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INTRODUCAO
1. 1 Polimerizacéo estabilizada

0 Brasil € um dos paises-referéncia no tratamento da infeccao pelo HIV através da s
distribuicio gratuita de antirretrovirais (ARV). Entretanto, isso implica na - anme
necessidade de monitoramento constante ao surgimento de mutacbes de

resisténcia aos medicamentos, fatores esses que podem levar a emergéncia e — Sellvagem - —
disseminacao de variantes resistentes. Nos dias de hoje existe uma grande 2 l s H s
preocupacao com as coinfeccdes, principalmente com os oncovirus, como por e L
exemplo HBV, HCV e HPV. A supressao do HIV através de uma resposta eficiente ao

tratamento € muito importante para 0 bom progndstico desses pacientes. Os B | B
subtipos do HIV-1 apresentam diferentes comportamentos bioldgicos como na e

transmissao, progressao e resposta ao tratamento, o que destaca a regido sul do =

Brasil, onde os subtipos C e B circulam com igual prevaléncia. Além disso, pouco se eicaca

sabe acerca do impacto das mutacdes nas regides C-terminais da Transcriptase Fenotipo Sensivel renctipo Resistente
Reversa (RT) recentemente descritas e caracterizadas por diminuirem a A B
susceptibilidade aos ARVs. Esse estudo visa 0 monitoramento da distribuicao dos  Figyra 1. Exemplo de mecanismo de resisténcia aos
diferentes subtipos e das mutacbes que conferem resisténcia aos ARVs inibidores inibidores nucleosidicos da RT na porcio C-Terminal.
da protease (PR) e da RT pacientes HIV+no sul do Brasil. Imagem traduzida e modificada de PathakV, 2010.

Complexo estavel |

METODOLOGIA

Em 2002, foram colhidas 253 amostras de pacientes HIV+ acompanhados no Ambulatério de HIVAids do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, que fazem parte de uma coorte em acompanhamento no sul do Brasil. Estas foram enviadas ao Programa de Genética
juntamente com dados clinicos e laboratoriais. Foi feita a extracdo do DNA gendmico com o kit QIAamp® DNA Mini Kit, sequida da
amplificacdo por PCR aninhado e sequenciamento das regides gendmicas da PR e RT, dominios polimerasico (DP), C-terminal (CN) e
RNaseH (RH) gerando um fragmento de 1750 pb, (Fig.2). Os eletroferogramas foram editados manualmente usando o programa
SegMan. 0 alinhamento das sequéncias foi feito no BioEdit e analises filogenéticas foram conduzidas no MEGA 4.0, usando Neighbor-
Joining, Kimura 2-parametros e bootstrap de 1000 réplicas. As sequéncias referéncia de todos os subtipos foram retirados do GenBank e
incluidas nas andlises. Sequéncias de virus recombinantes foram determinadas por analise de Bootscan pelo programa Simplot. Foram
analisadas as mutacdes de resisténcia a drogas sequndo bibliografias recentes, visto que ainda ndo existe um consenso definido de
mutacoes para a regiao C-Terminal, para as outras regioes utilizou-se o consenso da Sociedade Internacional de Aids.
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Figura 2. Mapa genomico do HIV-1. Em destaque esta a regiao gendmica estudada. (Http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/
landmark.html).

RESULTADOS

Das 253 amostras, 155 foram analisadas. Dessas, 135 estavam em tratamento antirretroviral; 10 eram virgens de tratamento e para 10
ndo haviainformacado.

Figura 4: Andlise de Bootscan da amostra
165POLCR(*) de um fragmento de 1750pb. Amostra
classificada como recombinante CRF31_BC.
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Figura 3. Arvore filogenética representativa a partir do fragmento POLCR
(1750 pb;n=23).
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Figura 5. Prevaléncia de Subtipos encontrada nas amostras
analisadas.
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Tabela 1. Dados epidemioldgicos dos pacientes.

Média de idade (anos) 42,13 40,13 39,23
Sexo (%)
Homem 36 (61%)

Mulher 23 (39%)
Média do tempo de

diagnostico (anos)
Estagio CDC clinico (%)
A 25 (42%)
B 6 (11%)
C 25 (42%)
Nao definido 3 (5%)
Estagio CDC imunolégico (%)
1 3 1(2%) 0 2 (6%)
2 54 (37%) 21 (35%) 9 (29%) 15 (44%)
3 78 (54%) 33 (56%) 19 (61%) 16 (47%)
Nao definido 10 (7%) 4 (7%) 3 (10%) 1 (3%)
Mediana de contagem de células T CD4 (cel/mm3)
Tratados 354 (1 - 596) 354 (79 — 1383)

588 (190-1139) | 583 (204 -1139)

20 (64%) 21 (62%)
11 (36%) 13 (38%)

6,5 5 6

13 (42%)
9 (29%) 6 (18%)
6 (19%) 14 (41%)
3 (10%) 1 (3%)

13 (38%)

352 (1- 699)
523 (190-606)

348, 5 (86- 898)
624,5 (659— 593)

Nao tratados

Status do Tratamento (%)
Tratados 133 (92%) 54 (92%) 28 (90%) 32 (94%)
Nao tratados 10 (7%) 3 (5%) 3 (10%) 2 (6%)
Tratamento interrompido 2 (1%) 2 (3%) 0 0
Individuos com carga viral indetectavel (%)
Tratados 81 (60%) 34 (63%) 13 (46%) 19 (60%)
Nao tratados 1 (1%) 0 1(33%) 0

Tabela 2. Relacdo do tratamento com as mutacoes de resisténcia Tabela 3. Nimero de pacientes com de

. Tratamento(n=135 | pulagoss de resténda por egao genomic
analisada

Sucesso terapéutico (n=81)

Com mutacgdes de resisténcia (n= 25)
Sem mutacgoes de resisténcia (n=56)

Falha terapéutica (n= 54)

Com mutacgoes de resisténcia (n= 18)
Sem mutacgdes de resisténcia (n=306)

Nao tratados (n=10)

Com mutacgoes de resisténcia primaria (n=4)
Sem mutacoes de resisténcia primaria (n=6)

Entre os tratados (n=135), 30% (n=41) continham mutacao de resisténcia em algumas das regides analisadas, sendo 7 resistentes a
IPs, 9a NNRTI, 17 a NRTl e 14 a NNRTI e NRTI. Em 64 pacientes foram encontrados os polimorfismos A400T e G335D, na regiao da CN.
Um paciente teve suaresisténcia com perfil TAM-1 potencializada pelo polimorfismo A400T.

Tabela 4. Analise representativa da ocorréncia de mutagdes na transciptase reversa (DP e C-terminal) e sua resisténcia aos ARVs em
pacientes com tratamento.

27 NRTI: M41L, D67N, V'|7'g|1\/|5,|:F77L’ M184V, L210W, NRT| e NVP

NRTI: D67DN AZT, DAT

0 NRTI e NNRTI

NRTI: M41L, D67N, K70R, M184V, L210W, T215F,

K219E NRTI

NRTI: M41L, D67N, V75R, V118I, M184V, L210W,

T215Y, NNRTI: V90I, A98G NRTI e NVP

CONCLUSOES

e Um dos maiores problemas da resposta ao tratamento é o acimulo de muta¢des que surgem no virus superando a eficicia da droga.
Porém ha poucos estudos sobre o impacto da terapia de antirretrovirais nos dominios C-terminais da RT (Conexao e RNase H).
A diversidade de subtipos apontada pelo estudo permite identificar alta prevaléncia dos subtipos B (41%), recombinantes BC (24%) e
(21%), além de muitas formas recombinantes tnicas, evidenciando um contexto diferente do resto do pais e corroborando dados da
literatura da época da amostragem.
Entre os pacientes tratados e ndo-tratados, foi encontrada uma alta taxa de resisténcia aos medicamentos ARVs, principalmente aos
inibidores da RT. Apenas foram consideradas as mutacoes de resisténcia aos antirretrovirais que possuiam dados experimentais jd
comprovados. As mutacoes A400T e G335D/C, embora com alta prevaléncia em pacientes ndo-tratados infectados pelos
subtipos B e (, potencializam a resisténcia na presenca de TAMs.
0 monitoramento da resisténcia aos ARVS é importante na avaliacao da politica de tratamento do
HIV/Aids no pais. Isso indica que analises em regioes como a por¢ao C-Terminal devem ser
priorizadas, para que a resposta ao tratamento nao seja comprometida e
nao ocorra a disseminagao de cepas resistentes.
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