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Resumo




A coinfeccdo HIV/VHC tornou-se um importante problema de salde publica devido a
possibilidade desses virus agirem sinergicamente, acelerando a progressao da doenca
hepatica relacionada ao VHC e podendo favorecer a proliferagdo do HIV. Apesar de
estabelecido que a alta variabilidade genética do HIV gera mutagdes, conferindo ao
virus a capacidade de responder rapidamente as alteracfes da pressdo seletiva
exercida pelo sistema imunolégico ou pela terapia antirretroviral (TARV), ndo é
conhecido se a presenca do VHC pode favorecer a emergéncia de variantes do HIV
resistentes. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de mutagbes de
resisténcia a inibidores de transcriptase reversa: Inibidores de Transcriptase Reversa
analogo nucleosideo ou nucleotideo (ITRNs), Inibidores de Transcriptase Reversa ndo
analogo nucleosideo (ITRNNSs); e inibidores de protease (IPs) em variantes de HIV
circulantes em individuos coinfectados pelo VHC. Foram incluidos 19 pacientes
coinfectados pelos virus HIV/VHC, maiores de 18 anos, com carga viral plasmética do
HIV de pelo menos 1.000 cépias de RNA/mL, atendidos no Ambulatério de
Gastroenterologia da Faculdade de Medicina de Botucatu e, no Hospital dia
“‘Domingos Alves Meira”. A genotipagem e o sequenciamento foram realizados no
Laboratorio de Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu, Faculdade de
Medicina, UNESP, utilizando o Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Siemens
HealthcareDiagnéstics, Inc. Tarrytown, NY, USA). Foram observados dois subtipos do
HIV-1, B e F, sendo o subtipo B o mais frequente, 94,74%. Para o VHC foram
observados os genotipos 1 (94,74%) e 3 (5,26%). Todos os pacientes apresentaram
mutacOes de resisténcia as classes avaliadas, tendo maior freqiiéncia mutacdes
associadas aos ITRNs como M184V em 57,89%. As mutacbes associadas aos
ITRNNs mais frequentes foram a K103N e G190A, presentes em 21,05% das
amostras. As mutacdes principais associadas aos IPs mais freqientes foram a M46l,
154V e V82A com 15,78% cada. Na analise da resisténcia a antirretrovirais (ARVS), os
ITRNs 3TC/FTC e os ITRNNs EFV/NVP foram os que apresentaram maior resisténcia
total com 57,8% e 52,6%, respectivamente. Os IPs DRV/r e TPV/r, foram os que
apresentaram melhor desempenho, com 0% e 52% de resisténcia total,
respectivamente. Altas taxas de sensibilidade aos IPs demonstram um importante
potencial de uso desta classe, podendo anteceder o uso de drogas destinadas a

terapias de resgate.



Abstract



HIV/HCV coinfection has become an important public health problem due to the
possibility of these viruses act synergistically, which can accelerate the
progression of liver disease related to HCV and may favor the spread of HIV. It
is established that the high genetic variability of HIV generates mutations, giving
the virus the ability to respond quickly to changes in selective pressure exerted
by the immune system or by antiretroviral therapy (ART). It is not known
whether the presence of HCV can promote the emergence of resistant variants
of HIV. Thus, this study aimed to evaluate the profile of resistance mutations to
classes of reverse transcriptase inhibitors: nucleoside and nucleotide analogue
Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTIs), non-nucleoside analogue Reverse
Transcriptase Inhibitors (NNRTIS) and protease inhibitors (PIs), in circulating
HIV variants in HCV coinfected individuals. In this study were included 19
HIV/HCV coinfected patients, over 18, with plasma HIV viral load of at least
1,000 RNA copies/mL. These patients were treated at the Ambulatory of
Gastroenterology of the Faculty of Medicine of Botucatu and at the Day-
Hospital “Domingos Alves Meira”. Genotyping and sequencing were performed
at the Laboratory of Molecular Biology of the Blood Center of Botucatu, Faculty
of Medicine, UNESP, using the Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Siemens
HealthcareDiagnostics, Inc. Tarrytown, NY, USA). Two subtypes of HIV-1, B
and F, were observed, but the subtype B was observed more often, 94.74%. It
was observed HCV genotypes 1 (94.74%) and 3 (5.26%). All patients presented
resistance mutations to the evaluated classes, and the mutations associated to
NRTIs as M184V were observed more often (57.89%). The most common
mutations associated to NNRTIs were K103N and G190A, present in 21.05% of
the samples. The main mutations associated to IPs more frequent were M46l,
154V and VB82A, with 15.78% each. In the analysis of resistance to
antiretrovirals (ARVs), the NRTIs 3TC/FTC and NNRTIs EFV/NVP presented
higher total resistance with 57.8% and 52.6%, respectively. Pls DRV/r and
TPVIr presented the best performance, with 0% and 5.2% of total resistance,
respectively. The very high sensitivity to Pls demonstrates an important
potential use of this class, which may precede the use of drugs designed to

rescue therapies.
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Introducdo



A aids é considerada uma das maiores pandemias da humanidade.
Desde o primeiro relato até os dias atuais estima-se, aproximadamente, dois
milhdes de Obitos e milhares de pessoas vivendo com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (QUINN, 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2012a) estima a
ocorréncia de 2,5 milh6es de novas infecgcbes em 2011. H4, atualmente, 34
milhdes de pessoas infectadas pelo HIV em todo mundo sendo que apenas

metade delas tem conhecimento de sua soropositividade.

O Brasil apresenta, aproximadamente, um terco dos casos de HIV da
América Latina, com cerca de 490.000 pessoas vivendo com o virus (UNAIDS,
2012). Desde o inicio da epidemia até junho de 2012, o Brasil registrava
656.701 casos. Em 2011, foram notificados 38.776 casos da doenca e a taxa
de incidéncia de 20,2 casos por 100 mil habitantes, com uma prevaléncia
estavel em 0,6% desde 2004 (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2012b).

A evolucdo clinica da infeccdo pelo HIV é caracterizada pela fase aguda
nas primeiras semanas da infecgcdo, seguida por um longo periodo
assintomatico, de meses a anos, e pela fase sintomatica, que caracteriza o
caso aids (Figura 1) (KOUP et al., 1994). Contudo, a presenca de variantes
mutantes relacionados ao mecanismo de escape ao sistema imunoldgico, torna
as fases da evolucdo da doenca distinta em cada individuo (HELBERT e
BREUER, 2000).

Considerando as condi¢des clinicas associadas a aids o centro de
controle e prevencdo de doencas (CDC) utiliza um sistema de classificacao
para os pacientes infectados que categoriza condi¢des clinicas em A, B ou C,
associadas a contagem de linfocitos T CD4 em 1, 2 ou 3. Desta forma, os
pacientes infectados sao incluidos na categoria A guando assintomaticos, com
linfadenopatia generalizada e/ou com infeccdo aguda; B quando ndo estéo
incluidos nem em A nem em C e, C quando apresentam condi¢des indicativas

de aids. Quanto a classificagdo segundo o numero de linfocitos T CD4, os

pacientes sdo incluidos em 1 quando apresentam contagens de linfocitos T
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CD4 superior 500 células/mm® em 2 quando o nivel de linfécitos T CD4 se
encontra entre 200 e 499 células/mm® e, em 3 quando a contagem de linfécitos
T CD4 é inferior a 200 células/mm? (CDC, 1992).
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Figura 1: Evolucao clinica da infecgéo pelo HIV: contagem de linfocitos T CD4 (células/mL de
sangue) e niveis de RNA do HIV no plasma (copias de RNA/mL de plasma) ao longo da

infeccdo (Fonte: adaptado de FAUCI et al., 1996).

O HIV é um retrovirus da familia Lentiviridae, associado a infec¢des
persistentes, que infectam os linfécitos T (Figura 2) e outras células que
expressam receptores e correceptores para o virus (ANDREWS e KOUP,

1996).

Figura 2: llustracdo que representa um linfécito T (vermelho) sendo infectado pelo virus HIV
(azul) (Fonte: GALLO, 2003).
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Com genoma constituido por duas fitas de RNA idénticas de 9,2 kb, de
polaridade positiva, o HIV é composto de capsideo e nucleocapsideo protéico
que envolvem além do material genético viral, as enzimas transcriptase
reversa, integrase e protease (Figura 3). Além disso, o capsideo é envolto por
um envelope lipoglicoprotéico com glicoproteinas virais (gpl20 e gp41l)
responsaveis pela interacdo com receptores celulares do hospedeiro (CHAN et
al., 1997).

Proteina de superficie
do envelope (gp120, SU)

Capside Proteina transmembranar do

Nucleocapside S ! R, . . g
7. NO / 4 \ \ Matrix (p17, MA)
Integrase

(p31, IN)

de RNA
viral Transcriptase
Reversa

Membrana (p66/p31, RT)

Vif, Vpr, Nef e p7 Protease {p11, PR}

Figura 3: Estrutura do HIV evidenciando as principais estruturas, proteinas e enzimas

envolvidas na replicacdo viral. (Fonte: Adaptado de Robinson, 2002).

O genoma viral (Figura 4) é constituido por trés genes estruturais gag
(group-specifc antigen), pol (polymerase) e env (envelope) (CULLEN, 1991)
além de genes acessorios e regulatérios. O genoma do HIV é, ainda,

flanqueado por sequéncias terminais longas, as LTRs (Long Terminal Repeat).
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HIV-1 Genome
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Figura 4: Esquema representativo do genoma do HIV. LTR, repeticBes terminais longas; gag
codifica as proteinas virais p18, p24 e p15; pol codifica a protease (p10), transcriptase reversa
(p66/55) e integrase (p32); env codifica glicoproteinas do envelope viral (gp120 e gp41l); tat
codifica proteinas acessorias; e rev codifica proteinas regulatérias (Adaptado de
http://www.yale.edu/bio243/HIV/genome.html).

Produtos do gene gag incluem proteinas da matriz (MA), capsideo (CA),
e nucleocapsideo (NC). As enzimas protease (PR), transcriptase reversa (TR),
e integrase (IN) sdo produtos do gene de pol. As glicoproteinas de superficie
(SU ou gpl120) e transmembranas (TM ougp41l) do envelope sdo codificadas
pelo gene env (BERGER et al., 1999).

As proteinas codificadas no genoma do HIV apresentam diferentes
funcdes no ciclo replicativo viral (Figura 5). O processo de infeccdo inicia-se
com a ligacdo da gp120 do envelope viral com a molécula de superficie celular
CD4. O CD4 estad presente em abundancia na superficie dos linfocitos T
imaturos, bem como na superficie de linfécitos maduros circulantes,
macrofagos e células dendriticas (HASELTINE, 1991). Esta interacdo inicial
provoca mudancas conformacionais na gpl20, que expde a terceira regiao
variavel (V3) a qual se liga ao correceptor CCR5 e/ou CXCR4. Assim, para a
infeccdo além da expressdo do CD4 a célula hospedeira também deve
expressar 0s receptores de quimiocinas CCR5 e/lou CXCR4, os quais
funcionam como correceptores para o virus (HELBERT e BREUER, 2000).
Esta segunda interacdo conduz a mudancas na gp41, que promove a fusdo do
envelope viral e membrana da célula alvo (BERGER et al., 1999; WAHEED e
FREED, 2012).
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Figura 5: Ciclo de vida do HIV. Principais mecanismos, proteinas e enzimas envolvidas na

replicacéo viral (Fonte: ABBAS et al., 2008).

Depois da entrada na célula-alvo, ocorre o processo de transcri¢cao
reversa mediado pela enzima TR (RABSON, 1990). O DNA viral resultante
deste processo € direcionado ao nucleo celular, onde sofre integracdo ao
cromossomo da célula hospedeira processo catalisado pela enzima IN
(FREED, 1998).

Uma vez integrado, o DNA viral (prévirus) permanece associado ao
material genético da célula hospedeira de forma que o DNA proviral é replicado
juntamente como DNA celular, durante a divisdo celular. Quando a célula esta
ativada o provirus funciona como molde para a transcricdo de RNAs virais
(FREED, 1998; CRAIGIE e BUSHMAN, 2012).

Entre os eventos que se seguem encontram-se a sintese e transporte de

glicoproteinas do envelope pela via secretora. Precursores gag e gag-pol séo
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sintetizados e transportados para a membrana plasmatica. Durante ou depois
do transporte, o precursor gag se associa a duas copias do genoma de RNA
viral de fita simples que interage com o precursor gag-pol, formando estruturas

densas que revestem a face interna da membrana plasmatica (FREED, 1998).

A fase de brotamento € conduzida pelo complexo de proteina gag que
induz a curvatura da membrana, conduzindo a formacéo de um broto. Durante
o brotamento, as glicoproteinas virais env sédo incorporadas e é completada a
fase de brotamento com a particula completamente exteriorizada (FREED,
1998).

Durante ou imediatamente apdés o brotamento, a PR Vviral
cliva as proteinas precursoras gag e gag-pol. A PR leva a clivagem e
condensacdo do nucleocapsideo, gerando particulas virais maduras

infecciosas capazes de iniciar nova infeccdo (FREED, 1998).

Nesta etapa do ciclo replicativo particulas virais sdo lancadas na
circulacao de individuos infectados e podem ser quantificadas pelos testes de
carga viral (CLERICI et al., 1996).

O HIV apresenta alta variabilidade genética e, até o momento dois tipos
de HIV ja foram identificados, HIV-1 e HIV-2, sendo o HIV-1 dividido em trés
grupos M (major), O (outlier) e N (new) e, o grupo M ainda subdividido em nove
subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K) e formas recombinantes circulatérias
(CRFs) (ROBERTSON et al., 2000; HEMELAAR, 2012).

O grupo M do HIV-1 é responséavel pela pandemia global (cerca de 33
milhdes de infectados), sendo o subtipo C predominante na Africa subsaariana
e sudeste asiatico. O grupo O provoca algumas dezenas de milhares de
infeccbes na Africa Centro-Ocidental, o grupo N encontrado em Camardes,
assim como, o grupo P que foi recentemente identificado em dois individuos
deste mesmo pais (HEMELAAR, 2012).

No Brasil predomina o subtipo B do grupo M. No entanto, um ndamero
crescente de nao-B e infecgbes por variantes recombinantes vem sendo

identificadas. Dentro do territério brasileiro, diferentes padrbes de distribuicdo
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de subtipos foram relatados entre as suas cinco regibes geograficas
(MONTEIRO et al., 2009).

Esta alta variabilidade genética viral se deve a elevada taxa de
replicacdo viral que conduz a um grande numero de mutagbes a cada ciclo
replicativo e, a auséncia de atividade de reparo da TR (NOWAK, 1992;
SABINO, 1998; REQUEJO, 2006). Essas mutacbes conferem ao virus a
capacidade de responder rapidamente as alteracbes da pressao seletiva
exercida pelo sistema imunol6gico (CLAVEL et al., 1989) ou pelo tratamento
antirretroviral (TARV) (PINTO e STRUCHINER, 2006).

A terapéutica antirretroviral (TARV) na infeccédo pelo HIV bem como o
tratamento das infec¢cBes oportunistas que emergem devido a debilitacdo
progressiva do sistema imunolégico, a medida que a infeccdo progride vem

sendo um problema complexo nos dias atuais (BRASIL, 2008).

Os antirretrovirais (ARVs) atuam nas diferentes etapas do ciclo
replicativo do HIV-1, bloqueando a ligacdo, entrada na célula hospedeira,
replicacdo e maturacéo viral (FAUCI, 1988; HASELTINE, 1991; HUTCHINSON,
2001).

A TARV tem o objetivo de suprimir a replicacdo do HIV utilizando
diferentes classes de medicamentos (DE CLERCQ, 2009). Atualmente existem
25 antirretrovirais aprovados os quais séo divididos em seis classes, conforme
o alvo molecular: inibidores de protease (IPs), inibidores de transcriptase
reversa analogos de nucleosideos ou nucleotideos (ITRNs) e ndo analogos de
nucleosideos (ITRNNSs), inibidores de fuséo (IF), inibidores de correceptor (ICR)
e inibidores de integrase (II) (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

A alta afinidade ao sitio catalitico da protease confere aos IPs a
capacidade de inibicdo da atividade enzimética proteolitica, por competicdo ao
substrato natural, gerando particulas imaturas nao infectadas e supressao da
replicacdo viral (POMMIER et al., 2005; DE CLERQ, 2007).

Dez IPs estdo atualmente aprovados: amprenavir (APV, Agenerase),
atazanavir (ATZ), darunavir (TMC114), fosamprenavir (FPV), indinavir (IDV),
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lopinavir (LPV), nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV), saquinavir (SQV) e tipranavir
(TPV) (ARTS e HAZUDA, 2012). O RTV ¢é utilizado exclusivamente para elevar
a farmacocinética (indicado por /r) (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

Os ITRNs sdo medicamentos estruturalmente muito semelhantes aos
nucleotidios verdadeiros, sendo o AZT e o d4T analogos a timidina; o 3TC e o
FTC analogos a citosina; o ddl e o TDF analogos a adenosina e o ABC analogo
a guanosina (DIAZ, 2011). Estes falsos nucleotidios sdo incorporados a cadeia
promovendo o término da cadeia de DNA viral em formacéo, permitindo que
enzimas celulares destruam as particulas virais (ARTS e HAZUDA, 2012).

Atualmente, existem oito ITRNs aprovados pela FDA: abacavir (ABC),
didanosina (ddl), emtricitabina (FTC), lamivudina (3TC), estavudina (d4T),
zalcitabina (ddC), zidovudina (AZT), Tenofovir disoprovil fumarato (TDF) (ARTS
e HAZUDA, 2012).

A TR ainda pode receber a ligacdo, ndo competitiva, de um ITRNN
causando uma alteracdo alostérica na enzima que resulta na inibicdo da
replicacdo viral. Atualmente, existem cinco ITRNNs aprovados: etravirina
(ETV), delavirdina (DLV), efavirenz (EFV), nevirapina (NVP), rilpivirina (RPV) e
varios em desenvolvimento (ARTS e HAZUDA, 2012).

Os inibidores de fusdo atuam inibindo a gp4l e, consequentemente a
fus@o do envelope viral a célula hospedeira. O Unico IF aprovado atualmente é
a enfuvirtida (T20 ou ENF) (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

Assim como o IF, apenas um ICR foi licenciado para uso clinico, o
maraviroque (MRV) gque atua como antagonista ao CCR5, impedindo a ligacdo
da glicoproteina viral gp120 ao correceptor CCR5, impossibilitando a entrada
do virus na célula (DE CLERQ, 2009). No entanto, a utilizagdo deste
medicamento esta vinculada ao teste de tropismo, ja que s6 apresenta utilidade
clinica se o virus utilizar o correceptor CCR5. Nenhuma atividade é observada
em virus que utilizam o CXCR4 (BRASIL, 2013).

O 1l inibe a acdo da integrase. O medicamento raltegravir (RAL) € o
unico aprovado atualmente pelo FDA (DE CLERQ, 2009). No entanto, outros
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inibidores de integrase, incluindo elvitegravir (EVG) estdo em estudos clinicos
(ARTS e HAZUDA, 2012).

Atualmente, a terapia tripla conhecida como terapia antirretroviral
altamente ativa, do inglés, Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART), é
padrao para tratamento. A terapia inicial deve sempre incluir combinacfes de
trés drogas: dois ITRNs associados a um ITRNN ou a um IP reforcado com
RTV (IP/r) (CARR, 2003; POMMIER et al., 2005; BRASIL, 2008).

Embora a HAART possua uma consideravel atividade antirretroviral, a
durabilidade da supressédo viral é muitas vezes limitada por varias razées,
incluindo mutacdes de resisténcia, toxicidade das drogas e as coinfecc¢des que
podem comprometer a adesdo necessaria para manter a eficacia da HAART
(CARR, 2003).

Apesar do tratamento com HAART se associar a um rapido declinio da
carga viral (CV), emergéncia de variantes resistentes pode conduzir a falha
terapéutica (PENNINGS, 2012).

A resisténcia aos ARVs € um mecanismo de selecdo natural. Desta
forma, a pressédo seletiva do meio ambiente em que o virus vive seleciona
variantes mais adaptadas a este meio, e estas prevalecerdo na presenca dos
ARVs. Assim, o virus pode desenvolver grupos de mutacBes especificas
selecionadas por determinados ARVs (DIAZ, 2011).

As mutacdes podem ser substituicdes, insercdes ou dele¢des, podendo
envolver um ou mais nucleotideos. As mutacdes por substituicdes sé&o
pontuais, resultando na substituicdo de um Unico nucleotideo. Quando ocorrem
na porcao codificante do gene podem criar cédons prematuros de parada,
resultando na expressao de um polipeptideo truncado e fenétipo mutante. Em
regides nao codificantes, podem alterar sequéncias regulatérias funcionais,

levando ao aumento ou diminui¢cdo da expressao génica (WALKER, 1999).

Mutacdes por insercdes ou delecdes decorrem da adicdo ou remocéo de
um ou mais nucleotideos, respectivamente. Quando ocorrem em regides

codificantes e envolvendo mutiplos de trés nucleotideos podem resultar na
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producdo de polipeptideos de comprimento incorreto. Quando ndo envolvem
trés nucleotideos resultardo em mutacbes com deslocamento do quadro de
leitura. Isso altera efetivamente o cddigo, prevenindo a expressao de uma
proteina funcional. Tanto inser¢cdes como delecdes podem também afetar a
expressdo de determinado gene, se alterarem sequéncias regulatorias
associadas ao gene (WALKER, 1999).

Apesar dos avancos significativos obtidos na terapéutica antirretroviral a
selecdo de variantes resistentes ainda constitui um obstadculo ao sucesso
terapéutico. Além da resisténcia que aparece como consequéncia da pressao
seletiva do esquema terapéutico que conduz a emergéncia de variantes
resistentes a determinadas drogas (resisténcia secundaria), deve-se, também,
considerar a resisténcia primaria, que ocorre devido a transmissao de variantes
previamente selecionadas e resistentes, comprometendo o sucesso terapéutico

de individuos infectados em tratamento e/ou néo tratados (YERLY et al., 1999).

Mutacbes de resisténcia podem afetar o fitness viral uma vez que
atingem genes de papel fundamental no ciclo replicativo do HIV. Mutagdes
compensatérias podem conduzir a recuperacdo do fithess, além de
constituirem mutacfes que se somam e, podem comprometer a utilizacao
futura de outras drogas, pelo desenvolvimento de resisténcia cruzada (LIU;
SHAFER, 2006; VAN MAARSEVEEN et al., 2006).

Desta forma, o conhecimento das mutacdes de resisténcia aos ARVs
disponiveis, em especial os de primeira e segunda escolha para o tratamento,
contribuem para a eleicdo de uma terapéutica de resgate mais eficiente e

segura.

Diferentes mutacdes ja foram associadas a resisténcia aos
antirretrovirais em cada uma das classes de medicamentos. Na classe dos IPs
as mutacdes de resisténcia levam a uma alteracdo na conformacéo
tridimencional da PR reduzindo o tempo de ligacdo entre os IPs e a PR,
favorecendo a ligacdo do substrato natural do virus; ou ainda diminuindo o
tempo em que a PR leva para clivar seu substrato natural, reduzindo o fithess
viral (DIAZ, 2011).
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As mutacdes aos IPs sdo classificadas em principais (ou primarias) e
acessorias (ou secundarias). Na PR, mutacdes principais geralmente ocorrem
em regides proximas ao sitio ativo podendo alterar a polaridade, flexibilidade e
forma do sitio ativo. Alteragcbes mais frequentes envolvem substituicdes por
aminoacidos com cadeias laterais que conferem a mesma polaridade, no
entanto com tamanho maior ou menor a molécula original interferindo, assim,
na geometria do sitio ativo (SANCHES et al., 2007).

Os codons diretamente envolvidos em resisténcia podem se localizar
proximos ao sitio de ligacdo do substrato como 23, 30, 32, 47, 48, 50, 82 e 84;
no flap como o 46 e 54 ou, ainda, na regido interna da protease que incluem o
76, 66 e 90 (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

Com relacdo a resisténcia aos IPs multiplas mutacbes geralmente sao
necessarias para o HIV desenvolver resisténcia clinicamente significativa a esta
classe de medicamentos (CONDRA et al.,, 1996). MutacGes acessorias
compensam 0 prejuizo da replicacdo gerado pelas mutacfes de resisténcia,
melhorando a capacidade de replicacdo do virus ou; em combinagdo com
outras mutacdes principais reduzem a susceptibilidade ao IP (SHAFER e
SCHAPIRO, 2008; JOHNSON et al., 2006).

Um perfil mutacional pode ser desenvolvido a partir do uso dos
diferentes ARVs, com destaque aos IPs. O IPs tendem a selecionar mutacdes
especificas principais: D30N, M46I/L, I50L/V, V82A/FIS/T, 184V, L90OM e
acessorias L10F/I/R/V; K20M/R; L24I/V; L33F; M36l; 147V; G48V; F53L;
I54L/M/V; L63P; A71T/V; G73S; N88D/S (SHAFER e SCHAPIRO, 2008;
JOHNSON et al., 2006). As mutacBes da protease nos cédons 46, 54, 82 e 90
estdo entre as mais frequentes (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

Veras e colaboradores (2007) encontraram o perfil de mutacéo 150V
(principal) e L63P (acessoria) associadas a resisténcia aos IPs no Distrito
Federal/ DF. Esses resultados diferem dos dados da regidao Nordeste do Brasil
e Rio de Janeiro/RJ que apontam uma associacdo do codon 90 (principal) e 63
(acessorio) associados a resisténcia aos IPs nestas regides (CAVALCANTI et
al., 2007; COUTO-FERNANDES et al., 2005). Na regido de Botucatu/SP, o
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perfil mostra-se distinto com as mutagbes principais 154V e V82A e as
acessorias L101/V e A711/VIT sendo as mais frequentes (MUNHOZ, 2011).

Estes resultados demonstram a heterogeneidade no perfil de mutagao
de resisténcia e, a importancia dos estudos regionais que caracterizam o perfil
de mutagbes de resisténcia nas diferentes regibes, o que pode ser

extremamente Gtil quando se estabelece um protocolo terapéutico.

Mutacdes associadas a reducdo da sensibilidade aos ITRNs podem
estar presentes nos codons 41, 43, 44, 62, 65, 67, 69, 70, 74, 75, 77, 115, 116,
118, 151, 184, 208, 210, 215, 218, 219, 221 e 228 da TR (TOLEDO, 2009) e,
podem ser classificadas em mutac¢fes associadas aos timidinicos (TAMS) ou

nao.

Os principais mecanismos de resisténcia dos ITRNs tém sido
classificados em duas categorias: (a) Mutagbes que propiciam um aumento na
habilidade da TR do HIV em discriminar os ITRNs dos substratos naturais,
como a M184V, que conduz a resisténcia ao 3TC e FTC; (b) Mutacdes que
aumentam a habilidade da enzima em eliminar o ITRN, ligado ao final da
cadeia, impedindo seu alongamento, por um mecanismo de “excisdo’.
Frequentemente mutacdes analogas de timidina (TAM) elevam a excisdo do
AZT, embora mutacdes como 65R, 74V, 184V diminuam esta excisao,
revertendo a resisténcia adquirida (SHAFER e SCHAPIRO, 2008; DIAZ, 2011).

Entre as mutacdes de resisténcia aos ITRNs a M184V é a mais comum,
com elevado nivel de resisténcia a 3TC e FTC, resisténcia de baixo nivel ao ddl
e ABC e, aumento da susceptibilidade a AZT, d4T e TDF nas terapias de
resgate que incluam 3TC ou FTC, causando uma pequena diminuicdo na
capacidade replicativa do HIV (WHITCOMB et al., 2003; SHAFER e
SCHAPIRO, 2008).

As mutacdes da transcriptase reversa nas posicoes 41, 67, 215 e 219
sdo TAMs e associam-se a utilizagdo dos analogos AZT e d4T (SHAFER,
2009). As TAMs possuem duas vias mutacionais, sendo a via mutacional |

relacionada a mutacbes M41L, L210W e T215Y gerando niveis altos de
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resisténcia aos analogos de timidina e, resisténcia cruzada ao ABC, ddl e TDF.
Na via TAM Il estdo as mutagdes D67N, K70R, T215F e K219Q/E, conferindo
susceptibilidade reduzida a todos os ITRNs e resisténcia cruzada (WHITCOMB
et al., 2003). Esta resisténcia encontra-se aumentada quanto maior for o
acumulo de TAMs (WHITCOMB et al., 2002).

Ainda nos ITRNs encontramos mutacbes de resisténcia multi-
nucleosideo e mutacdes acessoOrias nao polimérficas podendo o primeiro
conferir faléncia de toda uma classe (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

Mutacfes pontuais no sitio alostérico de ligacdo do farmaco a enzima
sdo responsaveis pela emergéncia de variantes resistentes aos ITRNNs. A
afinidade do mesmo sitio aos diferentes ITRNNs torna comum a possibilidade
de resistencia cruzada de modo que uma Unica mutacdo pode provocar
resisténcia a toda a classe (ADAMS et al., 2010).

As mutacdes de resisténcia aos ITRNNs podem ser classificadas em: (a)
primarias, causando alto nivel de resisténcia a um ou mais ITRNNs e aparecem
no inicio da terapia; (b) secundarias, ocorrendo geralmente em combinacdo
com mutacfes primarias; (c) nao polimérficas, podendo ocorrer isoladamente
ou em combinacdo com outras mutacdes de resisténcia aos ITRNNSs,
diminuindo a susceptibilidade; e (d) polimérficas acessérias, responsaveis pela
modulacao dos efeitos de diferentes mutacdes (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

As mutacdes K103N e Y181C sao as mais comumente presentes,
conferindo resisténcia aos ITRNNs (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

Os IF, ICR e Il sdo classificados como medicamentos de terceira linha,
empregados em terapia de resgate, seguindo protocolos de recomendacgdes do
Ministério da Saude. Assim, a terapia com estas classes de ARVs exige que 0s
pacientes tenham falha virol6gica confirmada, teste de genotipagem recente e
resisténcia a pelo menos um antirretroviral de cada uma das trés classes
(ITRN, ITRNN e IP) (BRASIL, 2013).
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Mutacdes nos codons 36 a 45 da gp41l, responsavel pela ligacdo do IF,
interferem na susceptibilidade e, conforme o numero de mutagbes, torna o
paciente resistente a esta classe (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

O surgimento de variantes com tropismo ao virus X4 ou tropismo duplo
(R5/X4), assim como insercBes ou dele¢cbes de aminoacidos da alca V3 da
gp120 sdo os principais fatores associados a resisténcia ao ICR maraviroque
(SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

A resisténcia aos Il se associa a mutacdes no sitio de ligacdo da enzima.
Mutacbes secundarias também podem diminuir a susceptibilidade do
medicamento (SHAFER e SCHAPIRO, 2008).

Embora a progressao da infeccdo e a terapéutica efetiva se encontre na
dependéncia das variantes virais presentes no paciente infectado pelo HIV
outros fatores podem, também, ser importantes nesta avaliacdo como a
presenca de coinfecgcdes. Atualmente muitos pacientes infectados com HIV
apresentam também, infeccdo pelo Virus da Hepatite C (VHC). Na populacéo
mundial, aproximadamente 40% das pessoas que sao infectadas pelo HIV, sdo
coinfectadas pelo VHC, devido a similaridade nas rotas de transmisséo
(DIETERICH et al., 1999). No Brasil estima-se que 30 - 50% dos individuos
infectados pelo HIV apresentem coinfeccdo com VHC (BABIK e HOLODNIY,
2003). Esta porcentagem pode variar dependendo dos diferentes grupos de
risco, sendo elevada entre usuarios de drogas injetdveis e hemofilicos
(ZYLBERBERG; POL, 1996; DODIG; TAVILL, 2001).

A coinfeccdo HIV/VHC tornou-se um importante problema de saude
publica devido a possibilidade desses virus agirem sinergicamente, acelerando
a progressdo da doenca hepatica relacionada ao VHC (DIETERICH et al.,
1999).

O VHC é uma das principais causas de hepatite cronica, cirrose hepatica
e carcinoma hepatocelular (HCC) em todo o mundo, constituindo um grave
problema de saude publica (STRAUSS, 2001; MORADPOUR et al., 2007).
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Atualmente, estima-se que 180 milhdes de pessoas estdo infectadas com o
VHC em todo o mundo (KIM e CHUNG, 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2012b), todos os
anos, 3-4 milhdes de pessoas séo infectadas com o VHC. Cerca de 150
milhdes de pessoas estdo cronicamente infectadas e em risco de desenvolver
cirrose hepatica e/ou HCC. Mais de 350 mil pessoas morrem de doencas

hepaticas relacionadas com ao VHC anualmente.

Entre 1999 a 2011 foram notificados no Brasil 82.041 novos casos de
VHC, sendo que 55.222 ocorreram na regido Sudeste e 18.307 na regido Sul,
totalizando aproximadamente 90% dos casos confirmados no pais. As taxas de
incidéncia mais elevadas também se concentram nessas regides. Enquanto o
pais, em 2010, registrou incidéncia de 5,4 casos confirmados para hepatite C, a

regido Sudeste apresentou 8,1 e a Sul apresentou 9,4 casos (BRASIL, 2012c).

Enquanto 20-50% dos pacientes com hepatite aguda alcancam
resolucao espontanea, entre 50% e 80% dos individuos desenvolvem infeccéo
cronica. Entre eles, aproximadamente 20% desenvolvem cirrose e, destes,
6% descompensam em doengca hepatica em estagio final (ESLD)
e, um adicional de 4% desenvolve HCC (THOMAS; SEEFF, 2005).

Apesar dos pacientes coinfectados possuirem trés vezes mais chance
de progressao para cirrose do que os pacientes monoinfectados com VHC,
com progressao de 33% em menos de 20 anos (OPERSKALSKI e KOVACS,
2011), a influéncia do VHC na progressao do HIV e a extenséo desta relacao
tem sido debatida e, ainda é uma questdo mal resolvida (ANDREONI et al.,
2012).

Estudo realizado por Soriano e colaboradores (2004), sugere que o VHC
atue como um cofator para a evolugéo da infecgdo HIV/Aids, podendo acelerar
a queda das células T CD4 e/ou induzir estas a proliferarem no tecido hepatico,
facilitando a replicacédo do HIV. Além disto, estes mecanismos podem aumentar

0s niveis dos dois virus no paciente coinfectado.
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Embora estudos demonstrem redugéo da morbidade e mortalidade em
individuos coinfectados em tratamento com HAART, patologias relacionadas ao
figado representam uma das principais causas de morte nesta populacéo.
Estas doencas incluem fibrose, cirrose e ESLD (OPERSKALSKI e KOVACS,
2011). O ELSD esta associado como uma das principais causas de mortalidade
intra-hospitalar entre os pacientes infectados pelo HIV (ANDREONI et al.,
2012).

Classificado na familia Flaviviridae, o VHC mede de 55 a 65nm de
didmetro e, sua estrutura consiste em um envelope lipidico, no qual se
encontram as glicoproteinas virais E1 e E2, um capsideo protéico que envolve
o0 genoma viral constituido por um &acido ribonucléico (RNA) linear, de fita
simples, com polaridade positiva e aproximadamente 9500 nucleotideos
(SIMMONDS et al., 2005) (Figura 6).

Nucleocapsideo
(Core)

) ) RNA Viral
Gllcoprotelnas/ L © (~9500 nt)

e 55 - 65 Nm ——>

Figura 6: llustracdo da estrutura do Virus da Hepatite C (VHC), evidenciando RNA viral
(vermelho), envelope com glicoproteinas e nucleocapsideo (core). (Fonte: adaptado de James,
2001).

O genoma viral do VHC possui duas regides nao traduzidas nas
extremidades 5’ e 3’ (LINDERBACH; RICE, 2001). Estas regides apresentam
pouca diversidade entre os diferentes isolados virais, cerca de 90% de
similaridade, sendo essenciais no processo de traducéo de poliproteinas e na

replicacdo do genoma viral (BUKH et al., 1992).
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O VHC apresenta ampla heterogeneidade genética. A comparacdo de
sequéncias nucleotidicas de diferentes isolados demonstra a existéncia de pelo
menos seis grupos geneticamente diferentes (1-6) cuja variacdo de
nucleotideos do genoma completo nos diferentes grupos esta entre 25 - 35% e,
a frequéncia de mutacbes é variavel ao longo do genoma. Os grupos sdo
constituidos por véarios subtipos denominados por letras mindsculas (a, b, c,
etc.) (SIMMONDS et al., 2004) com variabilidade nucleotidica de 15% a 20%
entre eles (PAWLOTSKY, 2004). Apesar de poucos relatados na literatura, o

gendtipo 7a foi descrito por MURPHY e colaboradores em 2007.

As quasispecies podem estar presentes desde inicio da infeccdo ou
surgir no decorrer da mesma, como mecanismo de adaptacdo e escape as
defesas do organismo (NAITO et al., 1995). Esta capacidade parece facilitar a
evolucéo da infecgdo aguda para a crbnica, condicionar a evolu¢do da doenca
hepatica, explicar a resisténcia as terapéuticas antivirais e tornar muito dificil o
desenvolvimento de vacinas (SIMMONDS et al., 2005; SEEFF, 2009).

A patogenicidade do VHC é principalmente decorrente do dano causado
a célula hepatica e da persisténcia viral. Esses mecanismos podem envolver
tanto modificacGes virais como fatores dependentes do hospedeiro, incluindo
imunossupressao ao VHC, protecdo de células infectadas pelo VHC da morte
celular apoptética ou mutacdo genética de dominios imunogénicos do VHC
(WANG et al., 1992).

O objetivo da terapéutica antiviral é a obtencao de resposta virolégica
sustentada (RVS) através de uma eliminacdo prolongada do virus, o que é
alcancado quando o RNA do VHC permanecer ndo detectavel por seis meses
apos o fim do tratamento. O principal tratamento do VHC € o interferon
peguilado alfa e ribavirina. Dois PEG-IFN estdo disponiveis: PEG-IFN a-2b
(PEG-Intron ®, Merck) e PEG-IFN a-2a (Pegasys ®, Roche) (MAUSS et al.,
2013).

Em 2011, foram aprovados os primeiros agentes antivirais diretos (DAA)
para pacientes com VHC gen6tipo 1. Dois inibidores da protease do VHC (IP)

boceprevir (Victrelis ®, Merck) e telaprevir (Incivek ®, Vertex; INCIVO®,
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Johnson & Johnson) demonstraram melhorar as taxas de RVS em até 75% em
pacientes VHC gl. No entanto, ambos os IPs requerem combinagdo com PEG-
IFN + RBV para evitar o surgimento de resisténcia a drogas. Ambos, boceprevir
(BOC) e telaprevir (TLV) podem ser combinados com PEG-IFN a-2a ou PEG-
IFN-a 2b (MAUSS et al., 2013).

Para as coinfec¢des ao HIV, incluindo o VHC, combinac¢des de terapias
sdao amplamente utilizadas trazendo beneficios como reducéo de resisténcia a
drogas e de seus efeitos colaterais. No entanto, apesar do grande numero de
possiveis combinacgfes, € importante identificar as drogas com maior eficacia e

sinergia para obtencao de resultados favoraveis (TAN et al., 2012).

O tratamento para o VHC em pacientes coinfectados com HIV € menos
eficaz devido a disfuncdo imune, fibrose avancada, esteatose severa, viremia
do VHC elevada, menor eliminacdo do VHC nas fases iniciais da terapia,
recidivas frequentes, modificacdo e interrupcdo de drogas devido a efeitos
adversos e menor adesao (SORIANO et al. 2004). Quanto ao HIV, apesar do
potencial aumentado para o risco de fibrose devido a alta toxidade do HAART,
o beneficio do tratamento é muito superior aos riscos observados
(ANTONUCCI et al., 2003).

Atualmente, os estudos sobre resisténcia e mutacdes vém sendo
conduzidos em pacientes monoinfectados pelo HIV. No entanto, pouco se
conhece sobre o perfil de mutac¢des de resisténcia em individuos coinfectados
pelo HIV e VHC.

Assim, € bem conhecido que a presenca dos dois virus no paciente
infectado conduz a um pior progndstico e, a presenca do VHC pode favorecer a
proliferacdo do HIV. No entanto, ndo € conhecido se a presenca do VHC pode
favorecer a emergéncia de variantes do HIV resistentes as drogas nestes

pacientes.

Desta forma, estudos relacionados com mutacbes de resisténcia a
HAART em pacientes coinfectados ao VHC s&o importantes para inferir sobre

perfil de variantes e, avaliar o sucesso terapéutico da HAART nestes pacientes.
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Objetivos



Geral

e Avaliar o perfil de mutacbes de resisténcia aos inibidores de
transcriptase reversa e inibidores de protease em variantes de HIV

circulantes em individuos coinfectados com o VHC.

Especificos

¢ Relacionar os esquemas terapéuticos empregados para tratamento do

HIV ao perfil de mutagdo de resisténcia encontrado;

e Comparar o perfl de mutacbes de resisténcia nos pacientes

coinfectados e monoinfectados pelo HIV.
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Casuistica e Métodos




CASUISTICA

Foram incluidos neste estudo 19 pacientes coinfectados pelos virus
HIV/VHC, maiores de 18 anos, atendidos no Ambulatério de Gastroenterologia
da Faculdade de Medicina de Botucatu e, no Hospital dia “Domingos Alves
Meira”. Os critérios de inclusdo foram carga viral plasmatica do HIV com pelo
menos 1.000 cépias de RNA/mL, sorologia anti-VHC reagente e, RNA do VHC
detectavel por ocasido do diagnostico. Foram excluidos pacientes que
apresentaram qualquer outra doenca hepatica, gestantes e pacientes com

idade inferior a 18 anos.

A amostra utilizada para execucdo deste trabalho foi o material
excedente da coleta de sangue realizada por ocasido da realizacdo do exame
de carga viral, teste de rotina para acompanhamento da infeccdo pelo HIV, o
qual foi armazenado no Laboratério de Biologia Molecular do Hemocentro de
Botucatu, Faculdade de Medicina, UNESP. De forma que, todos os pacientes
incluidos neste estudo apresentavam solicitacdo médica para execucdo do

teste de carga viral para o HIV.

O grupo controle foi constituido por uma populacdo monoinfectada pelo
HIV do estudo de Munhoz e colaboradores (2011).

METODOLOGIA

Processamento das amostras

A coleta das amostras foi realizada por profissional devidamente

habilitado do setor de coleta do Hospital das Clinicas da Faculdade de
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Medicina de Botucatu ou do Hospital Dia “Domingos Alves Meira” seguindo
todo o procedimento operacional padréo dos referidos setores.

Segundo protocolo da rotina laboratorial do Laboratério de Biologia
Molecular do Hemocentro de Botucatu, Faculdade de Medicina, UNESP, as
amostras de sangue venoso foram coletadas em tubo do tipo Vacutainer®
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) contendo 1,5 mg/mL do
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA). O plasma foi separado
mediante centrifugagdo a 1312xg, por 15 minutos e armazenado em dois
microtubos do tipo eppendorf (AxygenScientific, Union City, CA, USA) de

1,5mL, os quais sdo estocados a -70°C até o momento da utilizac&o.

Extracdo de RNA, Amplificacdo e Sequenciamento

RNA viral plasméatico foi utilizado para genotipagem do HIV pela
tecnologia Trugene HIV-1 (TruGene HIV-1 genotyping Kit - Siemens Healthcare
Diagnéstics, Inc. Tarrytown, NY, USA), segundo as especificacdes do

fabricante.

Utilizou-se o QlAamp Viral RNA mini kit (Qiagen Inc., CA) para a
extracdo do RNA viral a partir do plasma do paciente. A amplificacdo da regido
genomica pol do HIV foi realizada por RT-PCR, utilizando o kit comecial
Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Siemens Healthcare Diagndstics, Inc.
Tarrytown, NY, USA), com primers especificos capazes de ampliar o gene
completo da protease e os primeiros 250 cdédons da transcriptase reversa como
um unico amplicon, resultando em um fragmento de 1,3 Kb. Com base no
principio de Clip, realizou-se o sequenciamento em 16 reagdes utilizando 4
modulos de primer: Protease que permite obter uma sequéncia bidirecional do
gene da protease (do cédon 10 a 99) e uma sequéncia em pelo menos uma
direcdo do codon (1 a 9); P2 que permite obter uma sequéncia bidirecional da
regido da protease (codons 21 a 99) e uma sequéncia em pelo menos uma
direcdo do codon 7 a 20, RT Beggining permite obter uma sequéncia

bidirecional da regido da transcritase reversa (cédons 41 a 139) e uma
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sequéncia em pelo menos uma direcdo do cédon 140 a 142 e codon 40; RT
Middle permite obter uma sequéncia bidirecional da regido da transcriptase
reversa (codons 148 a 237) e uma sequéncia em pelo menos uma dire¢cao do
codon 138 a 147 e codon 238 a 247. A eletroforese foi conduzida no Long
Read Tower (Siemens Healthcare Diagndstics, Inc. Tarrytown, NY, USA).

Todas as reacoes foram realizadas segundo especificacbes do fabricante.

Utilizou-se o software OpenGene DNA Sequencing System (Siemens
Healthcare Diagnostics, Inc. Tarrytown, NY, USA), na aquisicdo e analise das

sequéncias, segundo instru¢des do fabricante.

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o Trugene HIV-1
Genotyping, versao 17.0 (Siemens Healthcare Diagnéstics, Inc. Tarrytown, NY,
USA), que analisa as diferencas nas sequéncias de aminoacidos entre o virus
circulante no paciente e o padrdao HXBZ2, internacionalmente aceito como

subtipo selvagem do HIV.

O relatério resultante desta andlise origina dados das regiées do gene
pol, PR e TR, sobre mutacdes principais e acessoérias na regido da PR,
relacionadas ao IP, e mutacdes de resisténcia da TR, relacionadas aos ITRNs
e ITRNNs. Além disso, os dados relacionados a resisténcia aos ARVs destas

classes sao divididos em “resisténcia”, “possivel resisténcia” e “sensivel”.

Parametros clinicos como doencas e condi¢cdes associadas a aids,
categorias clinicas segundo critério CDC, tratamento utilizado pelos pacientes,
estadiamento da fibrose hepatica (escala Metavir), informacdes
epidemioldgicas, assim como, parametros laboratoriais como carga viral foram

retirados dos prontuarios médicos dos pacientes.

Os pacientes foram categorizados conforme classificacdo do CDC
(1992): (a) quanto as doencas e condicdes associadas a aids em A:
assintomatico, agudo ou linfodenopatias persistentes; B: sintomatico ndo-A e
nao-C; e C: caso aids; (b) segundo a contagem de CD4 em 1 (contagem de
CD4 igual ou superior a 500 células/mm?®), 2 (com niveis de CD4 entre 200 e

499 células/mm?) e 3 (contagem de CD4 igual ou inferior a 200 células/mm?).
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O tratamento utilizado pelo paciente foi classificado conforme esquema
terapéutico 1° e 2° linha (nestes casos também separados por classes de
drogas) ou terapia de resgate. Os esquemas terapéuticos foram caracterizados
utilizando o banco de dados do SAE - Botucatu/SP, sendo considerado o
altimo esquema utilizado pelo paciente que antecedeu a coleta da amostra
analisada.

O estadiamento da fibrose foi categorizado segundo a escala de
METAVIR (1997) em FO (auséncia de fibrose), F1 a F3 (auséncia, raros e
nuMerosos septos, respectivamente) e F4 (cirrose).

bY

Dados de adesdo a terapia foram, também avaliados e, para esta
andlise a retirada regular dos medicamentos na farmacia hospitalar
caracterizou adesdo; a auséncia desta retirada regular foi considerada ma

adesao.

Andlises estatisticas univariadas para comparagdo de grupos foram
conduzidas utilizando o teste exato de Fisher.
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Resultados e Discussdo




As caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes coinfectados

HIV/VHC incluidos no estudo estdo demonstradas na Tabela 1.

Dos pacientes incluidos no estudo 63,16% eram do sexo masculino.
Apesar da atual feminizacdo da infeccdo pelo HIV (BRASIL, 2012a), quando
analisados pacientes coinfectados pelo VHC, tende-se a um maior nimero de
casos no género masculino devido a fatores de risco associados a rota de
transmissdo do VHC. Resultados semelhantes foram encontrados por Calegari
e colaboradores (2011), com 75% dos pacientes do sexo masculino na regiao
sul e; por Amaral (2006) que encontrou 83,5% homens coinfectados HIV/VHC

na regiao norte do Brasil.

Quanto as caracteristicas virologicas dos pacientes deste estudo 94,74%
dos virus HIV circulantes nos pacientes coinfectados eram do subtipo B e,
5,26% do subtipo F (Tabela 2). Estudos anteriores corroboram este achado,
nos quais a frequéncia do subtipo B do HIV oscila entre 70 a 90%
(CAVALCANTE et al., 2007; TOLEDO et al., 2009). Da mesma forma, estudo
anterior de Corvino e colaboradores (2007) na regido de Botucatu, a mesma do
presente estudo, encontrou uma frequéncia de 85,0% do subtipo B do HIV e
12,9% do F em pacientes coinfectados.

Quanto aos genétipos do VHC na populacdo estudada a maior
frequéncia foi do gendtipo 1 representando 94,74% (Tabela 2). Estudo anterior
realizado por Corvino e colaboradores (2007), no qual demonstra maior
frequéncia do gendtipo 1 (58,00%) em coinfectados HIV/VHC, apo6iam o0s

resultados aqui encontrados.
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Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes coinfectados
HIV/VHC incluidos no estudo (n=19)

Caracteristicas (N=19)

Idade (anos), mediana (IQR) 43 (39-47)
Sexo, Masculino [N (%)] 12 (63,16)
Tratamento Antirretroviral* [N (%)]

3 ITRN 01 (05,26)
2ITRN + 1 ITRNN 06 (31,58)
2ITRN+11IP 01 (05,26)
2ITRN + 1 IP/r 08 (42,10)
Resgate** 02 (10,52)
Virgem de Tratamento (naive) 01 (05,26)
Qualidade da adesao ao Tratamento Antirretroviral* [N

(%)

Adesao 09 (47,36)
Ma adesédo 09 (47,36)
Tratamento Antiviral para o VHC* [N (%)]

naive 15 (78,95)
Tratamento com RVS 01 (05,26)
Tratamento sem RVS 03 (15,79)
Condicao Clinica HIV* [N (%)] Critério CDC (1992)

B2 01 (05,26)
C1 01 (05,26)
C2 03 (15,79)
C3 14 (73,68)
Estadiamento da Fibrose Hepatica* [N (%)]

NR 8 (42,10)

F2 4 (21,05)

F3 3 (15,79)

F4 4 (21,05)

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana; VHC: Virus da Hepatite C; IQR: Intervalo interquartil;
N: numero absoluto; ITRN: Inibidor de Transcriptase Reversa analogo nucleosideo ou
nucleotideo; ITRNN: Inibidor de Transcriptase Reversa ndo analogo nucleosideo; IP: Inibidor
de Protease; CDC: centro de Controle e Prevencdo de Doengas; B2: sintomatico com
contagem de linfocitos T CD4 entre 200 células/mm® e 499 células/mm?®; C1: condi¢cdes
indicativas de aids com contagem de linfécitos T CD4 superior a 500 células/mm?; C2:
condic¢des indicativas de aids com contagem de linfocitos T CD4 entre 200 células/mm? e 499
células/mm?; C3: condicdes indicativas de aids com contagem de linfocitos T CD4 inferior a 200
células/mm?® NR: Biopsia hepéatica ndo realizada; F2: fibrose portal com raros septos; F3:
numerosos septos sem cirrose; F4: cirrose. *Informacédo obtida no prontuario médico dos
pacientes. ** Terapia de resgate com 2 ITRN + 1 Il (RAL). ***Informacdo avaliada segundo a
regularidade de retirada dos medicamentos na farmacia hospitalar em 18 dos 19 pacientes do

estudo, pois um era virgem de tratamento.
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Tabela 2: Caracteristicas viroldgicas dos pacientes coinfectados HIV/VHC

incluidos no estudo (N=19)

Caracteristicas [N (%)]
Subtipo do HIV*

B 18 (94,74)
F 01 (05,26)
Genotipo do VHC*

1 18 (94,74)
3 01 (05,26)
Carga Viral do HIV*

Entre 1.000 e 10.000 copias de RNA/mL 08 (42,10)
Entre 10.000 e 100.000 cépias de RNA/mL 08 (42,10)
Superior a 100.000 c6pias de RNA/mL 03 (15,79)

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana; VHC: Virus da Hepatite C; N: namero absoluto;

*Informacao obtida no prontuério médico dos pacientes.

No que se refere a presenca de mutacdes de resisténcia associadas aos

antirretrovirais, todas as amostras apresentaram variantes virais com pelo

menos nove mutacdes associadas a resisténcia aos ARVs (Tabela 3). Quando

se considera as muta¢cfes associadas as classes dos medicamentos verifica-se

que oito (42,10%) amostras ndo apresentaram virus com mutacdes principais

aos IPs; nove (47,36%) nao apresentaram mutacdes associadas aos ITRNNSs;

e todas apresentaram ao menos quatro mutacdes associadas aos ITRNs

(Tabela 3).

Mutacdes de resisténcia aos ITRNs sdo esperadas devido ao amplo uso

destas drogas nos primeiros esquemas terapéuticos, enquanto mutacdes aos

ITRNNs podem desaparecer rapidamente na auséncia de medicacao,

permanecendo nas populacdes minoritarias.
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Tabela 3: Frequéncia das mutagOes de resisténcia nas regibes gendomicas
codificadoras da transcriptase reversa e protease do HIV dos pacientes
coinfectados HIV/VHC incluidos no estudo (N=19)

Total de Mutacdes PR
[N* (%)] Principais [N* (%)] Acessorias  [N* (%)]
9 1 (05,26) 0 8 (42,10) 2 2 (10,52)
10 1 (05,26) 1 7 (36,84) 3 1 (05,26)
11 1 (05,26) 3 1 (05,26) 4 1 (05,26)
12 1 (05,26) 4 1 (05,26) 5 2 (10,52)
14 1 (05,26) 6 1 (05,26) 6 2 (10,52)
15 2 (10,52) 8 1 (05,26) 7 2 (10,52)
16 1 (05,26) 8 3 (15,79)
17 2 (10,52) 9 2 (10,52)
20 3 (15,79) 10 1 (05,26)
22 1 (05,26) 11 1 (05,26)
24 1 (05,26) 12 1 (05,26)
29 1 (05,26) 15 1 (05,26)
35 1 (05,26)
36 1 (05,26) TR
38 1 (05,26) ITRN [N* (%)] ITRNN [N* (%)]
4 1 (05,26) 0 9 (47,36)
5 2 (10,52) 1 3 (15,79)
6 1 (05,26) 2 3 (15,79)
7 1 (05,26) 3 2 (10,52)
8 2 (10,52) 4 2 (10,52)
9 4 (21,05)

11 1 (05,26)
12 3 (15,79)
14 1 (05,26)
15 1 (05,26)
17 1 (05,26)
19 1 (05,26)

PR: protease; TR: transcriptase reversa; ITRN: Inibidor de Transcriptase Reversa anélogo
nucleosideo ou nucleotideo; ITRNN: Inibidor de Transcriptase Reversa ndo analogo

nucleosideo; IP: Inibidor de Protease. *N: nimero absoluto.

Os resultados obtidos demonstraram a presenca de virus com mutagoes
associadas a duas classes de antirretrovirais (ITRN + IP) em 47,37%; e 52,63%
dos pacientes incluidos no estudo apresentaram virus com mutacfes de
resisténcia as trés classes de drogas (ITRN + ITRNN + IP). Nenhuma amostra

apresentava virus com mutacdes a apenas uma classe de drogas (Tabela 4).
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Observou-se, ainda, que mutacdes de resisténcia a duas classes de drogas
(ITRN + IP) nos pacientes coinfectados HIV/VHC apresentavam uma
frequéncia significantemente superior (p< 0,05) quando comparados aos
monoinfectados pelo HIV oriundos da mesma regido geografica deste estudo
(Tabela 4).

Tabela 4: Frequéncia da presenca de mutacdes de resisténcia por classe de

droga em pacientes monoinfectados HIV e coinfectados HIV/VHC

Variaveis
Monoinfectados HIV* Coinfectados HIV/VHC
(n=386) (n=19)
[N (%)] [N (%)]
Nenhum 11 (2,85) -
1 Classe
ITRN 11 (2,85) -
ITRNN 08 (2,08) -
IP 14 (3,62) -
2 Classes
ITRN+ITRNN 85 (22,02) -
ITRN+IP 64 (16,58)" 09 (47,37)"
ITRNN+IP 05 (01,29) -
3 Classes
ITRN+ITRNN+IP 188 (48,70)" 10 (52,63)"

HIV: virus da imunodeficiéncia humana; VHC: virus da Hepatite C; ITRN: Inibidor de
Transcriptase Reversa analogo nucleosideo ou nucleotideo; ITRNN: Inibidor de Transcriptase
Reversa ndo analogo nucleosideo; IP: Inibidor de Protease. *Grupo controle (Munhoz, 2011).
#Segmentos avaliados comparativamente utilizando teste exato de Fisher. Diferenca

significante (p< 0,05).

Este resultado pode constituir uma consequéncia da prépria coinfeccéo
HIV/VHC. Ja é documentado que a presenca do VHC acelera a progressao
para aids e, nos coinfectados a resposta celular via CD4 e CD8 é pior que nos
pacientes monoinfectados pelo HIV (HARCOURT et al.,, 2006; CAPA et al.,
2007), mesmo depois da HAART (DUTOIT et al., 2005), o que favorece ainda
mais a replicacdo do HIV. Assim, diante da alta replicagdo do HIV elevados
niveis de variantes resistentes se originam e, podem ser rapidamente
selecionadas com a terapéutica. Alem disso, deve-se considerar que neste
estudo 47,37% dos pacientes estavam utilizando os medicamentos de forma
irregular (tabela 1) o que, também, favorece a emergéncia de resisténcia
(DIAZ, 2011).
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Nenhum paciente apresentou a forma selvagem do virus HIV. Estudos
nacionais com pacientes monoinfectados pelo HIV demonstraram presenca do
virus selvagem em cerca de 5% dos pacientes (CAVALCANTE et al., 2007,
TOLEDO et al, 2009). Um estudo regional que utilizou a populagéo
monoinfectada pelo HIV da cidade de Botucatu, SP, a mesma regido do
presente estudo, demonstrou a presenca de virus selvagens em 2,85% dos
pacientes infectados pelo HIV (MUNHOZ et al., 2011).

Quando se considera as mutagdes de resisténcia aos ITRNs todas as
TAMs foram detectadas e, oito (42,10%) pacientes apresentaram virus com
pelo menos uma TAM. Quando comparados a estudos que avaliaram a
freqiéncia das TAMs em monoinfectados pelo HIV nota-se que no presente
estudo as TAMs apresentaram uma frequéncia inferior a encontrada em
portadores de HIV isoladamente, a qual se encontra em torno de 67%
(MUNHOZ et al, 2011; COUTO-FERNANDEZ et al, 2005; DE SA-FILHO et al.,
2008).

Dos oito pacientes que apresentavam TAMs quatro faziam o uso de AZT
ou d4T e, portanto, 50% dos pacientes com TAMs estavam utilizando analogos
de timidina (AZT e d4T) que selecionam variantes virais com TAMs. Este dado
é similar ao encontrado em monoinfectados pelo HIV, nos quais dos pacientes
portadores de virus com TAMs 60,23% faziam uso de AZT ou d4T. Deve-se
considerar que estes dados podem estar subestimados devido a possibilidade
dos pacientes que nao utilizam analogos de timidina ja terem sido expostos a
estas drogas em esquemas anteriores. As TAMs conferem redugcdo na
suscetibilidade a todos ITRNs e resisténcia cruzada ao ABC, ddl e TDF
(WHITCOMB et al., 2003).

Mutac¢des nos cédons 70 e 219 da via TAM 2 foram detectadas em
maior propor¢do, presentes com uma frequéncia de 21,05%. A mutacdo K70R
€ uma das mais precoces na monoterapia com o AZT com aparecimento
subsequente das mutacdes T215Y/F (HUANG et al.,, 1998). As mutacoes
T215Y e T215F estiveram presentes em uma amostra cada, ndo associadas a
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K70R. Estas conferem alta resisténcia ao AZT (CLAVEL e HANCE, 2004).
Entre as mutacdes acessorias as TAMs foram evidenciadas a L228H (15,79%),
L228R (5,26%) e a V118l (5,26%). Todas estavam associadas a cédons da via
TAM 2 (70 e 219).

Apenas uma amostra (5,26%) apresentou as mutacdes M41L, L210W e
T215Y, via TAM 1. O conjunto destas mutacdes conferem alto nivel de
resisténcia ao AZT e d4T e intermediario/alto nivel de resisténcia a ABC, ddl e
TDF. Esta mesma amostra apresentou a mutacdo D67N, também responsavel
pela resisténcia ao AZT e d4T e o polimorfismo K122E, associado a alta
resisténcia aos timidinicos (SVICHER et al., 2006). Resultado similar quanto a
frequéncia da via TAM 1 (6,18%) em pacientes coinfectados HIV/VHC foi
encontrado em um estudo anterior (LIU et al., 2011). No entanto, esses
resultados devem ser vistos com cautela uma vez que, um paciente
representava 5,26%. Estudos que envolvessem a ampliacdo da amostra

utilizada poderiam ser Uteis para avaliar os resultados aqui apresentados.

De maneira semelhante, na populacdo de monoinfectados pelo HIV, a
via mutacional TAM 2 foi a mais freqiente, embora com uma frequéncia

superior a encontrada neste estudo (MUNHOZ, 2011).

Embora Huang e colaboradores (1998) tenham demonstrado que
mutacBes no cdédon 215 geralmente levam a mutacdo M41L, das quatro
amostras que apresentaram mutacdo no codon 215, apenas uma apresentou a

mutacdo M41L associada a mutagao T215Y.

Com relacdo as demais mutagdes (ndo TAMs) aos ITRNs, a acessoria
L214F foi a mais frequente, presente em 13 amostras (68,42%), seguida por
E122K e M184V, presentes em 57,89% (n=11) das amostras.

A mutacdo M184V tem grande importancia por conferir alto nivel de
resisténcia a 3TC/FTC e resisténcia parcial ao ddl e ABC. Apesar de aumentar
a susceptibilidade a AZT, d4T e TDF (SHAFER e SCHAPIRO, 2008), também

pode retardar o surgimento de resisténcia a estes medicamentos. A
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combinagdo de TDF, AZT ou d4T mais 3TC/FTC muitas vezes inibe

parcialmente os virus com esta mutacao.

Uma amostra (5,26%) apresentou mutacdo M184V associada a L74V. A
L74V é selecionada por ABC e ddl e sua associagdo ao M184V desenvolvem-
se comumente em pacientes recebendo ABC/3TC. Além da resisténcia ao ABC
e ddl, esta associacdo pode aumentar a susceptibilidade ao AZT (SHAFER e
SCHAPIRO, 2008). Este resultado € discordante com a frequéncia desta
mutagdo em pacientes monoinfectados pelo HIV, nos quais a M184V esta
presente com uma frequéncia superior a 80% (COUTO-FERNANDEZ et al.,
2005; RODRIGUES et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2007; MEDEIROS et al.,
2007; DE SA-FILHO et al., 2008; VARELLA et al., 2008; TOLEDO et al.,2010;
MUNHOZ, 2011).

Algumas mutacdes, mesmo que nao relacionadas diretamente a
ocorréncia de resisténcia, sdo importantes para a recuperacgao do fitness viral e
ocorrem no contexto de dupla resisténcia a AZT e 3TC: H208Y, R211K, L214F
e G333E/D (WALTER et al., 2002). No presente estudo as muta¢des R211K e
L214F estiveram presentes em 15 pacientes, sendo dois com a R211K; dez
com a L214F e trés com as mutacBes em associacdo. Destes pacientes, 14

faziam o uso de AZT e/ou 3TC.

Foram encontradas as mutacdes multirresistentes A62V, V75I, F116Y e
Q151M em uma (5,26%) amostra. Esta associacdo confere alto nivel de
resisténcia ao AZT, d4T, ddl e ABC, e resisténcia intermediaria ao TDF, 3TC e
FTC (PRADO et al., 2004), comprometendo toda classe de drogas.

Quando se consideram as mutacdes de resisténcia aos ITRNNSs verifica-
se que dez (52,63%) pacientes apresentavam variantes virais com este tipo de
mutacéo e 16 (84,21%) polimorfismos associados a estes. As muta¢gdes mais

frequentes foram a K103N e a G190A, ambas em 21,05% das amostras (n=4).

A K103N é selecionada pelo NVP e EFV, conferindo alto grau de
resisténcia a estes ITRNNs, com pouco efeito no fitness viral (LUCAS, 2005).

Esta mutacao ja foi encontrada anteriormente em pacientes ndo tratados (LAL
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et al., 2005). Esse resultado € concordante com um estudo que avaliou
mutacdes de resisténcia em coinfectados HIV/VHC, no qual a K103N
prevalecia (LIU et al, 2011).

A mutacdo G190A é selecionada por NVP e EFV e reduz a
susceptibilidade destes medicamentos mais de 50 vezes. Também confere

resisténcia a ETR, sendo responsavel pela resisténcia a toda classe de ITRNN.

Enquanto a frequéncia da mutacdo no cdédon 190 foi semelhante a
encontrada em monoinfectados pelo HIV (COUTO-FERNANDEZ et al., 2005;
MUNHOZ, 2011); a frequéncia da mutacdo K103N foi inferior a relatada na
literatura para monoinfectados pelo HIV (COUTO-FERNANDEZ et al., 2005;
CAVALCANTI et al.,2007; SA-FILHO et al., 2008).

A substituicdo do aminoacido V pelo | no cédon 106 selecionada pelo
EFV foi observada em dois pacientes. Esta mutacdo, quando associada ao
V179D como ocorreu em um paciente, confere resisténcia a toda a classe de
ITRNN.

O conjunto com as mutacdes L100I, V106A e G190A néo foi encontrado
no mesmo paciente. Esta associagdo confere resisténcia a toda a classe de
ITRNN (GHOSN et al. 2006). Dois pacientes eram portadores de variantes com
a associacdo das mutacdes L100l e K103N, as quais conferem alto grau de
resisténcia ao EFV. Resultado similar foi encontrado em estudos que avaliaram
perfil de muta¢des em pacientes monoinfectados pelo HIV (MUNHOZ, 2011).

Entre os polimorfismos associados aos ITRNNs, o 1135T foi o mais
frequente, n=16 (84,21%). Estes, quando correlacionado a K103N podem
intensificar a resisténcia ao EFV. Neste estudo esta associacao foi detectada
com uma frequéncia de 21,05%. O polimorfismo 1135T ja foi detectado em
estudos anteriores na populacdo de monoinfectados pelo HIV nao tratados
(naive) e, o0 seguimento destes pacientes revelou o aparecimento da mutacao
K103N, sugerindo que o 1135T pode representar um determinante fundamental
da evolugdo da resisténcia aos ITRNNs (CECCHERINI-SILBERSTEIN et
al.,2007),
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O EFV ainda pode selecionar muta¢des nos cédons 100, 108, 179 e 181
da TR (BACHELER et al., 2001). No total, 31,57% das amostras apresentaram
estas mutacdes, sendo um (5,26%) paciente com a mutacdo L100lI sem
associacdo a estes codons; um (5,26%) com associacdo L100I/V108I; e um
(5,26)% com L1001/V179D.

A mutacdo Y181C, encontrada em 10,52% das amostras, €
frequentemente associada a resisténcia ao DLV, NVP e EFV. Estudos tém
mostrado que, algumas mutagbes, como a Y181C ocorrem com mais
frequéncia em pacientes com falha virologica ao NVP e, conduzem a
resisténcia cruzada para EFV (REUMAN et al., 2010). Um estudo com
pacientes coinfectados HIV/VHC tratados apenas com o NVP e sem exposi¢cao
a outros ITRNNs apresentou a Y181C com frequéncia de 13,63% das amostras
com mutagdo, muito proxima a encontrada em nosso estudo (LIU et al., 2011).

Algumas mutacfes estdo associadas a residuos na regido da ligacao do
ITRNN com a p66 da TR como a M230L (LARDER, 2001). Esta mutacdo
confere resisténcia a classe e foi encontrada em uma amostra (5,26%).
Munhoz e colaboradores (2011) também encontraram esta mutacdo em baixa
frequéncia, N=6 (1,55%).

Quanto as mutacdes de resisténcia aos IPs foram observadas mutacoes
principais em 11 pacientes, sendo a M46l, 154V e V82A em trés (15,79%),
seguidas pela L90OM em dois (10,52%). A mutacdo M46l1 é selecionada
principalmente pelo IDV, NFV, FPV, ATV, e LPV e contribui para a
susceptibilidade reduzida destes IPs. O IDV e LPV também selecionam a
mutacdo V82A que reduz a susceptibilidade a estes IPs e confere resisténcia
cruzada a ATV e NFV. Quando associado a outras muta¢des pode diminuir a
susceptibilidade ao SQV e FPV. A substituicdo do aminoacido do cédon 90 (L-
M), selecionada principalmente por SQV, NFV, IDV e LPV, diminui a
susceptibilidade a cada um dos IPs exceto TPV e DRV. Esta mutagao esta
associada ao uso de SQV como 1° IP utilizado no esquema terapéutico
(MARCELIN et al., 2004).
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Apesar dos estudos nacionais demonstrarem estas duas mutagdes
(M461 e L90M) como as mais frequentes associadas aos IPs, as frequéncias
agui observadas sédo inferiores a maioria dos estudos nos quais a prevaléncia
da L90M pode atingir até 41% (RODRIGUES et al., 2005) e 29% (DE SA-
FILHO et al., 2008). Munhoz (2011) observou 120 (31,1%) pacientes com
mutac¢des no codon 46; e 85 (22%) pacientes com a mutacdo L9OM. Segundo
Oliveros (2009), estas mutacdes podem ser importantes marcadores a

resisténcia transmitida, devido a baixa prevaléncia em pacientes néo tratados.

Apesar de nove (47,36%) dos pacientes fazerem uso de IPs em seus
esquemas terapéuticos, foram encontradas 52 mutacbes acessorias
associadas aos IPs, distribuidas entre as 19 amostras. As mutacfes S37N,
115V e M36l foram os mais frequentes com 57,89%, 47,36% e 42,10%,
respectivamente. Estas mutagcbfes podem ser transmitidas ou emergir
posteriormente as principais e, isoladamente, tém menor efeito na resisténcia,

mas podem alterar a taxa de replicacao viral (JOHNSON et al., 2006).

Embora Pires e colaboradores (2003) tenham observado prevaléncia de
85,7% de mutacdes acessorias em pacientes virgens de tratamento (naive),
indicando alto percentual de resisténcia transmitida; estudos em pacientes
coinfectados HIV/VHC tratados apenas com ITRNs e ITRNNs e sem exposi¢cao
anterior a IPs ndo apresentaram nenhuma mutagéo aos IPs (LIU et al., 2011).

A substituicdo M36I1 contribui para a resisténcia ao RTV e NFV.
Conforme Pieniazek e colaboradores (2000), a metionina na posi¢céo 36 pode
representar um polimorfismo especifico do subtipo B, visto que sua frequéncia
€ extremamente maior em variantes ndo-B e, mais especificamente, representa

assinatura do subtipo F.

Os resultados do presente estudo demonstraram que mutagbes de
resisténcia encontradas em pacientes monoinfectados pelo HIV também

ocorrem em pacientes coinfectados HIV/VHC.

A tabela 5 mostra as frequiéncias absolutas e relativas das principais

mutacbes encontradas neste estudo, comparativamente com o grupo de
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monoinfectados pelo HIV (MUNHOZ, 2011). Algumas diferencas quantitativas
podem ser observadas. A frequéncia da mutacdo de resisténcia M184V em
coinfectados foi significantemente inferior (p< 0,05) a que foi descrita em
monoinfectados pelo HIV procedentes da mesma regido geografica. A nao
adesdo ao tratamento antirretroviral, caracteristica de 47,36% da populagéo
estudada, pode estar relacionada a este achado, uma vez que na auséncia da
pressdo seletiva do esquema terapéutico as variantes resistentes podem

constituir populacdo minoritaria, ndo sendo detectada no teste de resisténcia.

As demais mutacfes ndo puderam ser avaliadas do ponto de vista
guantitativo (comparacdo de frequéncias) devido ao pequeno numero de

pacientes coinfectados portadores de virus com tais mutacoes.

Quando se considera o perfil de resisténcia as drogas, este estudo
demonstrou que, trés (15,79%) pacientes apresentavam virus com
sensibilidade total as trés classes de drogas avaliadas. Entre as trés classes,
os IPs foram os que apresentaram melhor desempenho, com 15 (78,94%)
pacientes sensiveis as oito drogas avaliadas para esta classe. Este resultado
pode se relacionar a baixa exposi¢do dos pacientes do presente estudo aos IPs
(Tabela 1).
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Tabela 5: Frequéncia absoluta e relativa das principais mutagdes relacionadas
aos ITRNs, ITRNNs e IPs nos grupos monoinfectados HIV e coinfectados
HIV/VHC

Variaveis

Monoinfectados* Coinfectados

(N=386) (N=19)

ITRN
L741/V 55 14,25 1 5,26
M184V 314 81,35" 11 57,897
A62V 27 6,99 1 5,26
Q151M 7 1,81 1 5,26
M41L 157 40,67 1 5,26
L210W 96 24,87 1 5,26
T215Y 149 38,6 1 5,26
D67N 132 34,2 1 5,26
K70R 110 28,5 4 21,05
T215F 71 18,39 1 5,26
K219E 59 15,28 4 21,05
K219Q 51 13,21 4 21,05
ITRNN
L100I 18 4,66 3 15,79
K103N 162 41,97 4 21,05
V106l 4 1,03 2 10,52
V108l 46 11,92 1 5,26
V179D 18 4,66 1 5,26
Y181Cl/I 45 11,66 2 10,52
G190A/SIV 73 18,91 4 21,05
P225H 48 12,43 2 10,52
M230L 6 1,55 1 5,26
IP
V32H/I/L 32 8,3 1 5,26
M46l/L 120 31,1 4 21,05
I54A/LIMITIV 117 30,3 3 15,79
V82A/C/F/ILIMIT 114 29,5 3 15,79
184V 25 6,5 1 5,26
L9OM 85 22 2 10,52
L1OF/I/IRIVIY 215 55,7 5 26,31
A71TIV 150 38,86 1 5,26
T74TIS 34 8,81 1 5,26

HIV: virus da imunodeficiéncia humana; VHC: virus da Hepatite C; ITRN: Inibidor de
Transcriptase Reversa analogo nucleosideo ou nucleotideo; ITRNN: Inibidor de Transcriptase
Reversa ndo analogo nucleosideo; IP: Inibidor de Protease. *Grupo controle (Munhoz, 2011).
#Segmentos avaliados comparativamente utilizando teste exato de Fisher. Diferenca

significante (p< 0,05)
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A figura 7 ilustra o perfil de resisténcia aos ITRNs encontrado no
presente estudo. A classe dos ITRNs foi a que apresentou maior nivel de
resisténcia, sobretudo para os analogos de citosina 3TC/FTC, os quais

apresentam perfil idéntico e a maior proporcéo de resisténcia (57,89%).

Estes resultados sdo concordantes com dados nacionais de estudos
anteriores que demonstram a alta prevaléncia da resisténcia ao 3TC (BRASIL,
2013). Este achado se justifica quando se considera que o 3TC possui baixa
barreira genética e foi um medicamento amplamente utilizado, selecionando a
mutacdo M184V, a qual isolada j& confere resisténcia total ao 3TC e,

resisténcia cruzada ao FTC.

Apesar destes resultados, o 3TC foi o ARV mais utilizado pelos
pacientes (94,73%) deste estudo. A manutencdo do 3TC no esquema
terapéutico apresenta importancia estratégica, principalmente em pacientes
multirresistentes. A manutencdo da mutacdo M184V selecionada pelo uso
desta droga reduz significantemente a capacidade replicativa do HIV
(CARVALHO, 2008).
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Figura 7: Perfil de resisténcia aos ITRNs. ITRNs: Inibidores de Transcriptase Reversa
anélogos nucleosideos ou nucleotideos; 3TC: Lamivudina; ABC: Abacavir; AZT: Zidovudina,;
d4T: Estavudina; ddl: Didavudina; FTC: Emtricitabina; TDF: Tenofovir. R: resistente; P:

possivel resisténcia; S: sensivel.
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Para os analogos de timidina AZT e d4T foi observado um nivel de
resisténcia idéntico (10,52%), o que é concordante com o baixo indice das

TAMs encontradas neste estudo.

A droga desta classe com menor nivel de resisténcia foi o TDF (89,47%),
embora 26,31% dos pacientes fizessem uso do TDF no momento da coleta. O
TDF foi o dltimo ITRN aprovado para uso clinico (FDA, 2010) e, por seu perfil
de resisténcia pode ser considerada uma droga com potencial de uso em

esquemas de resgate.

Por outro lado, uma amostra apresentou virus com alta resisténcia ao
TDF e, 0 paciente em questao ndo havia utilizado este medicamento, sugerindo

a ocorréncia de resisténcia transmitida.

No que se relaciona ao perfil de resisténcia aos ITRNNs os resultados
deste estudo mostraram um perfil de resisténcia idéntico para o EFV e NVP,
com 52,63% (Figura 8), resultado concordante com estudos anteriores
conduzidos em monoinfectados pelo HIV, nos quais a resisténcia a estas
drogas oscilam proximo a 60% (MUNHOZ, 2011; BRASIL, 2013).

O alto nivel de resisténcia para estes medicamentos se relaciona a baixa
barreira genética destas drogas e, apenas uma mutacdo pode conduzir a

resisténcia a toda classe.

Pela figura 8 nota-se um perfil de alta sensibilidade a ETR (73,68%), o
gue se justifica pela alta barreira genética deste ITRNN de segunda geracao.
Assim a ETR pode constituir uma opcao terapéutica essencial nos esquemas
de resgate. A resisténcia total ao ETR pode se relacionar com o acumulo das
mutacbes L100I, K101lE, V179D, Y181C, G190A e M230L (SHAFER e
SCHAPIRO, 2008). Neste estudo o acumulo destas mutacdes nao foi
observado, mas as mutagbes L100I, V179D e M230L simultdneas foram
observadas em um (5,26%) e, a ocorréncia da Y181C em conjunto com a
G190A em dois (10,52%) pacientes.
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Figura 8: Perfil de resisténcia aos ITRNNs. ITRNNs: Inibidores de Transcriptase Reversa ndo
analogos nucleosideos; EFV: Efavirenz; NVP: Nevirapina; ETR: Etravirina; R: resistente; P:

Possivel resisténcia; S: sensivel.

Entre as trés classes de antirretrovirais avaliadas neste estudo, os IPs
foram as drogas que demonstraram menores niveis de resisténcia (Figura 9). A
alta barreira genética destes medicamentos justifica este resultado, sendo

necessario um acumulo de mutacdes para conduzir a resisténcia.

O IDV/r, ATVIr e o LPV/r apresentaram os maiores niveis de resisténcia
(21,05%), tendo mostrado perfil idéntico, seguidos pelo SQV/r com nivel de
resisténcia em 15,79% (Figura 9). Neste estudo, a resisténcia ao IDV/r esteve
sempre associada a resisténcia ao SQV/r. O IDV e o SQV sdao intrinsecamente
potentes, sendo necessario multiplas mutacdes para conduzir a resisténcia, no
entanto, resisténcia a IDV geralmente confere resisténcia ao SQV e vice-versa
(POTTER et al. 2004).

Estudos anteriores conduzidos em monoinfectados pelo HIV mostraram
resultados semelhantes aos aqui obtidos (MUNHOZ et al.,, 2011). O LPV/r e
SQVI/r constituem drogas utilizadas em esquemas de resgate e, 0s resultados
aqui reforcam dados de outros trabalhos, que demonstram que estes
medicamentos ainda representam alternativas para a elaboracdo de um
esquema de resgate, prorrogando a utilizacdo do DRV/r ou TPV/, possibilitando

a utilizacédo destes ARVs em esquemas futuros.
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No outro extremo, o DRV/r foi a droga que apresentou sensibilidade
total, seguida pelo TPV/r com nivel de sensibilidade em 89,47% (Figura 9),
resultado que, também, foi semelhante a resultados de estudos anteriores
entre pacientes monoinfectados pelo HIV (MUNHOZ, 2011). DRV/r e TPVIr
foram os ultimos IPs a serem liberados para uso clinico, constituindo drogas
reservadas para casos de multirresisténcia e esquemas de resgate.
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Figura 9: Perfil de resisténcia aos IPs. IPs: Inibidores de Protease. ATV/r: atazanavir/ritonavir;
DRV/r: darunavir/ritonavir; FPV/r. fosamprenavir/ritonavir; IDV: indinavir/ritonavir; LPV/r:
lopinavir/ritonavir; NFV: nelfinavir/ritonavir; SQV/r: saquinavir/ritonavir; TPVIr:

tipranavir/ritonavir. NVP: Nevirapina. R: resistente; P: possivel resisténcia; S: sensivel.

A tabela 6 mostra as frequéncias absolutas e relativas do perfil de
resisténcia as trés classes de drogas avaliadas encontradas neste estudo,
comparativamente com o grupo de monoinfectados pelo HIV (MUNHOZ et al.,
2011). Algumas diferencas quantitativas podem ser observadas. A frequéncia
de resisténcia total ao 3TC e ao FTC em coinfectados foi significantemente
inferior (p< 0,05) a que foi descrita em monoinfectados pelo HIV procedentes
da mesma regido geografica, resultado concordante com o obtido para a
mutacdo M184V que, também, foi menos freqliiente em coinfectados. A
mutacdo M184V é responsavel pela resisténcia completa ao 3TC (SHAFER e
SCHAPIRO, 2008).
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J& para os ITRNNs: NVP e EFV, ndo houve diferenca significante (p>
0,05) na resisténcia total entre mono e coinfectados. Este resultado pode ser
consequéncia de uma somatoria de fatores: a maior proporcdo de co-
infectados expostos a esta classe de medicamentos e, a baixa barreira

genética destas drogas.

Tabela 6: Frequéncias absolutas e relativas da resisténcia genotipica aos
ARVs dos virus circulantes em pacientes monoinfectados pelo HIV (n=386) e
coinfectados HIV/VHC (n=19)

Variaveis
Monoinfectados* Coinfectados
N % N %
ITRN
3TC 316 81,8" 11 57,897
ABC 117 30,3 3 15,79
AZT 160 41,4 2 10,52
daTt 134 34,7 2 10,52
ddl 110 28,5 3 15,79
FTC 316 81,8" 11 57,897
TDF 7 1,8 1 5,26
ITRNN
EFV 223 57,7 10 52,63
NVP 245 63,4 10 52,63
ETR 26 6,9 2 10,52
IP
ATV/R 109 28,2 4 21,05
DRV/R 2 0,52 - -
FPV/R 70 18,3 3 15,79
IDV/IR 116 30 4 21,05
LPV/R 66 17,1 4 21,05
NFV/R 174 45 2 10,52
SQV/R 73 18,9 3 15,79
TPV/R 9 2,3 1 5,26

ITRN: Inibidor de Transcriptase Reversa analogo nucleosideo ou nucleotideo; ITRNN: Inibidor
de Transcriptase Reversa ndo analogo nucleosideo; IP: Inibidor de Protease. 3TC: Lamivudina;
ABC: Abacavir; AZT: Zidovudina; d4T: Estavudina; ddl: Didavudina; FTC: Emtricitabina ; TDF:
Tenofovir; EFV: Efavirenz; NVP: Nevirapina; ETR: Etravirina; ATV/r. atazanavir/ritonavir;
DRV/r: darunavir/ritonavir; FPV/r. fosamprenavir/ritonavir; IDV: indinavir/ritonavir; LPV/r:
lopinavir/ritonavir; NFV/r: nelfinavir/ritonavir; NVP: Nevirapina.SQV/r: saquinavir/ritonavir; TPV/r:
tipranavir/ritonavir. ~ *Grupo  controle  (MUNHOZ, 2011). #Segmentos avaliados

comparativamente utilizando teste exato de Fisher. Diferenca significante (p< 0,05).
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Para as demais drogas a resisténcia genotipica ndo pode ser avaliada
do ponto de vista quantitativo (comparacéo de frequéncias) devido ao pequeno

namero de pacientes coinfectados com virus resistentes a estas drogas.

Desta forma, os resultados aqui obtidos demonstraram que variantes
resistentes emergem durante a terapia antirretroviral em pacientes coinfectados
HIV/VHC seguindo o modelo da resisténcia em monoinfectados pelo HIV. No
entanto, a frequéncia de algumas mutacfes podem ser distintas destas
mesmas em monoinfectados pelo HIV, sugerindo que a presenca do VHC pode
favorecer ou prejudicar a selecdo de determinadas mutacdes. Novos estudos
com um maior numero de casos devem ser conduzidos para avaliar o real

significado destes achados e, avaliar o papel do VHC neste cenario.
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Consideracdes Finais




Variantes resistentes aos antirretrovirais emergem durante o tratamento

para a infeccdo pelo HIV em pacientes coinfectados HIV/VHC.

Entre os pacientes coinfectados deste estudo nenhum apresentava o

virus selvagem.

Altas taxas de sensibilidade aos IPs demonstram um importante
potencial de utilizacdo desta classe de drogas, podendo anteceder o uso

de drogas destinadas a terapias de resgate.

Nivel significativo de mé& adesao ao tratamento pode ter um impacto

importante na terapéutica dos pacientes coinfectados com HIV/VHC.

O teste de genotipagem pode ser (til para estes pacientes para evitar a
utilizacdo de drogas de resgate quando as de primeira e segunda linha

ainda podem ser utilizadas.
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Apéndice e anexos




APENDICE A — Freqiiéncia de mutagdes conforme ades&o a TARV

Adesédo adequada

Adeséo inadequada

(n=10)* (n=9)

n % n % P
ITRN
S68G 2 20 1 11 1
K70R 2 20 2 22 1
A98S 2 20 2 22 1
E122K 5 50 6 67 0,65
D123E 4 40 3 33 1
1135T 9 90 7 78 0,582
S162C 2 20 2 22 1
K166R 2 20 2 22 1
D177E 1 10 4 44 0,141
V179l 1 10 2 22 0,582
M184V 6 60 5 56 1
T200A 3 30 4 44 0,65
1202V 3 30 1 11 0,582
R211K 3 30 2 22 1
L214F 6 60 7 78 0,628
K219E 3 30 1 11 0,582
K219Q 1 10 3 33 0,303
L228H 2 20 1 11 1
\/245M 2 20 2 22 1
ITRNN
L100I 3 30 0 0 0,211
K103N 4 40 1 11 0,303
G190A 1 10 3 33 0,303
IP
M36I 5 50 3 33 0,65
M461 1 10 2 22 0,582
154V 2 20 1 11 1
V82A 2 20 1 11 1
L10l 2 20 1 11 1
T12A 2 20 1 11 1
113V 3 30 2 22 1
K14R 2 20 3 33 0,628
115V 6 60 3 33 0,37
G16E 4 40 0 0 0,087
E35D 2 20 1 11 1
S37E 2 20 2 22 1
S37N 7 70 4 44 0,37
R41K 4 40 3 33 1
R57K 3 30 3 33 1
Q61N 2 20 1 11 1
162V 2 20 3 33 0,628
L63P 3 30 4 44 0,65
164V 0 0 3 33 0,087
172V 3 30 2 22 1
V771 2 20 2 22 1
L89M 3 30 0 0 0,211

ITRN: Inibidor de Transcriptase Reversa analogo nucleosideo ou nucleotideo; ITRNN: Inibidor de Transcriptase Reversa ndo analogo

nucleosideo; IP: Inibidor de Protease. * Foi incluso o paciente naive.
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ANEXO A — Cddigo de aminoéacidos (Letra, simbolo e nome)

Letra Simbolo Mome do aminoacido
A Ala Alanina
C Cis ou Cys Cisteina
O Asp Aszpartato
E Glu Glutamato
F Fen ou Phe Fenilalanina
= Gli ou Gly Glicina
H His Histidina
I lle lsoleucing
K. Liz ou Lys Lizina
L Leu Leucina
M Met Metioning
M Azn Aszparagina
P Pro Frolina
2 ln Glutamina
R Arg Arginina
5 Ser Senna
T Terou Thr Treanina
W Wal Yalina

Tmp Triptofano
ki Tirou Tyr Tiresing

88



ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
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Pesquise [Protocole CEP 4265-2002) "Avaliocia do perfi' de mutacdes o
resisténcia aos inibidares de frafsofiplate reversa e protease mosarantes
do Virus da Imurcdeficiéncia Hemang (H1V) circulantes em pOCIERTES
coinfectodos pele Virus da Hepatite & (VHE)™, a ser candunidp por Andressa
Alves de Almeida Cruz, erentada per Vesso Senhoria. co-oriertada nela
Prof® Dr". Mera Inés de Mowrs Campes Parding com o colaborecds de
Alexandre Maime Barbosa, Gisvanri Faria Silva, Lerice do Rosdrio de Souro
e Sarita Fegrelll Gias Barreto, recebey do relater parecer favordvel
aprovade em reurido de 02/07 /2012,

EiM# do Prajeto: APROVADLD. Os pesquisedores deverfs gpresentar oo
CEP a0 fimal da execucio da Projeto o "Reletdre Finnl de &tindedes”

Alberto Santos Capdlllluppu
ZEcretdrio do CEP



