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Resumo

Introducdo: Resisténcia aos antirretrovirais pode limitar opg¢des de tratamento,
principalmente em pacientes com acumulo de falhas terapéuticas, o que pode comprometer
resultados clinicos. Objetivos: caracterizar o perfil de mutagdes na transcriptase reversa e
protease do HIV-1 de pacientes em falha ao tratamento. Secundariamente, avaliar associacao
entre mutacdes e nimero de falhas terapéuticas, associacdo entre mutacdes e subtipos do
HIV-1 e apresentar a evolucdo temporal da prevaléncia dos subtipos do HIV-1, no estado do
Para, ao Norte do Brasil. Método: Estudo transversal, no qual se avaliam genotipagens, entre
janeiro de 2004 a dezembro de 2013, com dados obtidos de formulario de solicitacdo do
exame padronizado pela RENAGENO e de impressos dos resultados, ambos arquivados em
quatro servicos de atendimento especializados. Foram incluidos os testes realizados por
laboratério da RENAGENO, em maiores de 18 anos, e o primeiro exame daqueles que o
realizaram em mais de um momento, totalizando 377 amostras. As mutacGes sdo descritas de
acordo com o banco de dados de resisténcia do HIV da Universidade de Stanford

(http://hivdb.stanford.edu), estimam-se suas prevaléncias e avaliam-se mutacGes de resisténcia

de acordo com o numero de falhas no momento da genotipagem, bem como diferencas de
mutacdes entre subtipos B e ndo-B do HIV-1. Resultados: A mutacdo M184V foi a mais
prevalente (80,1%), seguida da K130N (40,6%) e TAM. Em pacientes multiexperimentados
previamente a genotipagem, resisténcia a ZDV, d4T e TDF foi associada as mutacdes M41L,
D67N, V118I, L210W, K219Q e T69D; bem como resisténcia a todos os IP/r associou-se as
mutacdes principais M46l, V82A, L90M, 154V, 184V, M46L e L76V. O subtipo B é o
predominante no Pard (90,7%) e diferencas de prevaléncia de mutacdes entre subtipos
ocorreram entre as mutacGes L63P e A71T versus subtipo B, enquanto as mutacdes L76V,
M361, K20R, L10V, L89M e F53L associaram-se ao subtipo ndo-B. Concluséo: A selecéo de
mutacdes de resisténcia do HIV-1 relacionada aos antirretrovirais é similar ao descrito em
literatura. O acumulo de falhas ao tratamento favorece a emergéncia de mutacbes, 0 que
reforca 0 monitoramento de falha viroldgica, seguida de genotipagem para minimizar o
impacto de resisténcia. Estudos adicionais de epidemiologia molecular sdo necessarios para
avaliar melhor a questdo da prevaléncia de subtipos de HIV-1 no estado e possiveis
associagGes com mutacdes de resisténcia do HIV-1.

PALAVRAS-CHAVE: HIV. Resisténcia as Drogas. Genotipagem. Subtipos. Mutacgdes de
Resisténcia. Resisténcia Genotipica.


http://hivdb.stanford.edu/

Abstract

Introduction: Resistance to antiretroviral treatment can limit treatment options, especially in
patients with accumulation of therapeutic failures, which may compromise clinical outcomes.
Objectives: characterizing the profile of mutations in the protease and reverse transcriptase of
HIV-1 patients in the treatment failure. Secondarily to evaluate the association between
mutations and the number of treatment failures, association between mutations and subtypes
of HIV-1 and present the temporal evolution of the prevalence of subtypes of HIV-1 in the
state of Pard in northern Brazil. Method: cross-sectional study in which genotyping is
evaluated between January, 2004 and December, 2013 with data obtained from the
standardized application form for the examination RENAGENO and printed the results, both
filed in four specialty care services. We included those by laboratory RENAGENO in 18
years and the first examination in those who underwent more than one time, totaling 377
samples. Mutations are described according to the database of HIV resistance at Stanford
University (http://hivdb.stanford.edu), estimated their prevalence and resistance is evaluated
according to the number of failures at the time of genotyping as well as differences between
mutations and subtype B and non-B HIV-1. Results: The M184V mutation was the most
prevalent (80.1%), followed by K130N (40.6%) and TAM. In patients who received at least
three treatments prior to genotyping, resistance to ZDV, d4T and TDF was associated with
mutations M41L, D67N, V118I, L210W, K219Q and T69D; well as resistance to all Pl / r
was associated with the major mutations M461, V82A, L90M, 154V, 184V M46L and L76V.
HIV-1 subtype B was the most prevalent (90.7%) and there were differences between
subtypes B versus mutations: L63P and A71T were more frequent in the subtype B, whereas
mutations L76V, K20R, L10V, L89M and F53L were in non-B subtypes. Conclusion: The
selection of resistance mutations in HIV-1 related to antiretroviral is similar to that described
in the literature. The accumulation of failures to treatment favors the emergence of mutations,
reinforcing the monitoring and evaluation of virologic failure by genotyping to minimize the
impact resistance. Additional molecular epidemiological studies are needed to better assess
the issue of prevalence of subtypes of HIV-1 in the state and possible associations with

resistance mutations in HIV-1.

Keywords: HIV. Drug Resistance. Genotyping. Subtypes. Resistance Mutations. Genotypic

Resistance.
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1 INTRODUCAO

A efetividade do tratamento antirretroviral, apesar de avancos em novos
medicamentos, pode ser limitada pelo desenvolvimento da resisténcia do HIV-1 as drogas. O
monitoramento com carga viral é ferramenta indispensavel na deteccdo precoce de falha
viroldgica em pacientes experimentando tratamento inicial ou subsequente. A falha virologica
aliada ao perfil genético do virus, que é obtido por meio da genotipagem, e a disponibilidade
de drogas de segunda linha permitem estruturar um novo tratamento supressivo em
conformidade com o perfil de sensibilidade sugerido pelo teste de resisténcia.

Muito embora os perfis de resisténcia, especialmente para tratamentos de primeira
linha que combinam ITRN e ITRNN, sejam esperados. Na falta de dados de resisténcia
transmitida, geralmente limitada por recurso econémico em muitos locais, é prudente, ainda,
que, na primeira falha, a troca para esquema subsequente seja subsidiada com teste de
resisténcia, sob pena de mutacbes pré-existentes impactarem em reduzir a sensibilidade aos
antirretrovirais. Em pacientes com multiplas falhas, padrfes de resisténcia sdo mais
complexos e podem limitar ainda mais o tratamento.

A genotipagem também assume papel importante na determinacdo de subtipos de
HIV-1, os quais tém distribuicdo global complexa. Embora o subtipo B seja 0 mais disperso
mundialmente, o subtipo C € o predominante e, ainda que o subtipo B seja o prevalente no
Brasil, ao Norte do Pais, dados sdo escassos. A discussdao é ampla na literatura quanto a

questdo do impacto clinico de tamanha diversidade sem, contudo, um consenso.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Estratégia de Busca e Base de Dados Consolidada

Esta revisdo de literatura considera resisténcia do HIV-1 e subtipos virais, com énfase
na falha terapéutica e selecdo de mutacGes de resisténcia relacionadas aos antirretrovirais. Foi
realizada por meio de pesquisa na base de dados Pubmed, limitada a humanos e aos ultimos
dez anos, utilizando-se as palavras-chave: HIV, drug resistance, genotyping, subtypes,
resistance mutations and genotypic resistance. De acordo com a combinacdo entre HIV e
outra palavra-chave, os artigos foram obtidos. Assim, HIV versus drug resistance resultou em
6424 artigos; HIV versus subtypes, em 1637 artigos; HIV versus resistance mutations, em
1512 artigos; HIV versus genotyping, em 940 artigos e HIV versus genotypic resistance, em
470 artigos.

Estudos observacionais, a maioria coortes, e alguns ensaios clinicos randomizados,
revisdes sistematicas e metanalises subsidiaram esta revisdo. Os desfechos de interesse foram
prevaléncia de mutagdes na transcriptase reversa e protease do HIV-1 na resisténcia adquirida,
o efeito cumulativo de mutagdes de resisténcia relacionadas a frequéncia de falha terapéutica
e diferencas de prevaléncias de mutagdes entre subtipos virais. Defini¢bes de falha viroldgica,
multidroga resisténcia, resisténcia (secundaria, cruzada e transmitida) e barreira genética
foram buscadas.  Pesquisas referenciadas pelos artigos selecionados também foram
acrescentadas.

Artigos recuperados, pelos termos de busca combinados, que nédo tinham relacdo com
0 assunto ndo estavam incluidos no nivel de evidéncia descrito anteriormente e aqueles

duplicados foram excluidos. Ao final, a revisdo foi constituida por 133 artigos.
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2.2 — HIV-1, replicagéo e diversidade genética.

A descoberta do retrovirus HIV (human immune deficiency virus) em 1984, como
causador da epidemia da AIDS (Acquired Immunedeficiency Syndrome), impactou em alta
morbimortalidade até que o tratamento combinado pudesse ser efetivo e mudasse o cenario da
Aids. Atualmente, a morbimortalidade reduziu, entretanto ainda ha transmissdo viral entre
milhdes de pessoas mundialmente, de acordo com dados da Joint United Nations Programme
on HIV/AIDS (UNAIDS) .

O genoma do HIV possui aproximadamente 9,7 Kb e € constituido por genes que
codificam as proteinas estruturais: gag (groupantigen), pol (polymerase), env (envelop) e mais
seis genes: tat, rev (regulatorios) e os acessorios: vif, vpu, vpre nef. HA uma sequéncia
intercalada entre esses genes e, nas extremidades do genoma viral, encontram-se as LTRS
(long terminal repeats), cuja funcéo € auxiliar a integracao viral ao DNA celular. O gene gag
codifica as proteinas do capsideo viral, o env, as do envelope e o0 pol, as enzimas responsaveis
pela replicacdo viral: protease (p10), transcriptase reversa (p66/p51) e integrase (p31), alvos
importantes do tratamento antirretroviral combinado (TARC) 2.

A replicacdo do HIV abrange a entrada do virus na célula, transcricdo reversa do RNA
viral em DNA para integracdo ao genoma celular, transcricdo das proteinas virais e,
finalmente, maturacdo destas. Inicialmente, a ligacdo do HIV a célula é mediada pelo
complexo glicoproteico viral gp120 - gp41, pelo qual, a gp120 une-se ao receptor celular de
linfécitos TCD4+ (LTCDA4+) e induz a uma alteracdo conformacional, o que possibilita sua
ligacdo a um dos correceptores celulares (CCR5 ou CXCRA4). Isso permite modificacdes
estruturais na gp 41 e, entdo, ocorre exposicdo do peptideo de fusdo nela contido,
acontecendo, entdo, a fusdo das membranas viral e celular, estabelecendo-se a entrada do

virus na célula 3.
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Ao penetrar na célula hospedeira por meio da transcriptase reversa (TR), o HIV faz
transcricdo das fitas de RNA viral em DNA e este ¢ transportado até o nucleo celular, onde,
por meio da enzima integrasse (IN), € incorporado formando o genoma pro-viral. Ocorre,
entdo, transcricdo em RNA viral e producéo subsequente de proteinas funcionais e estruturais
do HIV regulada pelas LTRs. Em seguida as proteinas virais sofrem clivagem pela enzima
protease (PR), tornam-se maduras e brotam na superficie celular como virus infectantes °.

As mutacdes no genoma do HIV séo geradas ja na etapa inicial da replicacdo do virus,
em razdo da transcricdo imprecisa da TR. H& um posicionamento incorreto de nucleotideos,
que ocorre a cada 10.000 — 30.000 pares de base durante a formacéo da fita complementar de
DNA. Como o genoma do HIV tem, aproximadamente, 10.000 pares de base, em média, uma
mutac&o ocorre cada vez que este é replicado *°.

A elevada capacidade replicativa do HIV, associada a erros inatos da TR geram,
independentemente do uso de antirretrovirais, elevada variabilidade genética viral. Surgem
variantes virais distintas, mas geneticamente relacionadas, pois sdo oriundas de uma
populacédo viral inicial homogénea ao infectar um individuo, denominadas quasiespécies do
SI\VAS

Outro fator importante na selegcdo de variantes virais diferentes, que pode contribuir
para resisténcia do HIV-1, é a recombinacdo genética, que se da por infec¢do das células por
mais de um virus, representando quasiespécies distantes. A TR, ao acaso, “salta” de uma fita
de RNA para outra, durante a replicacao viral, trocando segmentos de informacéo génica entre
0s genomas virais °.

A terapia antirretroviral, portanto, ndo produz resisténcia, e sim seleciona variantes
virais pré-existentes. Replicacdo viral continua ird proporcionar competitividade entre as
especies, com consequente adaptacdo dos virus mais capacitados. Adaptacdo viral significa

capacidade suficiente para este replicar em tempo habil e garantir a transmisséo de seu
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material genético a geracdes subsequentes, mesmo em presenca de pressao seletiva de um
meio >°

Diante do exposto, epidemiologicamente, o HIV possui grande diversidade genética,
assim, é classificado em HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 tem alto grau de variabilidade genética e é
globalmente difundido em subtipos nos Grupos M (Major), O (Outlier) e N (Nonmajor e
nonoutlier) °*°. Mais recentemente, em Cameronianos, foi descrito um novo grupo reportado
como P .

O Grupo M é o predominante e inclui subtipos nomeados por letras e subsubtipos por
nameros. Assim, abrange subtipos A-D, F-H, J e K; e subsubtipos, como A (A1, A2, A3, Ade
Ab) e F (F1 e F2). Variacbes genéticas dentro dos subtipos ocorrem em 15-20% e, entre 0s
subtipos, em 25-35%. Portanto, a recombinacao viral amplia a diversidade do HIV que ocorre
guando uma pessoa é infectada com subtipos diferentes na mesma célula, gerando circulating
recombinant forms (CRF) e unique recombinant forms (URF). A recombinacéo identificada
em trés ou mais pessoas sem vinculo epidemioldgico, portanto, que se propagam na
populacdo, é chamada CRF e, quando ndo h4 este vinculo, URF *™**.

A distribuicdo global de subtipos de HIV-1 é complexa e dindmica 2. Entretanto o
subtipo B é o mais disperso mundialmente e prevalece nas Américas, na Europa Ocidental, no
Japdo e na Australia. Mas, o subtipo C é o predominante no mundo, principalmente na Africa
Subsaariana e na india, com tendéncia de propagacdo mundial *°.

No periodo entre 2000 — 2011, em 51 paises da Africa, 85% de novos infectados
foram reportados por serem subtipos ndo-B (A, C, CRF02_AG eD) ™. Nos Estados Unidos, a
prevaléncia de ndo-B com alta variabilidade genética aumentou de 0, em 2004, para 4,12%,

em 2011 '3, Na regido sul da Austrélia, entre 2000 — 2010, a prevaléncia de subtipos n&o-B

aumentou, embora sem significancia estatistica (p 0.3), com 74% das aquisicBes no exterior™*.
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No Reino Unido, CRF aumentou, semelhantemente, em diferentes grupos demograficos,
guanto a etnia e exposicdo sexual *°.

A associacdo de subtipos de HIV com aspectos demograficos é sugerida por Abecasis
et al., 2013%, em paises da Europa, destacando a imigracdo como fator primordial para
diferentes subtipos virais ndo-B.

Dados utilizados para definir mutagcdes associadas a resisténcia (RAM) tém sido
gerados normalmente para subtipo B, muito embora subtipos ndo-B sejam dominantes e
estejam aumentando em paises nos quais o subtipo B prevalece. E discutido o impacto das
RAM, relacionado a diversidade genética do HIV-1, mas dados de estudos clinicos nédo séo
bem compreendidos para subtipos ndo-B, geralmente, limitados por pequenas amostras e de
grande diversidade, o que justifica analises de diferencas entre B e ndo-B, em vez de subtipos
ndo-B individualizados ***"*°,

A magnitude de resisténcia observada entre subtipos diferentes de HIV, avaliada por
meio de cultura de tecido, sob presséo seletiva dos antirretrovirais (ARV), mostra algumas
particularidades inerentes ao tipo de mutagdo e 0 momento de sua emergéncia. Assim, para 0S
inibidores de transcriptase reversa nucleosideos (ITRN), a emergéncia da K65R € mais rapida
no subtipo C em relacdo ao B. Quanto aos inibidores de transcriptase reversa nao
nucleosideos (ITRNN), a aquisicdo da V106M pelo subtipo C, comparada a V106A pelo B
confere ampla resisténcia cruzada dentro da classe. E é sugerido que polimorfismos na
protease em ndo-B podem ser selecionados como mutagdes de resisténcia secundaria aos
inibidores de protease (IP) ou ainda vir a hipersensibilizar alguns ARV, como a 193L no
subtipo C, em relaco ao lopinavir/ritonavir %%,

De acordo com Kantor et al. 2005 °, mutacdes de resisténcia na PR e TR em subtipo

B sdo tambem selecionadas entre os ndo-B. Mais recentemente, respostas ao tratamento em

subtipos diferentes mostram também ser similares ?*. De acordo com Lessllset al., 2012 %,
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ndo ha evidéncias convincentes que subtipos devam ser considerados para escolha do
tratamento inicial ou de segunda linha. Para Touloumi et al., 2013 %, taxas de resposta
virologica e ganhos em LTCD4+ sdo similares entre pacientes com subtipo B e ndo-B em
TARC, mas o poder estatistico limitou este resultado pela raridade de subtipos ndo-B na
amostra estudada.

Em relacdo a evolucdo de doenca, 0 impacto em maior progressao para morte foi
observado na Africa, para o subtipo D °. Semelhante resultado foi encontrado também em
revisdo sistematica por Pant Pai et al., 2012 ?* na qual, o subtipo C e algumas CRF
impactaram em morte em pacientes virgens de tratamento. Na Inglaterra, o subtipo D foi
associado a um declineo maior de LTCD4+ e & falha virolégica %.

E importante a identificacdo do subtipo viral do HIV-1 em estagio inicial da infeccéo,
de acordo com Pant Pai et al., 2012 . Isso reforca a discussédo do amplo diagndstico da
infeccdo pelo HIV, com reconhecimento de subtipos virais e acesso ao tratamento, sobretudo
em locais de maior prevaléncia de subtipos néo-B.

26-29

De acordo com estudos brasileiros em pacientes virgens de tratamento ou sob o

uso de TARC ¥ o subtipo B é o predominante, seguindo-se dos subtipos C, F e da

recombinagio B/F *733%,

Esporadicamente, na Regido Norte do Pais, em recém-
diagnosticados, tém sido descritos os subtipos C e F, o que denota tendéncia de propagacéo
para esta regi&o ¢,

Entretanto Salemi et al., em 2005 *, alertaram que, sobretudo na Regi&o Sul do Pais, 0
subtipo C teria uma expansdo em torno de duas vezes maior que na Africa do Sul. Isso é
evidenciado com dados recentes de Graf e Pinto 2013 *°, que descrevem mais de 50% do
subtipo C do Pais concentrado na Regido Sul brasileira. Estudos adicionais serdo necessarios

para avaliar o impacto de tamanha expansdo e sua propagacdo ao restante do Pais, como ja

observado nas demais regides.
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2.3 — Tratamento Antirretroviral

O tratamento antirretroviral objetiva inibir a replicacdo viral, retardar a progressao
para imunodeficiéncia e restaurar tanto quanto possivel a imunidade, melhorando a qualidade
e 0 tempo de vida de pessoas vivendo com HIV-AIDS (PVHA). Apenas uma minoria de
pacientes chamados controladores de elite, espontaneamente, mantém viremia baixa e alta
contagem de LTCD4+ na auséncia de tratamento **.

A zidovudina (ZDV) foi o primeiro ARV aprovado pelo Food and Drug
Admnistration (FDA) e disponivel para uso clinico em 1987. Entretanto o primeiro grande
impacto com o tratamento ocorreu em 1996, quando este combinou trés ARV de duas a trés
classes diferentes, a chamada Highly active antirretroviral therapy (HAART), o que
proporcionou regimes com supressao viral duradoura **2.

Mas a resisténcia dentro das trés classes iniciais de tratamento ITRN, ITRNN e IP,
entendida como multidroga resisténcia (MDR), surge ja na primeira década de HAART **, e o
classico tratamento precisa ser ampliado, o que ocorre a partir de 2003. Assim, nesse ano, 0
inibidor de fusdo enfuvirtida é licenciado para uso clinico e, em um curto espaco de tempo,
entre 2005 — 2008, tipranavir, darunavir, maraviroque, raltegravir e etravirina. Este
acontecimento caracterizou o segundo momento de grande impacto no tratamento: supressao
viral mesmo em pacientes multiexperimentados e com perfil de resisténcia as classes
terapéuticas iniciais “** A tabela 1 mostra os ARV disponibilizados para uso clinico
conforme licenciamento pelo FDA (www.fda.gov).

Na busca de comodidade posoldgica, o que favorece a adesdo, surgem também
formulaces combinadas para o tratamento do HIV. Encontram-se disponiveis associa¢fes de
dois ITRN, entre dois ITRN e um ITRNN (FTC, TDF e rilpivirina) e, mais recentemente, em

2012, a dose fixa combinada inibidor da integrase elvitegravir mais o inibidor do citocromo


http://www.fda.gov/
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P450 3A4 cobicistat, e os ITRN FTC e TDF *. Embora haja vantagem de comodidade

posologica para adesdo, o custo limita a utilizacdo dessas associacoes.

Tabela 1 — Antirretrovirais discriminados por classe terapéuticas e seu licenciamento pelo
FDA — EUA.

Classe ARV Sigla Data de aprovacéo
Terapéutica pelo FDA
AZT ou

ITRN Azidotimidina ou zidovudina DV 19 marco, 1987
ITRN Didanosina DDI 9 outubro, 1991
ITRN Estavudina d4T 24 junho, 1994
ITRN Lamivudina 3TC 17 novembro, 1995
IP Mesilato de Saquinavir SQvV 6 dezembro, 1995
IP Ritonavir RTV 1 margo, 1996
IP Indinavir IDV 13 margo, 1996
ITRNN Nevirapina NVP 21 junho, 1996
IP Nelfinavir NFV 14 margo, 1997
ITRNN Delavirdina DLV 4 abril, 1997
IP Saquinavir SQvV 7 novembro, 1997
ITRNN Efavirenz EFV 17 setembro, 1998
ITRN Abacavir ABC 17 dezembro, 1998
IP Amprenavir APV 15 abril, 1999
IP Lopinavir/ritonavir LPV/r 15 setembro, 2000
ITRN Didanosina revestimento entérico  DDI EC 31 outubro, 2000
ITRN Tenofovir TDF 26 outubro, 2001
Inibidor de fuséo Enfuvirtida T-20 13 marco, 2003
IP Atazanavir ATV 20 junho, 2003
ITRN Emtricitabina FTC 2 julho, 2003
IP Fosamprenavir FOS-APV 20 outubro, 2003
IP Tipranavir TPV 22 junho, 2005
IP Darunavir DRV 23 junho, 2006
Antagonista do Maraviroc MVC 6 agosto, 2007
co-receptor CCR5
INSTI Raltegravir RAL 12 outubro, 2007
ITRNN Etravirina ETR 18 janeiro, 2008
ITRNN Rilpivirina RPV 20 maio, 2011
INSTI Dolutegravir DTG 12 agosto, 2013

FDA, FoodandDrugAdministration; ITRN, inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos;
ITRNN, inibidores da transcriptase reversa ndo-analogos de
nucleosideos; IP, inibidores da protease; INSTI, inibidores da integrasse.

Entretanto, apesar de avancos terapéuticos, ainda ndo é possivel erradicar o HIV, pois
pool de LTCD4+ de meméria funciona como reservatérios latentes de virus *. Felizmente,

como jéa referido, elevada taxa de supressdo viral, na atualidade, pode ser alcancada mesmo
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em pacientes experimentados a tratamentos na era pre-HAART ou estruturados com IP de
primeira geracdo, sem o reforco de RTV, que, portanto, foram mais predispostos a resisténcia
viral 4%,

Apesar de discussdo pertinente a sustentabilidade de testagem e tratamento universal
para PVHA por Wagner B.G. e Blower S. 2012 8 presentemente, estabeleceu-se, em
unanimidade, o tratamento universal como prevencdo da infeccdo pelo HIV. Mas um efeito
em cascata deve ser construido para alcance desta meta: ampliar o diagnostico, garantir
vinculo das PVHA a um servico de salde e estimular o tratamento *°. Isso demanda custo
financeiro, o que abrange também programas de adesdo, estes indispensaveis em contribuir
para a supressao viral duradoura e, assim, minimizar morbimortalidade, transmissibilidade e
desenvolvimento de resisténcia *°.

De acordo com Montaner 2013 !, tratar precocemente a infecgdo pelo HIV impacta
em melhor recuperacdo de LTCDA4+, aumento significativo da supressao viral, reducdo de
transmissibilidade e ndo ha risco de resisténcia relevante. Os estudos observacionais
pertinentes ao tratamento precoce da infeccdo viral ganharam maior evidéncia com o0s
resultados do grande ensaio clinico randomizado HIV PreventionTrial Network 052 (ECR
HPTNO52), que motivou grandemente o tratamento subsequente ao diagndstico °2>*,

A avaliagéo interina do ECR HPTNO052 mostrou uma redugéo em 96% de transmissao
sexual do HIV entre heterossexuais sorodiscordantes (RR 0,04; IC 95% 0,01-0,27, com p
<0,001) e em fase 3, reducdo de morbimortalidade incluindo ndo relacionada a Aids (RR
0,59; IC 95% 0,4-0,88), quando o tratamento foi iniciado com LTCD4+ entre 350 e 550
células em relacdo aqueles cujo tratamento foi postergado para um LTCDA4+ inferior a 250
células/mm?°%**,

O Brasil € destaque mundial no cenario de assisténcia terapéutica aos pacientes

infectados pelo HIV. Até dezembro de 2012, cerca de 313.000 PVHA receberam TARC e,
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destes, 76% estavam com CV <50 copias de HIV RNA/ml *, o que alcanca um dos
indicadores de alerta precoce de resisténcia ao HIV norteados pela Organizacdo Mundial de
Sadde (OMS) *°. E consensual no Pais a politica do uso racional e sequencial de terapias
alternativas na falha terapéutica. O Ministério da Saude disponibiliza exames de genotipagem
para subsidiar troca do tratamento diante da falha, definida por critérios da Rede Nacional de
Genotipagem (RENAGENO), e também pré-tratamento para gravidas infectadas pelo HIV e
para aqueles que s&o parceiros de PVHA em uso de TARC **.

Pelo presente protocolo brasileiro *°, & semelhanca de diretrizes internacionais >,
deve-se estimular o inicio da TARC independentemente do estado imunolégico do paciente.
Com base na eficacia, na tolerancia e no perfil de toxicidade dos ARV, o regime inicial de
tratamento associa dois ITRN a um ITRNN ou um IP/r *°, podendo ser, ainda, um inibidor da
integrase ou até, raramente, um antagonista do CCR5 *°.

Normalmente, os ITRN recomendados sdo o0 TDF mais 3TC ou FTC e 0 ITRNN EFV,
preferencialmente em formulagBes combinadas, o que torna possivel uma dose fixa diéria, a
exemplo de FTC, TDF e EFV disponivel nas comunidades europeia e norte-americana >*®.
Esquemas estruturados com IP/r séo alternativos aos com ITRNN, sugerindo-se ATV/r ou

%657 o Européia *®.Contudo, pelo Protocolo Brasileiro,

DRV/r por diretrizes norte-americanas
LPV/r é o IP/r preferido, justificado por ser o Unico IP coformulado com RTV e com mais
estudos enfatizando a duragdo da supresséo viral prolongada >°.

No Brasil, de acordo com o Departamento de DST-AIDS e Hepatites Virais,
encontram-se disponiveis para uso clinico: 1- ITRN: ABC, DDI, 3TC, ZDV ou AZT, a
formulacdo combinada AZT+3TC e um anélogo ao nucleotideo, 0 TDF. 2- ITRNN: EFV,
NVP e ETR. 3- IP: ATV, APV, DRV, FOS-APV, IDV, LPV/r, RTV, SQV e TPV. 4- O
inibidor da integrase raltegravir. 5- O inibidor de fusdo ENF ou T-20 e 6- O inibidor de CCR5

MVC %°,
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Os antirretrovirais ETR, RAL, DRV/r, TPV/r, MVC e T-20, pela politica brasileira,
sdo medicamentos de uso restrito para pacientes em falha terapéutica aos ITRN, ITRNN e IP.
Esta falha devera ser comprovada com o exame de genotipagem da transcriptase reversa e
protease do HIV demonstrando mutacGes de resisténcia dentro das trés classes. As mutagdes
devem impossibilitar um novo regime com pelo menos dois ou trés ARV com plena atividade
55.

A enfuvirtida, droga que impactou em aumento na sobrevida de pacientes MDR *,
ultimamente, é reservada para aqueles sem outras op¢des que permitam estruturar um regime
de resgate *°. E adequado também enfatizar que o beneficio clinico do maraviroque ocorre em
virus com tropismo para o correceptor CCRb5, portanto, € necessario teste comprobatério deste
tropismo “2. A partir da disponibilizagdo de ARV que atuam em novos alvos de replicacdo
viral, a RENAGENO ampliou a genotipagem da TR e PR do HIV para os novos alvos, o que
inclui a glicoproteina 41 do HIV-1, que avalia mutacdes relacionadas ao T-20, e o teste de
tropismo, para identificar os pacientes com HIV CCR5 trépicos .

Embora a duracdo da efetividade tratamentos com NVP na Europa tenha sido sugerida
ser semelhante & dos constituidos por EFV ou LPV/r %, o risco de perda da atividade de
regimes terapéuticos com ITRNN comparados a estruturados com IP/r foi estimado em 13,3
IC 95% (4,1 — 42,8, p <0,001), de acordo com Scherrer, 2012 ®', e metanélise recente,
realizada por Pilay P 2013 ®, conclui que EFV, na primeira linha de tratamento, é
significativamente menos propenso a falha virologica que NVP, o que da base para o EFV ser

preferivel a utilizacdo de NVP em tratamentos iniciais.

2.4 — Falha Terapéutica

O TARC reduz CV a limites inferiores de detec¢do dos testes mais sensiveis, freando a

progressao de doenca e mortalidade relacionada ou ndo a Aids 6384 Mas supressdo viral pode
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ndo ocorrer e diretrizes de tratamento sdo implementadas mundialmente no monitoramento da
falha terapéutica, em conformidade com politicas de satde global, nacional, regional e local
%8 Entre essas diretrizes, a quantificacdo viral é ferramenta indispensavel no
reconhecimento da falha .

Falha ao tratamento pode ser percebida clinicamente pela progressdo de doencga, ser
imunoldgica pelo declinio ou ndo recuperacdo de LTCD4+ ou ainda ser viroldgica, quando a
supressdo viral ndo ocorre ou ha recuperacdo viral plasmatica apds supressdo °°.

Critérios clinico ou imunoldgico tém baixa sensibilidade para sugerir falha virologica
6788 o que pode retardar condutas clinicas mediante falha, ou favorecer trocas de tratamento
desnecessarias. Entretanto, independente do critério utilizado, se correto, poderd minimizar a
mortalidade. Isso é sugerido por coortes realizadas na Regido Subsaariana da Africa, cuja
prevaléncia de mortalidade foi alta, cerca de 11,7%, naqueles que, a despeito de falha
imunoldgica e viroldgica, o tratamento inicial foi mantido, contrastando com 4,2% de mortes
quando houve falha e 0 TARC foi substituido ®.

De acordo com Gallant J. E. 2007 ®, considera-se falha virolégica quando em 24
semanas de tratamento, a mensuracdo plasmatica de HIV for superior a 400 cépias/ml ou se
na 482 semana de tratamento, a CV estiver detectavel acima de 50 copias/ml. Bogoch 1. e
Walmsley S. 2009 " concordam com esta definicdo, mas acrescentam neste conceito a
recuperacdo virologica, apds confirmacgdo de niveis de HIV-RNA superiores a 50 copias/ml.
E, de acordo com Sarmento-Castro R. et al. 2011 ™, falha viroldgica é determinada com
niveis de HIV-RNA superiores a 50 cépias/ml ja ap6s a 242 semana de tratamento.

A ndo supressdo do HIV pode ser atribuida a baixa poténcia do TARC, ao HIV na

presenca de resisténcia transmitida e a inimeros fatores relacionados ao paciente, que

interferem diretamente na adesdo .
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Cada esquema ARV deve combinar poténcia, eficacia e boa tolerancia. O uso de
tratamentos subdtimos, na década de 90 e no inicio da década de 2000, foram fatores
importantes que explicaram grande parte da falha terapéutica "> "°. Além disso, baixa barreira
genética das drogas utilizadas é um fator que predispde a insucesso ao tratamento. Assim, 0s
regimes estruturados com ITRNN em relacdo aos IP/r, embora tenham poténcia similar, séo
mais propensos a falha, pela menor barreira genética 2.

Detectar falha virolégica mais cedo durante o tratamento impacta em menor
resisténcia viral e maior possibilidade de reestruturar um novo tratamento, como sugere a
metanalise realizada por Gupta R. K. et al. 2009 “®. Neste estudo, os tratamentos tiveram por
base os ITRNN e a resisténcia foi significativamente maior na falha viroldgica em
infrequentemente monitorados, com quantificacdo viral 88,3%, versus frequentemente
monitorados, 61%.

E igualmente importante rastrear resisténcia transmitida em inicio de tratamento,
diante do risco de falha por mutagdes pré-existentes. Estudo de multiplas coortes na Europa,
em regime inicial de tratamento, mostrou, aos 12 meses de tratamento, falha viroldgica
significativa a favor do grupo identificado com resisténcia transmitida, no qual nenhuma das
drogas utilizadas apresentava atividade antirretroviral. Estimou-se um hazard ratio de
diferenca em falha viroldgica de 3,13 (IC 95% 2,33 — 4,20, p <0,0001) entre pacientes com
resisténcia transmitida mais resisténcia a pelo menos uma droga e aqueles sem resisténcia
transmitida, o que reforca o beneficio que a genotipagem possa ter previamente ao
tratamento’’.

Estudos provenientes da Regido Subsaariana da Africa, Asia e América Latina foram
compilados em uma metanalise por Gupta et al., 2012 "®. Apenas na América Latina, ndo
houve modificacdo na prevaléncia de resisténcia transmitida ao longo de 8 anos de

implantagdo da TARC. Na Africa, significante aumento de resisténcia ocorreu, chegando em
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torno de 30% ao ano para ITRNN. Mais de 50% dos pacientes infectados pelo HIV, contendo
RAM para ITRNN, ja traziam consigo a mutacdo K103N, o que impacta negativamente na
utilizacdo de ARV desta classe. 1sso é preocupante, é causa de falha, além de demandar custos
com a utilizagdo de IP e drogas de outras classes, sobretudo em paises com baixa renda .

Inimeros fatores interferem na adesdo ao tratamento. O impacto de eventos adversos
(EA) dos antirretrovirais, especificos ou ndo, aumenta o risco em ndo supressao viral.
Entretanto nem todos os EA levam a ndo adesdo e a relevancia de cada um deve ser
identificada de modo a permitir intervencdo apropriada em favor da adeséo .

Multiplas doses de medicamentos podem comprometer resposta a um tratamento. E,
em se tratando de infeccdo pelo HIV, doenca de evolugdo crbnica, o avancar da idade
predispe comorbidades e necessidade de tratamentos adicionais como 0 uso de
hipolipemiantes ®. Entdo, os antirretrovirais coformulados surgem com a expectativa de
minimizar a ndo adesdo 2. Mas estes podem ser inviaveis para uso clinico de alguns, em face
de custos e contraindicacdes, como acontece com o TDF, que, a despeito de suas varias
coformulacdes, é contraindicado na insuficiéncia renal &,

Um escore de risco de falha foi desenvolvido por Robbins G.K. et al. 2010 #, por
meio das varidveis aderéncia subétima, LTCD4+ inferior a 100 células, uso de drogas ou
alcool, utilizacdo de varios ARV, perda de seguimento em consultas e falha virologica prévia.
O risco foi estimado em baixo (inferior a 5%), médio (risco entre 5 — 15%) e alto (risco maior
que 15%) se até uma variavel, duas a trés, e quatro ou mais, respectivamente, foram
encontradas.

Mas estimar risco de falha é dificil. As variaveis utilizadas, bem como a mensuragéo
delas devem ser adequadas a peculiaridades das amostras ou populacfes estudadas para que o

score possa impactar em alguma significancia clinica e em medidas de saude publica. Diante
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disso, coortes tentam estimar falha virologica, bem como explicar ou predizer os fatores
relacionados a ela, de acordo com as particularidades de cada amostra analisada 3¢

A prevaléncia de falha aos ITRN, ITRNN e IP é estimada de 2,1% a 16%, de acordo
com Francesca Cossarini et al., 2013 . Desse modo, na possibilidade de resisténcia as trés
classes, o que leva a multidroga resisténcia, ampliar genotipagem para a integrase e para a
glicoproteina 41 é recomendado, além de se instituir o tropismo viral do HIV, por meio do
teste de tropismo. Os resultados desta conduta podem ampliar a possibilidade de combinacéo

de ARV plenamente ativo 5"%,

2.5 — Resisténcia do HIV-1

A resisténcia do HIV-1 ao tratamento pode ser celular ou viral. A primeira ocorre
guando ha interferéncia na penetracdo ou ativacdo da droga no meio celular e a seguinte pode
ser compreendida como resisténcia primaria ou transmitida e ainda resisténcia secundaria ou
adquirida ao uso dos ARV *,

Os pacientes infectados pelo HIV portando mutacdes de resisténcia provenientes de
um individuo ja exposto aos ARV possuem resisténcia transmitida “>"2. Essas mutacdes
podem persistir em cronicamente infectados %, a despeito de relatos de declinio em anos mais
recentes . J&4 as mutacBes de resisténcia secundaria surgem em decorréncia da pressdo
seletiva dos ARV "® e podem ndo ser detectadas na auséncia dos antirretrovirais pela
reemergéncia da populagéo viral selvagem &.

A genotipagem é o teste de resisténcia normalmente disponivel na prética clinica. Por
meio dele sdo detectadas substituicOes, insercdes ou dele¢cdes de aminoacidos na sequéncia de
nucleotideos do genoma do HIV, o que caracteriza as mutagdes. Outro teste, a fenotipagem
mensura a reducdo da atividade in vitro do ARV analisado. A quantidade de droga necessaria

para inibir a replicacdo do HIV ¢ avaliada em fold change, o que significa dizer variacdo da
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concentracdo do ARV, capaz de impactar na replicacdo viral comparada ao que seria
necessario para inibir o virus selvagem ®.

Vigilancia da resisténcia do HIV-1 é recomendada pela OMS em pacientes com
infeccdo recente e naqueles em tratamento, objetivando intervencdes para garantir reducao de
transmissibilidade e sucesso terapéutico. A prevaléncia de resisténcia transmitida pode ser
estimada em populacéo recentemente infectada como baixa, se inferior a 5%; moderada, se
entre 5 e 15%; e elevada, quando acima de 15% % e naqueles em tratamento, a mesma pode

ser monitorada por meio de indicadores de alarme precoce de resisténcia do HIV as drogas °.

2.5.1 — Resisténcia Primaria ou Transmitida

O impacto de resisténcia transmitida em pacientes de paises desenvolvidos comparado
aqueles de paises de baixo ou médio recurso econdmico é menor, pois 0 acesso a genotipagem
prévia ao tratamento, em paises desenvolvidos, possibilita estruturar tratamentos em
conformidade com a sensibilidade encontrada pelo teste de resisténcia °*.

Contrariamente, em paises de escasso recurso econdmico como 0s da Regido
Subsaariana da Africa, CV e genotipagem sdo pouco disponibilizados. Isso contribui para um
limitado conhecimento da falha terapéutica, das mutacdes de resisténcia e do aumento de
resisténcia transmitida, esta, reconhecidamente, crescente para ITRNN nesses paises *.
Somando-se a isso, é previsto que a mortalidade seja significativa se tratamentos alternativos
ndo forem disponibilizados amplamente para essas regides .

Com o prop6sito de comparar taxas de resisténcia transmitida em periodos distintos e
em regides diferentes e, assim, intensificar medidas preventivas na propagacdo das mutacoes

de resisténcia, a OMS instituiu um programa global de vigilancia de resisténcia genotipica do

HIV-1. Esta vigilancia toma por base uma lista de mutacbes na PR e TR que causam
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resisténcia do HIV-1 as drogas, ndo ocorrem sob pressdo seletiva dos ARV e sdo comuns aos
subtipos de HIV 9%,

Porém estimar a prevaléncia de RAM ¢ dificil, sobretudo em paises em condicéo
socioeconémica desfavoravel, nos quais a ampliacio do TARC ndo foi acompanhada de
infraestrutura laboratorial para monitorar falha e identificar padrées mutacionais . Nestes,
geralmente, apenas o parametro clinico e ou imunologico subsidia a troca de tratamento, ndo
permitindo detectar mutacées de resisténcia e, portanto, avaliar sua prevaléncia *.

Alguns autores sugerem que a genotipagem prévia ao tratamento pode ser custo
efetivo em locais cuja prevaléncia de resisténcia transmitida é alta, considerando a associacao

% Mas o impacto econdmico de resisténcia transmitida,

de resisténcia e ndo supressao
sobretudo para ITRNN, utilizada frequentemente como primeira linha de tratamento, é
discutido sem, contudo, uma compreensdo de suas consequéncias econdmicas %,

Estudos mostram haver estabilizacdo ou declinio de taxas de resisténcia transmitida
para os paises da Europa, 8,4% entre 2002 — 2005 *, em Nova York, 11% entre 2006 — 2010,
% e na Asia, em paises mais desenvolvidos, como o Taiwan e Hong Kong, porém com
aumento no Japéo '°,

Entretanto, de acordo com Castro et al., 2013 %, persisténcia de mutacées de
resisténcia transmitida enfatizando ITRN representadas pelas TAM M41L, D67N, L210W e

K219Q/N prevaleceu sobre mutacGes relacionadas a ITRNN e IP, o que pode impactar no

pilar do tratamento antirretroviral que s&o os ITRN.

2.5.2 — Resisténcia Secundéaria ou Adquirida

A quantidade ou a facilidade com que as mutacGes emergem e determinam resisténcia

aos ARV significam barreira genética ®*%. Esta é elevada quanto maior a necessidade do HIV
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em acumular mutacgdes para se tornar resistente a um determinado ARV, o que significa maior
poténcia da droga *, tal como é observado em relagdo a alguns ARV mais recentemente
incorporados para o uso clinico **.

O HIV tem habilidade para se adaptar a0 meio em que se encontra e, assim, ter
capacidade de replicar: do inglés fitness, o que € mensurado indiretamente na pratica clinica
pela CV plasmatica. As mutacdes de resisténcia geralmente determinam um impacto negativo
nesta replicacdo, contudo temporariamente, pois mutacbes compensatorias ou acessorias,
como observado na TR, PR e IN, podem surgir e recuperar o fitness do virus 4.

Padrdes de resisténcia detectavel na primeira falha combinando ITRN e ITRNN séo
previsiveis e tém um baixo risco de comprometer uma segunda linha de tratamento, se
identificada a falha até 12 meses do inicio do tratamento %%,

Uma proporcdo de 76 a 90% de PVHA em tratamento de primeira linha com ITRNN
alcanca supressdo viral aos 12 meses de TARC. Em ndo suprimidos, em igual periodo, cerca
de 60 a 72% sdo identificados com resisténcia, o que contribui para que aproximadamente
22% daqueles que recebem o tratamento de segunda linha n&o alcancem supresséo viral aos 6
meses %,

Em geral, os tratamentos com base em ITRNN ou com IP sem incremento do RTV em
relacdo aqueles estruturados com IP e reforcados com ritonavir, designados por “/r”, sdo mais
susceptiveis a resisténcia ™.

Ravindra Gupta et al., 2008 %°, compararam ECR de regimes terapéuticos de primeira
linha compostos por ITRNN e IP/r e observaram que, embora n&o tenha ocorrido diferenca
em risco de falha virologica entre os grupos de tratamento, a mutacdo M184V em
experimentados a ITRNN foi significativamente prevalente em relacdo ao grupo IP/r.
Resultados semelhantes foram descritos em metanalise mais recente em 2013, realizada por

Hill et al., 2013 *°. Nesta, significante prevaléncia de K65R e M184V/I foi achada naqueles
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tratados com ITRNN em relacdo aos tratados com IP/r, o que corrobora a maior barreira
genética para IP/r.

O acumulo de mutacdes restaura progressivamente a capacidade de replicacao viral e,
na auséncia de tratamento supressivo, pode haver impacto clinico negativo, como aconteceu
ao fim da primeira década de HAART, em relagdo & morbimortalidade ">"

Diferentes estratégias foram utilizadas no manuseio a resisténcia a multidroga
resisténcia. Desta forma, a utilizacdo de regimes incluindo dois IP, a interrupcao estruturada
de tratamento e até tratamentos conhecidos como mega-HAART foram utilizados até que
ECR (TORO, RESIST, POWER, DUET, BENCHMRK e MOTIVATE) subsidiados com
testes de resisténcia puderam comprovar a eficacia de novos ARV na supresséo viral 2.

Mais recentemente, um grande estudo avaliou a tendéncia de resultados clinicos e
virologicos em pacientes com falha virologica e resisténcia as trés classes iniciais ao
tratamento do HIV na ultima década. O PLATO Il mostrou que houve um aumento na
proporcao de resposta viroldgica de 19,5% em 2000, para 57,9% em 2009 (p < 0,0001), além
de diminuicdo em taxas de incidéncia de Aids e mortalidade, embora para mortalidade néo
tenha sido significativa %".

Observam-se, com a introducdo de novos antirretrovirais nas classes antigas, ARV
combinados e novas classes de tratamento, possibilidades adicionais de supressdo para
pacientes extensamente experimentados, que alcancam taxas de supressdo viral semelhantes
em pacientes iniciando tratamento %%,

Tendéncia para o declinio de mutacdes de resisténcia do HIV-1 foi registrada nos
Estados Unidos, entre 2003 — 2010 ®. E estudos mostram uma tendéncia de reducdo

significativa da prevaléncia de MDR em paises desenvolvidos, como observado em Portugal,

entre 2001 — 2012 *°, e em outros paises da Europa, como Suécia e Franga “°.
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2.5.3- Mutacdes de resisténcia do HIV-1

As mutacdes que ocorrem no genoma viral selvagem originam cepas virais capazes de
se replicarem na presenca dos antirretrovirais *'*. Normalmente, os testes de genotipagem
reproduzem uma sequéncia completa de 297 nucleotideos ou 99 aminoéacidos na PR e 40 a
240 posic¢des de aminoacidos na TR . A ultima contém a maioria das mutagdes relacionadas a

ITRN e ITRNN *,

2.5.3.1 — Resisténcia aos ITRN

Os ITRN séo estruturalmente parecidos com os nucleosideos verdadeiros: DDI e TDF
assemelham-se a adenosina; ABC, a guanosina; 3TC e FTC, a citosina; e ZDV mais D4T, a
timidina. Por conseguinte, as drogas atuam competitivamente com esses nucleosideos e
interrompem a formacgdo do DNA proé-viral, processo conhecido como terminacéo da cadeia
de DNA *,

Um dos mecanismos que explicam a resisténcia aos ITRN ocorre quando a TR
diferencia o ITRN do nucleosideo verdadeiro e faz a incorporacdo do nucleosideo verdadeiro
em vez do ARV, o que mantém a sintese do DNA viral 2. As mutacdes M184V, Q151M,
L74V e K65R emergem por este mecanismo ****2,

Pirofosforolise via adenosina trifosfato ou excisdo nucleotidica é outro mecanismo de
resisténcia aos ITRN 2. A TR tem a habilidade em remover o ITRN j4 fixado ao final da
cadeia e permitir que a sintese da cadeia de DNA viral seja retomada. As muta¢Ges dos
analogos da timidina (TAM) M41L, D67N, K70R, T215F/Y, K219Q/E, por grande afinidade

as pirofosfatases celulares, levam a pirofosforolise dos anédlogos de nucleosideos e

consequente desprendimento das drogas da cadeia de DNA 1.
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A pressao seletiva de diferentes drogas da classe seleciona mutacdes especificas.
Desse modo, a M184V emerge do uso do 3TC e FTC, a L74V pelo DDI, a K65R pelo TDF e
as TAM pelos analogos da timidina ZDV e D4T. Entretanto resisténcia cruzada, que ocorre
qguando ha diminuicdo de susceptibilidade a algum ARV da mesma classe, sem ainda ter sido
utilizado, € comum aos ITRN. Dessa maneira, as TAM estendem resisténcia ao TDF, ABC e
DDI “*%. Por outro lado, mutagdo pode ainda ser benéfica, assim M184V atenua o impacto de
resisténcia in vitro ao AZT, D4T e TDF *.

A emergéncia das TAM pode seguir vias mutacionais distintas: via mutacional TAM 1
(M41L, L210W e T215Y) e via TAM 2 (D67N, K70R, T215F e K219Q/E). Isso gera impacto
de resisténcia diferente do HIV-1 aos ITRN *2. A via TAM 1 proporciona ampla resisténcia
cruzada do HIV-1 dentro da classe, o que pode comprometer o TDF , ainda que na presenca
de M184V, mutacdo implicada em reducdo do fitness do HIV . A emergéncia de 4 ou 5
TAM mais a M184V é um padrdao mutacional frequente, que causa ampla resisténcia aos
ITRN *. Somando-se ao exposto, 0s virus que possuem TAM, ao sofrerem pressdo seletiva
pelo TDF, ABC e DDI, sdo mais propensos a selecionar mais TAM que propriamente a K65R
94,112.

Padrdes de multirresisténcia aos ITRN ocorrem pela presenga do complexo Q151M
(presenca desta mutacdo e um grupo de mutacGes acessorias), complexo de insercdo no codon
69 (caracteristicamente T69S, seguida da insercdo de dois ou mais aminoacidos) e pela
presenca de TAM, como descrito anteriormente *****. A substituicdo Q151M vem precedida
geralmente de A62V, V75I, F77L e F116Y, ocorrendo este complexo em apenas 5% dos

multirresistentes %

2.5.3.2 — Resisténcia aos ITRNN
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Os ITRNN atuam especificamente contra o HIV-1. Esses medicamentos agem
diretamente na enzima TR determinando sua inativagdo. Uma Unica mutagdo impacta em
resisténcia aos ITRNN de primeira geracao e, como geralmente as mutacGes sdo selecionadas
em c6dons comuns aos farmacos do grupo, hé resisténcia ampla a classe ™.

A baixa barreira genética, e uma lenta reversdo destas mutagcdes na auséncia de droga
contribuem para a transmissao e a estabilidade de resisténcia aos ITRNN de primeira geracéo
112 Felizmente, o paradigma da baixa barreira genética dos ITRNN, definido por nao ter
atividade residual e ter ampla resisténcia na classe, foi modificado com o licenciamento para
uso clinico do ITRNN de segunda geragéo etravirina, em 2008 *>'%2,

As mutacGes mais comuns aos ITRNN sdo L100l, K101E/P, K103N/S, V106A/M,
Y181C/1/V, Y188L, G190A/S/E e M230L. Todas elas, a exce¢do da L100I, causam alto grau
de resisténcia a NVP e, a excecdo da V106A e Y181C/I/V, as demais impactam em moderado
a alto grau de resisténcia ao EFV .

Tratamentos estruturados com NVP selecionam mais a Y181C e aqueles com EFV
mais a K103N. A primeira mutagdo implica em resisténcia a etravirina, medicamento para o
qual a selecdo de duas ou mais mutacbes é necessaria para impactar em reduzida
sensibilidade, normalmente avaliada por escore ponderado de mutaces “**°. A ETR é um
ITRNN de segunda geragdo ativo em virus que contém a K103N, a mutacdo mais frequente

relacionada aos ITRNN de primeira geracéo, que causa resisténcia cruzada a classe ***.

2.5.3.3 — Resisténcia aos IP

Os IP ocupam o sitio ativo da protease, impedindo que as poliproteinas virais Ihes
sejam fixadas para maturacdo viral. No entanto mutagdes associadas a resisténcia na PR
diminuem o tempo de ligacdo da droga ao sitio ativo da enzima e retomam o processo de

replicacdo do virus . Mecanismo adicional desta resisténcia é explicado por mutagdes no
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sitio de clivagem da protease, codificada pelo gene gag e normalmente ndo avaliada pelos
testes de genotipagem convencionais utilizados na préatica clinica, o que pode subestimar
resisténcia na protease .

Estrategicamente, com intuito de inibir o citocromo P450 (CYP) 3A e aumentar o
nivel sérico de outros IP, utiliza-se o ritonavir em baixas doses consideradas de reforco. Desse
modo, LPV/r, AMP/r, DRV/r e TPR/r produzem melhor supressdo viral e impactam em
menos mutacdes na PR 4.

As mutacdes principais selecionadas pelos IP, comparadas as acessorias, causam
grande impacto na protease. As acessoOrias, por sua vez, podem estar presentes como
polimorfismos comuns na protease em pacientes virgens de tratamento. A importancia delas
relaciona-se a capacidade que possuem para compensar a perda do fitness do virus pela
presenca das mutacGes principais, 0 que mantém a estabilidade de resisténcia as drogas
114'116'117.

De acordo com Tang e Shafer 2012 **, as mutag6es principais que comprometem a
susceptibilidade aos IP sdo: D30N, V32I, M46IL, G48VM, I50V/L, 154V/TIA/LIM, L76V,
V82A/FITIS, 184V, N88S e L9OM. A excecdo da D30ON, mutacio de resisténcia do NFV e
I50L a do atazanavir, h&a necessidade de uma ou mais mutacfes principais, uma ou mais
mutacdes acessdrias e mutagdes no sitio de clivagem da protease para determinar resisténcia,
0 que explica a elevada barreira genética para IP reforcada com ritonavir, como LPV/r, DRV/r
e TPVI/r.

O espectro de mutacdes relacionadas a esta classe € muito diverso e sua interpretagdo
pode ser dificil quando muitas mutacGes coexistem em um mesmo virus ou algum padrdo nao
usual é encontrado %,

Aos IP mais antigos: saquinavir, nelfinavir, indinavir e ritonavir, ha um elevado grau

de resisténcia cruzada, em decorréncia de substituicbes em cddons afins, como o 82, 84 e 90
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% Para o LPV/r e DRV/r, IP com melhor barreira genética, requerem-se, no minimo, 3 ou 4
mutacdes para que resisténcia se estabeleca ao LPV/r e mais mutacdes para determinar
resisténcia ao DRV/r . Mutacg0es para estes IP podem aumentar a susceptibilidade ao TPV/r,
este frequentemente ativo em virus resistentes ao LPV/r e ocasionalmente ativo em virus
resistentes a0 DRV/r %,

Darunavir/ritonavir foi superior ao LPV/r, tanto em pacientes virgens como em
experimentados ao tratamento de acordo com Madruga et al., 2007 **®, havendo menor perda
de sensibilidade e menor acimulo de mutag6es, respectivamente. O score de mutacdes que
confere resisténcia ao DRV/r incluiu 3 mutacdes ou mais para impactar em resposta reduzida,
e sua 6tima resposta fenotipica é associada com um fold change menor ou igual a 10.

Os estudos MONET *° e MONOI *?° comprovam néo inferioridade do DRV/r como
monoterapia. Entretanto os pacientes, inicialmente, foram tratados com esquemas combinados
com trés drogas e, apds supressdo viral, seus tratamentos foram simplificados para

monoterapia com DRV/r mantendo altas taxas de supresséo viral continua.

2.6 - Teste de Genotipagem para o HIV-1

A partir de 2003, em pacientes multiexperimentados com poucas possibilidades de
tratamento, a genotipagem reveste-se como uma ferramenta indispensavel em ensaios clinicos
para novos ARV. Por meio de escores de sensibilidade genotipica, combinados ou ndo a
escores de sensibilidade fenotipica, terapia de base otimizada (TBO) foi estruturada para 0s

estudos e, dessa maneira, as novas drogas associadas a TBO foram analisadas e incorporadas

121,122 126,127

para uso clinico: enfuvirtida , tipranavir 2 darunavir ', etravirina , raltegravir
128 & maraviroque *%°.
Entretanto a genotipagem também apresenta limitacfes. Uma delas recai sobre a baixa

sensibilidade dos testes, atualmente disponiveis na pratica clinica, para detectar variantes
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minoritarias resistentes, que podem impactar em falha ao tratamento °!. Estas tém sido
detectadas principalmente na exposicdo a dose unica de nevirapina, previamente, ao inicio de
tratamento a base de ITRNN e até em virus com tropismo CXCR4, o que pode predispor falha
ao maraviroque **.

As dificuldades na interpretacdo do teste de resisténcia sdo um grande desafio.
Resultados dos testes de genotipagem sdo interpretados, geralmente, por meio de listas de

94,114

mutacdes ou por meio de banco de dados computadorizados, como o da Universidade de

Stanford, por regras que classificam o virus como “susceptivel”, “baixo grau de resisténcia”,
“resisténcia intermedidria” e “alto grau de resisténcia™,

A construcdo de algoritmos para a interpretacdo das mutacGes € um processo que
requer atualizacdo frequente em face da grande diversidade viral, desconhecendo-se o seu real
impacto em resposta terapéutica, e variagdes podem existir entre os diferentes algoritmos **2,
Uma forma de avaliar e comparar a predicdo de resisténcia que os algoritmos fazem é por
meio da resposta virologica frente a modificacdo do tratamento que toma por base a
resisténcia sugerida pelo algoritmo. Utilizando esta metodologia, Frentz et al., 2010

observaram resisténcia semelhante entre os sistemas mais utilizados globalmente Agence

Nationale de recherches sur le SIDA (ANRS), Rega e Stanford HIVdb.
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3 JUSTIFICATIVA

A Regido Norte do Brasil apresenta taxas crescentes de Aids nos ultimos anos e o
estado do Para concentra grande parte de seus municipios com as maiores taxas, incluindo sua
capital, Belém, a cidade mais populosa do Norte do Pais. Dados publicados acerca do perfil
de resisténcia do HIV-1 dagueles que falham ao tratamento antirretroviral no Pard sdo
escassos e com pequenas amostras. Da mesma forma, registros epidemioldgicos da
propagacdo de subtipos do HIV-1 no estado ndo tém sido avaliados. E importante, em nivel
de saude publica, conhecer o perfil de resisténcia e os subtipos circulantes, para fins de
adocdo de medidas que auxiliem supressdo viral duradoura e possam prevenir

transmissibilidade de cepas virais resistentes.
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Resisténcia do HIV- 1 e Subtipos Virais

Falha terapéutica
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Mutacdes associadas a resisténcia

GENOTIPAGEM

Prevaléncia de mutagtes TR e PR HIV-1

Frequéncia de falha terapéutica

Mutacdes entre subtipos de HIV




5 OBJETIVOS

5.1 — Objetivo Geral

Caracterizar as mutagdes de resisténcia do HIV-1 aos antirretrovirais.

5.2 — Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito cumulativo de falhas terapéuticas e resisténcia viral.

e Avaliar associacdo de mutacdes entre 0s subtipos B e ndo-B do HIV-1

e Apresentar a evolucdo temporal da prevaléncia dos subtipos B e ndo-B do HIV-1.
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ABSTRACT

Background: HIV-1 is capable of developing mutations associated to drug resistance which
impairs treatment impact and can be associated to decreased susceptibility to other
antiretroviral or even cross-resistance. There is lack of data about patterns of HIV mutations
in persons failing HIV treatment in the north region of Brazil. The objective of the study is to
evaluate the development of these mutations in association to antiretroviral use, number of

previous treatments, and HIV-1 subtypes in the north region of Brazil.

Results: We investigated the HIV-1 profile of resistance in patients under therapeutic failure
in the North of Brazil during a whole decade. Data on resistance-associated mutations were
obtained from genotyping results and further evaluated through the algorithm of Stanford
University. In general, HIV patterns of resistance were similar to worldwide reports and were
related to antiretroviral exposure. In the reverse transcriptase gene, the M184V mutation was
the most prevalent one (80.1%), followed by K130N (40.6%) and thymidine associated
mutations M41L, T215Y, D67N, K70R, T215F, L210W and K219Q, which were more
frequent in multi-failed patients. The most common mutations associated to drug resistance in
the protease gene were as follows: M461, V82A, 154V, L90M, 184V, M46L, and L76V. HIV-
1 subtype B was the most prevalent (90.7%) and there were differences between subtypes B
versus non-B mutations: L63P and A71T were more frequent in the subtype B, whereas

mutations L76V, K20R, L10V, L89M and F53L were in non-B subtypes.

Conclusions: We document for the first time the patterns of HIV resistance-associated
mutations in the north region of Brazil. Our results reveal that the selection of HIV-1
mutations in this geographic area is quite similar to other regions of the world, and was
related to the antiretroviral used and number of treatment failures. Also, for the first time we

have identified HIV Al subtype circulating in this area.

Keywords: HIV, drug resistance, genotype, HIV subtypes, Brazil, and resistance mutations.
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Background

The use of highly active antiretroviral therapy (HAART) has dramatically changed the
natural course of HIV infection in little more than 30 years of its existence “? Although
potentially fatal, HIV infection is now considered a chronic and treatable infection *°.
However, the success of treatment is closely related to the continuous use of drugs in order to

assure permanent plasma viral load (VL) suppression "%,

As HAART cannot eradicate HIV infection °, drugs should be friendly to the patient,
easy to take and with reduced or ideally without side effects. Therefore, treatment success is
directly related to a very good adherence to treatment without viral replication in plasma *.
Incomplete HAART viral suppression (due to adherence problems or low potency of the
combined medications) is related to the development of viral failure **. The continuous
replication of HIV under the selective pressure of antirretrovirals (ARV) will eventually lead
to the selection of HIV mutations associated with resistance 2. The accumulation of
mutations further compromises HIV treatment and limits future options if cross-resistance to
other ARV is developed . Therefore, early detection of viral failure is extremely
important. The persistence or rebound to detectable levels of HIV VL in plasma could be a
sigh mostly related to low adherence or the existence of resistance **. The longer the patient is
exposed to such treatment, the higher will be the chance to accumulate mutations and develop

resistance °.

An important tool to identify HIV drug resistance mutations is the genotyping test ** .
Although specific patterns of HIV resistance are well established according to the ARV used,

they can vary depending on the HIV genetic form (subtype or circulating recombinant form)

17,18
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There are no more than a few Brazilian reports on acquired drug resistance '°%,

23-27

transmitted drug resistance and characterization of the HIV-1 genetic variability. HIV-1

subtype B is prevalent throughout the country %2

, Whereas subtypes C, F and their
recombinants are relevant in the South and Southeast regions, respectively 22, However,
there is scarce data on the circulation of subtypes in the north region of Brazil %, The
objective of this study was to evaluate the emergence of HIV drug resistance and its patterns

associated with circulating subtypes and ARVs utilized in a population in Para, one of the

largest states in the north region of Brazil.

Results

Overall, 377 genotypings were analyzed. The mean age of the patients was 40.7 years
(= 9.43) and most samples were from men (n = 250; 66.3%). The main characteristics of the
population in which the tests have been performed can be seen in Table 1. There were 332
(88.1%), 247 (65.5%), and 164 (43.5%) mutations associated to resistance to NRTIs, NNRTIs

and Pls, respectively. For 18 cases (4.8%) no mutation associated to resistance was identified.

Considering HIV subtype, the vast majority of cases were B (n = 301; 90.7%), and
amongst the non-B, F1 was the most frequent (19 cases; 5.7%). There was no significant
difference in the proportion of failures between HIV subtypes during the years studied.

Moreover, there was no association between the presence of mutations and sex or age.
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Characteristics Total (377)
Age in years

Mean (SD) 40.73 (£9.43)
Gender

Male 250 (66.3%)
Female 127 (33.7%)

CD4+ count (cells/pl)
Mean (SD)

HIV RNA level (log10 copies/ml)
Mean (SD)

Number of therapeutic regimens
First treatment

Second treatment
Multi-experienced

ARVs at genotyping
NRTIs + NNRTIs

NRTIs + Pl/r

NRTIs + Pl

NRTIs + NNRTIs + Pl/r
NRTIs + double-boosted Pl
NRTIs only

Municipality
Belém
Inland of State

199.93 (+173.36)

5.005 (+5.509)

91 (24.2%)
85 (22.5%)
201 (53.3%)

177 (46.9%)
131 (34.8%)
53 (14.1%)
12 (3.2%)

2 (0.5%)

2 (0.5%)

229 (60,7%)
148 (39,3%)

Combination Antiretrovirals (CARV). Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs). Nonnucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NNRTIs). Protease inhibitors (PI). Boosted protease inhibitors (PI/r).

All patients were taking NRTIs at the time the genotyping test was done (Table 1).

The most prevalent mutations related to NRTIs were M184V (80.1%), followed by M41L

(31.8%), T215Y (30.2%), D67N (25.5%), K70R (24.4%), T215F (18.3%), L210W (15.1%)

and the V118l (15.1%) (Figure 1A). Taken into account multiple mutations together, the

thymidine analog mutations (TAM) pathway 1 (including M41L, L210W and T215Y) was

selected in 40.8% of the patients, whereas TAM-2 (including D67N, K70R, T215F and
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K219Q/E) was present in 42.2%. The M41L, D67N, V118I, L210W, K219Q and T69D
mutations were more prevalent in experienced patients. The higher the number of ARV
regimens prescribed, the higher was the chance of having multiple mutations associated with
resistance to zidovudine (ZDV), stavudine (d4T) and tenofovir (TDF) (p = 0.011, 0.010 and <

0.001, respectively) (Figure 2).

Half of the patients (50.1%) were on use of NNRTIs at the time of genotyping and
most of those (83.6%) were on efavirenz (EFV) (Table 1). The K103N mutation (40.6%),
followed by P225H (10.6%), were the most prevalent mutations. (Figure 1B). At the time of
the analysis, K103N (p < 0.001) and P225H (p = 0.037) were associated to the first regimen
failure, while G190S (p = 0.013) and M230L (p = 0.008), were associated to the second
failure. EFV and nevirapine (NVP) had a higher prevalence of resistance in the first failure (p

< 0.001 for both).(Figure 3).

Approximately half of the patients (52.6%) were taking Pls at the moment of the
genotyping test (Table 1). The most prevalent major Pl mutations were as follows: M46l
(21%), V82A (17%), 154V (16.4%), L9OM (13.5%), I50L (8.2%), 184V (5.8%), D3ON 22
(5.8%), and M46L (5%) (Figure 1C). With respect to accessory or secondary mutations, the
most frequent were: L63P (60.7%), M361 (41.1%), 193L (40.1%), 162V (39%), V771 (35.8%),
A71V (24.9%) and L10l (24.7%) (Figure 1D). Again, the number of ARV regimens
prescribed was positively correlated with the chance of having multiple mutations associated
to resistance. In the sub-group experienced, at least seven major (M461, V82A, 154V, L90M,
184V, M46L and L76V) and 15 accessory mutations (162V, A71V, L10l, L10V, K20R, L33F,
Q58E, K20T, L10F, T74S, F53L, K43T, G73S, 185V and A71l) were associated to resistance

(p < 0.05) (Figure 4).
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There were some differences regarding the selection of mutations in relation to HIV
subtypes (B versus non-B). In the reverse transcriptase gene, the T215F mutation was
significantly more selected in non-B subtypes (p = 0.023). As for the protease gene, only one
major mutation, L76V, was selected more frequently in non-B subtypes (p = 0.041). In
contrast, several secondary mutations were found to differ between B and non-B subtypes:
L63P (p < 0.001) and A71T (p = 0.021) were higher in subtype B, and M361 (p < 0.001),
K20R (p < 0.001), L10V (p = 0.004), L89M (p < 0.001) and F53L (p = 0.011) in non-B

subtypes.

Discussion

Knowledge about HIV resistance mutations associated with antiretroviral therapy
enables a salvage treatment. Brazilian data on resistance are estimated thanks to
implementation of the Rede Nacional de Genotipagem (RENAGENO) (National Genotyping
Net), currently composed of 22 performers laboratories distributed throughout the country,
which also allows the monitoring of HIV subtypes circulating in Brazil

(www.aids.gov.br/pagina/2010/sistema-e-informacao-para-rede-de- genotyping-sisgeno).

In the present study we tried to identify, for the first time with a more consistent data,
the patterns of HIV resistance according to ARVs used and HIV subtypes in an unexplored
geographical region from the north of Brazil. Belem of Para ranks in eighth Brazilian capital
with the highest number of aids cases in the country *. Although the RENAGENO has

started in 2001 and the inclusion of the state of Para only took place in 2004, with restrictions
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on the number of tests in the first years, we think our study is representative because it

concentrated 81% of the total genotyping analyses performed in the state.

The profile of resistance-associated mutations found here shows a high prevalence of
M184V, TAMs and K103N in RT. This is in agreement with studies correlating them with the
expanded access to HAART in the last decade ®**%. Resistance to NRTIs in multi-failed
patients relates to the presence of TAMs M41L, D67N, L210W and K219Q. The
accumulation of TAMs, generally over 4, and the TAM-1 mutational pathway have generated
wide cross-resistance to nucleoside analogues, including TDF, which may prevent NRTI

usage in the composition of subsequent therapeutic rescue regimen 3¢,

First-generation NNRTIs have low genetic barrier towards drug resistance and select
for cross-class resistance profiles **. These drugs were part of HAART in 50.1% of the sample
(Table 1). The high prevalence of the K103N (40.6%) and the P225H (10.6%) mutations
detected were associated with high-level resistance to efavirenz and nevirapine in the very
first antiretroviral treatment, confirming the easiness to which resistance mutations emerge to
this class of drugs *°. Although our patients did not use the second-generation NNRTI
etravirine (ETR), cross-resistance to this drug was significant in regimens of second failure
(31.9%) and association was found with the G190S and M230L mutations. Mutations
associated with resistance to ETR have different impact and are usually analyzed by a
weighted score of mutations. M230L alone produces moderate resistance to ETR, while
G190S requires at least another mutation of equal weight to establish resistance .
Fortunately, the prevalence of these mutations was low (< 5%), which is in accordance to

other studies 2,

Ritonavir-boosted protease inhibitors (PIs) possess high genetic barrier towards

resistance, requiring a larger number of mutations to present resistance ***®. The group
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studied here has little experienced with Pls and this, allied to the high genetic barrier, may
explain the low prevalence of major Pl mutations observed in initial failures. However, seven
major Pl mutations associated to resistance were documented in multi-failed patients: M46l,
V82A, 154V, L90M, 184V, M46L and L76V. Despite the reduced exposure of the studied
patients to atazanavir (ATV/r; 21.9%), a large proportion of multi-failed patients (56%)
displayed genotypic resistance to that drug. Amprenavir/ritonavir (APV/r) was used prior to
the genotyping test in only two cases (1%), both multi-failed patients, and is not likely to
explain the high rate of resistance found (48%) to this drug. Previous Pl-based treatments
might have contributed to the emergence of Pl major mutations M461, V82A, L90M, 184V,

MA46L and L76V, associated with resistance to APV/r.

The selection of the 184V mutation is common to all Pls, including those with the
highest genetic barrier, DRV/r and TPV/r . Despite being multi-failed patients, DRV/r
would be the best PI to rescue HIV treatment, as only (10.9%) of the samples demonstrated
resistance to the drug. The same was not true with TPV/r, which had documented resistance in
22.1% of the samples. This finding is somehow in accordance to other reports . We think,
however, that the Q58E mutation, together with other accessory mutations L10V, L33F and
K43T may have contributed to the higher prevalence of resistance in relation to DRV/r

observed in our study.

HIV-1 subtype B is reported as the predominant viral genetic form in the State of Para
3 and we corroborate those reports in our study, with a high prevalence of this subtype
(90.7%). Indeed, a temporal distribution analysis of B and non-B subtypes during the ten
years of the study failed to show significant variation (p 0.280), providing evidence for a
stabilized HIV epidemic in terms of diversity in the state of Pard. However, our study reports
the presence of subtype Al for the first time in the state. This subtype is highly prevalent in

several African countries and disseminated worldwide *, but with anecdotal reports in
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southeastern Brazil '°. Non-B subtypes as F1 (5 cases; 1.5%) and C (2 cases; 0.6%) are

congruent to the low prevalence reported previously *.

In our study, the L76V Pl-associated mutation was the only one that differed
significantly in prevalence between B and non-B subtypes, being more frequent in the latter.
Specific accessory Pl mutations were associated with B and non-B subtypes. L63P and A71T
were associated to subtype B, whereas L10V, K20R, M36l, F53L and L89M were linked to
non-B subtypes. Our results are in agreement with previous studies conducted in Brazil that
studied the association of Pl-related polymorphisms with specific HIV genetic forms %%, but

the relevance of such differences to treatment failure still deserves further investigation.

Conclusion

The prevalence of mutations in the TR of HIV-1 is similar to data reported elsewhere.
There was a relevant emergence of M184V and TAMs, related to NRTIs, and of K103N,
related to the NNRTIs. In PR, mutations M461/L, 154V, L76V, V82A, 184V and L90M were
associated to Pl/r resistance in multi-failed patients. The accumulation NRTIs and P1/r related
mutations was associated with resistance in multi-failure, confirming the hypothesis that
failure to treatment results from the cumulative acquisition of resistance mutations. HIV-1
subtype B is prevalent in the state of Para, and over the decade studied there is evidence of
stabilization of this subtype in the state, and the impact of differences in the prevalence of
mutations among the subtypes require additional studies with more expressive samples of

non-B subtypes.
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Methods

This was an cross-sectional study, retrospective study that evaluated HIV genotyping
results from individuals with virologic failure (VL greater than 5,000 copies/mL until 2007,
and greater than 2,000 copies/mL after 2008), followed at four public specialized HIV clinic
in Belém city, the capital of Paré state, the most populous state of the north of Brazil. Data
was collected from January 2004 through December 2013, from the standardized Brazilian
HIV genotyping national network of the Ministry of Health (RENAGENO),
(www.aids.gov.br/pagina/2010/sistema-e-informacao-para-rede-de-genotipagem-sisgeno).
The HIV genotyping assay conducted was the ViroSeq HIV-1 Genotype System® from
Celera Diagnostics (Alameda, CA, U.S.A.) in the period of 2004 to 2008 and the
TRUGENE® System (Siemens, Munich, Germany) from 2009 to 2013. Patients above 18
years of age were enrolled in the study. Only the first available exam was included in those

with more than one HIV genotyping text performed.

From the total 464 exams retrieved, 87 were excluded for the following reasons: 19
were conducted in non-RENAGENO laboratories, 12 were from patients under 18 years-old,
49 were duplicated and seven presented incomplete or unreadable results. Therefore, 377

cases remained available for evaluation in the study.

Mutations were described according to the Stanford University HIV Drug Resistance
Database (http://hivdb.stanford.edu). Genotypic resistance was defined as the presence of one
or more resistance-related mutations as specified by this database, and were further classified
according to the ARV class to which they confer reduced susceptibility: nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NRTIs), non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIS)

and protease inhibitors (PIs).
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Clinical cases were classified according to the number of regimen failures as follows:
first failure, second failure (two treatments), and multi-failed (when three or more treatments
were experimented prior to genotyping). We also analyzed the association between the

mutations observed and the associated HIV-1 subtype (B versus non-B).

The sample size was estimated with the statistical package Winpepi (v.11.37). A

I. 2 with a

prevalence of 82% for subtype B was considered according to Cavalcante et a
standard error of 4% and a confidence level of 95%, estimating a minimum size of 355
genotypes for the study. Qualitative variables were evaluated by the Pearson’s Chi-square

Test, Fisher’s Exact Test or Monte Carlo Exact Significance and the level of significance was

established to 0.05. Data were analyzed in SPSS v.18.0.

The protocol of the study was elaborated according to the resolution no. 466 of
December 12, 2012 from Conselho Nacional de Saude (National Health Council) for
scientific research in humans and was approved by Comité de Etica em Pesquisa do Ncleo
de Medicina Tropical de Belém do Pard (Ethics Committee in Research of the Nucleus of

Tropical Medicine of Belém, Pard) under the number 212.966.
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Resistance profile of the NRTIs after genotypic analysis using the stanford database stratified by subset of
therapeutic failure (N=377).
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8 CONSIDERACOES GERAIS

O impacto de boa resposta viroldgica pressupde boa resposta clinica se nao
imunolodgica, com repercussdo em declinio de transmissibilidade e resisténcia do HIV. Mas,
alcancar esta meta em um estado com tamanha extensdo territorial e diversidade
socioeconémica como o Para, exige discussdo sobre as maiores taxas de deteccao de casos de
Aids do norte do pais concentrarem no estado. Dados do Boletim Epidemiologico em HIV-
Aids 2013 revelam que 11 municipios do estado do Para estdo entre os 20 municipios da
regido com as maiores taxas de Aids por 100 mil habitantes.

O acesso universal ao tratamento atualmente ganhou o incentivo de ser independente
dos niveis de LTCD4+. Mapear possiveis falhas nos SAE quanto a dispensacdo de ARV,
monitoramento com carga viral e LTCD4+, programas de adesdo e acesso a genotipagem sao
necessarios. O diagnostico de falha virologica pode estar sendo retardado e a resisténcia pode
estar sendo subestimada. Para tal estudos epidemiolédgicos precisam continuar para avaliar o0s
fatores associados a falha, a prevaléncia de mutacdes de resisténcia e os subtipos circulantes.
De extrema importancia também séo as pesquisas de epidemiologia molecular que sdo mais
acuradas na determinacdo dos subtipos de HIV-1.

A caracterizacdo epidemioldgica da populacdo e sua associacdo com parametro clinico
precisa ser estabelecida. Para isso ha necessidade de mudanca no registro da informacéo que
ainda permanece em arquivos manuscritos, sujeitos ao desgaste com o tempo. Esta questdo
inviabiliza pesquisas com dados mais consistentes, apesar de retrospectivos, mas que podem

dar base para futuras respostas ainda desconhecidas ao Norte do Pais.



