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Prefdcio



Biomédica de formacdo, ainda durante a graduagdo no Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, tive a oportunidade de conviver em diferentes areas profissionais, nos
laboratérios de genética, fisiologia, embriologia, morfologia e bacteriologia.

Na rotina da bacteriologia iniciei minhas atividades de pesquisa, realizando
nesta fase um projeto de iniciagdo cientifica, o qual representou minha primeira
experiéncia pratica com tecnologias de biologia molecular, area que sempre me

interessei.

No ultimo semestre da graduacdo, sentia a necessidade de aprimorar
conhecimentos e adquirir vivéncia pratica em biologia molecular. Desta forma, minha
opcao apos a formatura foi o Aprimoramento Profissional em Inovagdo Tecnolbgica
e Pesquisa Laboratorial oferecido pelo Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro de Botucatu e o Departamento de Clinica Médica, da Faculdade de

Medicina, Unesp.

O referido Laboratério participa como ponto executor das Redes Nacionais
de Carga Viral e Genotipagem do HIV-1 do Departamento de DST/Aids e Hepatites
Virais do Ministério da Saude e da Rede Estadual de Hepatites Virais.
Gradativamente, fui me inserindo em todas as atividades desenvolvidas no
laboratério e consegui aprimorar meus conhecimentos praticos e tedricos durante

este periodo.

Depois de uma fase inicial, ainda na qualidade de aprimoranda, tive a
oportunidade de atuar mais ativamente na rotina de Genotipagem do HIV-1,
participando da realizacéo e liberacdo dos exames sempre sob a supervisdo de um

profissional, responsavel pela rotina laboratorial.

A rotina da Genotipagem do HIV-1 exige amplos conhecimentos em biologia
molecular e, com esta experiéncia tive a oportunidade de aprofundar, também, meus
conhecimentos tedricos orientada por pessoas mais experientes que estavam
dispostas a ensinar. Aprendi muito e foi uma oportunidade grandiosa para quem tem

tanto interesse na area de biologia molecular.



Seguindo esta linha, desenvolvi meu projeto de mestrado estudando a
resisténcia primaria do HIV-1 frente a uma nova classe de medicamentos
antirretrovirais, os inibidores de integrase, os quais, diferentemente dos inibidores de
transcriptase reversa e de protease, ndo contam ainda, no Brasil, com a

disponibilidade de um teste de genotipagem comercial que detecte resisténcia.

Assim, o conteudo apresentado neste volume é resultado de minha
formacéao durante estes dois anos e se insere em uma linha de pesquisa pela qual

muito me identifiquei.

O modelo escolhido para apresentacdo de meu trabalho foi uma sucessao
de capitulos que refletem esta fase de meu crescimento profissional.

O Capitulo | constitui uma introdugcdo versando sobre o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) no contexto dos novos medicamentos e da
resisténcia como um obstaculo a eficacia terapéutica com o objetivo de introduzir o

leitor ao tema nos capitulos subsequentes.

O Capitulo Il consiste em um artigo intitulado “Genotipagem in house da
regido da integrase do HIV-1 para avaliagdo de resisténcia: uma alternativa
metodologica”, o qual se sera submetido a Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical e visou a padronizacao de uma metodologia para determinagao da
resisténcia aos inibidores de integrase na falta de um kit comercial com este

objetivo. Trata-se de uma abordagem ainda inédita no Brasil.

O Capitulo lll refere-se ao artigo o qual sera submetido ao periédico AIDS
Research and Human Retroviruses, intitulado “Avaliagao da resisténcia primaria aos
inibidores de integrase na infeccéo pelo HIV-1 em pacientes da regido de Botucatu,
SP, Brasil” e que consiste nos resultados obtidos no presente estudo.

O Capitulo IV refere-se a experiéncia adquirida durante a execugcao dos
exames de Genotipagem do HIV-1 como produto de minha insercdo no Laborat6rio
de Rotinas Diagnésticas.

Aline Aki Tanikawa
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A aids constitui a fase sintomatica de um processo de imunossupressao
resultante da infeccdo por um retrovirus denominado Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), que infecta células do sistema imunolégico humano como linfécitos e
macréfagos, além de outros tipos celulares (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1998).

Atualmente sao conhecidos dois tipos de HIV: o HIV-1, que vem
estabelecendo uma epidemia global e o HIV-2, restrito a nagdes do oeste da Africa.
Com base na analise filogenética de sequéncias moleculares, o HIV-1 foi
classificado em trés grupos: M (major), O (outlier) e N (new), que divergem em
média 30% nas sequéncias de aminoacidos da regiao gag e 47% no env. O grupo
M, o mais prevalente atualmente, é composto por nove subtipos distintos (A, B, C, D,
F, G, H, J, K), que diferem 15% a 22% no gag, e de 20% a 30% no env
(ROBERTSON et al., 1999).

O HIV é um retrovirus que apresenta 100 nm de diametro, cuja estrutura é
constituida por um nucleo proteico contendo duas cépias de RNA idénticas de,
aproximadamente, 9,8 kb que constituem o genoma viral, e enzimas virais
(transcriptase reversa, integrase e protease), envolvidos por um envelope
lipoproteico no qual se inserem as glicoproteinas do envelope (gp120 e gp41)
(CONNOR; HO, 1992) (Figura 1).

Figura 1: Representacao esquemética da estrutura do HIV, evidenciando glicoproteinas gp120 (SU) e
gp41(TM), codificadas pelo gene env; proteinas que dao origem a matriz (MA), capsideo (CA) e
nucleocapsideo (NC), codificadas pelo gene gag; enzimas virais protease (PR), transcriptase reversa
(RT) e integrase (IN) codificadas pelo gene pol, além das duas fitas de RNA, material genético do
HIV-1 (Adaptado de http://www.chm.tcu.edu/reinecke.htm).
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O genoma viral codifica genes estruturais (gag, pol, env), acessérios (nef,
vou, vif e vpr) e regulatérios (tat e rev) (BARRE-SINOUSSI, 1996; WANG et al.,
2000). O gene gag codifica proteinas da matriz, capsideo e nucleocapsideo virais, o
gene env codifica as glicoproteinas do envelope (gp120 e gp41), enquanto os
produtos do gene pol sdo as enzimas transcriptase reversa, protease e integrase
essenciais ao ciclo replicativo viral (SWANSTROM; WILLS, 1997). O genoma viral é
flanqueado por sequéncias ndo traduzidas denominadas Long Terminal Repeats
(LTRs), essenciais para o inicio do processo transcricional (VARMUS; BROWN,
1989) (Figura 2).

Figura 2: Organizacdo genémica do HIV-1 representada pelas duas regides nao-traduzidas (LTR)
que flanqueiam os principais genes gag, pol e env que codificam as proteinas estruturais, as enzimas
virais e as glicoproteinas do envelope, respectivamente. Além destes, estdo indicados os genes que
codificam proteinas acessorias (vif, vpr, vpu, nef) e regulatérias (rev, taf) (Adaptado de
http://www.stanford.edu/).

O processo de replicagao do HIV (Figura 3) tem inicio mediante a ligagdo da
glicoproteina do envelope viral gp120 com o receptor de membrana CD4
(SATTENTAU; WEISS, 1988), expresso na superficie celular de linfécitos T,
monocitos/macrofagos, eosinofilos, células dendriticas e células microgliais do
sistema nervoso. Depois desta interagéo inicial, o complexo do envelope viral sofre
uma mudanga conformacional, expondo um dominio especifico da gp120 capaz de
ligar-se com receptores de quimiocina, CCR5 e/ou CXCR4, presentes na membrana
celular (DENG et al., 1996; DORANZ et al., 1996; ECKERT; KIM, 2001). O CXCR4 é
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expresso em muitas células, incluindo linfécitos T, enquanto que o CCR5 esta
presente em monadcitos/macrofagos, células dendriticas e linfocitos T ativados. A
dupla ligacéo da gp120 com CD4 e com um dos receptores de quimiocina garante
uma estabilidade maior na ligagdo do virus, o que, por sua vez, permite com que o
peptideo de fusdo da gp41 penetre na membrana celular (BERGER; MURPHY;
FARBER, 1999; FANALES-BELASIO et al., 2010). As sequéncias repetitivas, HR1 e
HR2, da gp41 interagem, levando ao colapso da por¢cao extracelular da gp41 em um
hairpin. Esta estrutura em loop aproxima o envelope viral e a membrana celular,
permitindo a fusdo destas estruturas e a subsequente entrada do capsideo viral no
citoplasma da célula hospedeira (WYATT; SODROSKI, 1998; ECKERT; KIM, 2001).

Com a fusao, o core viral sofre desencapsidagédo no citoplasma, liberando o
RNA viral, o qual sofre transcricdo reversa originando uma molécula de DNA em
dupla hélice, processo mediado pela enzima transcriptase reversa viral (FUENTES;
FAY; BAMBARA, 1996). O DNA viral sintetizado no citoplasma celular mantém-se
associado a proteinas virais e celulares originando um grande complexo proteico
denominado complexo de pré-integragdo, do inglés pre-integration complex (PIC)
(STEVENSON, 1996; BOWERMAN et al., 1989).

A etapa seguinte do ciclo replicativo consiste na transferéncia do PIC
associado ao DNA viral ao nucleo celular, local onde a enzima integrase catalisa a
integracdo do genoma viral ao genoma do hospedeiro, originado o denominado
provirus (FUJIWARA; MIZUUCHI, 1988; CRAIGIE, 2001). Uma vez integrado ao
genoma celular, a transcricao génica viral pode ser ativada e desencadear a sintese
de novos virus. Inicialmente, a transcricdo resulta em varias moléculas de RNA, as
quais, depois do processamento, irdo originar as proteinas regulatérias do HIV-1,
como Tat e Rev. As proteinas estruturais sao sintetizadas a partir da traducao do
RNA viral na forma de poliproteinas, as quais sao posteriormente clivadas pela
enzima protease, passo essencial para a geracao de particulas virais infectantes. A
formagao da particula viral € um processo em que duas fitas de RNA associadas
com enzimas de replicacdo sao envoltas por proteinas do core constituindo, entao, o
capsideo viral (FANALES-BELASIO et al., 2010).

Estas particulas imaturas migram em direcdo a superficie celular e, em seu

interior, moléculas precursoras sofrem processamento mediado pela protease do
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HIV-1, conduzindo a formacgédo de particulas virais infectantes, as quais brotam da
superficie celular do hospedeiro podendo infectar novas células (FANALES-
BELASIO et al., 2010). Neste momento, quando a replicagdo viral é ativa, o exame
de carga viral do HIV-1 pode mensurar milhdes de virus por mililitro de sangue,

permitindo a inferéncia sobre a dindmica da infecgéao.

Figura 3: Ciclo replicativo do HIV evidenciando as diferentes fases: (a) entrada, interagdo da gp120
com o receptor de superficie celular CD4 e correceptor CCR5; (b) sintese da cadeia de DNA mediada
pela enzima transcriptase reversa; (c¢) integragdo do DNA viral ao genoma celular com a participacédo
da enzima integrase; (d) transcricdo e (e) tradugcdo formando os constituintes dos novos virus; (f)
processamento das poliproteinas pela enzima protease e, (g) brotamento dos novos virus ainda
imaturos da célula hospedeira (Adaptado de Weiss, 2001).

Na tentativa de controlar a infecgdo pelo HIV e melhorar a sobrevida do
paciente, a terapéutica antirretroviral busca bloquear as diferentes etapas do ciclo
replicativo do HIV e, consequentemente, controlar a carga viral do paciente. Nesta
linha, foram propostos e desenvolvidos medicamentos que atuam em fases distintas
da replicacao viral.
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Os inibidores da transcriptase reversa (TR) constituiram a primeira classe de
drogas disponiveis para a utilizagdo clinica e, durante muito tempo, foram utilizados
em esquema de monoterapia (WELLER; WILLIAMS, 2001). Em 1996, com o
advento dos inibidores da protease observou-se um avanco no tratamento clinico.
Mais tarde, estudos mostraram a superioridade da terapia altamente ativa, do inglés
Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART), em comparacao aos outros esquemas
terapéuticos que vinham sendo utilizados (WERNER et al.,, 2001; PERNO et al.,
2001; GALLANT, 2002).

As drogas antirretrovirais aprovadas, que tém como alvo a TR do HIV-1,
podem ser classificadas em dois grupos principais: inibidores analogos de
nucleosideos e os inibidores de TR nao-nucleosideos. No interior da célula, os
inibidores de TR analogos de nucleosideos séo fosforilados para formar metabdlitos
ativos que séo reconhecidos como substratos na elongacao da cadeia de DNA pela
TR viral. No entanto, estes substratos nao possuem 3’'OH e quando incorporados ao
DNA viral promovem o término da cadeia. Os ndo-nucleosideos agem pela ligacao a
um sitio hidrofébico adjacente ao sitio ativo da enzima, inibindo a sintese de DNA
alostericamente (REN; STAMMERS, 2008).

A protease (PR) viral € a enzima responsavel por clivar as poliproteinas
traduzidas durante a replicagao viral em proteinas funcionais menores. Os inibidores
de PR foram desenvolvidos para ligarem-se a protease viral com alta afinidade, no
entanto, tendem a ocupar mais espaco do que os substratos naturais. Atualmente,
ha nove inibidores aprovados para o uso clinico: Saquinavir, Ritonavir, Indinavir,
Nelfinavir, Amprenavir, Lopinavir, Atazanavir, Tipranavir e Darunavir (WENSING;
VAN MAARSEVEEN; NIJHUIS, 2010; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION - FDA,
2010).

No entanto, a combinacdo dos inibidores de TR e inibidores PR vem
mostrando-se insuficiente na reducédo da carga viral plasmatica de muitos pacientes
(RICHMAN, 2000; WEISSBRICH; HEINKELEIN; JASSOQY, 2002), sendo a
emergéncia de variantes resistentes um obstaculo ao sucesso terapéutico (ESTE;
TELENTI, 2007).
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O HIV exibe ampla diversidade genética, com muitas implicacbes na
patogenicidade, no desenvolvimento de vacinas, no diagnostico e na suscetibilidade
a drogas antirretrovirais. A variabilidade do HIV é consequéncia: a) da rapida
replicacao viral que resulta em um alto nimero de particulas virais por dia (estimado
em 10'°) no individuo infectado; b) da auséncia de atividade de reparo da enzima
transcriptase reversa, incapaz de corrigir erros que ocorrem com frequéncia, devido
a intensa atividade replicativa viral (em média, uma substituicdo por genoma, por
ciclo de replicacao); c) e da ocorréncia do processo de recombinacao entre dois ou
mais virus presentes em um mesmo individuo infectado (HO, 1997; SARAFIANOS et
al., 2009).

A emergéncia de variantes resistentes a drogas e a preocupacao crescente
com os efeitos téxicos dos antirretrovirais tornaram aparente a necessidade de
desenvolvimento de novas classes de drogas (ESTE; TELENTI, 2007). Apesar da
replicacao viral ser suprimida fortemente pela combinacao de terapia com multiplas
drogas potentes, os virus mantém a capacidade de replicarem-se lentamente em
muitos compartimentos do corpo. Assim, eles sdo capazes de mutar e,
eventualmente, escapar da pressao seletiva da droga. Consequentemente, o arsenal
de drogas e os regimes de tratamento existentes tornaram-se insuficientes para o
controle da replicacéo viral a longo prazo (MENENDEZ-ARIAS, 2002).

Desta forma, tornou-se necessaria a utilizacdo de novas classes de
antirretrovirais (RICHMAN, 2000; WEISSBRICH; HEINKELEIN; JASSQY, 2002), o
que levou ao desenvolvimento de 25 drogas aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration) para o tratamento da infeccdo pelo HIV, sendo que 13 delas tém
como alvo a replicagdo viral (transcriptase reversa), 9 agem na maturagéao
(protease), uma na fusdo viral, uma na entrada viral (antagonista de CCR5) e uma
na integracao. A figura 4 ilustra as diferentes etapas do ciclo replicativo do HIV-1
passiveis de intervencao terapéutica. O inibidor de integrase Raltegravir e o
antagonista de CCR5 Maraviroque foram ambos aprovados pelo FDA em 2007. A
inibicdo simultanea de diferentes alvos virais continua sendo a melhor maneira de
contornar a resisténcia as drogas, uma vez que multiplas mutagdes sdo necessarias
para a resisténcia, sendo algumas prejudiciais para a replicacéo e crescimento viral
(MARCHAND et al., 2009).
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Figura 4: Esquema ilustrativo do ciclo replicativo do HIV, evidenciando as diferentes etapas que
constituem alvos para intervencao terapéutica. O Maraviroque € um inibidor de ligagdo ao correceptor
CCR5, a Enfuvirtida inibe a fusdo do envelope viral e membrana celular do hospedeiro. Entre os
inibidores de enzimas virais estdo os inibidores de transcriptase reversa, inibidores de protease e
inibidores de integrase (Adaptado de McColl e Chen, 2010).

Os inibidores de fusdo exploram a transicdo conformacional da gp41,
seguinte a ligagdo da gp120 ao CD4 e ao correceptor e precede a formagéao do poro.
Um passo fundamental no processo de fusdo envolve a interacao entre dois motivos
peptidicos distintos (HR1 e HR2) da proteina gp41. O inibidor de fusdo mimetiza o
peptideo natural HR2, ligando-se a regido HR1 da gp41, bloqueando interacdes
necessarias para a entrada viral (WILD; GREENWELL; MATTHEWS, 1993; WILD et
al., 1994; CHEN et al.,, 1995; MOORE; DOMS, 2003), sendo que o Uunico
medicamento licenciado pelo FDA é a Enfuvirtida (MOORE; DOMS, 20083;
FLETCHER, 2003; FUNG; GUO, 2004).
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Nas fases iniciais do ciclo de replicacdao do HIV ainda estdo disponiveis os
inibidores de entrada. Sabe-se que a interacdo da proteina viral gp120 com o
correceptor CCR5 ou CXCR4 é fundamental para que ocorra a infec¢ao da célula do
hospedeiro. Segundo o correceptor utilizado (BERGER et al., 1998), o HIV pode ser
classificado em R5, que sédo os que utilizam somente o0 CCR5 como correceptor, ou
X4 para descrever virus que utilizam o CXCR4. H4 também a terminologia R5X4,
que é reservada para clones genuinamente capazes de ligarem-se a ambos os
correceptores (WHITCOMB et al.,, 2007). Os inibidores de correceptor, como 0
Maraviroque, agem ligando-se no interior da cavidade das hélices transmembranas
do CCRS5 estabilizando os dominios extracelulares em uma conformagéo que nao €
reconhecida eficientemente pela gp120 selvagem; eles inibem a entrada via
mecanismos nao-competitivos ou alostéricos (KUHMANN; HARTLEY, 2008).

Nesta nova linha terapéutica, entre as novas drogas desenvolvidas para o
tratamento antirretroviral, a integrase (IN) vem sendo um alvo de grande interesse,
uma vez que esta enzima atua em estagios precoces da replicacao viral e nao existe
processo semelhante na célula hospedeira (LATAILLADE; KOZAL, 2006; AL
MAWSAWI; AL SAFI; NEAMATI, 2008). Por constituir um alvo terapéutico distinto é
esperado que o inibidor de integrase atue na supressdo da replicacao viral de
variantes resistentes a outras classes de antirretrovirais (ESPESETH et al., 2000;
HAZUDA et al., 2000; HAZUDA et al., 2004). A auséncia de conhecimento de uma
homédloga humana da IN provavelmente explica a baixa toxicidade e a alta
seletividade do Raltegravir, primeiro inibidor de integrase liberado para utilizacao
clinica, e dos proximos inibidores de IN (MARCHAND et al., 2009).

A enzima IN é o produto de uma poliproteina precursora, codificada pela
regiao C-terminal do gene pol, a qual é clivada pela protease durante a maturagéao
viral gerando o polipeptideo IN que é, entdo, empacotado no interior de novos
virions. A IN é constituida por 288 aminoacidos (32 kDa), organizados em trés
dominios (GOLDGUR et al.,, 1998). O dominio N-terminal (1-49), altamente
conservado entre os retrovirus, é constituido por duas histidinas e duas cisteinas
(motivo proteico HHCC), as quais se ligam & fons Zn*?, promovendo a
multimerizagédo protéica e a atividade catalitica (ZHENG; JENKINS; CRAIGIE, 1996;
LEE ET AL., 1997). O dominio catalitico central, do inglés Catalytic Core Domain
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(CCD) (50-212), é constituido por endonuclease e polinucleotidil transferase, com
seus trés residuos conservados, sendo dois aspartatos e um glutamato, Des, D11 €
E1so, formando o sitio ativo enzimatico e envolvido no reconhecimento do substrato
de DNA (ENGELMAN; CRAIGIE, 1992; DRELICH; WILHELM; MOUS, 1992; CHIU;
DAVIES, 2004). O CCD também contém outros dominios e residuos, como o sinal
de localizagdo nuclear, uma sequéncia critica envolvida na importacdo nuclear da
integrase no contexto do complexo de pré-integracdo (BOUYAC-BERTOIA et al.,
2001); o motivo lisina — arginina — lisina, nas posicdes 186, 187 e 188
respectivamente (KigsR1s7K1gg), de multimerizacdo; e varios outros residuos
importantes (histidina na posicédo 12, leucina na 102, e duas alaninas nas posicoes
128 e 129, entre outros) envolvidos na ligagao quimica e contatos hidrofébicos com
o fator de crescimento LEDGF/p75, do inglés Lens epithelium-derived growth factor,
0 qual € um cofator essencial para a integracéo do HIV, ligando a IN a cromatina da
célula hospedeira (BUSSCHOTS et al., 2007; RAHMAN et al., 2007). O dominio C-
terminal (213-288) contém residuos de aminoacidos basicos e é responsavel pela
ligacéo inespecifica ao DNA, estando envolvido principalmente na estabilidade do
complexo IN-DNA (GOLDGUR et al., 1998) (Figura 5). Também esta envolvido na
oligomerizacdo da proteina e nas interagdes com a TR (LUTZKE; PLASTERK,
1998).

Na IN do HIV, um par de cations metalicos divalentes (Mg?* ou Mn?*) é
coordenado por trés carboxilatos do motivo invariante D, D-35-E no interior do
dominio catalitico central. Para funcionar, a IN também requer seu dominio amino-
terminal, do inglés amino-terminal domain (NTD), um pacote de trés helicoidais
estabilizadas pela ligacdo ao atomo de Zn, e o dominio carboxi-terminal, carboxy-
terminal domain (CTD), que adota uma dobra semelhante a SH3 (EIJKELENBOOM
et al., 1995; CAl et al., 1997).
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Figura 5: Dominios estruturais da IN do HIV-1. (Superior) Dominios N-terminal (amarelo), catalitico
(azul) e C-terminal (marrom); (Inferior) a esquerda, dominio N-terminal com o dominio catalitico
central (IN1-212) e a direita, dominio catalitico central com o fragmento do C-terminal (IN52-288). As
estruturas sdo mostradas como desenhos com as cadeias laterais dos motivos HHCC e DDE nos
dominios N-terminal e catalitico apresentados nos quadros coloridos correspondentes e os cations
Zn* e Mg2+ abaixo das mesmas (Adaptado de Mouscadet et al., 2010).

A estrutura de toda a extensédo da integrase retroviral, tanto sozinha como
complexada com DNA, ndo havia sido esclarecida até 2010. No trabalho de Hare et
al. (2010), utilizando a IN do prototype foamy virus (PFV), a estrutura completa da IN
em complexo com o DNA foi determinada. A descoberta mostrou a organizacao do
intasome retroviral, compreendendo um tetrdmero de integrase fortemente
associado com finais do DNA viral (Figura 6), auxiliando no entendimento do
mecanismo de acdo dos inibidores de integrase e, possivelmente, no
desenvolvimento da proxima geracao destes inibidores.
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Figura 6: Arquitetura do intasome do Prototype Foamy Virus. (a) Panoramas ao longo (esquerda) e
perpendicular (direta) ao eixo duplo cristalografico. As subunidades internas do tetrdmero de IN,
ocupadas com o DNA viral, estdo em azul e verde; as cadeias externas da IN estdo em amarelo. As
fitas de DNA reativas e nao transferidas estdo em magenta e laranja, respectivamente. As cadeias
laterais dos residuos de sitio ativo Asp 128, Asp 185 e Glu 221 sdo os sticks (varetas) vermelhos;
atomos de Zn sdo as esferas verde. As localizagbes dos dominios candnicos da IN (NTD, CCD e
CTD) estado indicadas. (b), Interior (verde) da cadeia da IN com os dominios e os linkers
(vinculadores) indicados (Adaptado de Hare et al., 2010).

Aproximadamente 40-100 particulas de integrase (IN) sdo empacotadas
dentro de cada particula do HIV. A primeira fungdo da integrase é a de catalisar a
insercao do cDNA viral ao genoma de células infectadas, embora ela também possa
agir como cofator da transcriptase reversa (TSURUTANI et al., 2000; ZHU,
DOBARD, CHOW, 2004).

A integracado € necessaria para a replicacao viral, uma vez que a transcricao
do genoma viral e a producao de proteinas virais requerem que o cDNA viral esteja
totalmente integrado ao cromossomo (BROWN, 1990). Para que esta integracao
seja realizada, a IN é responsavel por catalisar duas reagdes principais: 0
processamento 3’ e o0 passo de transferéncia de fita (Figura 7) (ENGELMAN;
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MIZUUCHI; CRAIGIE, 1991). ApGs a transcrigao reversa, o cDNA viral é preparado
para a integracao pelo processamento 3’ (Figura 7a). Para que este ocorra no
citoplasma € necessario tanto o total funcionamento da integrase, como a
integridade dos ultimos 10-20 pares de base de ambos os finais do cDNA viral. O
processamento 3’ consiste de uma clivagem endonucleolitica que ocorre
imediatamente 3’ a um motivo conservado de dinucleotideo CA (5’-GCAGT-3’) nos
finais de cada terminal de repeticdo longa (LTR). Alteracdes nesta sequéncia
previnem com que a integrase catalise o processamento 3'. Esta reacdo gera finais
de DNA 3-OH, os quais sdo reativos intermediarios necessarios para o proximo
passo, a transferéncia de fita (BROWN, 1990; ELLISON; BROWN, 1994; POMMIER,;
JOHNSON; MARCHAND, 2005).

Depois do processamento 3°, a integrase permanece ligada ao cDNA viral
como um complexo multimérico que liga ambos os finais do DNA viral dentro de
particulas intracelulares chamadas complexos de pré-integracdo (PICs). Tanto
proteinas virais como celulares foram encontradas em PICs isolados, além do
complexo DNA-integrase. As proteinas virais transcriptase reversa, matriz (MA),
nucleocapsideo (Nc) e Vpr podem contribuir para o transporte dos PICs pelo
envelope nuclear. Algumas proteinas celulares presentes nos PICs podem ligar-se a
integrase e estimular as atividades enziméaticas desta, como o LEDGF
(CHEREPANOQOV et al.,, 2003). Em contraste com outros lentivirus, como o0s
oncorretrovirus murinos, virus Moloney e virus do sarcoma de Rous, os quais
requerem a lise do envelope nuclear mitético para “acessar’” os cromossomos da
célula hospedeira, os PICs do HIV-1 sdo capazes de atravessar o envelope nuclear.
A propriedade cariofilica dos PICs permite com que o HIV se replique em células
nao proliferativas, como os macréfagos (BUKRINSKY et al., 1992).

No nucleo, a IN catalisa a insercdo do cDNA viral ao cromossomo do
hospedeiro (Figura 7b). Esta reacao de transferéncia de fita consiste na ligacao dos
finais 3'-OH do DNA viral (gerado pelo processamento 3’) ao fosfato 5° do DNA do
cromossomo hospedeiro pela reacao de transesterificacdo. A IN também pode
catalisar a reagao reversa, referida como desintegracao (CHOW et al.,, 1992). A
integracao fisiologica requer a unido combinada de ambos os finais do cDNA viral as
fitas opostas de DNA do cromossomo alvo do hospedeiro, com um deslocamento de
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cinco pares de base entre os dois pontos opostos de insercdo. A completa
integracao requer a ligagéo do final 5" do DNA viral. Este ultimo passo de integracao
somente pode ocorrer apos o corte dos dois ultimos nucleotideos dos finais 5 do
DNA pré-viral e a extensdao (preenchimento da fenda) do final 3- OH do DNA
gendmico. E provavel que enzimas/vias celulares estejam envolvidas neste
processamento 5°, apesar de suas identidades permanecerem incertas (YODER,;
BUSHMAN, 2000; DANIEL et al., 2004).

Figura 7: Processo de integracdo. A IN catalisa a integragdo do DNA viral ao DNA celular em dois
passos distintos. (a) Primeiramente, a IN cliva o dinucleotideo GT de ambas as extremidades 3’ do
DNA viral (vermelho) através do processamento 3’. (b) Apdés a importagdo nuclear, a reagao de
transferéncia de fita leva a integracao do DNA viral (verde) ao DNA celular (azul). Proteinas celulares

posteriormente reparam as juncdes recém-criadas (Adaptado de Métifiot et al., 2010).
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A selecao do sitio de integracdo do HIV demonstra minima seletividade em
relacdo a sequéncia cromossomal na qual ocorre a integracdo (CARTEAU,;
HOFFMANN; BUSHMAN, 1998; SCHRODER et al., 2002). No entanto, o HIV integra
preferencialmente em regides enriquecidas por unidades transcricionais ativas
(SCHRODER et al., 2002; WU et al., 2003; MITCHELL et al., 2004). J& os sitios de
integragéo do virus da leucemia murina ou MLV, do inglés murine leukemia virus,
sao regides proximas as de inicio de transcrigao e ilhas CpG (WU et al., 2003); sitios
de integracdo do virus do sarcoma aviario estdo distribuidos de forma quase
aleatoria, mostrando somente um pequeno favorecimento para unidades
transcricionais e ndo favorecimento para sitio de inicio de transcricao (MITCHELL et
al., 2004; NAREZKINA et al., 2004). E plausivel que fatores celulares, como o
remodelamento da cromatina e complexos de transcricdo, como aqueles ligados a
integrase nos PICs, estejam implicados na selecado do sitio de integragédo do HIV
dentro de genes transcritos (POMMIER; JOHNSON; MARCHAND, 2005).

O LEDGF/p75 interage com a IN através de seu dominio de ligagdo a
integrase (/ntegrase Binding Domain, 1BD) (residuos 341-429) (CHEREPANOV et
al., 2005; VANEGAS et al., 2005). Os sitios de ligagcdo para o LEDGF/p75 na IN
estao localizados principalmente dentro do CCD e ao redor dos aminoacidos W31,
Wiz € lig1-E170 (CHEREPANOV et al., 2005; EMILIANI et al., 2005; RAHMAN et al.,
2007; BUSSCHOTS, 2007). O LEDGF/p75 apresenta multiplas fungdes durante a
infeccdo do HIV-1 pelas interagées com a enzima IN, como a protegdo desta contra
degradacao proteossomal (LLANO et al.,, 2004), afetando potencialmente o
transporte nuclear da IN (MAERTENS et al., 2003; LLANO et al., 2004);
estabilizando a enzima como um tetrdmero (MCKEE et al., 2008); potencializando as
atividades enzimaticas da IN (TURLURE et al., 2006; MICHEL et al., 2009) e, mais
interessantemente, atuando como fator de ligacado entre a IN e a cromatina, levando
os PICs a regibes transcricionais ativas dos cromossomos do hospedeiro
(MAERTENS et al., 2003; LLANO et al., 2004). A interacao desta proteina celular
com a proteina viral integrase é uma proposta a um novo alvo da terapia
antirretroviral (ENGELMAN; CHEREPANOQOV, 2008; ARHEL; KIRCHHOFF, 2010).

Desde o final dos anos 90, diversos inibidores com atividade antiviral foram
identificados e desenvolvidos, como os inibidores de integrase. Foram descritas
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duas classes de inibidores: os que interferem no processamento do final 3’ no
citoplasma e os que agem na transferéncia de fita no nucleo. Apesar de ambas as
classes serem capazes de bloquear a replicagdo do HIV em cultura celular, somente
a segunda classe demonstrou atividade antirretroviral in vivo (EGBERTSON, 2007;
SEMENOVA; MARCHAN; POMMIER, 2008).

Utilizando ensaios bioquimicos, diversas classes de inibidores de IN foram
descobertas durante os ultimos 17 anos (DELELIS et al., 2008; MARCHAND et al.,
2009; RAMKUMAR et al., 2010). Produtos naturais hidroxilados como
dihidroxinaftoquinonas, isoflavonas, acido chicérico e &cido caféico foram reportados
nos estudos bioquimicos iniciais (FESEN et al., 1993, ROBINSON et al., 1996).
Derivados foram desenvolvidos (CAPE, 5-CITEP, V-165) e a familia mais importante
de inibidores que emergiu foi a dos acidos diquetos (diketo acids, DKA) (HAZUDA et
al., 2000). L-870, 810 (Merck & Co.) e S-1360 (Shionogi & Co. Lid. E
GlaxoSmithKline) foram os primeiros inibidores de IN semelhantes ao DKA que
alcangaram os ensaios clinicos. Os derivados do DKA séao inibidores seletivos do
processo de transferéncia de fita, com alta especificidade pelo complexo IN-DNA e
atividade antiviral. Ensaios clinicos com S-1360 e L-870, 810 foram finalizados na
fase I/ll e Il devido a eficacia limitada e toxicidade em cachorros, respectivamente
(MARCHAND et al., 2009; RAMKUMAR et al., 2010).

O Raltegravir (RAL) (Figura 8) foi o primeiro e ainda é o unico inibidor de IN
aprovado pelo FDA para o tratamento de pacientes que possuem falha a HAART.
Ele foi desenvolvido pela Merck e Co. depois de anos de estudos e é
comercialmente conhecido como Isentres®. Como para o DKA, o mecanismo de
inibicdo do RAL é especifico para o passo de transferéncia de fita da integracao e
propde-se que envolva a quelacdo de um ou dois metais dentro do sitio ativo da IN
apos o processamento dos finais do DNA viral (GROBLER et al., 2002; SEMENOVA,;
MARCHAND; POMMIER, 2008).

Estruturas cristalinas obtidas com o RAL ligado a toda extensao da IN do
PFV confirmou o modo de ligagdo aos dois metais (HARE et al., 2010). A ligacdo do
RAL também induz o deslocamento do DNA viral dentro do sitio ativo da IN,
movendo o terminal 3"-A do CA conservado da sua posicao original (HARE et al.,
2010). O RAL também interage por forcas de Van Der Waals (VDW) com o
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dinucleotideo conservado CA e com a quarta guanina do final da fita ndo clivada
(pareada com o C conservado). Além disso, o RAL liga-se a diversos aminoacidos
por interacbes de VDW, por interagdes hidrofébicas e de empilhamento. Ligacdes
polares também ocorrem com a triade DDE e com os dois Mg?*. Este modo de
ligacdo estd consistente com o paradigma de inibicdo interfacial (POMMIER,;
JOHNSON; MARCHAND, 2005; POMMIER; CHERFILS, 2005) no qual foi proposto
que o RAL se liga a interface da IN e do seu substrato de DNA apés o
processamento 3°.

O RAL possui uma toxicidade notavelmente baixa, apresenta uma alta
poténcia e farmacocinética favoravel. E administrado oralmente na dose de 400 mg
duas vezes ao dia, levando a niveis de RNA viral abaixo do detectavel antes de 48
semanas de tratamento (MARKOWITZ et al., 2007). A principal via de degradacéo
do RAL envolve a glucuronidacdo (CORRELL; KLIBANQV, 2008) e sua meia-vida
apresenta duas fases: a primeira de uma hora, seguida pela segunda de 7-12 horas.

O RAL foi primeiramente aprovado para uso em combinagcdo com regimes
antirretrovirais para pacientes previamente submetidos a tratamento e que
apresentavam resisténcia a multiplas drogas antirretrovirais (ARVs). No entanto, o
FDA aprovou o uso desta droga para pacientes virgens de tratamento baseado nos
resultados do estudo de fase Ill (STARTMRK) (LENNOX et al., 2009), que mostrou
que o RAL é tao eficiente como o Efavirenz na supressao da carga viral. O painel de
orientacdo dos Estados Unidos, Guidelines for the Use of Antiretroviral in HIV-1
Infected Adults and Adolescents, recomenda o inicio do tratamento de pacientes
virgens com a combinacao Raltegravir + Tenofovir + Emcitrabina, devido a sua
eficacia viroldgica ideal e duravel e por possuir perfis de tolerabilidade e toxicidade
favoraveis (DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2009). No Brasil,
o RAL é utilizado somente em esquemas de resgate, ou seja, quando o paciente
apresenta falha virolégica, ndo sendo aprovada sua utilizacao para pacientes virgens
de tratamento (BRASIL, 2008a).

No entanto, da mesma forma que para os inibidores de TR e PR, a alta
variabilidade genética do HIV, associada a auséncia de atividade de reparo da TR, e
a pressao seletiva do medicamento, podem conduzir a emergéncia de variantes

virais resistentes, as quais s&o viaveis e podem ser transmissiveis. Assim, a
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resisténcia aos inibidores de integrase também pode ser um obstaculo ao sucesso

terapéutico.

As mutagdes primarias que conduzem a faléncia terapéutica ao RAL ja
foram descritas e envolvem trés vias genéticas independentes e ndo sobrepostas:
mutacdo N155H, muta¢des Q148H/R/K e mutagdes menos frequentes Y143/R/C/H
(COOPER et al., 2008; FRANSEN et al., 2009). Estas mutagbes também afetam a
atividade da IN e a replicacao viral (MARINELLO et al., 2008; FRANSEN et al., 2009;
DELELIS et al., 2009; DELELIS et al., 2010). Algumas mutacbes podem envolver
mecanismos independentes da integracdo, como a mutacdo Y143G que interfere na
realizacdo da transcricao reversa (TSURUTANI et al., 2000; DELELIS et al., 2010).

Mutagdes adicionais foram relatadas, como a V72I, L74M, E92Q, T97A,
E138A/K, G140S/A, V1511, E157Q, G163R/K, D232N (MALET et al., 2008; LOW et
al., 2009; LOIZIDOU et al., 2009; SICHTIG et al., 2009). Estas aparecem
especificamente para cada mutagdo primaria, ou seja, mutagdes secundarias na
posicao E92 estdo relacionadas tanto com N155 ou Y143; mutacdo secundaria na
posicdo T97 com Y143; e mutacdo secundaria na posicdo G140 com Q148
(QUERCIA et al., 2009). Estas mutacdes secundarias provavelmente aumentam a
resisténcia ao RAL (E92) e/ou restabelecem a atividade defeituosa da IN e o fitness
viral (G140) resultantes das mutacdes primarias (FRANSEN et al., 2009; DELELIS et
al., 2009). A mutacao dupla nas posi¢cdes 140 e 148 € a combinagcao mais comum
(FRANSEN et al., 2009; QUERCIA et al., 2009). Nos pacientes, G140A tende a estar
associada com Q148R, e G140S com Q148H/K. Estudos bioquimicos de IN
recombinante demonstraram que somente a combinagdo G140S-Q148H dentro do
mesmo polipeptideo de IN pode resgatar a atividade bioquimica da IN e conferir alta
resisténcia ao RAL (METIFIOT et al., 2010). Para a mutacdo primaria N155H, a
mutacao secundaria E92Q aumenta significativamente a resisténcia (de 15-30 vezes
para o N155H a cerca de 500 vezes para a mutacao dupla) (FRANSEN et al., 2009;
QUERCIA et al., 2009). A terceira via de mutacao, envolvendo a posicao Y143, tem
sido menos investigada e parece diminuir acentuadamente a atividade da IN e o
fitness viral. Tanto a mutacdo Y143R, como a Y143C afetam o processamento 3,
porém a atividade de transferéncia de fita do mutante Y143R € menos afetada do
que a do Y143C. Embora tais virus mutantes possam apresentar alta resisténcia ao
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RAL, a baixa capacidade de replicacdo pode explicar o aparecimento tardio nos
pacientes (DELELIS et al., 2010).

O Elvitegravir (EVG = GS-9137 = JTK-303) (Figura 8) é, apdés o RAL, o
inibidor de IN mais avancado nos estudos clinicos (fase lll) e ainda n&o foi aprovado
pelo FDA. Este acido carboxilico derivado de quinolona foi originalmente
desenvolvido pela Japan Tobacco Inc. sob o nome JTK-303 (SATO et al., 2006).
JTK-303 foi subsequentemente licenciado pela Gilead Sciences sob o nome GS-
9137 para o desenvolvimento em todos os paises, exceto Japdao. O EVG é
levemente mais potente do que o RAL in vitro e ex vivo (MARINELLO et al., 2008;
KOBAYASHI et al., 2008), mas apresenta uma citotoxicidade potencialmente maior
em células ndo infectadas (SATO et al.,, 2006). Uma limitacdo do EVG é que,
diferentemente do RAL, é metabolizado pelo citocromo P450 (CYP3A4/5) e
secundariamente por glucuronidacédo (UGT1A1/3) para producao de metabolitos que
sdo menos potentes do que a droga original (RAMANATHAN et al., 2007). A
coadministracdo com Ritonavir, inibidor de PR, aumenta as concentracoes
sistémicas do EVG em torno de 20 vezes (RAMANATHAN et al., 2007), o que pode
possibilitar o0 uso da droga uma vez ao dia (DELELIS et al., 2009).

A resisténcia ao EVG estd associada com mutagdes primarias especificas,
como a Te6l e S147G, além das mutacdes de resisténcia comuns ao RAL (E92Q,
Q148H/R/K e N155H) (SHIMURA et al., 2008; LOW et al., 2009; CECCHERINI-
SILBERSTEIN et al., 2009). Como para o RAL, mutacbes secundarias sao
selecionadas sob a exposicdo ao EVG. As mutacbes H51Y, T66A/K, L68I/V,
S119R/G, G140C, S153Y, K160N, R166S, E170A, S230R e R263K séo
selecionadas especificamente, além das E138K, G140S, E157Q e D232N, as quais
sdo comuns ao RAL (CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2009). O fator de
resisténcia induzido pela mutacao dupla G140S-Q148H é maior com EVG do que
com RAL (MARINELLO et al., 2008, METIFIOT et al., 2010) e estudos comparativos
das estruturas cristalinas dos dois medicamentos demonstrou que a mutacao Y143,
que abriga uma interagdo com o anel oxadiazol do RAL, n&o possui tal interacao
forte com o EVG, levando a pesquisas que visam determinar se o EVG permanece
ativo contra mutantes Y143 que sdo selecionadas pela exposicdo ao RAL (DA
SILVA et al., 2010).
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Figura 8: Estruturas quimicas dos inibidores de integrase Raltegravir e Elvitegravir (Adaptado de
McColl, Chen, 2010).

O S/GSK1349572 representa a préxima geracao de inibidores de integrase
em investigacao que preferencialmente bloqueia o processo de transferéncia de fita
e estd sendo desenvolvido pela  Shionogi-GlaxoSmithKline  (S-GSK)
Pharmaceuticals, LLC (USA) com a finalidade de manter a atividade contra variantes
resistentes ao RAL e EVG (KOBAYASHI et al., 2010). O mecanismo proposto de
inibicdo envolve a acdo quelante da droga sobre os dois fons Mg?* presentes no sitio
ativo catalitico D,D(35)E da integrase. O S/GSK1349572 foi selecionado para os
testes clinicos devido aos estudos nao-clinicos que demonstraram um perfil de
seguranga favoravel, farmacocinética que suporta uma dose Unica didria e a
potencial atividade contra HIV resistente ao RAL e EVG. A primeira via de
metabolizagdo envolve glucuronidagdo e o composto ndo demonstra indugéo ou
inibicdo das isoenzimas do citocromo P450 in vitro (MIN et al., 2010).

A interacdo e o efeito antirretroviral de inibidores de integrase com ARVs de
outras classes foram estudados e demonstrou-se que a utilizagdo do RAL em
combinacdo com Tenofovir e Lamivudina apresenta uma rapida, potente e duravel
eficacia antirretroviral e um perfil favoravelmente seguro, quando comparado com o
tratamento com Efavirenz, Tenofovir e Lamivudina (MARKOWITZ et al., 2007). Além

disso, estudo da interacdo entre RAL e Tenofovir indicou que a coadministracao
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destes antirretrovirais é, geralmente, bem tolerada e ndo altera a farmacocinética de
ambos os medicamentos, indicando que podem ser coadministrados sem ajuste de
dose (WENNING et al., 2008).

No entanto, apesar dos grandes avancos na terapéutica antirretroviral um
grande obstaculo ao sucesso terapéutico € a selecdo de virus resistentes. Além da
resisténcia secundaria, induzida pela pressao seletiva do esquema terapéutico nos
pacientes em tratamento, conduzindo a emergéncia de variantes resistentes a
determinadas drogas, ha também a resisténcia primaria, que ocorre devido a
transmissdo dessas variantes previamente selecionadas e resistentes,
comprometendo o tratamento de individuos recentemente infectados e nédo tratados
(YERLY et al., 1999).

A transmissao de variantes resistentes a drogas esta aumentando ao longo
do tempo, com uma prevaléncia global em torno de 9,1-14,5%, e prevaléncia de
mutacdes de resisténcia ao inibidor de TR nao-nucleosideo entre 2,6 e 8,4% na
Ameérica do Norte e na Europa (BENNETT et al., 2005; WENSING et al., 2006;
CUZIN et al.,, 2008). O uso generalizado de regimes ARVs potentes entre os
pacientes infectados tanto na fase inicial como na posterior, pode aumentar o
namero de individuos em que a resisténcia a droga € selecionada durante a terapia
e, talvez, intensificar o risco da populagédo para transmissdo de HIV resistente. A
resisténcia primaria e secundaria ao HIV € uma das principais preocupag¢des em um
pais como o Brasil, onde ha o acesso generalizado a terapia antirretroviral. De fato,
44 8% de individuos que apresentam falha ao tratamento ARV no Brasil irdo ter
resisténcia a duas classes de drogas ARVs e 34% apresentardo resisténcia as trés
classes de ARVs (MUNERATO et al., 2010). No Brasil, a frequéncia de resisténcia
primaria € considerada baixa, variando entre 1,4 e 8,3% (DE MEDEIROS et al.,
2006; BRIGIDO et al., 2007; INOCENCIO et al., 2009).

Com o objetivo de monitorar a transmissao de variantes resistentes a drogas
e o perfil de subtipos circulantes no Brasil, uma Rede Nacional para a Vigilancia de
Resisténcia a Droga foi estabelecida em 2000. A pesquisa conduzida em 2007/8
relatou que, entre as 210 amostras estudadas de individuos no estagio inicial da
infeccao, 17 (8,1%) carregavam mutacbes primarias de resisténcia. As mutacoes

mais prevalentes foram as relacionadas com inibidores de TR n&o-andlogos a
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nucleosideos (K103N e Y188L/l), seguidas das associadas com inibidores analogos
a nucleosideos e com os inibidores de protease. A principal mutacdo encontrada
para os inibidores de PR foi a M46l, seguida da L90M (INOCENCIO et al., 2009).
Interessantemente, a mutagdo K103N obteve um aumento significativo quando
comparada com a pesquisa realizada em 2002. Provavelmente, este fato reflete o
uso generalizado do Efavirenz no primeiro regime ARV no Brasil INOCENCIO et al.,
2009).

Terapias subotimas podem acelerar a emergéncia de variantes multidrogas
resistentes pelo acumulo de mutacbes especificas inibitérias. No entanto, a
combinacdo de terapias também pode selecionar outros padrées mutacionais
conferindo resisténcia a multiplas drogas. Por exemplo, a aquisicdo da resisténcia
através da via Q151M foi primeiramente observada em virus isolados de pacientes
que recebiam Zidovudina e Didanosina (SHIRASAKA et al., 1995), e nédo foram
previamente detectadas em individuos sob monoterapia com Zidovudina ou

Didanosina.

Substituigdes de um unico aminoacido (Y181C, K103N, G190A) que surgem
da mudanca de um unico nucleotideo sao frequentemente suficientes para conferir
resisténcia de alto nivel a Nevirapina, Delavirdina e a outros inibidores de TR néo-
nucleosideos. A mutacdo K103N confere resisténcia ao Efavirenz, mas também a
Nevirapina e Delavirdina (MENENDEZ-ARIAS, 2010).

A resisténcia aos inibidores de PR é alcancada pela aquisicdo de mutagcdes
que resultam em mudangas conformacionais no interior e ao redor do sitio ativo,
levando a reducd&o da incorporagdo ou ligagdo do inibidor. Em geral, a barreira
genética — numero de mutagdes requeridas para superar a pressao seletiva da
droga — para os inibidores de protease é relativamente alta, requerendo duas ou
mais mudancas de aminoacidos para conferir resisténcia significativa (MENENDEZ-
ARIAS, 2010).

Em 2009, Sichtig et al. sequenciaram 209 amostras de pacientes para
estudo da evolucao de resisténcia ao RAL durante a terapia com este antirretroviral.
A principio, nenhuma mutagao primaria foi detectada. Mutagdes secundarias foram

observadas em uma frequéncia inferior a 4% e as mutacbes principais N155H,
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Q148R/H ou Q143R somente foram detectadas durante a terapia. J& a mutacao
Y143R foi observada ap6s uso prolongado de RAL. Este inibidor de integrase
demonstrou atividade antiviral em cultura celular contra um largo painel de HIV
isolados, incluindo isolados primarios de varios subtipos, isolados resistentes aos
inibidores de PR, de TR analogos de nucleosideos e aos ndo-analogos (MILLER et
al., 2006). Apesar do sucesso do RAL, a baixa barreira genética da IN do HIV-1
compromete a suscetibilidade dos virus a este antirretroviral. Uma Unica mutacao
nos cédon 143, 148 ou 155 da integrase viral € suficiente para induzir a falha
virologica (COOPER et al., 2008), no entanto essas muta¢des também prejudicam a
replicagédo viral. Ha relatos que mutagbes adicionais podem aumentar a resisténcia
e/ou recuperar a replicacao viral (MILLER et al., 2008; NAKAHARA et al., 2009).

O desenvolvimento de resisténcia é causa frequente de faléncia terapéutica
e gera dificuldades para a opcédo de tratamento e controle da viremia, pois a
resisténcia antirretroviral pode levar a resisténcia cruzada (PERRIN; TELENTI,
1998). Uma determinada mutacao que confere resisténcia a uma droga acaba por
gerar resisténcia a mais de uma droga de uma determinada classe ou a toda uma
classe de drogas. Desta forma, os testes de resisténcia vém mostrando-se bastante
Uteis, sendo indicados nos casos de faléncia terapéutica de um determinado
esquema ARV (CHAIX-COUTURIER et al., 2000) e, mais recentemente, para a
indicacdo de um esquema terapéutico, quando se considera o contexto da
resisténcia primaria. Assim, ha duas principais aplicacbes para os testes de
resisténcia: avaliar as drogas que podem ser empregadas na terapia e o
acompanhamento do paciente durante o tratamento (RICHMAN, 2000).

Nos ultimos anos o desenvolvimento de tecnologias para a realizagdo de
ensaios automatizados para a rapida caracterizacdo do gendétipo (genotipagem) e
fendtipo (fenotipagem) do HIV em amostras de plasma tornou possivel a utilizagao
de tais tecnologias para avaliacdo e monitoramento do tratamento antirretroviral
(HIRSCH et al., 2000). A genotipagem consiste na pesquisa de mutagdes de ponto
em cbdons especificos que revelam se houve troca de aminoacidos em regides
determinadas que estao relacionadas com a resisténcia as drogas (RICHMAN, 2000;
CHAIX-COUTURIER et al., 2000), enquanto que a fenotipagem consiste na

determinacao de suscetibilidade as drogas in vitro em um ensaio que envolve cultura
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viral (BALLARD; CANE; PILLAY, 1998). Neste sentido, os testes de resisténcia as
drogas tornaram-se parte integral do acompanhamento de um paciente infectado
com o HIV (RICHMAN, 2000).

No Brasil, o teste de resisténcia aos antirretrovirais é disponivel pela Rede
Nacional de Laboratérios de Genotipagem (RENAGENO) do Programa Nacional
DST/AIDS, e utiliza teste de resisténcia genotipica para inibidores da transcriptase
reversa e protease (BRASIL, 2008b). No entanto, um grande ndimero de pacientes
vem se mostrando resistente a estas duas classes de antirretrovirais, demonstrando

uma tendéncia a introducao dos inibidores de integrase no cenario brasileiro.

No entanto, embora os inibidores de integrase sejam utilizados hoje no
esquema antirretroviral de alguns pacientes com falha terapéutica a esquemas
anteriores, ainda nao existe um teste disponivel que avalie a resisténcia a esta nova

classe de drogas no Brasil.

Neste contexto, a finalidade deste estudo foi padronizar uma metodologia in-
house para andlise do gene da integrase do HIV-1 na falta de uma metodologia
comercial com este objetivo e, consequentemente, determinar a presenca de
mutacbes de resisténcia em amostras isoladas de pacientes virgens de tratamento
com inibidores de integrase no Brasil.
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RESUMO

Introducao: A falta de um kit otimizado para avaliagcao da resisténcia aos inibidores
de integrase no Brasil conduziu a necessidade da padronizacdo de uma técnica in-
house para o estudo de mutagdes no gene da integrase do HIV-1, possibilitando,
assim, a avaliagcdo da resisténcia a esta classe de antirretrovirais recentemente
liberada no pais. Métodos: RNA viral plasmatico foi utilizado como fonte para
amplificacdo por RT- Nested PCR e sequencimento do gene da integrase do HIV-1
de 60 pacientes para analise do padrao de resisténcia, o qual foi avaliado utilizando
o algoritmo proposto pela Universidade de Stanford. Resultados: Cinquenta e
quatro (90%) amostras obtiveram sucesso na amplificacdo e sequenciamento, sendo
que destas dez foram amplificadas por protocolos alternativos que envolveram a
utilizacdo de enhancer, de enzimas com maior especificidade, RT-PCR one-step e
alteragdes nas condi¢cbes de ciclagem, o que possibilitou com sucesso o estudo da
regido de interesse e a analise de resisténcia. Conclusao: A metodologia in-house
mostrou ser uma alternativa metodoldgica viavel para avaliacdo da resisténcia aos
inibidores de integrase, principalmente nos casos em que ha falha terapéutica a esta
nova classe de medicamento, uma vez que a técnica permite o estudo completo da

regiao de interesse.
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ABSTRACT

Introduction: The absence of an optimized kit to evaluate the resistance to integrase
inhibitors in Brazil led to the necessity for standardization of an in-house technique to
study the mutations in the HIV-1 integrase gene, thus enabling the evaluation of
resistance to these novel antiretroviral agents recently released in the country.
Methods: Plasma viral RNA was obtained from 60 patients and used as source for
RT- Nested PCR amplification and automatic sequencing of the HIV-1 IN gene to
analysis of the pattern of drug resistance, which was evaluated using the algorithm
proposed by Stanford University. Results: Fifty-four (90%) samples were
successfully amplified and sequenced, and ten of these samples were amplified
using alternative protocols involving the use of enhancers, enzymes with more
specificity, RT-PCR one step and changes in the conditions of cycling, which allowed
the successful study of the region of interest and analysis of resistance. Conclusion:
The in-house methodology showed to be a viable alternative to assess resistance to
integrase inhibitors, especially in cases when there is therapeutic failure to this new
class of antiretroviral, since the technique allows the complete study of the region of

interest.
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INTRODUCAO

Dados epidemiolégicos recentes do Aids Epidemic Update 2010 estimam
que, em 2009, aproximadamente 33,3 milhdes de pessoas estavam infectadas pelo
virus HIV (UNAIDS, 2010). A crescente disponibilidade da terapia antirretroviral
(TARV) proporcionou uma maior sobrevida e conduziu a uma elevagdo no numero
de pessoas vivendo com HIV de 1,1 milhdo em 2001 para 1,4 milhées em 2009
(UNAIDS, 2010).

Desde a aprovacéo do primeiro antirretroviral, a Zidovudina (AZT) em 1987,
varios medicamentos foram desenvolvidos com a finalidade de bloquearem as
diferentes etapas da replicacao viral, entre os quais os antagonistas de correceptor e
os inibidores de fuséo, que bloqueiam a entrada do virus na célula; e os inibidores
das enzimas virais que interferem na acao da transcriptase reversa, integrase e
protease. A maioria das drogas licenciadas atua na inibicao da transcriptase reversa
e da protease virais, as quais constituem o suporte da terapia altamente ativa
(HAART) (HO; BIENIASZ, 2008; MENENDEZ-ARIAS, 2010), principal terapéutica
utilizada atualmente no Brasil (BRASIL, 2008).

Em 2007, foi liberado pelo Food and Drug Administration (FDA) o primeiro
inibidor que bloqueia a agdo da enzima integrase (IN), o Raltegravir (RAL). A IN é
responsavel pela insercdo do genoma viral ao DNA da célula hospedeira atravées de
duas etapas, o processamento 3’ e a transferéncia de fita (BUSHMAN, FUJIWARA,
CRAIGIE, 1990; ELGELMAN, MIZUUCHI, CRAIGIE, 1991; GOFF, 1992; POMMIER,
JOHNSON, MARCHAND, 2005) . Este ultimo passo é o principal alvo dos inibidores
de integrase, como o RAL e Elvitegravir, sendo este o inibidor mais avan¢cado nos
estudos clinicos apdés a liberacdo do RAL (HAZUDA et al., 2000; MARCHAND et al.,
2009).

Apesar da alta poténcia do RAL, sua eficiéncia vem sendo comprometida
pela identificacdo de mutagdes no gene da integrase que levam a resisténcia ao
medicamento, como as mutacdes principais Q148H/K/R, N155H e Y143R/H/C
(KOBAYASHI et al., 2008; COOPER et al., 2008 FRANSEN et al., 2009), além de
mutagbes acessorias (MALET et al., 2008; CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2009;
DELELIS et al., 2009; LOW et al., 2009; SICHTIG et al., 2009).



62

Devido a falha terapéutica, consequéncia da emergéncia de variantes
resistentes, vem tornando-se claro a necessidade do monitoramento da resisténcia
antirretroviral. No Brasil, a Rede Nacional de Genotipagem (RENAGENO)
implantada pelo Ministério da Saude em 2001 e composta, atualmente, por 23
laboratérios, € responsavel pela execucdo dos exames de genotipagem (BRASIL,
2010). O teste de genotipagem tem como objetivo auxiliar os clinicos na escolha de
uma estratégia terapéutica correta e individualizada a partir da andlise da sequéncia
nucleotidica da protease e da transcriptase reversa do HIV-1. Essa rotina laboratorial

utiliza kits otimizados e padronizados que facilitam a execugcédo do exame.

No Brasil, ainda ndo ha um teste de genotipagem disponivel pela Renageno
para analise da regiao da integrase do HIV-1 com o objetivo de verificar a resisténcia
aos inibidores desta enzima e, com a introdugdo desta nova classe de drogas, €
evidente a necessidade crescente desta nova abordagem de genotipagem.

Desta forma, a finalidade deste estudo foi a padronizacdo de um teste de
genotipagem in-house para o gene da integrase como alternativa metodolégica para
o estudo de mutagdes de resisténcia e/ou polimorfismos nesta regido genémica viral,
abordagem esta ainda nao relatada no Brasil em nivel de assisténcia.

CASUISTICA E METODOLOGIA

Casuistica e Processamento inicial da amostra. Amostras de 5 mL de sangue
venoso a partir de 60 pacientes soropositivos para o HIV-1, atendidos no Hospital
Dia “Domingos Alves Meira”, Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, foram
coletadas em tubo do tipo Vacutainer® (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
contendo 1,5mg/mL do anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA). O
plasma foi obtido mediante centrifugacdo a 1312xg, por 15 minutos e armazenado
em dois microtubos do tipo eppendorf (Axygen Scientific, Union City, CA, USA) de
1,5mL, os quais foram estocados a -70°C até o momento da utilizacao. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de
Botucatu (processo 3407-2009).
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Extracao de RNA. RNA viral a partir do plasma foi utilizado como fonte para
extragcdo do RNA utilizando o QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA,
USA), segundo especificagdes do fabricante.

Transcricao Reversa. O DNA complementar (cDNA) foi obtido a partir do RNA
extraido utilizando o High-Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystem, CA, USA),
segundo as especificacdes do fabricante.

Nested-PCR. A amplificacdo da regido gendmica da integrase do HIV-1 foi realizada
por Nested-PCR utilizando uma mistura de reacdo contendo 1X tampéao Tris-HCI;
2,5mM de MgCly; 0,4mM de dNTPs; 0,2uM de cada primer (Tabela 1) e 2,5U da
enzima Easy Taqg DNA Polimerase (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), em um
volume final de reacao 50uL. Na primeira reacdo de PCR foram utilizados 10uL do
cDNA e na Nested-PCR foram utilizados 5uL do produto amplificado na primeira
reacdo. As condicdes de ciclagem foram uma desnaturacao inicial a 94°C por 5
minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 45 segundos, 72°C por um

minuto; com uma extensao final de 7 minutos a 72°C.

Tabela 1: Sequéncia de Primers utilizados nas reagbes de amplificacdo para a
regido genémica da integrase do HIV-1

Reagéo Nome Sequéncia de nucleotideos 5'— 3’ Posigao*
PCR IN12** GCA GGA TTC GGG ATT AGA AG 4007-4026
PCR IN13** CTT TCT CCT GTATGC AGA CC 5251-5270

Nested-PCR IN1** AAG GTC TAT CTG GCA TGG GTA 4137-4157
Nested-PCR BH4** TCC CCT AGT GGG ATG TGT ACT TC 5200-5222

*Posicéo relativa a sequéncia de referéncia HXB2 (n° de Acesso GenBank:K03455).
**Fonte: Herring et al., 2004.

Visualizacao. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 2%
com 0,25ng/ul de brometo de etidio, a 100V, 4mA por 40 a 60 minutos em tampao
Tris-Borato 45mM/EDTA 1mM. A revelacao foi realizada por exposicao a luz ultra-
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violeta e foram consideradas positivas amostras que exibiam uma banda de
aproximadamente, 1000 pares de bases (pb) correspondente a regido da integrase
do HIV-1, usando como marcador de peso molecular o DNA Ladder 1Kb (LGC
Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil).

Purificacdo. A purificagdo do produto amplificado na Nested-PCR foi realizado
utilizando o /nvisorb® Fragment Clean Up (Invitek, Berlin, Germany), segundo

especificagcdes do fabricante.

Reacao de Marcacao Fluorescente. A reacdo de marcacao fluorescente foi realizada
utilizando o kit ABI Prism® Big Dye™ terminator Cycle Sequencing v.3.1. (Applied
Biosystems, CA, USA), utilizando um volume de 20uL de reagdo com 0,5uM de um
dos primers (Tabela 2), 4uL de Big Dye e, de 30ng de produto purificado. As
condicbes de ciclagem foram 95°C por 5 minutos; 40 ciclos de 95°C por 10
segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos.

Tabela 2: Sequéncia de primers utilizados no sequenciamento da regidao gendmica
da integrase do HIV-1.

Nome Sequéncia de nucleotideos 5'— 3’ Posicao*

IN1 AAG GTC TAT CTG GCA TGG GTA 4137-4157
IN4542S*** GCA GGA AGATGG CCAGT 4542-4558
IN4764AS*** CCATTT GTACTG CTG TCT TAA 4743-4764

BH4** TCC CCT AGT GGG ATG TGT ACT TC 5200-5222

*Posicao relativa & sequéncia de referéncia HXB2 (n° de Acesso GenBank:K03455).
**Fonte: Herring et al., 2004. ***Fonte: Malet et al., 2008.

Precipitacao. Finalizada a reagcao de marcacao fluorescente, procedeu-se a etapa
de precipitacdo com a finalidade de retirar os reagentes néo incorporados. A reagéo
foram adicionados 80uL de isopropanol 75% (Merck S.A.), deixando a placa em
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repouso por 15 minutos envolvida em papel aluminio a temperatura ambiente.
Procedeu-se a centrifugacdo desta mistura a 1700g por 50 minutos a 25°C.
Concluida esta fase, o isopropanol foi removido e foram adicionados 200uL de
etanol 70% a placa, procedendo-se, entdo a centrifugacdo nas mesmas condicdes
anteriores por 20 minutos. Finalizada esta etapa todo o etanol foi removido e, uma
incubacao final da placa a 94°C por 2 minutos em termociclador foi realizada com o

objetivo de eliminar o etanol residual.

Desnaturacao. Depois da precipitacdo procedeu-se a desnaturacdo do DNA
utilizando 2uL de uma mistura contendo 5 partes de formamida deionizada Hi-Fi
(Applied Biosystems, CA, USA) para 1 do tampao de carreamento blue dextran
(Applied Biosystems, CA, USA) e aquecimento a 94°C por 3 minutos.

Sequenciamento. A eletroforese foi conduzida no equipamento ABI Prism 377
(Applied Biosystems,CA, USA) utilizando gel de poliacrilamida desnaturante Acrigel
29:1 (LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) em uma concentracdo de 4,75%
preparado segundo especificacées do fabricante. A duragéo da eletroforese foi de 7
horas sendo que os parametros de corrida e andlise dos dados resultantes
obedeceram as orientacdes do fabricante.

Analise do Sequenciamento. A qualidade das sequéncias obtidas foi analisada
com o programa Phred (EWING et al., 1998a), adotando-se um escore de 20 para a
validagdo do sequenciamento. O contig das quatro regides sequenciadas foi obtido
utilizando o programa BioEdit (EWING; GREEN, 1998b) e, a andlise de resisténcia
foi realizada segundo o Algoritmo de interpretacdo de resisténcia genotipica
disponivel no site da Universidade de Stanford (HIVdb: Genotypic Resistance
Interpretation Algorithm version 6.0.7) (STANFORD UNIVERSITY, 2010).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene que codifica a enzima integrase esta na regido genémica pol do HIV-1,
a qual apresenta uma variabilidade de aproximadamente 13% entre os subtipos
virais (ROBERTSON et al., 1999) sendo, portanto, relativamente conservada quando
se consideram sequéncias de nucleotideos de virus de RNA. Neste estudo, a
amplificagdo do gene completo da integrase (codificador dos 288 amino&cidos)
ocorreu com sucesso em 47 (78,3%) amostras utilizando o protocolo inicialmente

proposto.

Fatores limitantes no processo de amplificacdo foram a qualidade da extracao
e a concentragdo do RNA obtida, a qual se encontra na dependéncia da carga viral
plasmatica da amostra.

Quanto a qualidade de extracao, o kit utilizado é considerado padrao ouro
para recuperacdao de RNA de material isento de células, pela utilizagdo de um
carreador de RNA, o qual permite a recuperagcdo de RNA com alta qualidade,
minimizando artefatos gerados por etapas necessarias para purificacdo e
concentracdo do RNA quando o mesmo € obtido por outras metodologias (QIAGEN,
1999).

O sucesso da amplificacao foi maior quando amostras com carga viral acima
de 1.500 coépias de RNA/mL foram utilizadas. Das 47 amostras inicialmente
amplificadas, 45 apresentavam carga viral superior a 1.500 copias de RNA/mL.
Estudos anteriores ja demonstraram que quantificacdes de RNA viral plasmaticas
muito baixas, sobretudo inferiores a 1000 coépias de RNA/mL, dificultam a
amplificacdo por PCR impossibilitando o sequenciamento e a conclusdo do exame
(LEARN et al., 1996; GUNTHARD et al., 1998; SCHUURMAN et al., 1999; SHAFER
et al., 2001). Do mesmo modo, critérios muito semelhantes sao utilizados pela Rede
Nacional de Genotipagem (RENAGENO) na selecdo dos pacientes indicados ao
exame, que preconiza um valor minimo de carga viral em 2000 copias de RNA/mL
(BRASIL, 2008). Este critério, além de outros, visa ndo somente priorizar o exame
para aqueles que apresentam falha terapéutica, mas também garantir a eficiéncia do
teste perante limitacbes técnicas.
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Uma alternativa em casos de falha na amplificacéo devido a carga viral muito
baixa ou indetectavel seria a utilizagdo do DNA proviral. A utilizacdo do DNA préviral
como fonte de amplificacdo alternativa para analise da resisténcia ja foi utilizada
anteriormente (CHEW et al., 2005; BON et al., 2006; GUIMARAES et al., 2008). No
entanto, esta abordagem metodoldgica deve ser avaliada com cautela uma vez que
o provirus nao reflete a variante viral em atividade replicativa no paciente infectado
(KOCH et al., 1999; VENTURI et al., 2002; Bl et al., 2003).

Para as amostras que no presente trabalho mostraram insucesso na
amplificagdo pelo protocolo proposto, alteracbes metodoldgicas envolvendo a
utilizacdo de enhancer, enzimas com maior especificidade, RT-PCR one-step e
alteracdes nas condi¢cdes de ciclagem foram realizadas com sucesso. Das 13
amostras que falharam pelo protocolo inicial, dez puderam ser amplificadas
mediante as alteracdes propostas. Sabe-se que a otimizacdo da reacdo de
amplificagéo envolve diversas variaveis, como a temperatura de anelamento (Ta) do
primer. A escolha correta da temperatura determina a especificidade da reagéo, ou
seja, a presenca de bandas inespecificas pode indicar uma Ta inferior a adequada
(RYCHLIK, SPENCER, RHOADS, 1990; ROUX, 1995; GRUNENWALD, 2003). Além
disso, para superar os problemas de amplificagcdo a utilizacdo de substancias que
aumentam a especificidade e/ou rendimento da PCR pode ser necessaria, como 0s
enhancers dietiltreitol (DTT), glicerol, formamida, entre outros (ROUX, 1995; NAGAI;
YOSHIDA; SATO, 1998; GRUNENWALD, 2003). Ja as caracteristicas da enzima
DNA polimerase, como taxa de extensdo, processabilidade, fidelidade,
termoestabilidade e perfil da atividade termal sdo importantes para a PCR (CLINE;
BRAMAN; HOGREFE, 1996; GRUNENWALD, 2003; PAVLOV et al., 2004).

Apesar da grande parte dos problemas técnicos terem ocorrido na fase de
amplificacdo, a fase de sequenciamento também evidenciou algumas limitagdes.
Das 57 amostras amplificadas, 54 puderam ser sequenciadas com sucesso pelo
protocolo proposto. Sequéncias de qualidade inadequada dificultam a montagem de
uma sequéncia consenso e a analise das mutagdes de resisténcia. Em muitos casos
€ recomendada nova coleta, o que pode levar ao sucesso da amplificacdo e do
sequenciamento. Este procedimento é indicado pela RENAGENO para amostras
que obtiveram falha na amplificacdo/sequenciamento possibilitando, assim, a
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avaliagdo do perfil de resisténcia a partir da nova coleta (MORTENSEN; AZEVEDO;
MUNERATO, 2002).

Um ensaio de sequenciamento utilizando o sistema automatizado Trugene foi
desenvolvido por Paar e colaboradores (2008), com o objetivo de realizar a deteccéo
de mutagdes de resisténcia aos inibidores de integrase empregando uma plataforma
de analise OpenGene® DNA Sequencing System, a mesma utilizada para analise da
resisténcia aos inibidores de transcriptase reversa e protease. O ensaio mostrou-se
robusto e acurado, além de ter obtido sucesso na amplificacdo de amostras com
carga viral superior a 500 cépias de RNA/ml. No entanto, este ensaio néo
contemplou toda a regiao da integrase, excluindo os dominios C-terminal e N-
terminal. Devido a finalidade de identificacdo de mutag¢des e/ou polimorfismos que
possam estar associados com a resisténcia aos inibidores de IN, um estudo mais
completo de toda extensédo do gene da integrase se faz necessario e indispensavel.
No entanto, tal ensaio ainda nao esta registrado no Brasil para uso diagndstico.

Desta forma, a metodologia in-house mostra-se uma alternativa metodol6gica
vidvel para detectar a presencga de variantes resistentes aos inibidores de integrase
na falta de um kit comercial para esta finalidade e, que permite um estudo completo
da regiao de interesse.
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RESUMO

Os inibidores de integrase (INIs) representam uma nova classe de antirretrovirais
(ARVs) promissora contra variantes resistentes ao esquema terapéutico comumente
utilizado. No entanto, ja foram descritas mutacdes associadas com a utilizacao
destes ARVs e a avaliacao da resisténcia em pacientes virgens se faz necessaria
devido a introdugéo desta classe na terapéutica atual. O RNA viral foi obtido a partir
do plasma de 54 pacientes virgens de tratamento com INI (26 sem tratamento com
ARV e 28 em tratamento) e analisado por meio da amplificacdo do RNA viral por RT-
Nested-PCR e sequenciamento do gene da integrase. Mutagdes principais aos INIs
néao foram detectadas, no entanto mutac¢des acessorias relacionados ao Raltegravir
e/ou Elvitegravir como V1511 (14,8%), G163R/K (3,7%) e L68I (1,9%) foram
relatadas. As mutacdes 1721/V (57,4%) e V2011 (50%) foram as mais frequentes nas
amostras estudadas. Ja a mutacdo M154L, ausente no grupo de pacientes que nao
fazia uso de ARV e associada com mutacdes presentes na transcriptase reversa
(TR), foi detectada em 7,1% dos pacientes sob tratamento com inibidores de TR
e/ou protease. A andlise das amostras confirma a auséncia de mutagbes principais
que levam a resisténcia aos INlI e a presenca isolada de mutagbes e/ou
polimorfismos relacionados a resisténcia parece nao ter efeito significativo na
resisténcia aos ARVs desta classe. No entanto ha ainda a necessidade de mais
estudos para avaliar a contribuicido dessas mutacées na resisténcia aos INIs,

principalmente sob pressao seletiva da droga.
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ABSTRACT

The integrase inhibitors (INIs) represent a promising new class of antiretroviral (ARV)
drugs against variants resistant to commonly used therapeutic regimen. However,
mutations associated with the use of these ARVs have been described and the
evaluation of resistance in naive patients is necessary due the introduction of this
class in the current therapeutic. Plasma viral RNA obtained from 54 integrase
inhibitor-naive patients (26 without treatment and 28 treated with ARVs) was used as
source for RT-Nested-PCR amplification and sequencing of the integrase gene.
Primary mutations to INIs weren’t detected, however accessory mutations related to
Raltegravir and/or Elvitegravir, as V1511 (14.8%), G163R/K (3.7%) and L68I (1.9%)
have been reported. 172I/V (57.4%) and V201l (50%) mutations were the most
frequent in the samples studied. The M154L mutation, absent in the group of patients
who did not use ARV therapy and associated with mutations present in reverse
transcriptase (RT), was detected in 7.1% of patients under treatment with RT and/or
protease inhibitors. The analysis of samples confirms the absence of primary
mutations leading to resistance to INI and the isolated presence of mutations and/or
polymorphisms related to resistance seems to have no significant effect on drug
resistance of this class. However, there’s still need for further studies to assess the
contribution of these mutations in resistance to INIs, especially under drug selective

pressure.
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INTRODUCAO

A enzima integrase (IN) do HIV-1 é codificada pelo final 3° do gene pol,
gerando uma proteina de 288 aminoacidos que compreende trés dominios
funcionais (GOLDGUR et al., 1998). O dominio N-terminal (1-49) contém o motivo
conservado HHCC, constituido por duas histidinas e duas cisteinas, no qual o zinco
se liga, promovendo a multimerizacao a tetrameros (LEE et al., 1997, DEPREZ et al.,
2000; LEH et al., 2000). O dominio catalitico principal (aminoacidos 50-212) contém
o motivo catalitico D,D(35)E (aspartato - aspartato - glutamato) em um arranjo
espacial altamente conservado (KATZMAN, SUDOL, 1998) formando o sitio ativo
enzimatico envolvido no reconhecimento do substrato de DNA. Além disso, possui
outros residuos envolvidos na ligacdo de cofatores celulares para a integragdo do
HIV, como o LEDGF/p75 (ENGELMAN, CHEREPANOV, 2008). O dominio C
terminal (213-288) possui atividade de ligagao ao DNA (LUTZKE, VINK, PLASTERK,
1994; CANNON et al.,, 1996), oligomerizacdo da proteina e interacbes com a
transcriptase reversa (LUTZKE, PLASTERK, 1998; WU et al., 1999).

A IN é responsavel por duas reacdes no ciclo viral, as quais incluem o
processamento 3’ e a transferéncia de fita. O primeiro ocorre no citoplasma, onde a
enzima realiza uma clivagem endonucleolitica imediatamente 3’ ap6s um motivo
conservado de dinucleotideo CA nos finais de cada terminal de repeticdo longa, do
inglés long terminal repeat (LTR). A reacao de transferéncia de fita ocorre no nucleo
e esta consiste na ligacao dos finais 3’-OH, gerados pelo processamento 3’, ao
fosfato 5 do DNA do cromossomo hospedeiro pela reagdo de transesterificacdo
(ENGELMAN, MIZUUCHI, CRAIGIE, 1991; VINK et al., 1991).

A selecdo do sitio de integracdo do HIV demonstra minima seletividade em
relagdo a sequéncia cromossomal na qual ocorre a integracdo (CARTEAU,
HOFFMANN, BUSHMAN, 1998; SCHRODER et al., 2002). No entanto, o HIV integra
preferencialmente em regides enriquecidas por unidades transcricionais ativas
(SCHRODER et al., 2002; WU et al., 2003; MITCHELL et al., 2004).

A emergéncia de variantes resistentes durante o tratamento antirretroviral na
infeccdo pelo HIV-1 tem sérias implicac6es clinicas e a inclusdo de novas drogas

que tém como alvo outras etapas do ciclo replicativo viral, além das de transcricao
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reversa e maturacdo, vém se tornando essencial para a efetividade da terapéutica
(MENENDEZ-ARIAS, 2010).

A atividade essencial da IN no ciclo replicativo do virus e sua auséncia na
célula hospedeira fizeram com que esta enzima despertasse especial interesse
como alvo terapéutico. Desta forma, desde a aprovagdo do Raltegravir (RAL) em
2007, primeiro inibidor da enzima integrase liberado para utilizacdo clinica, a
terapéutica antirretroviral tem disponivel uma nova classe de medicamento
(POMMIER, JOHNSON, MARCHAND, 2005; MARCHAND et al., 2009) que atua na
inser¢do covalente do DNA viral ao cromossomo de células infectadas.

Os agentes antirretrovirais (ARVs) dessa nova classe sao potencialmente
valiosos devido ao seu mecanismo de agao e sua atividade contra virus resistentes
as outras classes de ARVs, como os inibidores de transcriptase reversa analogos de
nucleosideos, os inibidores de transcriptase reversa ndo-analogos de nucleosideos,
inibidores de protease e de entrada. No entanto, j& foram descritas mutacées que
levam a resisténcia ao Raltegravir e ao Elvitegravir (EVG), sendo este ultimo o
inibidor de IN mais avancado nos estudos clinicos (fase Ill). As mutagcbes primarias
que levam a falha terapéutica ao RAL envolvem trés vias independentes: mutacao
N155H, mutacdées Q148H/R/K ou mutacbdes Y143/R/C/H (COOPER et al., 2008;
FRANSEN et al.,, 2009). A resisténcia ao EVG esta associada com mutacdes
primarias especificas, como a T66l e S147G, além das mutacdes de resisténcia
comuns ao RAL (E92Q, Q148H/R/K e N155H) (SHIMURA et al., 2008; LOW et al.,
2009; CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2009).

Cada mutacao primaria tende a estar associada com mutagdes secundarias
que parecem restabelecer o fitness viral nesses mutantes primarios. Por exemplo,
mutacdes secundarias na posicdo E92 estdo relacionadas com a N155H ou Y143;
mutagcao secundaria na posicao T97 com Y143; e a G140 com Q148 (QUERCIA et
al., 2009).

Uma das principais preocupacoes da terapia antirretroviral € a selecado de
virus resistentes. No Brasil, a frequéncia de resisténcia primaria é considerada
baixa, variando de 1,4% a 8,3% (DE MEDEIROS et al., 2006; BRIGIDO et al., 2007;
INOCENCIO et al., 2009), no entanto a prevaléncia global da transmissdo de
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variantes resistentes esta aumentando ao longo do tempo (LITTLE et al., 2002;
WENSING et al., 2005).

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a frequéncia de mutacdes e
polimorfismos na regido da IN em amostras de pacientes virgens de tratamento com
inibidores de IN.

CASUISTICA

Foram incluidos neste estudo 54 pacientes atendidos no Hospital Dia
“‘Domingos Alves Meira”, Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, com sorologia
positiva para o HIV. Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a
utilizacdo ou ndo de esquema antirretroviral: Grupo 1 (n=26): pacientes virgens de
terapia ou que ndo faziam o uso de esquema antirretroviral por um periodo de tempo
superior a 6 meses e, Grupo 2 (n= 28): pacientes em tratamento com inibidores de
protease e/ou transcriptase reversa (TR), mas virgens de tratamento com inibidor de
integrase. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina
de Botucatu (3407-2009). As caracteristicas demograficas e imunoviroldgicas dos

pacientes incluidos neste estudo sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e imunovirologicas dos pacientes HIV-1 positivos incluidos no

estudo.
Caracteristicas Grupo 1 Grupo 2 Valor
(n = 26) (n = 28) dep
Sexo Masculino [n (%)] 13 (50) 14 (50) ns
Idade (anos)* 38,5 (32-41) 42,5 (36-49) 0,0327
CV (copias/ml)* 45.328,5 (12.124-56.554) 16.908,0 (7.536,75-47.789,75) ns
CD4 (céls/mm®)* 302,50 (167,25-544,5) 195 (63,75-355,5) ns

* Valores expressos em mediana (IQazs, - 1Q75%)
CV - Carga Viral

ns — nao significativo

Valor estatisticamente significativo para p < 0,05
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METODOLOGIA

O RNA viral foi isolado do plasma utilizando o QIAmp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA, USA), segundo especificacoes do fabricante. O DNA
complementar (cDNA) foi obtido a partir do RNA extraido utilizando o High-Capacity
cDNA Archive kit (Applied Biosystem, CA, USA), segundo as especificagdes do
fabricante.

O gene da integrase do HIV-1 foi amplificado por Nested-PCR e
sequenciado, utilizando o protocolo proposto por Tanikawa e colaboradores (2011)
(em fase de elaboragdo'). A andlise de resisténcia também seguiu o protocolo
proposto no mesmo trabalho. As mutac¢des foram consideradas segundo critérios do
Stanford HIV Drug Resistance Database e outros trabalhos (CECCHERINI-
SILBERSTEIN et al., 2009; PASSAES et al., 2009; SICHTIG et al., 2009).

Para subtipagem das variantes virais presentes nas amostras analisadas foi
amplificada a regido C2-V3 da gp120 do envelope viral utilizando o mesmo protocolo
de reagdo utilizado na amplificagdo do gene da integrase, com os primers ED5 e
ED12 na primeira PCR e ED31 e ED33 na Nested-PCR (DELWART et al., 1995). Os
produtos amplificados foram sequenciados utilizando o kit ABI Prism® Big Dye™
terminator Cycle Sequencing v.3.1. (Applied Biosystems, CA, USA), segundo
especificacbes do fabricante utilizando os primers (ED31 e ED33) para o
sequenciamento da regido C2-V3. A eletroforese foi conduzida no equipamento ABI
Prism 377 (Applied Biosystems,CA, USA) utilizando gel de poliacrilamida
desnaturante Acrigel 29:1 (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) em uma

concentracao de 4,75% preparado segundo especificagdes do fabricante.

A qualidade das sequéncias obtidas foi analisada com o programa Phred
(EWING et al.,, 1998a), adotando-se um score 20 para a validagdo do

sequenciamento. O contig das quatro regides sequenciadas foi obtido com o

! TANIKAWA, A.A. et al. Genotipagem in house da regido da integrase do HIV-1 para avaliagao de resisténcia:

uma alternativa metodologica. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, 2011.
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programa BioEdit (EWING; GREEN, 1998b). A analise de subtipos foi realizada
utilizando o REGA HIV-1 Subtyping Tool, versao 2.0 (BIOAFRICA, 2010).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o Programa SAS for Windows
versdao 9.2. Para o estudo das varidveis carga viral, CD4+ e idade foi ajustado o
modelo linear generalizado com erro aleatério assumindo distribuicdo gama e fungéo
de ligacdo log. Ja para o estudo das mutacdes foi ajustado o modelo linear
generalizado com erro aleatério binomial negativo. Para a avaliacdo dos dominios da
enzima, foi ajustado o modelo linear generalizado assumindo erro binomial e funcao
de ligacao logistica, sendo que o valor de p foi obtido pelo teste de razdo de
verossimilhanca. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de
p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da amostra estudada demonstrou que no grupo 1 (pacientes virgens
de terapia ou que nao faziam o uso de esquema antirretroviral por um periodo de
tempo superior a 6 meses) a mediana da carga viral (CV), contagem de células T
CD4 e idade foi de 45.328,5 copias de RNA/mL, 302,50 células/mm?® e 38,5 anos,
respectivamente. Ja no grupo 2 (pacientes em tratamento com inibidores de
protease e/ou transcriptase reversa, mas virgens de tratamento com inibidor de
integrase) os valores observados foram 16.908,0 copias de RNA/mL, 195
células/mm?® e 42,5 anos. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos em relacéo as variaveis CV, CD4 e sexo, no entanto para a variavel idade o
grupo 1 apresentou valor inferior aquele apresentado pelo grupo 2, diferenca esta
que foi significativa (p = 0,0327). Estudos indicam que a infecg¢do pelo HIV tende a
ser diagnosticada em uma fase mais tardia em pacientes com idade mais avangada
do que em pacientes jovens (SKIEST et al., 1996; CASTILLA et al., 2002), além
disso uma resposta mais oportuna e efetiva € esperada em criancas e adultos
jovens, comparado com individuos de maior idade (MANFREDI, 2004). Estes
possuem uma resposta imunolégica menos efetiva a terapia antirretroviral
(GRABAR; WEISS; COSTAGLIOLA, 2006).
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Foram subtipadas 47 amostras pela regido env do HIV-1, sendo que destas
40 (85,1%) correspondiam ao subtipo B, 4 (8,5%) ao subtipo F1 e 3 (6,4%) ao
subtipo C. Das 54 amostras subtipadas pela regidao da integrase, 47 (87%) eram do
subtipo B, 4 (7,4%) F1 e 3 (5,6%) do subtipo C. O subtipo B foi estatisticamente mais
significante em relacdo aos demais subtipos (p < 0,0001). No Brasil, os subtipos B, F
e C sao os prevalentes, além dos recombinantes emergentes destes subtipos
(SOARES et al., 2005; SA FILHO et al., 2005; SANABANI et al., 2006). Quatro
amostras mostraram-se discordantes quando comparados resultados dos subtipos
analisados pelas duas regides, ou seja, duas amostras que pela regidao env
indicaram subtipo B, na regido da integrase determinavam subtipo F1; e duas outras
amostras que pela regiao env correspondiam ao subtipo B, na regido da integrase
indicavam subtipo F1, sugerindo a presenca de recombinantes. As formas CRF_28 e
CRF_29, as quais sdao ambas recombinantes BF foram as primeiras descritas no
Brasil e apresentam um crescimento exponencial no pais (SA FILHO et al., 2006;
SANABANI et al., 2006). Além desses recombinantes, ja foram descritos outros trés:
CRF_BF39, CRF_BF40 (GUIMARAES et al., 2008) e, mais recentemente,
CRF46_BF1 (SANABANI et al.,, 2010). Também foi relatada a presenca de
recombinante BC no Brasil (SANTOS et al., 2006).

Entre os 102 residuos variaveis encontrados na IN, onze apresentaram
frequéncia maior que 25% nos 54 individuos estudados (172, T124, V201, L101, S17,
T125, S119, L28, D256, E11 e S283). Nao foi identificado nenhum polimorfismo nos
sitios conservados H12, H16, C40 e C43 de ligagdo ao Zn®** e na triade catalitica
D64, D116, E152, ambos sitios importantes para o funcionamento da integrase.
Também n&o foi encontrada nenhuma alteragdo nos coédons que interagem com o
LEDGF, como A128, A129, W131, W132, Q168, E170, T174 e M178. O dominio que
apresentou menor variabilidade foi o C-terminal (68,4% conservado), seguido dos
dominios catalitico principal e N-terminal, 65% e 57,1% respectivamente. Estudo
realizado em Sao Paulo apresentou grau de conservacao dos dominios menor que
os encontrados neste trabalho, mas de maneira analoga, o dominio mais
conservado foi o C-terminal (ARRUDA et al.,, 2010). Diferentemente, em outros
trabalhos os dominios N-terminal e C-terminal foram os que apresentaram maior
grau de variabilidade (RHEE et al., 2008; LOW et al., 2009).
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No grupo dos pacientes que nao faziam uso de ARV, foram encontrados 83
residuos variaveis, sendo que 11 apresentaram frequéncia maior que 25% (172,
T124, V201, T125, S17, S119, L28, L101, S283, T112 e E11). A mutacao 172V foi a
mais frequente, com 15 (57,7%) amostras. Mutagcbes primarias nao foram
detectadas, no entanto mutacdes associadas a resisténcia aos inibidores de IN,
como V2011 (42,3%), V1511 (19,2%), T124A (19,2%), L741 (15,4%), K156N (15,4%),
T206S (11,5%), M1541 (7,7%), 1203M (7,7%), T112l (7,7%), S119G (7,7%), V54l
(3,8%), L68I (3,8%), S119R (3,8%), G163R (3,8%) e V165l (3,8%) estavam
presentes no grupo analisado.

Similarmente, no grupo dos pacientes em tratamento 83 cddons
apresentaram mutacao, tendo onze residuos com frequéncia maior que 25% (V201,
172, T124, L101, S17, D256, T125, L234, L28, V31 e E11). As mutagcdes mais
frequentes nesse grupo foram a V201l e 172I/V, com 16 (57,1%) amostras cada.
Mutacdes associadas com resisténcia in vitro e/ou in vivo aos inibidores de integrase
foram relatadas, como K156N (14,3%), V1511 (10,7%), T206S (10,7%), V165l
(7,1%), S119G (7,1%), S230N (7,1%), M154L (7,1%), V54l (3,6%) S119R (3,6%),
G163K (3,6%), R20K (3,6%) e T112I (3,6%).

Nas amostras estudadas ndo foram encontradas mutagdes primarias, porém
mutac¢des acessorias e polimorfismos associados com resisténcia aos inibidores de
integrase foram detectados. Resultados similares foram relatados por trabalhos
realizados recentemente no Rio de Janeiro e Sao Paulo (PASSAES et al., 2009;
ARRUDA et al., 2010).

A mutagao associada ao RAL, V1511 foi encontrada em 14,8% das amostras
estudadas, além das mutacdes L74l (7,4%), V541 (3,7%), 1203M (3,7%), G163R/K
(3,7%) e S230N (3,7%). Demais mutacbes e/ou polimorfismos associados com
outros inibidores de integrase também foram detectados, como 172V (57,4%), V201
(50%), V1651 (5,6%) e M1541 (3,7%). As mutacdes R20K e L68I relacionadas a
resisténcia ao EVG (GOETHALS et al.,, 2008, GOODMAN et al., 2008) estavam
presentes em uma (1,9%) amostra cada, enquanto que a mutagdo S119G/R foi
detectada em seis (11,1%) amostras. Ja a mutacao selecionada in vitro pelo RAL,
EVG e S/IGSK1349572, T124A foi encontrada em 13 (24,1%) amostras.
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A adicdo da mutagédo V541 a um virus recombinante Q148R/G140A/E138K
foi recentemente relatada por Goethals et al. (2010). No seu trabalho, a adi¢cao desta
mutacdo nao conferiu maior resisténcia ao RAL ou a outros inibidores de IN, mas
melhorou levemente a capacidade de replicacdo do virus mutante, sugerindo que
seja uma mutacao compensatéria resultante da selecao de resisténcia in vitro com
RAL.

As mutagdes G163R/K sdao mutagdes acessérias que normalmente ocorrem
em combinagdo com a mutacdo primaria N155H em pacientes em tratamento com
RAL, possivelmente contribuindo com o fitness viral. Sabe-se que as combinacdes
duplas ou triplas de mutacdes secundarias, como V721 /T97A / G163R, podem levar
a resisténcia moderada ao Raltegravir na falta da mutagéo primaria (FRANSEN et
al., 2010).

Nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa em relacdo a presenca
de mutacdes e os diferentes grupos estudados, no entanto, foi observado que a
mutacdo M154L estava ausente no grupo de pacientes que ndo faziam uso de
medicamento e que a frequéncia no grupo dos pacientes tratados era de 7,1%.
Apesar do numero de amostras diferir, Ceccherini-Silberstein et al. (2010) relataram
dado semelhante. Estudos recentes indicam uma forte associacao entre M154L e as
mutacdes T215(Y/F/S/D) na TR (LOW et al., 2009; CECCHERINI-SILBERSTEIN et
al., 2010a).

Além de nao ter sido detectada nenhuma mutacdo primaria, de maneira
semelhante a outros trabalhos (LATAILLADE, CHIARELLA, KOZAL, 2007;
PASSAES et al., 2009; LOW et al., 2009; ARRUDA et al., 2010; CECCHERINI-
SILBERSTEIN et al., 2010a), também nao foi identificada qualquer mutacdo em
sitios indispensaveis para a fungdo da enzima demonstrando, assim, a importancia
destes para a infeccdo e replicacao viral. Além disso, o padrdao de mutagéo
encontrado foi independente da experiéncia atual ou ndo com ARVs, apesar de
alguns trabalhos indicarem a influéncia da terapia ARV na variabilidade da IN (LOW
et al., 2009; VAN HAL et al., 2009; CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2010b).

A auséncia de mutagbes primarias pode estar envolvida com a utilizacao
clinica dessa classe de droga, uma vez que o RAL foi incluido na lista de
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medicamentos antirretrovirais no Brasil em 2008. Ademais, a falta de variantes
naturalmente resistentes aos inibidores de integrase também sugere que a
circulacao destas entre os pacientes virgens de tratamento sera limitada até que a
ampla utilizacdo desta nova classe de ARV aumente a chance de infec¢cdo por uma
variante de um paciente tratado e resistente (CECCHERINI-SILBERSTEIN et al.,
2010b).

A presenca isolada de polimorfismos e mutagdes associadas a resisténcia
aos inibidores de IN parece nao ter nenhuma significancia na diminuicdo da
suscetibilidade a estes inibidores ou, entédo, sua contribuicdo é minima. As mutacdes
primarias na integrase levam a uma reducao na atividade de integracdo e mutacdes
acessorias restauram parcialmente a atividade da integracao deficiente, que por sua
vez restaura a cinética de replicacdo e a infectividade viral (NAKAHARA et al.,
2009). Este tipo de participacdo das mutagbes acessorias também ja foi descrita
para virus resistentes a outras classes de ARVs (DYKES, DEMETER, 2007) o que,
no entanto, ndo torna dispensavel a necessidade de mais estudos com o objetivo de
verificar a importancia de mutagdes e/ou polimorfismos na determinagcéo da barreira
genética dos inibidores de IN e das diversas vias que possam levar a resisténcia. Da
mesma maneira, a identificacdo e caracterizacao de residuos conservados também
sao fundamentais para o desenvolvimento de novos farmacos que possam agir mais
eficientemente no bloqueio da replicagdo e em regides distintas dos inibidores de
integrase atuais, RAL e EVG, evitando a resisténcia cruzada.

Estes dados indicam que a terapia com os inibidores de integrase pode
beneficiar o tratamento de pacientes que apresentam falha terapéutica a outras
classes de ARVs e que, aparentemente, a regido da integrase possui variagdes
naturais, assim como a protease, € que a presenca de mutagdes que levam a alta
resisténcia aos inibidores de IN em pacientes virgens para esta classe de
medicamento ndo é comumente detectada. Além disso, a escolha do inibidor de
integrase RAL vem se mostrando tao eficiente como o efavirenz (LENNOX, 2008) na
terapia de pacientes virgens de tratamento, levando a niveis indetectaveis de RNA
plasmatico e a recuperacao imunoldgica. Tais resultados tém contribuido para a
recomendacao do RAL em combinagdo com dois inibidores de transcriptase reversa
analogos de nucleosideos para pacientes virgens de tratamento no Guidelines for
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the use of Antiretroviral in HIV-1 Infected Adults and Adolescents dos Estados
Unidos (DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2009). No entanto,
no Brasil o RAL ndo é ainda uma opcéao de tratamento para pacientes virgens, sendo
somente utilizado em casos de falha terapéutica como terapia de resgate (BRASIL,
2008).

Assim, a terapia com inibidor de IN parece ser uma alternativa eficiente em
casos de falha terapéutica, uma vez que nao foram constatadas mutacoes primarias
nas amostras analisadas. No entanto, ha ainda a necessidade de compreender a
participacdo de determinadas mutac¢des e/ou polimorfismos na emergéncia de
variantes resistentes, suas contribuicées para o restabelecimento do fitness viral e
também o impacto da introducdo dos inibidores de integrase como primeira opcao

na terapéutica de pacientes virgens de tratamento.
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Desde 1991, o Governo Brasileiro adota uma politica que visa garantir o
acesso universal a terapia antirretroviral (ARV) aos portadores do HIV. Esta medida
tem grande impacto na reducdo da morbidade e mortalidade dos pacientes
infectados pelo HIV e na epidemia de HIV/aids no pais.

O Brasil foi o primeiro pais a implementar um programa de distribuicdo em
alta escala de ARV beneficiando diversos pacientes. A evolugcdo da resposta
brasileira foi fortemente influenciada pelo seu amplo contexto politico e social,

particularmente a estrutura e funcao do sistema de saude publico.

Apesar do avango no desenvolvimento dos medicamentos e dos diversos
ARVs disponiveis, variantes virais resistentes selecionadas durante o tratamento dos
pacientes podem emergir, levando a falha terapéutica e, consequentemente, a
elevacao da carga viral do paciente. Além disso, essas variantes podem ser
transmitidas dificultando o tratamento do paciente recém-infectado.

Com o intuito de monitorar adequadamente os pacientes, o Ministério da
Saude implantou no ambito laboratorial, em 2001, a Rede Nacional de Genotipagem
do HIV-1 (RENAGENO), com o intuito de realizar e interpretar os resultados do teste
de resisténcia utilizando critérios adequados e racionais, estabelecidos por comité
técnico assessor. A Rede hoje conta com 23 laboratérios executores especializados
(Figura 1) na execugdo do exame, um “laboratério de resgate” envolvido na
resolucdo de problemas de ordem técnica e operacional, além de médicos
especialistas treinados para solicitar o exame e orientar na interpretacéo do teste,
designados médicos de referéncia em genotipagem (MRG). A solicitagdo, execugao
e liberagdo do exame seguem um fluxograma rigidamente definido (Figura 2).



97

Figura 1: Distribuicdo geografica no territério nacional dos laboratérios de genotipagem integrantes
da Rede Nacional de Genotipagem do HIV (RENAGENO) (BRASIL, 2010).

==

[PACIENTE } [ MS } MRG

Figura 2: Fluxograma do funcionamento da Renageno: (1) Médico solicitante (MS) encaminha

solicitagéo de teste de genotipagem para o médico de referéncia em genotipagem (MRG); (2) MRG
autoriza ou nao a realizacdo do exame; (3) MS encaminha paciente para coleta de material para o
exame de genotipagem; (4) Material biolégico é encaminhado para execugdo do exame de
genotipagem; (5) Laudo com resultado da genotipagem é encaminhado para avaliagdo do MRG; (6)
MRG avalia o laudo laboratorial e envia relatério ao MS com interpretagédo clinica e sugestdo de
esquema terapéutico baseado nos dados clinicos e laboratoriais; (7) MS indica terapéutica

antirretroviral ao paciente (Adaptado de BRASIL, 2001).
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Os testes de genotipagem foram desenvolvidos para ajudar a avaliar o
impacto da resisténcia viral. Este teste € capaz de detectar mutagdes associadas
com resisténcia fenotipica aos ARVs do HIV. A técnica consiste no isolamento de
RNA viral do plasma do paciente e posterior amplificacao por RT-PCR das regides
gendbmicas da transcriptase reversa e protease, principais alvos dos ARVs. O
produto é, entdo, sequenciado em equipamento automatizado e a sequéncia de
aminoacido viral obtida € comparada com a sequéncia do virus selvagem para a
identificagdo de mutagoes.

Segundo o Ministério da Saude (2008), a utilidade do teste de genotipagem
para deteccao de resisténcia a drogas se resume nos seguintes itens:

1. Possibilita trocas de esquemas antirretrovirais com resisténcia identificada, no
lugar de resisténcia presumida;

Propicia o uso de drogas ativas por periodos mais prolongados;

Evita trocas desnecessarias de ARVs;

Evita toxicidade desnecesséria de drogas inativas;

Economiza custos relacionados a trocas de drogas;

o 0k~ w N

Promove uma nog&o mais realista do desempenho futuro do tratamento.

No entanto, para a realizacdo do teste de genotipagem ha determinados

critérios que devem ser seguidos:

1. Falha virolégica confirmada;

2. Carga viral com pelo menos 2.000 cépias de RNA/mL;
3. Uso regular de ARV:

o Ha seis meses, para pacientes em geral;

o Ha trés meses, para gestantes.

O objetivo inicial da implantagdo da RENAGENO era o de instalar uma rede
de laboratérios para realizar exames de genotipagem em pacientes da rede publica
de saude infectados pelo HIV. Esses laboratérios foram distribuidos segundo a
capacidade técnica instalada e de acordo com o numero de pacientes em uso de
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ARV nas diferentes macrorregides do pais. Secundariamente a esse objetivo, com a
instalacao da rede outras questdes poderiam ser estudadas, como: avaliar o impacto
do acesso ao teste de genotipagem na evolucéo clinica, imunoldgica e virolégica de
pacientes soropositivos para o HIV em tratamento com ARV na rede publica de
saude; estimar a prevaléncia de mutacbes e sua associacdo ao estadiamento
clinico, exposigao prévia a ARVs, ao esquema terapéutico em uso no momento da
coleta, nas diferentes areas geogréaficas e aos subtipos circulantes; contribuir no
monitoramento, quantitativo e qualitativo, da emergéncia de variantes resistentes
circulantes no pais; gerar dados de prevaléncia de subtipos do HIV-1 que infectam
0s pacientes que utilizaram a genotipagem, uma vez que a regiao genémica da pol/

pode ser utilizada para analise filogenética do virus.

O Brasil € um dos poucos paises que disponibiliza um teste de genotipagem
gratuitamente, além dos medicamentos ARVs, mostrando uma resposta a epidemia
de HIV/AIDS que deve funcionar como modelo para diversos outros paises. Além
disso, a responsabilidade do pais nao se limita a distribuicdo de medicamentos e
testes laboratoriais gratuitos, mas envolve também a educagdo, prevengéao,
monitoramento epidemioldgico e desenvolvimento de parcerias entre o governo e a

sociedade para ampliar a resposta a epidemia do HIV/AIDS.

Desta forma, a RENAGENO juntamente com os demais laboratérios, tem
como objetivo contribuir para que o paciente HIV positivo tenha o acompanhamento
médico necessario para que sua sobrevida seja elevada, além de fornecer dados de
extrema importancia para o estudo epidemiol6gico do HIV no pais.

A participagdo na RENAGENO como um dos laboratérios executores exige
um controle de qualidade rigido, capacitagdo para realizagdo do exame e para a
avaliacdo dos dados que serdo fundamentais para a interpretacdo do laudo de

resisténcia e indicacdo de tratamento pelo MRG.

A rotina no laboratério ndo somente proporciona a oportunidade de trabalhar
com técnicas moleculares indispensaveis para quem pretende seguir a area de
biologia molecular, mas também oferece um amplo conhecimento profissional e
cientifico. A responsabilidade exigida em todas as etapas, do recebimento da

amostra até a execugdo final do exame e sua liberagédo, € essencial para qualquer
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profissional, em qualquer segmento. Contribuir de forma a gerar resultados
confiaveis no final de cada rotina disponivel pela Rede é fundamental ndo somente
por demonstrar a qualidade do laboratério, mas por garantir que o paciente tenha as
melhores escolhas e indicagdes de tratamento.

Assim, a contribuicdo dos laboratérios executores para com a RENAGENO
requer mais do que a realizacdo do exame em si, mas também um
comprometimento real visando a qualidade final do exame.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP
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Anexo 2 : Justificativa de Alteracao no Titulo do Projeto de Pesquisa
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