequéncias
obtidas no HIV Sequence Database, cria diretérios e arquivos FASTA nomeados e
organizados de acordo com as informagdes obtidas em cada sequéncia (numero de

acesso, pais de origem, sub-tipo, ano de amostragem)(FIGURA 11).
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FIGURA 11. Organizacdo das sequéncias e inclusdo no HIVbase utilizando um script de

programacao.

4.2.3. HIVBASE

O HIVbase é uma ferramenta de grande utilidade para laboratérios de referéncias
que realizam estudos epidemiolégicos, de resisténcia a drogas e ensaios para o
desenvolvimento de vacinas. Com o HIVbase é possivel armazenar e traduzir arquivos
em lote de seqliéncias do HIV, identificar automaticamente proteinas do HIV e dominios
dentro das sequéncias. E possivel também definir anotacdes personalizadas e especificar
as regras para sua utilizagao para manter os dados consistentes.

A organizagao das sequéncias é muito importante para facilitar sua importagao para
o HIVbase que é um sistema de banco de dados que permite o armazenamento e a
manipulacdo de sequéncias genémicas do HIV. Podem ser importadas sequéncias de
acidos nucléicos ou aminoacidos, contidas em arquivos no formato FASTA ou sequéncias
individuais para serem manipuladas no HIVbase. E possivel importar até 1000 sequéncias
de cada vez, apos a importagdo, as sequéncias podem ser estratificadas por regides

génicas, sub-tipo e pais de origem (LAMERS et al., 2003) (FIGURA 12).
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“%» HIVBase

Eile Tools Window Help

‘28, Query2*
'Search Results Foll

Found 311 records

What would you liketo do
with these resulis?
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)_(_] Export as MS Excel
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F] Bx Microsoft Excel - QueryZ.csv
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@ Eile §d1t Miew Insert Format Tools Dats  Window
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FIND Sequence Name,Protein Name, Domain Name,Domain AA Data,...
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FIGURA 12. Sistema HIVBASE para manipulacdo e organizacdo das sequencias HIVBASE

41.5E.04.5E7252 |

Protein Name Domain Name Domain AA Data

ENV
ENV
ENV
ENV
=i
ENV
EWV
=
ENV
ENV
ENV
ENV

W2
WE
V2
WZ
W2
W2
W2
WZ
V2
W2
WE
Wz

| CSFNMTTELROKRKTVHSLFYKLOWVSTSN,

CSFNMTTEIRDKRQKVHALFYRLONWWPLIDI
CSFNWTTELRDKRQKWTSLEYKLOVWRIGE

| CSFNMTTELVDKQQQVHSLFYRLDIVOKN

CESFNMTTELRD RQGKVYSLFYRLDLVKIDE
CSFNTTELRDKKKKN Y SLPY KLDIVKINKNI

| CSFNMTTELROKKGKGY SLFYKLOVQIND
CSFNMTTELRDKNRKWY SLFY KLDVVONT
|CSFNMTTELROKKGRY Y SLFYRLONQINK]

CEYNMTTELRDKKQOWY SLFYVRLDNQLNE
CEVNMPTELKDKTOKMY SLFYVELDVWLLN

| CSFNVTTEVROKEKKW T ALFY KLDWWQIN|

M 4 » M) Query2 /

| 0 |

(adaptado de: http://www.genejohnson.net/Export.aspx).

Para estruturacdo e organizagdo do banco de dados gendmicos utilizamos as
ferramentas “Data Import Tools” que importa sequéncias de acidos nucléicos ou
aminoacidos, individualmente ou em arquivos no formato FASTA e identifica as proteinas
e os motivos que elas contém. Com o recurso “Query Data” & possivel filtrar as
caracteristica especificas ao interesse da pesquisa associadas a sequéncia. E para

finalizar, o HIVbase possui a ferramenta “Export” que permite a exportagdo dos dados,
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selecionados através do recurso “Query Data”, em diversos formatos que podem ser
usados em outros softwares como: Microsoft Word, Excel, SAS, ou qualquer aplicativo de

alimento de sequéncias que reconheca o formato FASTA.

4.3. ARMAZENAMENTO DAS SEQUENCIAS

Para o armazenamento das sequéncias, foi criado um banco de dados relacional
utilizando o SGBD (Sistema Gerenciador de Bancos de Dados) Mysql, em um servidor
Linux, no LASP (Laboratério Avangado de Saude Publica/CPqGM/FIOCRUZ). O Mysql &
um sistema de gerenciamento de banco de dados Open Source (cédigo fonte disponivel
para ser estudado e adaptado as necessidades especificas de cada usuario),
desenvolvido e disponibilizado gratuitamente no web site do MySQL
(http://www.mysql.com/downloads/mysql/). As informagdes mais recentes do MYSQL sé&o
disponibilizadas constantemente em seu web site possibilitando, desta forma, uma melhor
compreensdo e um gerenciamento mais eficiente de seus recursos. O MYSQL tem
capacidade para armazenar uma grande quantidade de dados. Este é um atributo muito
importante para favorecer andlises relacionadas de sequéncias genémicas, que exigem
grande quantidade de espacgo e exceléncia em desempenho. O MySQL usa a GPL (GNU
General Public License - Licengca Publica Geral GNU), disponivel no web site
http://www.fsf.org/licenses, que define as diferentes regras para as diferentes maneiras
com que o sistema pode ser utilizado. O banco de dados relacional é dividido em diversas
tabelas que armazenam dados necessarios ao funcionamento do sistema. Cada tabela
armazena os dados necessarios a realizacdo de uma determinada funcdo, além de uma
chave que funciona como indice Unico e possibilita a interagdo com as outras tabelas do

sistema. O banco de dados possui uma tabela que armazena as sequéncias e os dados
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a elas relacionados, uma tabela que armazena dados relacionados as drogas
antirretrovirais utilizadas nas terapias anti HIV, além de uma tabela para armazenar dados
relacionados as mutagdes e seus escores de resisténcia. O banco de dados, também é
composto por uma tabela que armazena a sequéncia de referéncia (HXB2) dividida em
regides génicas. A sequéncia HXB2 é utilizada como base para a comparagdo com as

sequéncias que deverao ser analisadas.

4.4. ALGORITIMO DE RESISTENCIA

O grau de resisténcia mensurado pela ferramenta de analise aos antirretrovirais,
baseia-se no sistema de pontuacado utilizado na légica do algoritmo do HIV Drug
Resistance Database da Universidade de Stanford, disponivel no web site
http://hivdb.stanford.edu/pages/asi/index.html#references Hirsch MS, (RHEE et al., 2003;
SHAFER et al., 2000; SHAFER, 2006; LIU, 2006; RHEE et al., 2006; GIFFORD et al,
2009), com algumas adaptagdes relacionadas a faixa intermediaria de resisténcia. O
sistema de pontuacdo do HIV Drug Resistance Database dividi-se em cinco faixas de
sensibilidade. A primeira faixa, que varia entre 0 e 9 classifica a sequéncia de
aminoacidos do HIV-1 como susceptivel, a segunda faixa que varia de 10 a 14 como
baixo nivel de resisténcia, entre 15 e 29 com um baixo nivel de resisténcia porém com
indicativo de uma exposigcao anterior a classe da droga antirretroviral, entre 30 e 59 um
grau de resisténcia intermediario entre a baixa e a alta resisténcia e na faixa igual ou
maior que 60, um alto grau de resisténcia, em geral, com pouca ou nenhuma resposta
virolégica ao tratamento com a droga. As mutagdes que conferem tais resisténcias vém
sendo descritas na literatura na medida em que sao identificadas e comprovadas por

ensaios clinicos. A partir dai passam a ser considerados pelos algoritmos. A posi¢céo de
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cada mutacdo e seu respectivo grau de resisténcia sdo entido cadastrados no banco de

dados para serem acessadas pela ferramenta.

4.5. SITIOS POS-TRADUCIONAIS

As glicoproteinas gp120 e gp41 do envelope do HIV-1 sdo estruturas determinantes
do processo de entrada na célula do hospedeiro, através da ligacao ao receptor CD4 e
co-receptores e da fusdo das membranas viral e celular respectivamente.

Os niveis de glicosilagdo das proteinas do envelope viral tem um papel crucial na
patogénese viral, impactando diretamente na conformagao estrutural e funcional do
envelope, influenciando a antigenicidade e imunogenicidade da proteina. Portanto a
identificagdo e conhecimento dos niveis e padrdes de glicosilagao de isolados virais
provenientes de pacientes brasileiros sdo fundamentais para o desenvolvimento de
futuros imundgenos destinados a indugao de uma resposta imune humoral protetora
contra o HIV-1 no Brasil.

A tabela 5 apresenta algumas regras para identificagdo de sitios pos-traducionais
(sitios de glicosilagao e forforilagédo), ja incorporadas a ferramenta HIV-1ResTool, além de
outras duas regras que servem de exemplo de regras que também podem ser
incorporadas a ferramenta. As letras em negrito da primeira coluna identificam cada
regra, sendo: A. a presenga de asparagina na primeira posi¢cao e serina ou treonina na
terceira posicao, Além da auséncia de prolina na segunda e na quarta posi¢des, sugerem
a presenga de um sitio de glicosilagdo. B. a presenga de serina ou treonina na primeira
posicao e um aminoacido qualquer na segunda posig¢ao, além da presencga de arginina ou
lisina na terceira posigado, sugerem a presenga de um sitio de fosforilagdo PKC. C. a
presenga de serina ou treonina na primeira posicdo mais dois aminoacido quaisquer na
segunda e terceira posi¢oes, além da presenga de acido aspartico ou acido glutdmico na
quarta posicdo, sugerem a presenga de um sitio de fosforilagdo CK2. D. a presenca de
glicina na primeira posicado mais dois aminoacido quaisquer na terceira e quarta posigcoes
e a presenga de serina, treonina, alanina, glicina, cisteina ou asparagina na quinta
posicao, além da auséncia de acido glutamico, acido aspartico, arginina, lisina, histidina,
prolina, fenilamina, tirosina e triptofano na segunda posi¢cao e prolina na sexta posi¢ao,

sugerem a presenca de um sitio de miristitagéo.
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Sitios Pos-traducionais Regras
A. | Glicosilagao N-{P}-[ST]-{P}
B. | PKC_fosforilagdo [ST]-x-[RK]
C. | CK2_fosforilagao [ST]-x(2)-[DE]
D. | Miristilagcéo G-{EDRKHPFYW3}-x(2)-[STAGCN]-{P}

Tabela 5. Regras para a identificagao de sitios pds-traducionais.

4.6. CRIAGAO DA FERRAMENTA DE ANALISE DE RESISTENCIA

Apds serem coletadas e a organizadas, as sequénicias foram armazenadas no
banco de dados para que se desse inicio ao processo de desenvolvimento da ferramenta
para analise de resisténcia as drogas antirretrovirais e sitios pos-traducionais de
glicosilacdo e fosforilagdo. A ferramenta para analise de resisténcia e sitios pos-
traducionais foi desenvolvida com a linguagem de programagao PHP, e esta hospedada,
também no servidor do LASP para funcionar como uma das diversas ferramentas do site
http://www.bahiana.edu.br/lasp/.  Adicionalmente, a ferramenta localiza os dominios
potenciais protéicos de glicosilagdao e fosforilagdo utilizando regras estabelecidas no
tutorial da ferramenta de bioinformatica PROSITE (http://ca.expasy.org/cgi-bin/prosite-
list.pl#ptm)( Sigrist C.J.A. et al., 2002; Hulo N. et al., 2006; Bologna G. et al., 2004), além
de criar e disponibilizar um link para acesso aos resultados das analises no formato XML.
O formato XML (Extensible Markup Language) € uma poderosa ferramenta utilizada
principalmente para a transmissdo de dados entre diferentes tipos de sistemas. Esta
caracteristica € muito importante para sanar os problemas de incompatibilidade no
momento em que os dados devem ser transportado de uma plataforma computacional

para outra. Os sistemas utilizados para a criagdo, armazenamento e manutengdo da
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ferramenta desenvolvida no presente trabalho serdo de dominio publico seguindo as

normas da GPL (General Public License).
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5. RESULTADOS

5.1. PARTE 1: DESCRIGAO DA CONSTRUGAO DA FERRAMENTA:

5.1.1. BANCO DE DADOS

Foi desenvolvido um banco de dados relacional onde foram armazenadas
sequéncias das regides génicas da protease e da transcriptase reversa de isolados de
HIV-1 obtidos de pacientes brasileiros e cadastrados no HIV Sequence Database
(http://www.hiv.lanl.gov/).

O banco de dados e os elementos que compdem sua estrutura (tabelas, campos)
possuem uma nomenclatura independente de regras de acentuacdo para manter a
consisténcia técnica necessaria para o melhor funcionamento do sistema (S. Pompilho).

O banco de dados intitulado “resistencia” possui sete tabelas conectadas entre si
por campos chave. As tabelas sdo estruturas logicas, organizadas em linhas e colunas,
utilizadas para armazenar dados de forma sistematizada possibilitando o acesso e a
manipulacdo por sistemas computadorizados. Os dados das tabelas sao ocultos aos
usuarios do sistema, que tém acesso apenas a informagao gerada pelo processamento
dos dados. Os campos chave s&o constituidos por conjuntos de um ou mais atributos e
sdo encontrados em duas formas a chave primaria e a chave estrangeira. A chave
primaria (PK - Primary Key) que nunca se repete, para manter uma importante
caracteristica de unicidade ao registro, além de funcionar como indice para a localizagao
dos registros dentro do banco de dados. A chave estrangeira (FK - Foreign Key) que pode
se repetir e dar origem ao relacionamento entre as tabelas. A chave estrangeira em uma
tabela corresponde a chave primaria na tabela a qual se pretende realizar o

relacionamento (FIGURA 13).

53



SequenceMame
DomainMame
DomainMalata
Domaingalata
Domaind&Charge
Proteinfame
PaisCrigem
Subtipo

Ana

Subtipo

Reqgiao
Droga
PosicaoMutacan
Resistencia

FIGURA 13. Esquematizacdo do banco de ados relacional acessado pela ferramenta LASP-HIV-
1ResTool.

5.1.1.2 TABELA SEQUENCIA

A tabela denominada “sequencia” é composta pelo campo “codSequencia” que
armazena a chave de identificagdo de cada registro dentro da tabela (chave primaria), o
campo “SequenceName”, armazena o numero de acesso de cada sequéncia, o campo
“‘DomainName” armazena a chave de conexdo (chave estrangeira) da tabela sequéncia
com a tabela regido, o campo “DomainNAData” armazena as sequéncias de nucleotideos,
o campo “DomainAAData” armazena a sequéncia de aminoacidos, os campos restantes

desta tabela sdo PaisOrigem, Subtipo e Ano, e armazenam respectivamente o pais de
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origem da sequéncia, o subtipo ao qual a sequéncia pertence e 0 ano de obtencédo da

amostra.

5.1.1.3. TABELA REGIAO

A tabela “regiao” é composta por campos que armazenam dados relacionados as
regides génicas do HIV-1. O primeiro campo, “codRegiao”, armazena a chave primaria, o
segundo campo, denominado “Regiao” armazena o nome das regides génicas e o terceiro
e quarto campos armazenam respectivamente as sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos da amostra de referéncia do HIV-1 (HXB2). A amostra de referéncia é a
sequéncia considerada original, sem as mutagbes que conferem resisténcia aos
antirretrovirais. A tabela “regiao” possui também o campo codGene (chave estrangeira),
responsavel pela conexao com a tabela “hivgenoma”. A tabela “regiao” possui também o
campo “codGene” (chave estrangeira), responsavel pela conexao com a tabela
“hivgenoma”. Adicionalmente, a tabela “Regiao” possui o campo Status que recebe
valores booleanos (positivo ou negativo). Quando preenchido, o campo “Status” é
interpretado como verdadeiro e a regido génica passa a ser considerada nas analises de
resisténcia. Quando, porém o campo Status esta vazio, a interpretado para a regiao

génica é falsa e o sistema deixa de considera-la nas analises de resisténcia.
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5.1.1.4. TABELA GENOMA

A tabela “hivgenoma” armazena o genoma do HIV-1 (HXB2), divido por regides
génicas. O campo “‘codGenoma” possui a fungcdo de chave primaria. Os campos
“‘DomainNA” e “DomainAA” armazenam respectivamente as sequéncias de nucleotideos e

aminodacidos de cada regiao génica.

5.1.1.5. TABELA RESISTENCIA

A tabela “resistencia” é responsavel por armazenar os dados utilizados para inferir
o impacto que cada mutagdo, na sequéncia de aminoacido, exerce sobre sobre os
diversos tipos de drogas utilizadas nas terapias antirretroviral. O primeiro campo da
tabela, intitulado “codResitencia”, armazena a chave primaria. O campo “Regiao”
armazena a chave estrangeira que possibilita a conexao da tabela “resistencia” com a
tabela “regiao”, o campo “Droga” conecta a tabela “regiao” com a tabela “droga” com a
tabela. Entre os campos da tabela resistencia encontram-se os campos “PosicaoMutacao”
e “Resistencia”, de fundamental importancia para a analise de resisténcia do HIV aos
antirretrovirais. O campo “PosicaoMutacao” armazena os dados que indicam a ocorréncia
de cada mutacdo, informando o aminoacido original e o aminoacido mutante, além de
indicar a posi¢gao onde ocorre a mutagdo. Enquanto o campo “Resistencia” armazena o

dado que mensura o impacto da mutagao na resisténcia do HIV a draga antirretroviral.
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5.1.1.6. TABELA SUBTIPO

A tabela “subtipo” € uma tabela auxiliar, onde sdo armazenados os subtipos do HIV-
1, atualmente identificados. O campo “codSubtipo” armazena a chave primaria e o0 campo

“Subtipo” armazena os subtipos de HIV-1, representados por letras (A,B,C,D,E,F,GH,J,K).

5.1.1.7. TABELA SUBTIPOREGIAO

A tabela “subtiporegiao” implementa a associagéo entre a tabela “subtipo” e a

tabela “regiao”. Esta associacao é feita com a utilizagdo dos campos “codSubtipo” e

“‘codRegiao”, que funcionam como chave estrangeira na tabela “subtiporegiao”.

5.1.1.8. TABELA DROGA

Os dados relativos as drogas utilizadas nas terapias antirretroviral encontram-se

armazenados na tabela “drogas”. Esta tabela possui o campo “codDroga” como chave

primaria, o campo “Droga” contendo o nome de cada antirretroviral e o campo “Sigla” para

armazenar a sigla da droga. O antirretroviral, muitas vezes é conhecido por sua sigla.
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5.1.2. PROGRAMAGAO DE SCRIPT PARA MANIPULAGAO DE SEQUENCIAS

5.1.2.1 - ORGANIZAGAO DAS SEQUENCIAS

Apos a criagdo do banco de dados, iniciou-se o processo de obtengcdo e
organizagdo das sequéncias de HIV-1. Para armazenar as sequéncias no banco de
dados, foi necessaria a estratificagdo de cada sequéncia por subtipo, pais de origem,
regido génica e ano de obtencdo. Nesta etapa do projeto, foi desenvolvido um script com
a linguagem de programagédo PHP, a mesma linguagem utilizada na criagdo da ferramenta
de analise de resisténcia aos antirretrovirais. O Script processa e estratifica sequéncias de
arquivos no formato FASTA, além de organiza-las em diretérios especificos as
caracteristicas de cada sequéncia. Apds sua execugao, o Script processa o0 arquivo
FASTA que contém todas as sequéncias, |€ o cabecgalho de cada sequéncia (pais de
origem, subtipo, ano de obtengdo) e cria arquivos e diretérios para armazenar cada
sequéncia de acordo com as caracteristicas descritas. Apds a submissdo ao “Script”, as
sequéncias foram importadas pelo HIVbase onde foi finalizada a estratificacdo e

organizagao. Apos organizadas, as sequéncias foram inseridas no banco de dados.

5.1.2.3. FERRAMENTA DE ANALISE DE RESISTENCIA

A ferramenta de analise de resisténcia aos antirretrovirais e de sitios pos-
traducionais foi desenvolvida e hospedada no servidor Linux, localizado no Laboratério
Avancado de Saude Publica no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(LASP/CPqGM/FIOCRUZ), e pode ser acessada através do link

http://lasp.bahia.fiocruz.br.
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5.2. PARTE 2: DESCRIGAO DA UTILIZAGAO DA FERRAMENTA

5.2.1. SUBMISSAO DAS SEQUENCIAS PARA ANALISE

Em sua tela inicial (FIGURA 14), a ferramenta apresenta duas tabelas. A primeira
tabela exibe numeros que representam a quantidade e o percentual de sequéncias
brasileiras do HIV-1, dispostas por subtipo. A segunda tabela representa a quantidade e o
percentual de sequéncias das regides Protease e Trasncriptase Reversado armazenadas
no Banco de Dados. A tela inicial apresenta também uma caixa de texto onde os usuarios
podem incluir suas proprias sequéncias para serem submetidas a ferramenta (FIGURA
15).

A ferramenta também possibilita ao usuario a submissdo de sequéncias
armazenadas em arquivo FASTA, bastando para isso utilizar o botdo “Procurar”. Em
seguida o usuario deve selecionar o arquivo no formato FASTA para a realizagdo das

analises (FIGURA 16).
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&2\ LASP-HIVI-RESTOOL . ot it BIOAFR]

BAH'AN_A FIOCRUz Institute Ozwalde Cruz

Fio de Joneire- RJ

Tranmslate English
Observe que : Esta ferramenta foi projetada para a andlise de Resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais nas regides especificas

um da transcriptase reversa e da protease.
A Ferramenta LASP-HIV1-ResTool possui um bom desempenho com até 1.000 sequéncias de protease e 500 sequéncias de

transcriptase reversa.

Adicione abaixo as sequéncias no formato Fasta

subtipo quantidade %
1 0.01%
4142 46.06%
501 5.57%
0 0.78%
5T 063%
4210 46.93%

Womod o0 oW

Toetal BE0l  100%

| |[ Procurar... |

Selecione a regido gendmica | Selecione |

regiio gquantidade %
P51 57 0.83%

EROTEASE 2626 10.1%
Total 2683 29.84%
Submeter sequéncias Sequéncias de exemplo

Desenvoivido por: Domingos Ramon Moreau da Cunha, José Carlos Couto Fernandez, Tilio de Oliveira, Bernardo Galvdo Castro Filho, Luiz Carlos
Jumior Alcéntara

Desenvalvido em cooperagdo com o Laboratirio Avangade de Satde Publica (LASP), CPgGM, FIOCRUZ, Brazil, o Laboratdrio ds Aids e Imumologia
Molecular, IOC, FOCRUZ, Brazil ¢ a Universidade de Western Cape - Cape Town - Afica do Sul

Questdes sobre a Ferramenta de Analise de Resisténcia do HIV-1: Ramon Moreau,

Sugestdes ou problemas: Dr Luiz Alcantara.

Figura 14. Pagina de apresentacido da ferramenta: exibe a quantidade de sequéncias por cada
subtipo e por regides génicas (PR e TR); Os links que compdem a ferramenta e as caixas de

insercdo de sequéncias para submissao.
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by ‘ Centro de Pesquisa HIV BIOINFORMATICS
s = LASP-H[V 'RE T L Gongalo Moniz
‘:" .'.:. Sokador -6& | AF |
BAH'ANA < Institute Oswaldo Cruz
AN ANEAENEY MOCRUZ :

Fio de Jeneiro- EJ

Translate English
Observe gue : Esta ferramenta foi projetada para a analise de Resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais nas regides especificas

da transcriptase reversa e da protease.
A Ferramenta LASP-HIV1-ResTool possui um bom desempenho com até 1.000 sequéncias de protease e 500 sequéncias de

transcriptase reversa.
Adicione abaixo as sequéncias no formato Fasta
F : >DQ190386
subtipo quantidade %
poq g CCICAGATCACTCTTTGGCAGCGACCCCTAGTCCCARTARAACTAGEAGGECARCTARL
A L ondie GGAAGCTCTATTAGACACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGAAGAAATAGATTTGCCAG
5 :
E Toanlo GRARATGEARACCARAAAT AATAGEGEGAATTEGAGET TTTETARARGTARGACAGTAT
G ML GATCAGATACCCATAGARATTTGCGGACATARAGCTATAGETACASTATTAGTAGGGCS
n 0. 0.1 TACACCTGCCAACATAATTGGARGAAATTTGATGACTCAGATIGGCTGTACTTTARAT
F 37 D.63%
b 3 4220 46.83%
Total 2901 100%%
| |[ Procurar.. |
- - . I
regiio quantidade % Selecione a regiio gendmica |
Bl 57 0.63%
EROTEASE 2626 292% Slbtipo
Total 2683 20.84% @B OC|OD|OF| 0G| OJ
Droga
(® Tipranavir't
C Indinavir/r
() Saquinavir/r
O Lopinavir'r
(O Fosamprenavir'r
O Atazanavir'r
O Nelfinavir
O Darunavir/r
Submeter sequéncias Sequéncias de exemplo

Desenvolvido por: Domingos Ramon Moreay da Cunha, José Carlos Couto Fernandez, Tiulio de Oliveira, Bernardo Galvdo Castro Filho, Luiz Carlos
Janior Alcémiara

Desenvolvido em cooperagdo com o Laboratdrio dAvangado de Saide Piblica (LASP), CPgGM, FIOCRUZ, Brazii, o Laboratdrio de Aids e Imumologia
Molecular. I0C, FOCRUZ, Brazil e a Universidade de Western Cape - Cape Town - Africa do Sul

Questdes sobre a Ferramenta de Analise de Resisténcia do HIV-1: Ramon Moreau,
Sugestdes ou problemas: Dr Luir Alcantara.

FIGURA 15. Pagina utilizada para a escolha dos parametros de analise (subtipo, regidao génica e

droga antirretroviral).
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Escolher arquivo a carregar.

BAHIANA 77

Centro de Pezquisa
Gongalo Maoniz
Snhador-BA
Institute O=swaldo Cruz
Fio de Joneiro- EJ

Observe que : Esta f E=armninar: Il{j Sequéncias _vj (€ ) 5 A  especificas
m da transcriptase rever = 4] hiv-db u
A Ferramenta LASP- y Tuéncias de
transcriptase reversa | Documentos
recentes
4
3 2 Dreskto
subtipo guantidade % 2
A 10 =
B 4142 360 \ ’_]
c 501 5.5 hois
D 0 07 documentos
F 37 c-.cl ——
4 4220 46.5]
Meu computadar
Total 8001 10
Meus locais de :
e P Mome do arquiva:  |hiv-db - Abrir I

regido quantidade % [ “"‘1
B51 570, Arquivos do tipo: Cancelar
PROTEASE 2626 2 L
Total 2683 10.34%

Submeter sequéncias Sequéncias de exemple

Dezsenvolvide por: Domingos Ramen Morsau da Cunha, José Carlos Couto Fernandez, Tilto de Oliveira, Bernardo Galvdo Castro Filho, Luiz Carlos
Jumior Alcantara

Desenvolvido em cooperagdo com o Laboratorio Avangado de Saide Prblica (LASP), CPgGM, FIOCRUEZ, Brazil, o Laboratorio de Aids e Imumologia
Molzcular, IOC, FOCRUZ, Brazil e a Universidade de Western Capes - Cape Town - Affica do Sul

Questdes sobre a Ferramenia de Analise de Resisténcia do HIV-1: Ramon Moreau,
Sugestbes ou problemas: Dr Luiz Alcantara.

FIGURA 16. Pagina utilizada para a submisséo das sequéncias de HIV-1 em arquivos no formato

FASTA.
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Em sua tela inicial, a Ferramenta de Analise de Resisténcia aos antirretrovirais,
também possui os seguintes Links: Submeter sequéncias, Como citar, Tutorial,

Sequéncias de exemplo e Contatos.

1) Submeter sequéncias retorna para a pagina inicial da ferramenta.

2) Como citar exibe uma tela que orienta como o usuario deve fazer a citagdo da

ferramenta para analise de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais LASP-HIV1-ResTool.

3) Tutorial: exibe um tutorial completo da ferramenta, com um passo a passo simulando,

através de imagens, cada tela da LASP-HIV1_ResTool.

4) Sequéncias de exemplo: exibe uma tela com oito sequéncias de HIV-1, sendo quatro

correspondentes a Transcriptase Reversa e as outras quatro correspondentes a protease.

5) Contatos: exibe uma tela com o e-mail dos pesquisadores envolvidos no projeto, para
esclarecimento de possiveis duvidas sobre a utilizacdo da ferramenta. Adicionalmente

pode ser usado para registro e envio de sugestdes ou de aviso de falhas no sistema.

Caso o usuario nao adicione nenhuma sequéncia, a ferramenta ira considerar
apenas as sequéncias do Banco de dados local para a analise. Posteriormente, o usuario
deve selecionar a regidao génica correspondente a sequéncia que deseja submeter ou as
do banco de dados local, as quais ele tenha interesse. Apds a selegéo da regido génica, a
ferramenta exibira os subtipos de HIV-1 que estdo armazenados no banco de dados e as
drogas antirretrovirais que atuam sobre a regido génica escolhida. Depois de seguir os
passos anteriores, o usuario deve selecionar o subtipo e a droga de seu interesse e
somente apds esses procedimentos submeter seus dados para analise através do botao
"Enviar’.

Apods a submissdo das sequéncias, o sistema exibe os resultados na tela seguinte
(FIGURA 17).
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5.2.2. RESULTADO DA ANALISE DAS SEQUENCIAS SUBMETIDAS A FERRAMENTA

Como resultado do processamento, o sistema identifica a sequéncia através do
numero de acesso e localiza a posicdo em que a mesma se inicia dentro da regido génica
escolhida. Em seguida, o sistema identifica a fase de leitura correta da sequéncia e
realiza a conversdo da sequéncia de nucleotideos em sequéncia de aminoacidos. Inicia-
se entdo o processo de localizacdo de todas as mutagdes ocorridas, tanto na sequéncia
de acido nucléico como na sequéncia de aminoacido. O sistema entdo apresenta uma
tabela apenas com as mutagdes que conferem a resisténcia do HIV-1 contra o
antirretroviral. Além disso, exibe o grau de resisténcia de cada mutacéao e indica, ao final
da tabela, se a amostra de HIV-1 submetida na analise €& susceptivel, apresenta
resisténcia intermediaria ou se é resistente ao antirretroviral. Adicionalmente, a ferramenta
identifica a presenca de sitios poés-traducionais de glicosilagdo e fosforilagdo, suas
respectivas posi¢cdes na sequéncia de aminoacidos, e exibe o grafico que relaciona
quantidade de sitios pds-traducionais por seqiéncia.

Se o usuario ndo inserir nenhuma sequéncia, o sistema exibe na tela seguinte os
parametros relativos a andlise (numero de acesso da sequéncia, subtipo, regido génica,
antirretroviral, as mutagdes e suas posigdes, 0 grau de resisténcia de cada mutagéo e o
grau de resisténcia total (Figura 17).

Ao final da pagina, o sistema exibe dois graficos que relacionam: a quantidade de
sitios pds-traducionais em funcado do total de sequencias submetidas e os padrbes de
resisténcia aos antirretrovirais (susceptivel, intermediaria e resistente) em func¢ao do total
de sequéncias. Além de apresentar um grafico de barras mostrando a quantidade de
ocorréncias de cada mutacdo de resisténcia no conjunto de sequéncias analisadas
(Figura 18).
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Figura 17. Topo da tela de resultados da analise de resisténcia aos antirretrovirais e sitios pds-
traducionais.
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FIGURA 18. Base da tela de resultados da analise de resisténcia aos antirretrovirais e sitios pos-

traducionais.

O numero de acesso de cada sequéncia é apresentado como um link que permite o

acesso do usuario a uma nova pagina contendo a sequéncia de nucleotideos e sua

respectiva sequéncia de aminoacidos (FIGURA 19).
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CCTCAAATCACTCTI TG AACGAC O CTOGTC ACAA TAAAGATAGGAGEECAACTAAAGGAAGCTCTAT
TAGATACAGUAGCAGATEATACAGTATTAGAAGAAATEOATT TOCCAGGAADATOFAAACT AAAAATHATA
GEGEGAATTEGAGETTTTATC AAAGTAAGACAGTATGATCAGATACC CATAGAAATC TG TGGACATAAAGD
TATAGOTACAGTATTAATAGGACCTACACCTOTCAACATAATTOOAAGAAATC TGTTCACTCAGCTTOGET
GUACTTTAAAT

hql"'ﬁii il i cibe

=1L 0
PRTLWORPLVTIRIGGQLKEALLDTGADDTVLEEMDL PGRWEPEMIG G GG VR QY DIPIEI CGHE.
AIGTYLIGPTPVRIGENLLTOLGCTLN

FIGURA 19. Pagina contendo a sequéncia de nucleotideo submetida e sua respectiva tradugao

em aminoacidos.

O usuario pode ter acesso as informagdes geradas pela ferramenta, através de um
link exposto no final da pagina. Este link direciona o usuario a uma pagina em formato
XML contendo todas as informagdes de suas analises (FIGURA 20). A pagina XML pode
ser salva para um arquivo utilizado para transportar os dados. Apds salvo, o arquivo.xml
pode ser importado de outras ferramentas tais como: planilhas eletrbnicas (excel),

programas de analise estatistica (SPSS), programas de bancos de dados (access).
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FIGURA 20. Pagina contendo as analises no formato XML para serem armazenadas.

68



5.3. PARTE 3: DESCRIGAO DA UTILIZAGAO DA FERRAMENTA

5.3.1. AVALIGAO COMPARATIVA DOS RESULTADOS DAS ANALISES GERADAS
PELA FERRAMENTA.

Com o objetivo de confrontar os dados gerados apds a submissado das sequéncias
as ferramentas de anadlise de resisténcia LASP-HIV1-ResTool (desenvolvida nesse
trabalho) e Hiv Drug Resistance Database
(http://hivdb.stanford.edu/pages/algs/sierra_sequence.html) (ferramenta de Stanford),
criamos um script, também na linguagem de programacgao PHP. O Script ao ser executado
processa os arquivos XML, gerado pelo LASP-HIV1-ResTool, e HTML gerado pelo Hiv
Drug Resistance Database e compara os dados de resisténcia obtidos nas sequéncia de
cada arquivo, nas duas ferramentas. Em seguida o script calcula o percentual de
similaridade entre os resultados. O mesmo procedimento é utilizado para a analise
comparativa entre o ferramenta LASP-HIV1-ResTool e a ferramenta de interpretacdo do
algoritmo brasileiro RENAGENO (http://forrest.ime.usp.br:3001/public_analyses), neste
caso porém, o script 1& o arquivo XML gerado pelo LASP-HIV1-ResTool e o arquivo HTML
gerado pela Sistema RENAGENO. Este procedimento é de grande relevancia para avaliar
a eficacia da ferramenta LASP-HIV1-ResTool, desenvolvida no presente trabalho.

Para validacdo da aplicabilidade da ferramenta LASP-HIV1-Restool foram
utilizadas 111 amostras correspondentes a regido génica da protease e da transcriptase
reversa derivadas da genotipagem da resisténcia do HIV-1 provenientes de pacientes
infectados, que apresentavam falha virolégica a TARV.

Os graficos abaixo mostram o padréao de resisténcia das sequéncias submetidas a
trés diferentes classes de antiretrovirais. O grafico 1 foi gerado utilizando dados obtidos
na ferramenta desenvolvida nesse trabalho (LASP-HIV1-ResTool), o grafico 2 a partir de
analises utilizando dados gerados pela ferramenta de analise de resisténcia de Stanford
(Drug Resistance Database de) e o grafico 3 foi gerado pelos dados resultantes das
analises obtidas através do sistema brasileiro (RENAGENO). Pode-se observar a
similaridade entre os resultados obtidos utilizando a nossa ferramenta e a de Stanford
(comparagao entre os graficos 1 e 2). Por outro lado, pode-se observar diferengas entre
os resultados das analises realizadas com a utilizagdo o sistema RENAGENO, tanto em
relagdo a nossa ferramenta (comparagao entre os graficos 3 e 1) quanto em relagdo a de
Stanford (comparagdo entre os graficos 2 e 3). Houve diferenga estatistica,

especificamente da faixa de sensibilidade intermediaria aos IP, NRTI e NNRTI. De
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maneira global as Analises de variancia apontaram p>0,05 para a comparagido entre o
grafico 2 e o gréfico 3 e p<0,05 para as comparagdes entre 3 e 1 e entre 3 e 2, através do
teste ANOVA fator unico.

Analise com LASP-HIV1- ResTool
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Grafico 1: Avaliagado dos perfis de resisténcia aos inibidores de protease (IP), inibidores
nucleosideos da transcriptase reversa (INTR) e inibidores nao nucleosideos (INNTR)
realizados na ferramenta LASP-HIV1-ResTool. Os niveis de sensibilidade aos ARV estéo
representados em verde para susceptivel (S), em amarelo para resisténcia intermediaria
(I) e em vermelho para resisténcia completa (R). Os valores estdo expressos em niveis

percentuais.
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Grafico 2: Avaliagao dos perfis de resisténcia aos inibidores de protease (IP), inibidores
nucleosideos da transcriptase reversa (INTR) e inibidores ndo nucleosideos (INNTR)
realizados na ferramenta de Stanford. Os niveis de sensibilidade aos ARV estéo

representados em verde para susceptivel (S), em amarelo para resisténcia intermediaria
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() e em vermelho para resisténcia completa (R). Os valores estdo expressos em niveis

percentuais.

Analise com o sistema RENAGENO
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Grafico 3: Avaliagcado dos perfis de resisténcia aos inibidores de protease (IP), inibidores
nucleosideos da transcriptase reversa (INTR) e inibidores ndo nucleosideos (INNTR)
realizados na ferramenta da RENAGENO. Os niveis de sensibilidade aos ARV estédo
representados em verde para susceptivel (S), em amarelo para resisténcia intermediaria
(I) e em vermelho para resisténcia completa (R). Os valores estdo expressos em niveis

percentuais.
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Grafico 4: Avaliagao dos perfis de resisténcia aos inibidores de protease (IP), inibidores
nucleosideos da transcriptase reversa (INTR) e inibidores nao nucleosideos (INNTR)
realizados nas ferramentas LASP-HIV1-ResTool, RENAGENO e HIV Drug Resistance
Database. As barras azuis apresentam os resultados das analises de resisténcia
realizadas no HIV Drug Resistance Database, as barras vermelhas apresentam os
resultados das analises de resisténcia realizadas no LASP-HIV1-ResTool e as barras

verdes representam os resultados de resisténcia realizadas no sistema RENAGENO.
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6.0. DISCUSSAO

Apesar dos beneficios alcangados nos ultimos anos pela terapia antirretroviral
combinada de alta poténcia, o desenvolvimento de resisténcia do HIV-1 aos
antirretrovirais € um fator limitante para o sucesso da TARV. A selecdo de populagdes
virais contendo no seu genoma mutag¢des de resisténcia aos antirretrovirais, representa
um desafio importante na reestruturacdo do tratamento de pacientes com virus
multirresistentes. O desenvolvimento de resisténcia a varias classes de antirretrovirais,
limita o numero de novos regimes terapéuticos e o sucesso virolégico de terapias de
resgate subsequentes.

Destinados a auxiliar a estruturacdo terapéutica destes pacientes surgiram os
testes de avaliacdo de resisténcia ou de susceptibilidade do HIV as drogas, sendo
rapidamente incorporados ao monitoramento e tratamento de pacientes com HIV/AIDS
(DURANT et al., 1999). No entanto, o beneficio dos testes genotipicos de caracterizagéo
da resisténcia viral é limitado pela necessidade de interpretacdo do perfil mutacional para
se obter uma previsao fidedigna da susceptibilidade a cada droga antirretroviral.

Existem atualmente, diversos sistemas de interpretacdo de resisténcia do HIV aos
antirretrovirais disponiveis. Alguns destes sistemas sdo comercializados enquanto outros
podem ser adquiridos ou acessados gratuitamente através dos web sites de seus
desenvolvedores. Poucos estudos, porém, foram feitos para avaliar a similaridade entre
os resultados das analises de tais sistemas. No presente trabalho, desenvolvemos uma
ferramenta de bioinformatica para analise de mutagdes de resisténcia do HIV-1 aos
antirretrovirais entre outras funcionalidades incluindo avaliagdo de sitios pds-traducionais.
Trata-se de uma ferramenta de facil manuseio, que ficara disponivel via web nos sites da
unidade de bioinformatica do LASP/CPqGM/FIOCRUZ e Bioafrica, para utilizagcado em
nivel de dominio publico, sendo capaz de otimizar a andlise de dados genbémicos de
amostras de HIV-1. Esta ferramenta pode acessar um banco de dados com sequéncias
génicas previamente armazenadas ou através de deposi¢cdo de sequéncias FASTA via
internet, extrair informacdes relativas, comparar sequéncias de HIV-1 dos bancos de
dados publicos, identificando mutagdes de resisténcia aos diferentes antirretrovirais e
sitios pos-traducionais. Além disso, associa esses dados a resisténcia e susceptibilidade

a cada antirretroviral utilizado nas terapias anti-HIV/AIDS.
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6.1. SITIOS POS-TRADUCIONAIS

Os niveis de glicosilagdo das proteinas do envelope viral tem um papel crucial na
patogénese viral, impactando diretamente na conformagdo estrutural e funcional do
envelope, influenciando a antigenicidade e imunogenicidade da proteina.
Consequentemente,esta envolvida nos mecanismos de evasao imune do HIV, através de
mudangas conformacionais e ocultagdo de epitopos imunorelevantes (REITTER et al.,
1998; WEI et al., 2003).

A estrutura trimeérica do envelope € extensivamente glicosilada, com pelo menos 24
sitios potenciais de glicosilacdo espalhados pelos dominios conservados e variaveis da
gp120 e entre 4 a 5 sitios potencias localizados na por¢do extra membranar de gp41
(MIZUOCHI et al., 1990; IRUNGU et al, 2008).

As variagdes no padrédo global de glicosilagdo do envelope avaliando sequéncias
recuperadas do banco genémico de Los Alamos identificou pelo menos 51 padrdes de
glicosilacdo da proteina do envelope (KORBER et al., 2001) contribuindo para o
conhecimento de variagdes nos niveis de imunogenicidade da proteina env.

Portanto a identificagcdo e conhecimento dos niveis e padrées de glicosilacédo de
isolados virais provenientes de pacientes brasileiros sdo fundamentais para o
desenvolvimento de futuros imundgenos destinados a indugdo de uma resposta imune
humoral protetora contra o HIV-1 no Brasil.

Nossa ferramenta (LASP-HIV1-ResTool) é capaz de realizar este tipo de analise,
pois apresenta em seu cédigo a funcionalidade necessaria para interpretar as regras
utiizadas para a identificacdo dos sitios de glicosilacdo e fosforilagdo. Além da
identificagdo dos sitios de glicosilagdo e fosforilagdo, a ferramenta de analise HIV-
1ResTool foi estruturada para incorporar novas regras que sejam de interesse do usuario.

A ferramenta de bioinformatica LASP-HIV1-Restool pode ser usada para identificar
diferentes perfis de glicosilagdo do envelope de diferentes subtipos de HIV-1 e formas
recombinantes intersubtipos, bem como identificar epitopos especificos e carbohidratos
em cada local de glicosilagdo. Essas informagdes podem contribuir para avaliagdo dos
perfis de infectividade associados a cada subtipos do HIV-1 e em estudo para modulacao
da imunogenicidade por anticorpos neutralizantes.

No presente estudo, mostramos que existem diferencas nos niveis de
interpretacdes genotipicas entre os algoritmos testados. Isto estda em concordancia com
estudos anteriores, que encontraram diferencas entre algoritmos de interpretagdo para um
determinado gendtipo [DI GIAMBENEDETTO et al., 2002; STURMER et al., 2003]. A taxa
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de discordancia em nosso estudo é significativamente maior para a previsdao de
resisténcia aos inibidores nucleosideos da TR e inibidores da protease, especificamente
relacionada a faixa de sensibilidade intermediaria. Isto se deve basicamente ao sistema
de pontuacdo adotado pela nossa ferramenta que se assemelha mais ao modelo de
Stanford que ao algoritmo RENAGENO que utiliza fundamentalmente uma regra de
interpretacdo. Outro aspecto que possivelmente pode estar contribuindo com essa
diferenga sera a juncao dos sistemas de pontuagdo de Stanford onde agregamos as trés
faixas de sensibilidade intermediaria para uma faixa na nossa ferramenta. Isso
possivelmente ira super estimar os niveis de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais, mas
sem um impacto significativo nos niveis de sensibilidade e/ou resisténcia do virus.

Atualmente, diferentes sistemas de interpretacdo de resisténcia do HIV-1 estao
disponiveis comercialmente ou gratuitamente, algumas destas ferramentas apresentam
interface de dados fenotipicos de resisténcia as drogas em combinagao com o sistema de
genotipagem.

Neste estudo, além do desenvolvimento da ferramenta LASP-HIV1-ResTool,
realizamos a comparacdo dos resultados obtidos com amostras de pacientes
apresentando falha a terapias antirretrovirais prévias, utilizando outros dois sistemas de
diferente interpretacido de resisténcia do HIV, visando a identificacdo de padrdes
mutacionais responsaveis por possiveis discordancias entre estes sistemas.

Durante as etapas inicias do desenvolvimento da ferramenta de Bioinformatica
percebemos que a organizagdo das sequéncias do HIV-1 &€ uma etapa fundamental do
processo relacionado a de banco de dados. Neste sentido e visando o desenvolvimento
de um sistema eficaz através de softwares livres (licengas publicas), utilizamos o sistema
gerenciador de bancos de dados MYSQL(http://www.mysqgl.com). Este sistema ja
consagrado no mundo e bastante utilizado em diferentes seguimentos da informatica, se
mostrou eficaz e util para o armazenamento e manipulacido de sequéncias de HIV-1
obtidas através do GeneBank ou depositadas diretamente no sistema. O banco de dados,
assim como a ferramenta LASP-HIV1-ResTool ficam hospedados em um servidor Linux,
no LASP (Laboratério Avangado de Saude Publica/CPqGM/FIOCRUZ).

Outro importante Sistema que se mostrou util e agil para a organizagdo e
manipulagao das sequéncias do HIV-1 foi o] programa HIVbase
(http://www.genejohnson.net). Através deste sistema foi possivel importar sequéncias de
acidos nucléicos ou aminoacidos no formato FASTA. Foi possivel agilizar o processo de
estratificagdo das sequéncias por regides génicas, subtipo, pais de origem, além de outra

informacdes relacionadas as sequéncias. Entretanto o HIVbase é um sistema proprietario
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e comercializado a um custo substancial. Isto onera significativamente na criacao de
banco de dados utilizando esse programa. Por outro lado, a agilidade e eficacia do
sistema durante o desenvolvimento da ferramenta mostrou uma relacdo de
custo/beneficio que justificou sua aquisigdo e ampla utilizagdo em diferentes seguimentos
institucionais (LASP/CPqGM/Fiocruz e IOC/FIOCRUZ).

Os “scripts” utilizados para a organizagdo e o armazenamento das sequéncias
foram desenvolvidos durante o processo de programagdo da ferramenta de
bioinformatica. Os demais programas utilizados mostraram-se confiaveis e eficientes no
suporte a ferramenta de bioinfomatica para analise de resisténcia. O PHP é uma
linguagem bastante utilizada na informatica e se mostrou uma linguagem poderosa e
versatil para o criagdo dos “scripts” e no desenvolvimento da ferramenta LASP-HIV1-
ResTool.

Para efeito de programacao da ferramenta para avaliagdo das mutagbes de
resisténcia do HIV aos antirretroviras, utilizamos o sistema de pontuacdo desenvolvido
pela Universidade de Stanford (HIV Drug Resistence Database), com alguns ajustes
realizados na faixa intermediaria de sensibilidade aos antirretrovirais. Fudamentalmente,
consideramos, para efeito de analise, a faixa superior (“Potential High-level resistance”) e
inferior (“Low-level resistance”) do nivel intermediario de resisténcia em uma unica faixa
de sensibilidade. Este sistema de trés niveis de avaliacdo para a terapia antirretroviral é
similar ao sistema utilizado pelo algoritmo brasileiro de interpretagdo de resisténcia do
HIV-1.

As ferramentas de bioinformatica desenvolvidas para realizar analises de
resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais, frente aos diferentes perfis mutacionais,
juntamente com os algoritmos de resisténcia, sao de grande utilidade para dar suporte as
terapias antirretrovirais. Existem, porém, inUmeras variaveis que acarretam grande
complexidade na escolha da terapia mais adequada para cada paciente, tais como
multifalhas ou resisténcia ampla, adesdo do paciente ao antirretroviural, as variagdes
metabdlicas diferenciadas para cada individuo. Para que seja feita uma analise ampla e
consistente de todas as variaveis envolvidas na terapia de cada paciente infectado pelo
HIV é de suma importancia a participacdo de meédicos com grande conhecimento e
experiéncia, capazes de conduzir a terapia mais adequada a cada paciente, levando

também em consideragao o estado clinica, psicoldgico e social de cada paciente.
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6.2. AVALICAO COMPARATIVA DOS RESULTADOS DAS ANALISES GERADAS PELA
FERRAMENTA.

Para a analise comparativa realizada para validacdo da aplicabilidade da
ferramenta LASP-HIV1-ResTool utilizamos sequéncias de HIV-1 obtidas da genotipagem
da resisténcia do HIV realizada pela RENAGENO em pacientes do Rio de Janeiro
apresentando falha virologica a terapia.

Nao podemos observar diferencas significativas nos padroes de interpretagao entre
a nossa ferramenta (grafico 1) e os padrdes de interpretagdo produzidos por Stanford
(grafico 2). Aparentemente a incorporacao dos valores de pontuagao em uma Unica faixa
de sensibilidade intermediaria, ndo mostrou impacto significativo na estimagdo da
resisténcia viral, fator este preocupante no sentido de incorporagédo de erros de
interpretacao realizados pela ferramenta.

Por outro lado, foi possivel observar diferengas significativas entre os perfis de
interpretacdo da nossa ferramenta e Stanford, comparativamente aos perfis de avaliacao
do algoritmo brasileiro da RENAGENO (grafico 3). Houve diferenca estatistica
significativa, especificamente na faixa de sensibilidade intermediaria aos inibidores
nucleosideos e n&o nucleosideos da TR e inibidores da protease. De maneira global as
Analises de variancia apontaram p>0,05 para a comparacao entre a ferramenta LASP-
HIV1-ResTool (grafico 1) e Stanford (grafico 2). Por outro lado observamos uma variancia
de p<0,05 para as comparagdes realizadas entre a nossa ferramenta (grafico 1) e o
algoritmo brasileiro (grafico 3), através do teste ANOVA fator unico.

Ao realizarmos a analise comparativa entre o nosso sistema e o sistema
RENAGENO (http://forrest.ime.usp.br:3001/public_analyses), podemos observar no
grafico 4 uma discordancia entre a interpretacdo do perfil mutacional de resisténcia
realizado pelo o LASP-HIV1-ResTool e o sistema RENAGENO. Esta diferenca fica
bastante evidente, principalmente nas faixas intermediarias de resisténcia, para as trés
categorias de antirretrovirais. A pequena diferenca na interpretacdo das mutagbes de
resisténcia encontrada entre o LASP-HIV1-ResTool e o sistema de Stanford
provavelmente ¢é resultado das diferencas observadas na quantidade de perfis
intermediarios de classificagao de resisténcia, consideradas pelos dois sistemas. No
LASP-HIV1-ResTool sao consideradas trés faixas de classificagdo (susceptivel,
intermediaria e resistente), enquanto que em Stanford s&o utilizadas cinco faixas
(susceptivel, baixa resisténcia, resisténcia potencial baixa, resisténcia intermediaria e alta

resisténcia). Contudo ndo podemos detectar na nossa avaliagdo uma substimativa dos
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niveis de resisténcia pela nossa ferramenta. Ou seja, aqueles individuos que
apresentavam baixos niveis de resisténcia aos antirretrovirais permaneceram na faixa
intermediaria de avaliagcdo, confirmando assim a fidelidade na avaliacdo do perfil
mutacional de resisténcia do HIV-1. O mesmo aconteceu com relagéo aos individuos com
elevado risco de resisténcia completa registrada pelo seu perfil mutacional. A grande
maioria das sequéncias permaneceu na faixa intermediaria de sensibilidade e poucas
sequéncias mudaram para a faixa de resisténcia completa.

Por outro lado fica a necessidade de estudos estatisticos mais apurados,
especificamente aplicados para comprovagdo de significancia de diferencas de
pontuagéo/avaliacdo frente a cada droga antirretroviral inter e intra-algoritmo de
interpretacao.

Concluindo, nossos resultados mostram a viabilidade e eficiéncia da ferramenta
LASP-HIV1-ResTool para interpretagao de mutagdes de resisténcias aos antirretrovirais. A
ferramenta LASP-HIV1-ResTool mostrou ter um excelente custo/beneficio, ser de facil
aplicacao e de livre acesso.

Além disso, os resultados descritos no presente trabalho demonstram a
necessidade de uma uniformizacao entre os sistemas de analise de resisténcia do HIV
aos antirretrovirais. Para isso ser possivel torna-se necessaria uma padronizacao
uniforme e integrada dos fundamentos e sistemas de avaliagéo dos diferentes algoritmos

de interpretagao de resisténcia do HIV-1.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho realizamos o desenvolvimento uma ferramenta de bioinformatica capaz de
realizar analise de mutagdes de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais, identificacdo de

sitios pés-translacionais entre outras funcionalidades.

Utilizando programas de livre acesso foi possivel construir uma ferramenta de facil
utilizacéo e baixo custo, capaz de identificar a ocorréncia de mutacdes de resisténcia do
HIV-1 nas sequéncias de nucleotideos e aminoacidos e indicar o potencial de resisténcia

para cada antirretroviral.

Foi possivel desenvolver também um banco de dados local onde estdo armazenadas
sequéncias brasileiras do HIV-1, assim como informagdes a elas relacionadas. Este banco
de dados estara aberto a deposicao de novas sequéncias, tanto brasileiras quanto de

quaisquer outros pais.

A ferramenta de bioinformatica LASP-HIV1-ResTool, mostrou a capacidade de localizar
sitios pos-traducionais de glicosilagao, fosforilagdo e miristilacdo em diferentes genes do

HIV-1 através de diferentes sequéncias genomicas submetidas ao sistema.

A anadlise comparativa da ferramenta LASP-HIV1-ResTool com outros algoritmos de
interpretacéo de resisténcia mostrou estreita correlacdo com os perfis de sensibilidade de
Standford.

Os resultados destas comparagdes inter-ferramentas de avaliagdo de resisténcia do HIV-1
foram satisfatérios, mas demonstraram a necessidade de um aprimoramento e

padronizacdo dos modelos e fundamentos utilizados para este tipo de analise.
A ferramenta de bioinformatica LASP-HIV1-ResTool encontra-se disponivel para o uso

geral e irrestrito de sua funcionalidade, contribuindo assim com o avango das pesquisas

relacionadas a bioinformatica.
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9. ANEXOS

9.1. TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

1 - Cunha DRM, Couto-Fernandez JC, Morgado MG, Oliveira T, Galvao-Castro B
and Alcantara LC. Development Of A Bioinformatics Tool For Analysis Of Hiv-1 Drug
Resistance And Postranslational Sites. VIII SIMPAIDS, 2009.

2 - Cunha DRM, Couto-Fernandez JC, Morgado MG, Oliveira T, Galvdo-Castro B
and Alcantara LC. Development of a bioinformatic tool for analysis of hiv-1 drug
resistance mutations. XVIII International AIDS Conference (AIDS 2010).

9.2. CURSOS RELACIONADOS A BIOINFORMATICA EM HIV/AIDS

1 - Treinamento em Bioinformatica e Analises Genéticas e Evolutivas Virais
LASP/CPqGM/FIOCRUZ - (29 de janeiro a 6 de fevereiro 2004).

2 - Estudos Avancados em Bioinformatica e Analises Evolutivas Virais
LASP/CPqQGM/FIOCRUZ - (de 14 a 19 de junho de 2004).

3 - Segundo Workshop Brasileiro em Evolugéo Viral e Epidemiologia Molecular
LASP/CPqGM/FIOCRUZ - (de 8 a 13 de novembro de 2004).

4 - Treinamento para a Utilizaggo do Database HIV-Base
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LASP/CPqGM/FIOCRUZ - (de 15 a 18 de novembro de 2005).

5 - Capacitacdo em Bioinformatica para pesquisa em HIV-AIDS: gestdo e
exploracao de banco de dados (data management e data mining),(de 5 a 9 de novembro
de 2007).

9.3. PUBLICAGOES CIENTIFICAS RELACIONADAS A BIOINFORMATICA EM
HIV/AIDS

1 - MIRANDA, A.C. ; DE OLIVEIRA, T. ; CUNHA, D.R.M. ; BOMFIM, C. ; GALVAO-
CASTRO, B. ; ALCANTRA, L.C.J. . Mapping the molecular characteristics of Brazilian
human T-cell lymphotropic virus type 1 Env (gp46) and Pol amino acid sequences for

vaccine design. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 102, p. 000/000, 2007.

2 - QUEIROZ, A.T.L. ; MIRANDA, A.C. ; DE OLIVEIRA, T. ; CUNHA, D.R.M. ;
URPIA, C. C. ; CARVALHO, C.M. ; GALVAO-CASTRO, B. ; ALCANTARA, L.C.J. . Re-
mapping the molecular features of the human immunodeficiency virus type 1 and human
T-cell lymphotropic virus type 1 Brazilian sequences using a bioinformatics unit established
in Salvador, Bahia, Brazil, to give support to the viral epidemiology studies. Memdérias do
Instituto Oswaldo Cruz (Online), v. 102, p. 133-139, 2007.

3 - QUEIROZ, A.T.L. ; SANTOS, L.A. ; CUNHA, D.R.M. ; DE OLIVEIRA, T. ;
Watkins, D. ; GALVAO-CASTRO, B. ; ALCANTARA, L.C.J. . Identification and
characterization of previously described epitopes in HIV-1 subtypes B, C, F and BF in

Brazil.. The Brazilian Journal of Infectious Diseases, v. 11, p. 27-30, 2007.

4 - ALCANTARA, L.C.J. ; MIRANDA, A.C. ; QUEIROZ, A.T.L. ; GALVAO-CASTRO,
B. ; CARVALHO, C.M. ; CUNHA, D.R.M. ; DE OLIVEIRA, T. . Bioinformatica. In: Ministério
da Saude. (Org.). Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico em DST/HIV/Aids no Brasil..
Brasilia: , 2005, v. Brasil, p. 263-266.

96



9.4. MOTIVAGAO PARA DESENVOLVIMENTO DA FERRAMENTA LASP-HIV1-ResTool

Avangos em biotecnologia ocorridos nos ultimos anos vém proporcionando a obtengéo de
grandes quantidades de sequéncias genOmicas de diversos organismos. Esses
resultados sdo publicados e armazenados em bancos de dados publicos, e muitas vezes,
por falta de ferramentas e pesquisadores treinados neste tipo de analise, acabam sendo
subutilizados. Com o intuito de minimizar estas deficiéncias, o Dr. Luiz Carlos Alcantara,
pesquisador do Laboratdrio Avangado de Saude Publica do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz na Fundagdao Oswaldo Cruz (LASP/CPgGM/FIOCRUZ), propds um projeto para a
implantagdo de um nucleo de bioinformatica no LASP, aprovado em 2003. Em dezembro
de 2003, fui convidado, pelo Dr. Luiz Carlos Alcantara, a participar da implementagao dos
projetos de pesquisa Implantagao de um Nucleo de Bioinformatica para dar Suporte
ao Monitoramento de agentes Bioldégicos Emergentes, HTLV e HIV (Resistente e
Incidente): Implicagcdes no Controle Antirretroviral e Desenvolvimento de Vacinas e
Desenvolvimento e Manutencdo de um Nucleo de Referéncia em Bioinformatica
para dar Suporte e Treinamento aos Projetos Desenvolvidos pelo PN-DST/AIDS,

Ministério da Saude.

O Nucleo de Bioinformatica foi instalado em janeiro de 2004. Em sua infra-estrutura, o
Nucleo de Bioinformatica conta com um servidor Linux, onde esta hospedado o web site
do LASP (http://lasp.cpggm.fiocruz.br), desenvolvido em conjunto com o Dr. Tulio de
Oliveira (South African National Bioinformatics Institute, University of the Western Cape,
Cape Town, South Africa), pelo Dr. Luiz Carlos Junior Alcantara e pelo Dr. Bernardo
Galvao Castro-Filho. O Nucleo conta também com quinze computadores dispostos em
bancadas e utilizados como estacdes de trabalho e estudos, pelos pesquisadores e
participantes dos cursos e treinamentos sediados no LASP. As estacdes de trabalho
operam com os sistemas Windows e Linux onde estdo instalados os principais programas

utilizados em analises de bioinformatica.

O primeiro evento realizado no Nucleo de Bioinformatica foi o Treinamento em

Bioinformatica e Analises Genéticas e Evolutivas Virais ocorrido entre os dias 29 de
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janeiro e 6 de fevereiro 2004. Este treinamento teve como objetivos: treinar pesquisadores
em andlise genética e evolutiva de patégenos humanos, com énfase no HIV e HTLV;
coordenar e dar suporte a estudos de monitoramento do HIV, polimorfismo viral, infeccao
recente, resisténcia aos antirretrovirais e transmissao materno-fetal; dar suporte a outros
estudos gendmicos do LASP como HCV, Febre Amarela, Dengue, HTLV, HHV8, Sarampo,
Rubéola; estimular o desenvolvimento de conhecimento na area de Bioinformatica;
promover colaboragdo técnica e cientifica com grupos de pesquisas nacionais e
internacionais; elaborar um algoritmo de resgate terapéutico para subsidiar a terapia
antirretroviral a ser estabelecida nos servicos clinicos associados; gerar sequéncias
nucleotidicas do genoma do HIV-1 de interesse estratégico para o desenvolvimento de

vacinas.

O primeiro treinamento deu inicio a uma série de outros eventos nos anos seguintes.
Entre os novos eventos, os principais foram: Estudos Avancados em Bioinformatica e
Analises Evolutivas Virais, entre 14 e 19 de junho de 2004; Segundo Workshop
Brasileiro em Evolugao Viral e Epidemiologia Molecular, entre 8 e 13 de novembro de
2004; Treinamento para a Utilizacdo do Database HIV-Base, entre 15 e 18 de
novembro de 2005; Capacitacdo em Bioinformatica para pesquisa em HIV-AIDS:
gestao e exploragdo de banco de dados (data management e data mining), realizado

entre 5 e 9 de novembro de 2007.

Os cursos e treinamentos no Laboratério de Bioinformatica abriram novas perspectivas
para o desenvolvimento de projetos voltados a bioinformatica. No ano de 2007 iniciamos a
criacdo de pequenos modulos de programagao para interpretacdo de algoritimos para
analise de resisténcia do HIV aos antirretrovirais. Utilizamos para isto sequéncias
disponiveis nos bancos de dados publicos. Dentre as muitas sequéncias de DNA
armazenadas em bancos de dados publicos, estao as do HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana). Cerca de 279.946 sequéncias gendmicas do HIV ja foram identificadas e
catologadas sendo aproximadamente 8.058 provenientes do Brasil

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites).

Partindo do conhecimento e do material descritos acima foi possivel dar inicio ao sistema
que deu origem ao meu projeto de mestrado, iniciado no final do ano de 2007 intitulado:
“Desenvolvimento de uma ferramenta de bioinformatica para analise de resisténcia do

HIV-1 a drogas anti-retrovirais.
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Os treinamentos e cursos realizados no Nucleo de Bioinformatica foram de grande
importancia para a aquisicdo de conhecimento das novas técnicas e métodos de andlises

moleculares e serviram de insumo para a publicagao de diversos trabalhos.
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