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RESUMO

Estima-se que a epidemia pelo HIV atinja cerca de 36,7 milhdes de pessoas no
mundo (UNAIDS, 2017), das quais 54% ndo sabem que estdo infectadas. O inicio
precoce de antirretrovirais (ARV) em pessoas que vivem com HIV/Aids (PVHA) tem
sido apontado como um fator determinante a melhoria da qualidade de vida, reducéo
da mortalidade e preservacdo ou restauracdo do status imunoldgico de PVHA
(LUNDGREN, 2015). Apesar dos avancos terapéuticos, um dos principais desafios da
pandemia pelo HIV é a capacidade do virus em gerar altas taxas de mutacdes e
desenvolver resisténcia a terapia antirretroviral (TARV) (HIVDB, 2016). O presente
estudo teve como principal objetivo avaliar a resisténcia secundaria aos antirretrovirais
em Pernambuco através da analise dos testes de genotipagem desenvolvidos no
Laboratorio Central de Saude Publica do estado de Pernambuco (LACEN-PE) no
periodo de 2010 a 2015. Foram analisadas 792 amostras, das quais 86,1%
apresentaram pelo menos um tipo de mutagédo capaz de gerar resisténcia de acordo
com a tabela IAS- 2017. Quanto a distribuicdo da frequéncia de mutacfes, os dados
evidenciaram que houve maior percentual de mutacdes associadas a resisténcia aos
Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideos. O estudo sugere
ainda que a prevaléncia das mutacfes associadas a resisténcia aos antirretrovirais
vem apresentando uma tendéncia de estabilizacdo em relacdo aos estudos anteriores.
O perfil genotipico viral nessa populacéo denota a elevacao do percentual de CRFs.
Conhecer o processo evolutivo do HIV-1, assim como 0s mecanismos de resisténcia
€ parte essencial ao desenvolvimento de acdes e estratégias que minimizem os efeitos

danosos da falha virologica.

Palavras chave: HIV. Resisténcia a medicamentos. Antirretrovirais. Sindrome de

imunodeficiéncia adquirida.



ABSTRACT

It is estimated the HIV epidemic reaches about 36.7 million people around the
world (UNAIDS, 2017), of whom 54% are unaware that they are infected. The early
use of antiretroviral therapy (ART) in people living with HIV/AIDS (PLHIV) has been
identified as a key factor in improving quality of life, reducing mortality and preserving
the immune status of PLHIV (LUNDGREN, 2015). One of the major challenges of the
HIV pandemic is the ability of the virus to generate high rates of mutations and develop
resistance to ART (HIVDB, 2016). The main objective of this study was to evaluate
ART resistance in Pernambuco based on the analysis of the genotyping tests
developed at the Central Laboratory of Public Health from Pernambuco state over the
period of 2010 to 2015. A total of 792 samples were analyzed, of which 86.1% had at
least one type of mutation capable of generating resistance according to table IAS-
2017. The samples showed there was a higher percentage of mutations associated
with resistance to Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors. The study also
suggests the prevalence of mutations associated with antiretroviral resistance has
been stabilizing in relation to previous studies. The viral genotypic profile in this
population denotes the increase in the percentage of CRFs. Knowing the evolutionary
process of HIV-1 as well as the development of resistance is an essential part of the

development of strategies that minimize the harmful effects of virological failure.

Key words: HIV. Drug resistance. Anti-retroviral agents. Acquired immunodeficiency

syndrome.
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1 INTRODUCAO

O inicio precoce de antirretrovirais (ARV) em pessoas que vivem com
HIV/Aids (PVHA) reduz em 53% a morbimortalidade, notadamente em pessoas que
comecaram a terapia antirretroviral (TARV) com niveis de linfécitos TCD4+ superiores
a 500 cel/mms3 em relacao aos individuos com contagem de CD4 + abaixo de 350
cel/mm:3 (LUNDGREN, 2015). O uso de ARV por longo periodo de tempo, entretanto,
tem sido limitado pelo aparecimento de resisténcia e toxicidade (DE BETHUNE &
HERTOGS, 2006). Esses eventos podem levar a suspensdo prematura das
medicacdes tornando-se uma ameaca a saude publica (ROBERT et al., 2010), motivo
pelo qual faz-se necessario realizar 0 acompanhamento sistematico das resisténcias
primaria e secundaria aos ARV, bem como acdes e estratégias em adesdo. Fatores
programéticos - como modelos de atendimento, monitoramento de tratamento,
escassez de provisbes de medicamentos -, culturais, relacionados as PVHA ou ao
perfil genotipico viral - por exemplo, aderéncia, fatores de risco, subtipo - podem
resultar no desenvolvimento de extensa resisténcia a medicamentos e deve ser
abordado regionalmente (GODFREY et al, 2017).

Tendo em vista a recente implementacdo no Brasil do consenso que
recomenda a disponibilizacdo da terapia Antirretroviral (TARV) a todos os individuos
diagnosticados com infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BRASIL,
2015; WHO, 2015), a observacao da resisténcia aos ARV torna-se, por conseguinte,
necessaria para a monitorizacdo e contribuicdo com a ampliacdo dos recursos

terapéuticos.

Segundo o recente estudo HIV Transmitted Drug Resistance in Latin America
and the Caribbean: A Systematic Review and Meta-Analysis, (AVILA-RIOS et al.,
2016) realizado na América Latina e Caribe ha uma tendéncia global na elevacéo das
taxas de resisténcia aos ARV principalmente nos paises que baseiam seu esquema
terapéutico em Inibidores da Transcriptase Reversa Analogo de Nucleosideos (ITRN)
e Inibidores da Transcriptase Reversa ndo Analogos de Nucleosideos (ITRNN), a
exemplo do Brasil até dezembro de 2016, quando inseriu na sua primeira linha de
tratamento o Dolutegravir, um inibidor de integrasse em substituicdo ao Efavirenz
(BRASIL, 2016). O supracitado estudo verificou ainda que ao final de 2013 cerca de
24% das pessoas em uso de ARV encontravam-se no esquema de segunda linha e

5% no esquema de terceira linha.
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Segundo Diaz et al (2015), houve no Brasil o crescimento da resisténcia
secundaria aos ITRNN de 50% entre 2001 e 2003 para 60% entre 2006 e 2009,
embora tenha ocorrido o decréscimo da resisténcia secundaria aos ITRN e IP. Ainda
de acordo com o estudo, 22,4% das pessoas que apresentaram resisténcia as trés
classes de drogas eram portadoras do subtipo F. A analise do crescimento da
resisténcia a ARV no Brasil € corroborada pelo recente estudo realizado nos
municipios de Salvador, Fortaleza, Rio de Janeiro, Campinas, Vit6ria e Porto Alegre
segundo o qual a maioria dos pacientes (675 pessoas — 43,1%) encontrava-se em
falha do segundo esquema terapéutico, 37,8% apresentavam falha na primeira linha
de tratamento e em 15% ja houve falha de trés ou mais regimes de tratamento
(BRITES et al, 2016). Segundo Cavalcanti (2011), a frequéncia de resisténcia primaria
em Pernambuco no ano de 2009 baseada na tabela de Mutagdes do IAS-2009 foi de
6,1%, correspondendo a um acréscimo significativo em relacdo ao estudo realizado
em 2002 que identificou uma frequéncia de 3,6% (MEDEIROS et al, 2006). Além disso,
na analise de 576 amostras do Nordeste para avaliagdo da resisténcia secundaria aos
farmacos, foram identificadas frequéncias de mutac6es compativeis com resisténcia
a ARV nas seguintes classes: ITRNN (94,4%), ITRN (97,9%) e IP (52,1%) entre 2002
e 2004 (CAVALCANTI, 2005).

Uma vez que o inicio do tratamento é prescrito de forma empirica, na maioria
dos casos, a implementacdo da terapéutica ARV de acordo com o consenso do
Ministério da Saude (2015) respalda a importancia de atualizar os dados referentes a
resisténcia a ARV evitando, assim, a introducdo da administracdo precoce de

esquemas possivelmente fadados a falha terapéutica.

Levando-se em consideracdo os estudos recentes no Brasil acima citados que
tém evidenciado a elevacao das taxas de resisténcia a ARV além da peculiaridade do
estado de Pernambuco, por totalizar um percentual de HIV-1 subtipo F de 37,7%
(MEDEIROS et al., 2006), torna-se necessario identificar e analisar a resisténcia aos
ARV no estado. O presente estudo se propde, portanto, a analisar o comportamento
da prevaléncia da resisténcia secundaria para cada classe de medicamentos e o perfil

genotipico viral nas amostras analisadas pelo LACEN-PE, no periodo de 2010 a 2015.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O virus da Imunodeficiéncia humana (HIV) é um retrovirus classificado no
género Lentivirus, transmitido através da exposi¢cdo por meio de sangue, sémen,
secrecao vaginal e leite materno, principalmente mediante relagdo sexual, capaz de
gerar a AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. A infecgéo pelo HIV induz
alteragdes inflamatérias significativas no hospedeiro, a exemplo da liberagdo de
citocinas inflamatérias mediadas pelo interferon alfa e interleucina 15, simultaneo ao
aumento da carga viral plasmatica e a paulatina diminui¢do dos linfécitos T CD4+.
Apos um periodo que varia de 1 a mais de 10 anos e média de 5 anos, a PVHA
apresentara as complicagdes advindas do processo de disfungao e ativagdo imune,
particularmente da imunidade celular, que caracterizam a evolugao da doenga, como
as infecgdes oportunistas e o aumento da susceptibilidade a neoplasias e doencas
cronico-degenerativas (BRASIL, 2015).

As estruturas morfolégicas dos virus HIV tipo 1 e 2 sdo compostas por proteinas
estruturais e funcionais e um genoma de RNA. O envelope é constituido por uma
bicamada lipidica cujo gene env € responsavel pela codificacdo de duas
glicoproteinas: gp4l transmembrana e gpl20 que se projetam externamente ao
envelope viral. Na sua face interna o HIV possui a proteina viral denominada p17
(matriz); o capsideo composto pela proteina p24 € uma espécie de envoltério que
protege os dois filamentos simples de RNA e trés enzimas essenciais, p51
(transcriptase reversa), pll (protease) e p3l (integrase) (KASPER et al., 2017)

conforme ilustracao 1.
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O genoma do HIV-1 possui nove genes dos quais trés estao relacionados a

sintese de proteinas estruturais — gag, pol e env. Os produtos proteicos dos outros

seis genes - vif, vpr, vpu, tat, rev e nef - estdo envolvidos na regulagcéo da expresséo
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do genoma do virus (LARDER et al., 2001) o que torna o HIV-1 mais complexo em
comparagao aos demais retrovirus uma vez que os supracitados genes codificam
proteinas envolvidas na modificagdo das células do hospedeiro para promover a

replicagado do virus e expressao génica viral (KASPER et al, 2017).

2.1 EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia anual do HIV no mundo vem apresentando taxas de 2,1 milhdes
de casos novos em 2016 desde a maior taxa registrada em 1997 de 3,3 milhdes,
refletindo um cenério de desaceleracdo do avanco da infeccdo, embora a analise
epidemiologica evidencie o crescimento da incidéncia anual nos seguintes paises
periféricos: no Leste Europeu e Asia Central houve um acréscimo de 57% nas taxas
de novas infecc¢des, no Caribe houve o incremento de 9%, o Oriente Médio e norte da
Africa apresentaram taxas de incidéncia com elevacdo de 4% e na América Latina, o
aumento de novos casos correspondeu a 2% (UNAIDS, 2017). Estima-se que a
epidemia pelo HIV atinja cerca de 36,7 milhdes de pessoas ao redor do mundo
(UNAIDS, 2017), das quais 54% nao sabem que estdo infectadas e cujo tratamento
podera ser iniciado tdo logo sejam diagnosticadas. Um dos principais desafios no
tratamento da pandemia pelo HIV é a sua capacidade em gerar altas taxas de
mutacdes e desenvolver resisténcia aos medicamentos antirretrovirais existentes: um
aspecto fundamental do tratamento do HIV (HIVDB, 2016). O mesmo grupo de
pessoas gue possivelmente ndo aderem ao tratamento antirretroviral, tendo como
consequéncia o desenvolvimento de HIV resistente, € o grupo que também apresenta
dificuldades em aderir as recomendacoes de uso de preservativo e prevencao da
transmissao das cepas resistentes. Dessa forma, deve ser dada atencdo especial as
medidas de contencdo da transmissdo do HIV nesse grupo especifico de pessoas
(DIAZ, 2011).

No Brasil, a incidéncia do HIV permanece elevando-se: segundo o Programa
das Nagbes Unidas para HIV/Aids 2016 houve um acréscimo de 11% entre 2005 e
2013 e no periodo de 1980 a 2016 um total de 842.710 pessoas foram notificadas com
Aids no pais. A distribuicdo proporcional desses casos mostra uma concentracao nas
regibes Sudeste e Sul, correspondendo a 53,0% e 20,1% do total de casos,
respectivamente; a regido Nordeste corresponde a 15,1%, a regido Centro-Oeste
apresenta 6,0% e a regido Norte com 5,9% do total dos casos (BRASIL, 2016). O

Brasil possui ainda a maior taxa de incidéncia anual na América Latina,
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correspondendo a 49% das novas infec¢cdes na regido ou em numeros absolutos,
48.000 novos casos em 2016 (UNAIDS, 2017). No periodo de 2011 a 2015, a regiédo
Norte apresentou uma média de 3,9 mil novos casos ao ano; o Nordeste, 8,6 mil; o
Sudeste, 16,8 mil; o Sul, 8,7 mil; e o Centro Oeste, 2,8 mil casos novos ao ano. No
periodo de 2007 a 2016, no que se refere as faixas etarias, observou-se que a maioria
dos casos de infeccdo pelo HIV encontra-se nas faixas de 20 a 34 anos, totalizando
52,3% dos casos, o0 que reflete um grande percentual de jovens vivendo com HIV no
Brasil. Ainda de acordo com o Boletim Epidemioldgico 2016 o maior percentual de
casos de Aids se encontra nos individuos de 25 a 39 anos, dos quais 53, 6% sé&o
homens e 49,4% sao mulheres (BRASIL, 2016).

De forma geral, o Brasil vem apresentando estabilizagcdo da epidemia nos
ultimos dez anos com taxa de deteccéo anual de 20,7 casos/100 mil habitantes (hab),
entretanto, as regides Norte e Nordeste apresentam uma tendéncia linear de
crescimento da taxa de deteccao: em 2006 a taxa de deteccao registrada foi de 14,9
(Norte) e 11,2 (Nordeste) casos/100 mil hab., enquanto no ano de 2016 a taxa foi de
24,0 (Norte) e 15,3 (Nordeste), representando um aumento de 61,4% (Norte) e 37,2%
(Nordeste). As regides Sul e Sudeste vém apresentando tendéncia de queda e a
regido Centro-oeste vem evidenciando uma estabilizacdo da taxa de deteccao
(BRASIL, 2016).

Dentre os estados do Nordeste, Pernambuco apresenta a segunda maior taxa
de detecc¢ao: 17,6 para 100 mil hab. em 2006, elevando-se para 19/100 mil hab. em
2015 (BRASIL, 2016). Conforme o boletim do Programa Estadual DST/Aids,
atualizado em dezembro de 2016, no estado de Pernambuco, de 1983 a 2015, foram
registrados 23.399 casos de Aids notificados e — entre notificacdes HIV e AIDS- foram
observados casos em 146 dos 185 municipios pernambucanos dos quais 65% dos
casos ocorreram em homens e 35% em mulheres. Quanto a faixa etaria, a epidemia
se concentra nos adultos jovens, de 20 a 39 anos (PERNAMBUCO, 2016), em

consonéancia com os dados do Brasil.

2.2 PERFIL GENOTIPICO VIRAL

A grande variabilidade genética do HIV-1 € uma das principais caracteristicas

dessa infeccdo que se reflete na pandemia pelo HIV/Aids. Para descrever esse
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fendbmeno gerado por mutagdo e recombinacdo do genoma viral foi definido um
sistema de nomenclatura unificado dos subtipos virais (ROBERTSON et al., 2000;
apud PESSOA et al., 2016). Dessa maneira, o HIV-1 pode ser classificado em trés
grandes grupos: M (Major), O (Outlier) e N (non-M/non-O). A analise genética de
isolados do HIV-1 evidenciou, dentro do grupo M, a existéncia dos seguintes subtipos:
A1, A2, A3, A4, B, C, D, F1, F2, G, H, I, J e K, além das atualmente reportadas 90
formas recombinantes denominadas CRFs (Circulating Recombinant Forms) e as
formas recombinantes unicas (URFs) - unique recombinant  forms
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). Os subtipos E e |
originais nunca foram encontrados, apenas as formas recombinantes (ROBERTSON
et al., 2000; LAU et al., 2013; HIV SEQUENCE DB, 2017). As CRFs s&o virus com
genomas mosaico que se propagaram de forma epidémica encontradas em pelo
menos trés isolados virais de individuos nao relacionados epidemiologicamente; as
URFs sao virus com genoma mosaico identificados em um unico individuo ou em um
grupo de individuos relacionados epidemiologicamente (FANG et al., 2004). O HIV- 2,
descoberto em 1986, encontra-se confinado a alguns paises da Africa Ocidental onde
é endémico e, esporadicamente, é descrito em outras regides como Portugal, india e
Filipinas (MARLINK et al., 1994). As variagdes genéticas do HIV-1 extrapolam as
fronteiras geograficas, porém é possivel identificar a predominéncia de alguns
subtipos de acordo com a regi&o; na Africa, por exemplo, os subtipos mais prevalentes
sdo A, C e D enquanto a Europa, América do Norte, Australia e Brasil apresentam
majoritariamente o subtipo B (BRENNAN et al, 2006; apud PESSOA et al.,
2016;www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs 12018) conforme figura 2.

No Brasil, o subtipo B do HIV-1 € o mais prevalente de forma geral, seguido
pelo F1 e CRF B/F1 nas regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. Na regido
Sul ha uma alta prevaléncia do subtipo C, com valores que variam de um estado a
outro e do CRF31_BC. O aumento na complexidade dos subtipos virais e formas
recombinantes tem sido observado nas diferentes regides brasileiras ao longo do
tempo (BRASIL, 2014). Dessa maneira, conhecer as variagdes genéticas do HIV-1 se
torna determinante para o desenvolvimento de drogas e de vacinas efetivas (PESSOA
et al, 2016).
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Figura 2 — Distribuicdo do Percentual de Subtipos virais do HIV-1 no mundo
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De acordo com estudo realizado por Cavalcanti (2005) a taxa de PVHA na
regido Nordeste em falha terapéutica pertencentes ao subtipo F do HIV-1 foi de 11,8%,
dos quais, Pernambuco apresentava a maior prevaléncia das amostras em relacéo
aos demais estados, apresentando 22% desse subtipo viral. Segundo Medeiros et al.
(2006) em estudo com pacientes virgens de tratamento foi identificada prevaléncia de
22.6% do subtipo F. Cavalcanti et al. (2012) evidenciaram aumento da prevaléncia do
subtipo F em pacientes diagnosticados em Centros de Testagem e Aconselhamento
da Regido Metropolitana do Recife, elevando-se a 37,7% dos pacientes recém
diagnosticados. Essa prevaléncia € corroborada pelo estudo realizado com 169
amostras procedentes do estado de Pernambuco segundo o qual a analise da regiao

pol evidenciou a frequéncia do subtipo F1 em 31,4% das amostras (LIMA, et al, 2017).

Entretanto, alguns estudos realizados através do sequenciamento das regides
pol, gag e env denotaram a elevada prevaléncia dos CRFs BF em contraposicdo a
frequéncia verificada nos estudos que analisaram a regido pol: Santos et al (2011)

identificaram prevaléncia de 21,0% de formas recombinantes BF e somente 1,8% de
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amostras oriundas do Subtipo F; Pessoba et al (2016) realizaram o método full-lenght
genome em amostras de doadores de sangue de hemocentros de Pernambuco, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo e identificaram valores elevados de CRFs BF1

incluindo o CRF70 e 71 BF1, notadamente em Pernambuco, onde foi observada

frequéncia do CRF BF em 27% das 96 amostras analisadas. E importante ressaltar
porém que de acordo com o Los Alamos National Laboratory Database — HIV
sequence database (2018), o Brasil possui prevaléncia de 6,8% de BF1 e 8,7% do
subtipo F conforme figura 3

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html)

Figura 3 - Distribuicao do Percentual de Subtipos Virais do HIV-1 no Brasil
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2.3 RESISTENCIA A ANTIRRETROVIRAIS

Existem dois grupos de resisténcia a ARV: a resisténcia primaria ou
transmitida e a resisténcia secundaria. Na resisténcia primaria a cepa viral resistente
€ transmitida ao hospedeiro e esse ndo apresentard resposta ao uso dos
antirretrovirais. Na resisténcia secundaria, o paciente iniciara o tratamento com drogas
de primeira linha, apresentando melhora clinica e laboratorial, porém ao longo dos
anos ndo havera a manutencdo desse quadro em consequéncia da pressao seletiva
exercida pelos ARV e consequente desenvolvimento de resisténcia (CAVALCANTI,
2005). Dentre as principais consequéncias da supresséo viral incompleta encontra-se
0 acumulo de mutagfes que levam a resisténcia aos ARV e, por conseguinte a perda
de opc¢des terapéuticas adequadas. Logo, cerca de 60% dos pacientes mantidos com
supressao viral parcial desenvolvem novas mutacdes de resisténcia apos 18 meses e

apos um ano sob viremia persistente, ha perda de uma op¢cdo de medicamento em
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aproximadamente um terco dos casos (BRASIL, 2015). O paciente entdo evolui
desfavoravelmente a medida em que a resisténcia secundaria progride e reduz a
eficacia do tratamento.

No Brasil, a partir de 2017 o esquema terapéutico de primeira linha consiste
na administracdo de dois medicamentos ITRN/ITRNt (Lamivudina -3TC e Tenofovir -
TDF) e um Inibidor da Integrase (INI) — Dolutegravir (DTG) (BRASIL, 2016).
Entretanto, até dezembro de 2016 o esquema de primeira linha para os pacientes que
iniciariam o tratamento — exceto criangcas ou pacientes que tivessem alguma
contraindicacdo ao uso desses medicamentos — seria composto pelos ITRN/ITRNt
(3TC e TDF) em associacdo com o ITRNN (Efavirenz — EFV), ou seja, ho periodo de
realizacao dos testes de genotipagem para o atual estudo o esquema preferencial de
tratamento em vigéncia era composto pela associacdo ITRN(t)/ITRNN. De acordo
Robert et al (2010), a elevacao das taxas de resisténcia a ARV vem se tornando uma
ameaca substancial a saude publica, notadamente nos paises periféricos, cujo arsenal
terapéutico de primeira e segunda linha se baseiam nos medicamentos mais
susceptiveis a resisténcia, como os inibidores da transcriptase reversa ndo analogos
de nucleosideos (ITRNN). Corroborando com essa analise, Barth et al (2010)
demonstraram que a falha terapéutica nas combinacfes ITRNN/inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideo (ITRN) ocorre em 10 a 30% dos

pacientes por ano.

Segundo Soulie et al (2014), o percentual de mutacbes de resisténcia
secundaria a ARV em PVHA com agravos neurolégicos foi significativamente maior
no liquido cefalorraquidiano (LCR) em relacdo ao plasma estabelecendo um novo
capitulo na andlise da resisténcia aos ARV. De acordo com esse estudo (2014), foi
possivel realizar o acompanhamento de 244 pacientes, dos quais 12,5% dos
pacientes previamente tratados - 155 pessoas - apresentaram mutacdes no gene da
Transcriptase Reversa e 19,8% para o gene da Protease unicamente no LCR;
segundo os autores, tal fato se deve em grande medida a baixa penetracdo dos

antirretrovirais nos compartimentos do sistema nervoso central.

2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIRRETROVIRAIS

A partir da pressao seletiva gerada pelo meio em que o virus se desenvolve,

cepas virais mais adaptadas serdo selecionadas na presenca de ARV, gerando,
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portanto, cepas capazes de reduzir a eficacia desses medicamentos. Para o HIV, essa
selecdo ocorre rapidamente em funcéo do ciclo replicativo desse virus e das mutacoes
genéticas que emergem no HIV. Quando se leva em consideragéo (l) o indice de erros
naturais da transcriptase reversa (TR) estimado em 4 x 104, (ll) o alto indice de
replicacdo do virus em uma pessoa sem uso de ARV que produz e elimina 10 bilhdes
de virus diariamente e (lll) o genoma do virus, que é de 10 kB (10 mil pares de base),
percebe-se que todas as mutagdes possiveis sdo geradas diariamente no HIV -1. Essa
diversidade genética torna o HIV capaz de evadir da vigilancia do sistema imune ou

da atividade dos ARV, no ultimo caso, através da resisténcia (DIAZ, 2011).

2.4.1 Mecanismos de Resisténcia a ITRNs

Os ITRNs sdo medicamentos estruturalmente muito semelhantes aos
nucleosideos verdadeiros: adenosina, guanosina, citosina e timidina que no processo
de polimerizagdo ocupam o sitio que seria do substrato natural. Os mecanismos de
resisténcia a ITRNs tém sido compreendidos a partir de dois grupos:

a) As mutacOes propiciam um aumento na habilidade da TR do HIV -1 em
discriminar entre o ITRN e o substrato natural, levando a uma
incorporacgédo preferencial dos nucleosideos verdadeiros.

b) Mutacbes que aumentam a habilidade da enzima em eliminar o ITRN
gue se encontra ligado ao final da cadeia com a funcédo de impedir seu
alongamento (DIAZ, 2011).

2.4.2 Mecanismos de Resisténcia a ITRNNs

Esses medicamentos se ligam em sitios especificos da TR localizados
proximo ao sitio ativo dessa enzima, bloqueando a atividade da TR. As mutacdes de
resisténcia promovem a alteracao na conformacéo estrutural da enzima, impedindo a

ligagédo dos ITRNNS.

2.4.3 Mecanismos de Resisténcia a IPs

Os IPs atuam de forma competitiva para ocupar o sitio ativo da Protease (PR),
importante enzima responsavel pela clivagem de grandes poliproteinas virais antes
do encapsulamento do virus. As mutacdes de resisténcia selecionadas pelos IPs

levam a uma alteracdo na conformacgédo tridimensional da PR cuja consequéncia
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dessa alteracdo é: diminuicdo do tempo de ligacdo dos IPs a PR e diminuicdo do

tempo que a PR levaria para clivar seu substrato natural (DIAZ, 2011).

2.5 PRINCIPAIS ANTIRRETROVIRAIS E MUTACOES ASSOCIADAS

2.5.1 Inibidores de transcriptase reversa analogo de nucleosideo/nucleotideo
(ITRN/ITRNt)

Durante o processo de transcricdo realizado pela TR, os ITRNs substituem,
de forma competitiva, os nucleosideos verdadeiros. A Zidovudina e a Estavudina séo
analogos a timidina; a Lamivudina € analogo a citosina; a Didanosina e o Tenofovir
sdo analogos a adenosina, e o Abacavir € analogo a guanosina. Desse modo, durante
a polimerizacdo do virus, a TR pode utilizar um falso nucleotideo (medicamento) que
ocupa competitivamente o sitio das bases nitrogenadas virais e, por conseguinte
interrompe essa etapa do ciclo replicativo do HIV e impede a formacé&o de cepas virais
viaveis (DIAZ, 2011).

) Lamivudina (3TC): Medicamento largamente utilizado e bem
tolerado; compde a primeira linha da TARV no Brasil para adultos em
associacdo com o Tenofovir (TDF) ou Zidovudina para pacientes com
comorbidades que contraindiquem o TDF (BRASIL, 2017). Uma
especificidade desse farmaco é sua capacidade de manter-se ativo na
presenca das mutacdes associadas a timidina (TAM), devendo compor o
esquema terapéutico em associacdo a Zidovudina ou Tenofovir na

presenca dessas mutacdes como forma de neutralizar as TAMs (IAS-2017)

II) Tenofovir (TDF): Inibidor da transcriptase reversa analogo de
nucleotideo (ITRNt) geralmente utilizado em associagdo com a Lamivudina.
O acumulo da droga nas células em repouso permite ao farmaco inibir o
HIV em células latentes, caracteristica ausente nos ITRNs (KEARNEY et
al., 2004). Devido a sua agdo terapéutica contra o virus da hepatite B (HVB)
€ recomendado para pacientes que apresentem co-infeccdo HIV-HVB
(BRASIL, 2017). A nefrotoxicidade € o maior fator limitante ao seu uso em
individuos predispostos a doenca renal ou em uso concomitante de
medicamentos nefrotoxicos. A mutacdo K65R estd relacionada a falha
terapéutica desses farmacos: estudos tém demonstrado que as mutacdes
K65R + M184V/l parecem ser suficientes para revogar a atividade das

drogas ITRN de um regime que compreende Abacavir (ABC), TDF, ou
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Estavudina. A presenca da mutacdo K65E/N vem sendo largamente
relatada entre os pacientes que fazem uso de tenofovir ou didanosina.
(BORROTO-ESODA et al., 2007, apud IAS-2017).

[lI) Zidovudina (AZT): primeiro farmaco utilizado como terapéutica
antirretroviral, € um analogo da timidina que auxilia o tratamento do HIV
reduzindo o déficit cognitivo em individuos com deméncia associada ao HIV
(HAZRA et al., 2007). A toxicidade hematol6gica € um dos principais efeitos
adversos do AZT e recomenda-se evitar o uso desse medicamento em
casos de anemia (Hb < 10g/dL) e/ou neutropenia (neutréfilos < 1.000
células/mm?3) (BRASIL, 2013). As MutagGes analogas da Timidina (TAMSs)
classicas - M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y / F e K219Q / E - foram
relatadas pela primeira vez em pacientes que receberam monoterapia com
AZT. (MEYER, et al 2000). Além das mutacdes supracitadas, a mutacao
Q151M complex também é responsavel por altos niveis de resisténcia
secundaria ao AZT, assim como reduz a susceptibilidade ao ddl, ABC e
DAT (MELIKIAN et al., 2012).

IV) Abacavir (ABC): O ABC é um anéalogo da guanosina, com atividade
contra o HIV que tem demonstrado eficacia, poucas interacdes
medicamentosas e reduzida toxicidade (BRASIL, 2017). O efeito adverso
mais importante do abacavir é uma reacdo imunologica de
hipersensibilidade que afeta 5 a 8% dos pacientes durante as primeiras seis
semanas de tratamento. Os sintomas sado: febre, erupg¢do cutanea,
sintomas  constitucionais, sintomas  gastrointestinais,  sintomas
respiratérios. E necessario interromper de forma imediata o tratamento para
gue haja uma rapida reversédo dos sintomas (BRASIL, 2017). A mutacéo
L74V ocorre comumente em pacientes que receberam ABC ou Didanosina
(ddI); esta também ocorre ocasionalmente em pacientes recebendo TDF
(IAS-2017). A combinacdo das muta¢cdes L74V + M184V é o padrdo mais
comum de mutacdes que se desenvolvem em pacientes que fazem uso do
esquema ABC+ 3TC. Esta combinacéo reduz a susceptibilidade ao ABC

em mais de 5 vezes e a ddl mais de 2 vezes (SAX, et al., 2011).



28

V) Didanosina (ddl): A utilizacdo da droga é somente recomendada em
caso de intoleréncia ao AZT, TDF e ABC tendo em vista os efeitos adversos
relacionados a pancreatite e neuropatia periférica (BRASIL, 2015). As
principais mutacgdes relacionadas a ddl sdo K65R, L74V, Q151M Complex,
T69/DIN/G e V75T/M/AIS (IAS, 2017).

2.5.2 Inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN)

Agem através da inibicdo direta da transcriptase reversa, de forma nao
competitiva proximo ao sitio de ligacdo dos nucleosideos, além de ndo ser necessaria

a fosforilacéo para desencadear a acédo do farmaco.

[) Efavirenz (EFV): medicamento utilizado na primeira linha de esquema
terapéutico até o inicio de 2017. Apresenta tempo de meia vida longo,
necessitando ser administrado somente uma vez ao dia, porém os efeitos
adversos relacionados aos disturbios de sono, sonhos vividos, tontura e
alucinagdes contraindicam o medicamento em individuos com transtornos
de humor (BRASIL, 2015). As muta¢Bes associadas fortemente a falha
terapéutica do EFV sédo L100l que em associacdo com K103N/P pode

provocar reducao da susceptibilidade do farmaco (IAS, 2017).

II) Nevirapina (NVP): nos casos de contraindicacdo ao EFV, a NVP é uma
opcao de substituicdo segura, exceto em caso de exantema associado ao
EFV. Em comparacdo com EFV ou Atazanavir (ATV), foi observada uma
reducdo das taxas de LDL e elevacédo do HDL, sendo um fato importante
para prevencéo de eventos cardiovasculares para pacientes portadores de
score Framingham > 20 (risco cardiovascular elevado) (BRASIL, 2013).
Quanto as mutacdes identificadas em uso de NVP encontram-se L100I,
K103N/S, V106A/M e K101P sendo a ultima uma mutacao nao polimérfica
usualmente encontrada nas terapéuticas com ITRNN e reduz a
susceptibilidade do HIV ao NVP de 3 a 10 vezes (ROBBINS et al., 2014;
IAS, 2017)

2.5.3 Inibidores de Protease (IP)

Os genes gag e pol sdo decodificados em poliproteinas precursoras que
seriam clivadas pela protease viral para a obtencao das proteinas maduras. Os IPs,

porém, interferem no processamento das poliproteinas provocando a inativagdo das
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particulas, tornando-as néo infecciosas. As drogas dessa classe apresentam maior

barreira genética para resisténcia viral, entretanto dentre os efeitos adversos

encontram-se a lipodistrofia e a hiperglicemia (BRASIL, 2015). OS IPs sé&o utilizados

na segunda linha de esquema terapéutico segundo recomendac¢des do Ministério da

Saude (2015), associado a duas drogas ITRN, quando néo for possivel utilizar EFV

ou NVP.

[) Lopinavir (LPV/r): possui apresentacao co-formulado com o Ritovanir,
porém recentemente foi suspenso pelo Ministério da Saude. Os efeitos
colaterais mais comuns s&o 0s sintomas gastrointestinais e as alteracdes
no metabolismo dos lipidios (BRASIL, 2017). As muta¢gbes mais
comumente relacionadas a resisténcia ao HIV sdo 147V, V32l, L76V e
V82A/FITIS (IAS, 2017).

II) Ritonavir (RTV): inibidor de protease utlizado geralmente em
associagdo com outros farmacos (LPV, Atazanavir -ATV- e Darunavir -TMC
114). Os principais efeitos adversos sao 0s gastrointestinais como nauseas,
vomitos, diarreia, além das alteragcbes no metabolismo dos lipidios,

cefaleia, parestesia perioral e periférica e astenia (BRASIL, 2017)

[ll) Atazanavir (ATV): utilizado de forma isolada ou em associacdo com o
RTV como esquema de resgate, esse farmaco € bem tolerado em paciente
com insuficiéncia renal, porém apresenta efeitos adversos como
alargamento do intervalo PR evidenciado no ECG, intolerancia a glicose ou
diabetes mellitus, sintomas gastrointestinais e a ictericia (BRASIL, 2017).
As mutacdes mais comumente associadas a falha terapéutica desse
farmaco séo: N88S, 184V e principalmente I50L (IAS, 2017)

IV) Darunavir (TMC 114): droga utilizada em associacdo com RTV
geralmente em caso de falha dos IPs de primeira escolha. Apresenta entre
0s principais efeitos adversos o0s efeitos gastrointestinais (diarreia,
nauseas) e cefaleia (BRASIL, 2017). Devido a sua metaboliza¢&o no figado
pela enzima CYP3A4 ha inumeras interacbes medicamentosas que
necessitam ser avaliadas: midazolam, carbamazepina, fenobarbital,
rifampicina e anticoncepcionais orais a base de estradiol. As principais
mutacdes observadas entre os pacientes que fazem uso do Darunavir s&o
as 147V, 150V, I154M/L, L76V entre outras (IAS, 2017).
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2.5.4 Inibidores de Integrase (INI)

Blogueiam a acao da integrase, a proteina do HIV responséavel pela inser¢céo
permanente de DNA viral no codigo genético da célula hospedeira. Este processo
permite a elaboragdo de mdltiplas copias de RNA viral pela célula infectada para
producédo de novos virus (MANDELL et al., 2016).

[) Dolutegravir (DTG) esse medicamento inibe a integrase do HIV por
ligagc&o ao sitio ativo dessa enzima e bloqueio da etapa de transferéncia do
filamento na integracdo do acido desoxirribonucleico (DNA) do retrovirus,
gue é essencial para o ciclo de replicacdo do HIV (CONITEC, 2015).
Apresenta poucos efeitos adversos relatados, a exemplo de cefaleia,
vertigem e sonoléncia (BRASIL, 2017). A principal mutacao capaz de gerar
resisténcia a esse medicamento é a Q148HKR — embora existam outras
gue reduzam eficacia a exemplo da N155H, F121Y, E138AK dentre outras
(IAS, 2017).

II) Raltegravir (RAL): inibidor da integrasse do HIV aprovado pela Foods
and Drugs Administrations (FDA) e pelo Comité Nacional de Incorporacéo
de Tecnologias no SUS (CONITEC) em 2007. Atualmente utilizado no
Brasil no esquema de primeira linha em gestantes vivendo com HIV e
pacientes co-infectados por Tuberculose (TB) (BRASIL, 2017). Apés as 24
semanas, a proporgao de pacientes com niveis de RNA viral<400 cépias/ml
foi de 76% para os que estavam em uso de Raltegravir em comparacao a
33% para os pacientes tratados com outros farmacos exceto Raltegravir
(FDA, 2007 Apud Brito, 2011). Dentre as mutac¢des principais encontram-
se F121Y, Y143R/H/C, Q148H/K/R e N155H (IAS, 2017).

2.5.5 Inibidor de Fuséao (IF)

Farmacos utilizados na terapia de resgate capazes de reduzir de forma
substancial a carga viral em pessoas vivendo com HIV/Aids multirresistente através
da inibicdo da fusédo do HIV as células TCD4+ do hospedeiro (BRASIL, 2012).

l) Enfuvirtida (ENF/T-20): esse farmaco se liga aos receptores de
membrana do HIV gp4l e dessa maneira, através da alteracao

conformacional impedem a fuséo do HIV a célula do hospedeiro. Seu uso
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€ indicado apenas para pacientes que apresentaram falha de pelo menos
um medicamento das trés seguintes classes de farmacos: ITRN, ITRNN e
IP (BRASIL, 2017). As principais mutagcdes associadas a resisténcia a esse
farmaco sdo: G36D/S, 137V, V38A/M/E dentre outras.

I) Inibidor CR5- Maraviroque (MVC): incide sobre o tropismo viral exercido
pelo co-receptor CCR5, impedindo a ligagcdo do virus HIV com a célula
TCDA4+. Dessa maneira, esse farmaco bloqueia a replicacéo da variante R5

do HIV apés ligacdo ao co-receptor transmembrana CCR5 (BRASIL, 2012).
2.6 IMPLICACOES DO USO DE ANTIRRETROVIRAIS

O recente protocolo adotado pelo Ministério da Saude (2015), segundo o qual
recomenda-se 0 uso precoce de ARV em todos os pacientes, abre um novo capitulo
na terapéutica do HIV. Os estudos observacionais que respaldaram a efetivacdo do
protocolo da OMS no Brasil, entre eles o Antiretrovirals Terapy Cohort Colaboration
(ART- CC), observou-se um aumento estatisticamente significativo de 28% na relagéo
da evolucéo para Aids e 6bito quando o inicio da terapia ARV ocorreu na faixa de LT-
CD4+ de 251 a 350 células/mm3 em comparacdo com o seu inicio na faixa de 351 a
450 células/mm3. Em consonancia com o estudo supracitado, porém apresentando
namero maior de pacientes e comparacbes, o North American AIDS Cohort
Collaboration on Research and Design (NA-ACCORD), analisou 17.517 pacientes
sem uso prévio de ARV entre os anos 1996 e 2006 e concluiu que na comparacao
entre 0s pacientes que iniciaram a TARV de forma imediata em relacdo aos que
postergaram o tratamento apds a taxa de LT CD4+ para 350 células/mmg3, houve um
acréscimo do risco de morte de 64% para os que adiaram o uso de ARV. H4,
entretanto, uma questao que nao foi evidenciada pelos estudos anteriores: a andlise
da resisténcia viral nos pacientes que fizeram uso precoce dos ARV em relacdo aos
dados previamente observados. Os estudos observacionais concluiram ainda uma
drastica reducdo da transmissibilidade entre parceiros sorodiscordantes — 96%-
mediante uso precoce de ARV (GRINSZTEJN et al., 2014), o que reduziria, por
conseguinte, a transmissdo de cepas mutantes e, por analogia, a resisténcia aos

antirretrovirais.

Uma vez que o tratamento no Brasil é realizado de forma empirica, a

realizacdo da genotipagem dos pacientes com falha terapéutica e, desta maneira, a
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estimativa desse percentual relacionado a cada respectiva classe de medicamentos
poderéa auxiliar a elucidar a prevaléncia de resisténcia a ARV. Pode-se, portanto, evitar

o uso de ARV possivelmente fadados a falha terapéutica.

2.7 TESTES DE GENOTIPAGEM

Os testes de genotipagem determinam a sequéncia gendémica da regido que
codifica as enzimas transcriptase reversa (RT) e protease (PR) do HIV-1, analisando
automaticamente o acido desoxirribonucleico (DNA) gerado por amplificacdo do acido
ribonucleico (RNA) viral. Esta andlise permite a identificacdo dos pontos de mutagéo
do HIV isolado, revelando a que drogas antirretrovirais o virus esta resistente
(HERTTOGS et al., 1998; PETROPOULOS et al., 2000; MORTENSEN; AZEVEDO;
MUNERATO, 2002 apud CAVALCANTI, 2005).

Segundo o estudo GART (BAXTER et al, 2000), houve uma resposta
significativa na comparacao entre a contagem de Linfocitos T CD4+ nas PVHA
evoluindo com falha terapéutica submetidas ao teste de genotipagem (GART) em
relacdo as que tiveram o esquema terapéutico modificado pela experiéncia do
profissional assistente (NO-GART). Os pacientes GART tiveram um aumento das
taxas de CD4+ em 25x10¢ células/l enquanto os NO-GART tiveram o0 acréscimo de
18x 10¢ cel/l CD4+ ao longo de 12 semanas. O estudo Francés VIRADAPT (1999)
também evidenciou a importancia da realiza¢do do teste de genotipagem em relacdo
ao resgate empirico, uma vez que no sexto més 32% dos usuarios submetidos ao
teste de genotipagem apresentavam carga viral indetectavel enquanto somente 14%
do grupo controle evoluiram para tal condicdo. InUmeros estudos respaldaram,
portanto, a importancia da realizacdo do teste de genotipagem para o direcionamento
adequado da terapéutica uma vez que reduz os riscos de uso de medicamentos
ineficazes, subsidia o uso de drogas ativas por tempo prolongado, auxilia a identificar
ma adesao quando ha falha virologica sem mutacdes presentes e evita progressoes
desnecessarias para linhas de tratamento com maior barreira genética precocemente
(DIAZ, 2016).

Segundo Hamers et al (2012), individuos com infec¢gbes causadas por HIV
resistente apresentam piores desfechos clinicos, além de necessitar de maior aparato

do sistema de saude do que PVHA que apresentam virus ndo resistente.

Uma das mais recentes meta-analises da América Latina incluindo 98

revisdes (9 do Caribe, 10 da Mesoamerica, 7 da Regidao Andina, 44 do Brasil e 11 do



33

Cone Sul) e populacéo de 11.441 individuos evidenciou resisténcia primaria a ARV de
7,7% e crescimento da variacdo anual devido a classe de ITRNN (AVILA-RIOS, et al,
2016). A tendéncia temporal de crescimento foi observada em todas as resisténcias
primarias na América Latina e Caribe quando comparado o periodo 2000-2005 (6,0%)
e 2006 a 2015 (8,2% p<0.0001) A predominancia da resisténcia primaria foi observada
entre as drogas ITRN no periodo de 2000 a 2005 e entre as drogas ITRNN nos anos
2006-2015. A dominancia da resisténcia primaria aos ITRNN no periodo de 2000-2005
foi somente observada no Cone Sul. Ainda segundo o estudo supracitado, observa-
se que dentre os motivos que levam ao aumento da taxa de resisténcia secundaria
nos paises da América Latina e Caribe estdo a falta de disponibilidade de
medicamentos, deteccédo tardia, intervalo longo entre diagndstico de realizacdo de
assiténcia e a supressao sub-6tima da carga viral. A andlise da resisténcia a ARV,
portanto, se faz necessaria a garantia da eficacia do cuidado e do tratamento (AVILA-
RIOS et al., 2016).

Segundo Brites et al (2016), 1.481 genotipagens foram realizadas em PVHA
de seis grandes cidades do Brasil: Salvador (552), Vitoria (246), Fortaleza (219), Rio
de Janeiro (152), Porto Alegre (112) e Campinas (102 testes). De acordo com o
estudo, 43,1% dos pacientes estavam apresentando falha do segundo esquema
terapéutico, 37,8% apresentavam falha do primeiro regime de tratamento e 15% ja
haviam apresentado falha de trés ou mais esquemas terapéuticos. Tendo em vista o
esquema terapéutico de primeira linha vigente (ITRN + ITRNN) observa-se a
predominancia da resisténcia a ARV dessas classes nas amostras analisadas pelo
estudo, a exemplo de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul que apresentaram
respectivamente 92% e 58% de resisténcia a ITRNN. Foram observadas, entretanto,
altas taxas de resisténcia a Inibidores de Protease (IP) na Bahia e no Rio Grande do
Sul (30 e 50% respectivamente), 0 que denota que a resisténcia a essa classe de

drogas tem se tornado mais expressiva ao longo dos anos.

Dessa maneira, a identificacdo da prevaléncia anual da resisténcia secundaria
no estado de Pernambuco, bem como as muta¢cdes associadas a falha virolégica em
cada classe de medicamentos podera contribuir para o acompanhamento sistematico

da eficacia dos tratamentos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a prevaléncia das mutacdes genéticas do HIV-1 capazes de
desencadear resisténcia secundaria a ARV (ITRNN, ITRN, IP) e a frequéncia dos
subtipos virais em pessoas vivendo com HIV/Aids no estado de Pernambuco no
periodo de 2010 a 2015.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar o perfil demografico, caracteristicas imunoldgicas e virologicas das PVHA
gue apresentaram falha terapéutica e se submeteram a realizacdo do teste de
genotipagem no LACEN-PE no periodo de 2010 a 2015;

Determinar a prevaléncia de mutacdes do gene pol do HIV-1 nas regifes das enzimas
transcriptase reversa e protease associadas a resisténcia aos antirretrovirais das
classes ITRNN, ITRN e IP;

Determinar a evolucdo temporal da prevaléncia das mutacbes associadas a
resisténcia a ARV para cada classe de medicamentos no periodo de 2010 a 2015;
Estabelecer a frequéncia dos subtipos do virus HIV-1 no estado de Pernambuco e a

evolucao do perfil genotipico viral no periodo de 2010 a 2015.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo descritivo observacional transversal realizado a partir da analise dos
resultados dos testes de genotipagem desenvolvidos no Laboratério Central de Saude
Publica do Estado de Pernambuco (LACEN-PE) de amostras de sangue de pessoas
vivendo com HIV/Aids no estado de Pernambuco, cujo tratamento apresentou falha
devido a resisténcia secundaria a ARV no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de
2015. Os testes de genotipagem realizados no LACEN-PE nesse periodo identificou
as mutacdes nos genes da Transcriptase Reversa (TR) e da Protease capazes de
desencadear resisténcia aos farmacos das classes ITRN, ITRNN e IP obtidos através
do laudo Trugene Siemens.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pessoas vivendo com HIV/Aids residentes no estado de Pernambuco no
periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2015 que apresentaram falha terapéutica
devido a resisténcia secundaria a ARV e realizaram o supracitado teste no LACEN-
PE.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os testes de genotipagem de gestantes e de pessoas com
idade inferior a 18 anos. Para esses individuos o protocolo do Ministério da Saude
recomenda a realizagcdo do teste de genotipagem tao logo sejam diagnosticados,

dessa maneira ndo se identificaria a resisténcia secundaria nessas amostras.
4.4 DEFINICAO DE VARIAVEIS

Variaveis independentes: idade, sexo, procedéncia, Ultima e penultima
determinacao de carga viral, Ultima contagem de linfocitos TCD4+

Variadveis dependentes: mutacdes detectadas no gene pol das regides da
transcriptase reversa e protease contidas na Tabela IAS 2017 (anexo) e a

classificagdo dos subtipos virais.
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4.5 CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS

- A variavel sexo foi categorizada como masculino e feminino;

- A variavel idade foi categorizada em 18 a 29, 30 a 39, 40 a 49, 50 a 59 e 60
a 89 anos;

- A procedéncia foi categorizada de acordo com o local de solicitacdo dos
testes de genotipagem em Regido Metropolitana do Recife, Zona da Mata, Agreste
e Sertao;

- As determinacdes de carga viral foram categorizadas como <10.000, maior
que 10.000 e menor que 100.000, >100.000 cépias/ml e dados ndo informados.

- A contagem de linfécitos TCD4+ foi determinada em menor ou igual a 100,

entre 101 e 200, 201 a 500 e >500 cél/mm3, e dados ndo informados.
4.6 OPERACIONALIZA(}AO DO ESTUDO

As amostras recebidas pelo LACEN-PE no periodo de 2010 a 2015
provenientes de usuarios de servigcos publicos do estado de Pernambuco que
apresentaram falha virologica foram analisadas segundo método TRUGENE HIV-1
Genotyping Assay and OpenGene DNA Sequencing System- SIEMENS. Essa técnica
realiza a extracdo e purificacdo do RNA viral, seguida pela reacdo de transcricéo
reversa (RT) e reacdo em cadeia de polimerase (PCR), reacdo de sequenciamento
CLIP e eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo entdo obtido o sequenciamento

das regides da Transcriptase Reversa e da Protease no gene pol do HIV-1.

Os laudos obtidos através dessa técnica encontravam-se arquivados no
LACEN-PE, dos quais foram resgatados 1040 resultados de testes de genotipagem
apos exclusédo dos usuarios oriundos de outros estados, idade inferior a 18 anos e

gestantes.

A contagem de “Linfocitos TCD4” observada nos resultados foi reproduzida
conforme havia no preenchimento das solicitacdes do teste de genotipagem enviadas
ao LACEN-PE. Os resultados identificados em “Carga Viral” foram obtidos no LACEN-

PE no momento anterior a realizacdo do sequenciamento.
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4.7 DEFINICAO DE TERMOS

A falha terapéutica é considerada uma reposta subo6tima ou falta de resposta
sustentada a terapia antirretroviral, mediante critérios viroldgicos, imunoldgicos e/ou
clinicos.). Apos recente atualizacdo do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas
(PCDT) 2017, a falha virol6gica passou a ser determinada pela carga viral de 500
copias/ml (BRASIL, 2017); porém, no periodo estudado, a técnica utilizada pelo
LACEN-PE realizava a amplificacdo a partir de CV de 1000 copias/ml, motivo pelo
gual foi mantido o critério em vigéncia no periodo de 2010 a 2015.

A resisténcia secundaria ao ARV ocorre em consequéncia da pressao seletiva
exercida pelos antirretrovirais, gerando mutacbes capazes de reduzir a
susceptibilidade a determinado farmaco (BRASIL, 2017).

Quadro 1 — Critérios para Definicdo de Falha Terapéutica

Falha Virolégica Resposta Incompleta: permanéncia de niveis detectaveis de
carga viral (> 1000 copias/mL) apés 6 meses de tratamento,
exceto nos casos de Blips (viremia transitéria e isolada abaixo de
500 copias/mL)

Rebote Virologico: ha supresséo da carga viral por um periodo,
porém o paciente volta a apresentar de forma consecutiva (com
intervalo de 4 semanas entre as coletas) carga viral > 1000
copias/mL

Falha

Imunoldgica Resposta Imunolégica Incompleta: incremento menor que 30%
nos niveis de LT CD4+ ap0s 12 meses de tratamento.

Quadro baseado no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da Infec¢éo pelo HIV em
Adultos 2014-( BRASIL, 2014)

4.8 TESTE DE GENOTIPAGEM

O teste de genotipagem analisa a sequéncia genémica da regidao do HIV-1
gue codifica as enzimas transcriptase reversa e a protease, sendo utilizado a partir da

amplificagdo do acido ribonucleico (RNA) em &acido desoxirribonucleico (DNA). A
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técnica requer o isolamento e purificacdo do RNA viral do plasma e a posterior sintese
do DNA complementar (cDNA) e amplificacdo pela técnica de PCR (polimerase chain
reaction) de uma fracéo da regido pol do HIV isolado, levando a obtencdo do produto
para sequenciamento do gene da protease (codons de 1 a 99) e dois ter¢cos do gene
da transcriptase reversa (cédons de 1 a 335) (CAVALCANTI, 2005). Essa técnica é
capaz de identificar as muta¢des que determinaram a resisténcia do HIV a ARV além
de um instrumento importante para o redirecionamento da terapéutica implementada
(MORTENSEN, AZEVEDO & MUNERATO, 2002)

A base de dados da tabela IAS — 2017 (anexo) possibilita a identificacdo das
mutacdes capazes de gerar resisténcia aos ARV e foi utilizada para a andlise dos
resultados. De acordo com a tabela IAS- 2017, as principais mutagdes indutoras de
resisténcia estao grifadas em negrito e as demais sédo consideradas mutagdes, porém
apresentam menor capacidade de gerar resisténcia quando isoladas. As mutacoes
listadas foram identificadas por 1 ou mais dos seguintes critérios: (1) experimentos in
vitro ou validagcao da resisténcia utilizando mutagénese dirigida ao local; (2) teste de
susceptibilidade de laboratério ou isolados clinicos; (3) sequenciamento de
nucleotideos de virus de pacientes cujo tratamento esta apresentando falha; (4)
associacao de estudos entre genotipo e resposta virolégica em pacientes expostos a
droga (IAS-2017).

4.9 IDENTIFICACAO DO SUBTIPO VIRAL

As sequéncias gendmicas da regido pol obtidas através do ensaio TRUGENE
no formato FASTA foram analisadas pelo Stanford Resistance Data Base da Stanford

University para a identificacdo do subtipo viral de cada amostra.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi autorizado segundo parecer favoravel do Comité de Etica do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, CAAE:
68741917.0.0000.5208, N° do parecer 2.159.028 (Anexo). A utilizacdo dos dados bem
como a carta de anuéncia foram emitidos pelo LACEN-PE conforme anexo.

Uma vez que a pesquisa foi realizada nas depedéncias do LACEN, por meio do uso
de dados, o estudo obteve dispensa de utilizagao do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.



40

6 RESULTADOS

Resisténcia Secundaria aos Antirretrovirais e Perfil Genotipico Viral de Pessoas
Vivendo com HIV/Aids em Pernambuco - Nordeste do Brasil

Introducéo

Estima-se que a epidemia pelo HIV atinja cerca de 36,7 milhdes de pessoas
em todo o mundo (UNAIDS, 2017), das quais 54% né&o sabem que estéo infectadas e
cujo tratamento podera ser iniciado tdo logo sejam diagnosticadas. O inicio precoce
de antirretrovirais (ARV) em pessoas que vivem com HIV/Aids (PVHA) tem sido um
fator determinante a melhoria da qualidade de vida, redugdo da mortalidade e
preservacdo ou restauracdo do status imunologico de PVHA (LUNDGREN, 2015).
Apesar dos avancos terapéuticos, um dos principais desafios da pandemia pelo HIV
€ a capacidade do virus em gerar altas taxas de mutacdes e desenvolver resisténcia
a terapia antirretroviral (TARV) (HIVDB, 2016) observada majoritariamente entre os
individuos que ndo aderem corretamente a TARV (DIAZ, 2011). A resisténcia aos
antirretrovirais, portanto, deve ser monitorada sistematicamente como ferramenta

para contribuir com a ampliacdo dos recursos terapéuticos.

Segundo recente estudo realizado na América Latina e Caribe ha uma
tendéncia global na elevacdo das taxas de resisténcia aos ARV notadamente nos
paises que baseiam seu esquema terapéutico em Inibidores da Transcriptase Reversa
Analogo de Nucleosideos (ITRN) e Inibidores da Transcriptase Reversa nao Analogos
de Nucleosideos (ITRNN), como ocorreu no Brasil até 2016 (AVILA-RIOS et al., 2016).

Além disso, o Brasil possui a maior incidéncia de HIV na América Latina,
correspondendo a 49% das novas infeccbes na regido ou em numeros absolutos,
48.000 novos casos em 2016 (UNAIDS, 2017); dentre os casos novos notificados no
periodo de 2007 a 2016, 53,2% sao jovens entre 20 e 34 anos (BRASIL, 2016).

Dada a alta incidéncia de HIV e a grande prevaléncia de jovens que iniciara a TARV
e fard uso por longo periodo faz-se necessario avaliar a resisténcia secundaria aos
ARV. A analise da prevaléncia das mutacfes capazes de desencadear falha virologica
a TARV em pessoas vivendo com HIV/Aids no estado de Pernambuco assim como o
perfil genotipico viral torna-se, portanto, necessaria a avaliagdo sistematica da
evolugao da epidemia no estado.
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O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a resisténcia

secundaria aos antirretrovirais em Pernambuco.
Materiais e Método

O estudo foi realizado a partir da analise dos testes de genotipagem realizados
no Laboratoério Central de Saude Publica do estado de Pernambuco (LACEN-PE) de
pessoas vivendo com HIV/Aids no estado de Pernambuco, cujo tratamento

apresentou falha devido a resisténcia secundaria a ARV no periodo de 2010 a 2015.

Foram excluidos os testes de genotipagem de gestantes, de pessoas com idade
inferior a 18 anos e procedentes de outros estados para que fosse possivel obter
estritamente a resisténcia secundaria a ARV no estado de Pernambuco, visto que se
preconiza a genotipagem pre-tratamento em menores de 18 anos e mulheres com

diagnéstico positivo para HIV durante a gestagdo (BRASIL, 2015).
As amostras recebidas pelo LACEN-PE no periodo de 2010 a 2015

provenientes de usuarios de servigcos publicos do estado de Pernambuco que
apresentaram falha viroldgica foram analisadas segundo método Trugene Siemens.
Essa técnica realiza a extracdo e purificacdo do RNA viral, seguida pela reacdo de
transcricdo reversa (RT) e reacdo em cadeia de polimerase (PCR), reacdo de
sequenciamento CLIP e eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo entdo obtido o
sequenciamento das regides da Transcriptase Reversa e da Protease no gene pol do
HIV-1. Os pacientes que preencheram os critérios de incluséo tiveram os seus laudos
pesquisados no banco de dados do LACEN-PE, através do resgate dos resultados
impressos ou da localizac&o de registros das sequéncias genémicas e realizacéo de
nova analise segundo o programa Stanford 2017. Os dados obtidos foram tabulados
segundo as tabelas a seguir através do programa de tabulacdo de dados IMB SPSS
na versao 23.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Salde
UFPE conforme N° do parecer 2.495.693.

Resultados

A analise do total de 1040 testes de genotipagem conforme a populagcdo do
estudo, evidenciou dados demogréficos, perfil imunolégico e virologicos desses
individuos, assim como a prevaléncia das mutac¢des e dos subtipos virais ao longo do

periodo de 2010 a 2015. Os dados demograficos revelam que 35,1% das PVHA que
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realizaram o teste de genotipagem encontravam-se na faixa etaria de 40 a 49 anos,
28,6% possuiam idade entre 30 e 39 anos e mediana de 42,70 + 10,42; 60,1% sé&o do
sexo masculino, enquanto 39,9% séao do sexo feminino e a procedéncia referida foi de
95,8% da Regidao Metropolitana do Recife. (Tabela 1). Quanto aos dados imunolégicos
e virologicos, observa-se um percentual elevado de pessoas com taxa reduzida de
linfocitos T CD4+, totalizando 18,6% das pessoas com CD4+ < 100 cel/mm? e 18,6%
com CD4+ entre 101 e 200 cel/mm3, assim como 12,3% das pessoas possuiam carga
viral elevada (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos dados demograficos, imunoldgico e viroldgicos dos 1040

testes de genotipagem avaliados em Pernambuco 2010-2015

TOTAL: n (%) 1040 (100,0)
Idade: Média + DP (Mediana) 42,70 + 10,42 (42,00)
Faixa etaria: n (%)

18 a 29 93 (8,9)
30a39 297 (28,6)
40 a 49 365 (35,1)
50 a 59 188 (18,1)
60 a 89 57 (5,5)
N&o informado 40 (3,8)
Sexo: n (%)

Masculino 625 (60,1)
Feminino 415 (39,9)
Taxa de Linfocitos CD4: n (%)

<100 194 (18,7)
101 a 200 194 (18,7)
201 a 500 442 (42,5)
> 500 181 (17,4)
N&o informado 29 (2,8)
Classificacao da Carga Viral: n (%)

< 10.000 427 (41,1)
10.000 a 100.000 346 (33,3)
> 100.000 128 (12,3)
N&o informado 139 (13,4)
Procedéncia: n (%)

RMR 996 (95,8)
Zona da Mata 2(0,2)
Agreste 9(0,9)
Sertéo 33(3,2)

Analisando-se os resultados dos testes de genotipagem resgatados, observa-se a

elevacdao do total de laudos obtidos ao longo dos anos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Distribuicdo percentual de laudos resgatados/ano. Pernambuco, 2010 a
2015.

TOTAL: n (%) 1040 (100,0)

Ano da ocorréncia: n (%)

2010 178 (17,1)
2011 129 (12,4)
2012 199 (19,1)
2013 182 (17,5)
2014 106 (10,2)
2015 246 (23,7)

Dentre os 1040 exames realizados com resultados obtidos através dos laudos
arquivados no LACEN-PE, 23,8% das amostras nao foram amplificadas, ou seja,
apresentaram carga viral insuficiente para a realizacdo do exame pelo método
disponivel — protocolo TRUGENE SIEMENS ou pelo laboratdrio de referéncia- e foram

excluidas das demais andlises (Tabela 3).

Dessa forma, o total de amostras consideradas na analise das mutacdes foi
792, das quais 86,1% apresentaram pelo menos um tipo de mutacao capaz de gerar
resisténcia de acordo com a tabela IAS- 2017; pode-se inferir através desse dado que
a elevacao da carga viral de 13,9% das pessoas ocorreu pela ma adesdao a TARV
uma vez que nao foram observadas mutacbes nas amostras desses individuos
(Tabela 3).

Tabela 3 — Percentual de amostras com mutacdes e amostras ndo amplificadas

Grupo: n (%) 1040

Com mutacéo 682 (86,1)
Sem mutagao 110 (13,9)
Total 792 (100,0)
Amostras ndao amplificadas 248 (23,8)

Quanto ao numero de mutacbes para cada classe de medicamentos,
observa-se que para os Inibidores da Transcriptase Reversa analogos de
Nucleosideos/nucleotideos 75,9% das amostras possuiam pelo menos uma
mutacdo para essa classe. Os ITRN também apresentaram a maior prevaléncia de
4 ou mais mutacdes (14,4%) dentre as classes de antirretrovirais estudadas (Tabela
4).
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Tabela 4 — Prevaléncia de mutacdes para cada classe de medicamentos

Classificagdo do nimero de mutagdes - Classe ITRN: n (%)@

Nenhuma 191 (24,1)
Uma 275 (34,7)
2a3 212 (26,8)
4 ou mais 114 (14,4)
Classificagdo do nimero de mutagdes — Classe ITRNN: n (%)@

Nenhuma 309 (39,0)
Uma 170 (21,5)
Duas 250 (31,6)
Trés ou mais 63 (8,0)
Classificagdo do niimero de mutagdes - Classe IP: n (%)@

Nenhuma 614 (77,5)
Uma 61 (7,7)
Duas 62 (7,8)
Trés ou mais 55 (6,9)

A analise do numero de amostras com muta¢des considerando a presenca
destas para cada classe de medicamentos evidencia que a combinacdo ITRN +
ITRNN possui a maior vulnerabilidade as mutacdes secundarias aos ARV (42,6%) e
um percentual significativo das amostras possui mutacdes para as trés classes de

medicamentos analisados (9,7%) (Tabela 5)

Tabela 5 — Prevaléncia de mutagdes para cada classe de ARV e associacoes

Mutagdes combinadas: n (%)®

Sem mutagao 110 (13,9)
ITRN 100 (12,6)
ITRN + ITRNN 337 (42,6)
ITRN + IP 87 (11,0)
ITRNN 67 (8,5)
ITRNN + IP 2 (0,3)
IP 12 (1,5)
ITRN+ ITRNN + IP 77 (9,7)

(1) Osvalores percentuais foram obtidos com base no niimero total de 792 pacientes com ou sem mutacdo (foram excluidos
os casos de comunicado)

A prevaléncia das mutacdes capazes de desencadear resisténcia de acordo
com a Tabela IAS- 2017 evidenciou que a mutacdo M184V esteve presente em 91,7%
dentre as amostras com resisténcia aos ITRN, seguida pela mutagcdo T215Y/F
observada em 33,3% das amostras de individuos que possuiam mutacdes associadas

a resisténcia aos ITRN.
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Grafico 1 — Distribuicdo percentual de mutacdes relacionadas aos Inibidores da
Transcriptase Reversa analogos de Nucleosideo/nucleotideo — Pernambuco, 2010 a
2015.
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A mutacdo mais prevalente associada a classe dos Inibidores da
Transcriptase Reversa ndo analogos de Nucleosideo (ITRNN) foi a K103N — presente

em 73,1% das amostras — seguida pela P225H (21,1%), conforme grafico 2.

Grafico 2 — Distribuicdo percentual de mutacdes relacionadas aos Inibidores da
Transcriptase Reversa ndo analogos de Nucleosideo— Pernambuco, 2010 a 2015
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Considerando as mutac8es Major associadas aos Inibidores de Protease, ou

seja, as mutacdes capazes de gerar resisténcia, a mutacdo mais prevalente foi a
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V82A/F/T/SIL, totalizando 61,3% das amostras, notadamente a V82A, que
isoladamente totalizou 51,1% das amostras, seguida pela mutacdo M46I/L, que

correspondeu a 54% das muta¢es major.

Grafico 3 - Distribuicdo percentual de mutacdes Major relacionadas aos Inibidores de

Protease — Pernambuco, 2010 a 2015
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O gréfico 4 demonstra a tendéncia de estabilizacdo do percentual de
mutagBes associadas aos antirretrovirais ao longo dos anos; percebe-se também que
o percentual de amostras com mutacfes associadas a resisténcia aos IP evolui com

reducdo significativa.

Gréfico 4 — Distribuicdo do percentual de amostras com muta¢gfes associadas as

classes de mutacdes — Pernambuco - 2010 a 2015.
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Quanto a distribuicdo dos percentuais de subtipos virais e formas
recombinantes circulantes (CRF) o grafico 5 evidencia uma alta prevaléncia dos
subtipos B e F1. Entretanto, ao longo dos seis anos do estudo observa-se o crescente

percentual de CRFs, demonstrando a grande variabilidade genética do HIV-1.

Gréfico 5 — Evolucéo da distribuicdo percentual de Subtipos Virais e CRFs do HIV-1.

Pernambuco, 2010 a 2015.
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Discussao

O atual estudo reflete dados significativos do periodo imediatamente anterior
a instituicdo do protocolo que determina a disponibilizacdo de ARV a todas as PVHA,
assim como antecede a introducdo do Inibidor de Integrasse na primeira linha do
esquema terapéutico. Segundo os dados demograficos analisados foi identificada
uma prevaléncia elevada de adultos jovens que evoluiram para falha virol6gica em
consonancia com o recente boletim epidemiolégico que relatou percentual de 52,3%
de novos casos entre jovens de 20 a 34 anos (BRASIL, 2016). Esse dado pode estar
associado as menores taxas de adesao entre os jovens em decorréncia da fase de
vida menos estavel (SABIN, 2008). A predominancia de homens em relagdo as
mulheres também se mantém no presente estudo, entretanto observa-se a elevagéo
do percentual de mulheres quando comparado a estudos anteriores (CAVALCANTI,
2005), denotando a feminizacdo da pandemia pelo HIV, a exemplo do que vem
ocorrendo no Brasil, onde 49,4% das PVHA s&o mulheres. Percebe-se ainda uma alta
prevaléncia de exames solicitados na Regido Metropolitana do Recife em relacdo as
demais regides do estado reflexo da maior concentracdo e acesso aos servigos de

saude na RMR, bem como o maior percentual de PVHA nessa regido.

Quanto aos dados imunolégicos, observa-se que 37,4% das pessoas que
realizaram o teste de genotipagem apresentavam resultados criticos de contagem de
CD4+ e encontravam-se em risco iminente de desfechos desfavoraveis (BRASIL,
2017). As determinacdes de carga viral denotam, entretanto, que ao longo dos anos
houve maior percentual de diagnéstico precoce da falha viroldégica em relacdo aos
estudos anteriores (CAVALCANTI, 2005), possivel resultado da ampliacdo da
assisténcia a PVHA, embora ainda persistam percentuais elevados de diagndsticos
tardios. As iniquidades em salde sdo as expressfes mais nocivas das desigualdades
sociais e econdmicas e devem ser um argumento relevante para modificar a prioridade
dada ao crescimento econdémico, trazendo o desenvolvimento humano para o coracao
do debate (MARMOT, 2015). O atual estudo demonstra maior percentual de PVHA
com contagens de CD4+ inferiores a 200 cel/mm3 em relacdo ao estudo nacional
realizado por Diaz et al (2015) segundo o qual 1/3 dos pacientes estudados no periodo
de 2001 a 2009 apresentavam niveis criticos de contagem de CD4+; é necessario
ressaltar, entretanto, que as disparidades socioeconémicas entre as regides no Brasil
podem justificar uma melhor média nacional em comparacao ao resultado obtido pelo

estudo em Pernambuco.
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Foi observado também elevado percentual de exames solicitados que néo
preenchiam os critérios do teste de genotipagem, sendo consideradas 792 amostras,
das quais 86,1% apresentaram pelo menos um tipo de mutacdo capaz de gerar

resisténcia de acordo com a tabela IAS- 2017.

Pode-se inferir através desse dado que a elevacdo da carga viral de 13,9%
das pessoas ocorreu pela ma adesdo a TARV uma vez que nao foram observadas
mutagdes nas amostras desses individuos. Observa-se, portanto, que embora os
paises em desenvolvimento evidenciem maiores taxas de adesdo em relacdo aos
paises de maior indice de desenvolvimento humano (IDH) e produto interno bruto
(PIB), os paises periféricos contraditoriamente apresentam menores taxas de
supressao viral possivelmente devido a permanéncia de PVHA em esquemas
terapéuticos em falha, pelo acesso limitado aos servicos de salude e a exames
laboratoriais assim como o0 uso de tratamentos antirretrovirais obsoletos (COSTA et
tal., 2018). Dentre os fatores apontados como mais relevantes para a ma adesao estédo
0 uso abusivo de &lcool e outras drogas além do desemprego; estigma social,
depressao e falta de provisdo tém sido menos relatados nos estudos mais recentes
(NACHEGA et al., 2015 apud COSTA et al., 2018).

Quanto a distribuicdo da frequéncia de mutacdes em relacdo a classe de
medicamentos, 0os dados evidenciaram que houve maior percentual de mutacdes
associadas a resisténcia aos Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de
Nucleosideos quando comparados as demais classes, revelando a maior
susceptibilidade dos farmacos dessa classe as mutacfes capazes de desencadear
resisténcia. Dentre os 792 resultados observados, 601 possuiam mutagéo para ITRN,
totalizando 75,9% das amostras; em segundo lugar estdo os ITRNN, com 61,0% das
amostras com mutacdes e por fim, corroborando com estudos anteriores, os Inibidores
de Protease que possuem maior barreira genética, evidenciando mutacdes Major em
22,5% das amostras. Houve, portanto, decréscimo do percentual de mutacfes
observadas nas trés classes de medicamentos em relacdo ao estudo de Cavalcanti
(2005); observa-se, porém, que o estudo anterior quantificou mutacdes primarias e
secundarias enquanto o meétodo utilizado na presente pesquisa identificou as
mutagcBes capazes de gerar resisténcia associada aos antirretrovirai: as mutacoes
principais. Analisando-se o estudo de Diaz et al (2015), percebe-se que ja havia uma
tendéncia de reducéo da resisténcia associada aos ITRN e aos IP no periodo de 2001

a 2009, embora o percentual de mutacdes associadas a resisténcia aos ITRN
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permaneca maior em relacéo as demais classes. Pode-se inferir ainda que a reducao
da resisténcia associada aos inibidores de protease foi influenciada diretamente pela
paulatina associacdo do IP (Lopinavir, Atazanavir) ao ritonavir ao longo dos anos
(DIAZ et al, 2015) e pela disponibilizacdo desse farmaco na apresentacao
termoestavel a partir de 2014 uma vez que numerosas mutacées sdo necessarias
para um impacto substancial na resposta virologica do Inibidor de protease associado
ao ritonavir (IAS, 2017).

Quanto a analise da resisténcia secundéaria aos ARV segundo a combinacéo
das classes de medicamentos, observa-se maior prevaléncia na combinacdo de
mutacdes associadas aos ITRN e aos ITRNN (42,6%), notadamente o esquema de
primeira linha em uso no Brasil até dezembro de 2016 (BRASIL, 2016), em
consonancia com o estudo de Avila-rios et al (2016). A resisténcia simultanea as trés
classes (ITRN, ITRNN e IP) foi identificada em 11,2% do total de amostras com
mutacdes, resultado inferior ao obtido pelo estudo anterior (CAVALCANTI, 2005).

A mutagdo mais frequente associada a resisténcia aos ITRN foi a do codon 184,
M184V, presente em 91,7% das amostras; essa mutagdo induz resisténcia ao
Abacavir (exceto quando encontra-se isolada), a Lamivudina e a Emcitrabina e possui
acao ambigua uma vez que a sua presenca retarda o aparecimento das mutacdes
associadas a timidina (TAM); esse efeito, entretanto, é anulado pelo acumulo de
mutacdes TAM (IAS, 2017). Quanto as mutacdes associadas a multidroga resisténcia,
verifica-se a estabilizac&o de baixos percentuais da mutacdo Q151M e da insergéo no
cédon 69 presente em 0,5% e 1,2% respectivamente.

Para a classe do ITRNN, observa-se que a mutacdo mais prevalente associada a essa
classe foi a K103N, capaz de gerar resisténcia ao Efavirenz e a Nevirapina,
largamente utilizados no Brasil. Quanto & mutacdo mais prevalente associada a
resisténcia aos Inibidores de Protease, a V82A/F/T/S/L foi identificada em 61,3% das
amostras, notadamente a V82A, relacionada a falha do esquema com
Lopinavir/ritonavir. Embora existam evidéncias de que € necessario o acumulo de 7 a
8 mutacdes associadas a resisténcia aos IP para que haja perda da opg¢éo terapéutica,
segundo a tabela IAS (2017) a presenca de 147A (1,1% de prevaléncia nas amostras)
— e possivelmente 147V (8,4%) -, V32l (8,4%) e L76V (9,6%) eleva substancialmente
a resisténcia ao LPV/r. Quanto as mutacOes relacionadas a resisténcia ao
Atazanavir/ritonavir, observa-se um percentual elevado de M46IL (54%), 150L (19,6%),
184V (9,3%) e N88S (7,3%), significativamente maior em relacdo as indutoras de

resisténcia ao LPV/r. Levando-se em consideracao a recente substituicdo do esquema
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antirretroviral LPV/r pelo ATV/r segundo nota técnica 059/2017 do Ministério da Saude
do Brasil pode-se inferir que ocorrera elevacdo do niumero de pessoas que fardo uso
desse farmaco, tornando-se necessario ampliar a monitorizagdo dessas mutagoes.

A estabilizagdo da frequéncia de mutac¢des associadas a resisténcia, conforme analise
do percentual de amostras com mutacdes associadas a resisténcia para cada classe
de farmacos por ano no periodo de 2010 a 2015 é corroborada pelo estudo de Diaz
et al (2015) segundo o qual no periodo de 2009 a 2011 houve uma elevacao favoravel
nos niveis de CD4+ de pacientes em uso de antirretrovirais e 77,1% dos pacientes em
uso de antirretrovirais possuiam carga viral abaixo de 400 copias/ml. Esses dados
refletem os resultados do estudo sobre a incidéncia global, regional e nacional e
mortalidade do HIV, malaria e Tuberculose no periodo de 1990 e 2013 que evidenciou
reducéo de 2,3% da taxa de mortalidade de PVHA no Brasil (2000 a 2013) (MURRAY
et al, 2014).

A analise da evolucdo dos subtipos virais demonstra a expressiva
variabilidade genética do HIV-1 e sua correlagdo com os dados epidemiolégicos no
Nordeste, regido que vem apresentando tendéncia linear de crescimento da incidéncia
(BRASIL, 2017). Ao longo do periodo estudado observa-se, notadamente no ano de
2015 a presenca de maior percentual de CRFs em relacdo aos anos anteriores, a
exemplo do que vem sendo reportado no Nordeste. Segundo Delatorre et al (2017),
amostras de 140 pacientes de Alagoas, Bahia, Ceara e Piaui demonstraram que o
subtipo B é o mais prevalente (72%), seguido por F1 (6%), C (5%) e D (1%); os 16%
restantes evidenciaram estruturas recombinantes das quais BF1 totalizou 11%, BC
4%, BCF1l (1%), CRFO02_AG like (1%). Esses resultados revelam a complexa
variabilidade do HIV-1 e sua capacidade de gerar formas recombinantes, a exemplo
do que foi verificado nos estudos com sequenciamento das regides gag, pol e env do
HIV-1 através da técnica full-lenght genome apresentando frequéncia elevada de BF1
no Nordeste: 21% em 2011 e 27% em 2016 (MONTEIRO-CUNHA, 2011; PESSOA et
al 2016; SANTOS et al 2011). A atualizac&o da prevaléncia das formas recombinantes,
principalmente BF1, por meio da técnica full-lenght genome faz-se necesséario uma
vez que ha discordancias quanto ao percentual estimado segundo a técnica utilizada.
Além disso, a analise da evolucdo do subtipo recombinante BF1 notadamente no
Nordeste torna-se relevante para a saude publica tendo em vista a rapida progressao
para AIDS nas pessoas infectadas por esse subtipo (LEITE, et al.,2017).

O monitoramento da resisténcia aos ARV assim como a realizagéo de acdes

gue minimizem os fatores associados ao desenvolvimento das mutacfes de
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resisténcia torna-se, dessa forma, um grande desafio no combate a epidemia do HIV,
notadamente ampliar 0 acesso aos servicos, a realizacao da genotipagem e das acdes
em adesao. ldentificar mecanismos relacionados a variabilidade genética e
reconhecer o processo de evolugdo dos subtipos virais e sua relacdo com o
desenvolvimento de resisténcia sao parte desse processo que requer acées conjuntas

entre pesquisadores, usuarios e gestores em saude.

Conflito de Interesses: Nao houve conflito de interesses no processo de realizacdo da

presente pesquisa.
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7 CONCLUSOES

1) O estudo sugere que a prevaléncia das mutacfes associadas a resisténcia aos
antirretrovirais vem apresentando uma tendéncia de estabilizacdo em relagdo aos
estudos anteriores, em consonancia com a ampliacdo do acesso a antirretrovirais com
maior barreira genética e disponibilizacdo de apresentacdes farmacologicas mais
faceis de armazenar e ingerir. Observa-se também que esse resultado tem estreita
relacdo com a elevacao do percentual de supresséo viral entre as PVHA e reducgéo
da mortalidade evidenciadas em estudos recentes que denotam melhores taxas de
adesédo e oferta de servicos de saude, embora ainda seja necessario ampliar o
diagnéstico precoce e o acompanhamento clinico das PVHA. Essa anélise é
corroborada pelo elevado percentual de usuarios que evoluem com contagem de
CD4+ inferior a 200cel/mm3 no momento da realizagao do teste de genotipagem.

2) Quanto a frequéncia de amostras com mutacdes associadas a resisténcia aos
antirretrovirais, 86,1% apresentaram pelo menos um tipo de mutacao capaz de gerar
resisténcia de acordo com a tabela IAS- 2017, das quais os ITRNs apresentaram
maior percentual de mutagdes (75,9%), seguidos pelos ITRNN (61,0%) e IPs (22,5%).

3) A variabilidade genética do HIV-1 também € expressa pelo aumento da
prevaléncia de CRFs ao longo dos anos estudados conforme evolugcao observada nos
demais estados do Nordeste.

4) Conhecer o processo evolutivo do HIV-1, assim como o desenvolvimento de
resisténcia é parte essencial ao desenvolvimento de acdes e estratégias que
minimizem os efeitos danosos da falha viroldgica; torna-se necessario, portanto,
ampliar a identificacdo do perfil genotipico viral através de estudos mais
representativos com sequenciamento de regides gag, pol e env, bem como a
identificacdo de acGes em adesédo, com participagcao de profissionais, pesquisadores,

usuarios e gestores para reduzir a transmissibilidade de cepas resistentes.
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ABSTRACT

BACKGROUNDThe HIV epidemic reaches about 36.7 million people around the
world (UNAIDS, 2017), of whom 54% are unaware that they are infected. The
early use of antiretroviral therapy (ART) in people living with HIV/AIDS(PLHA)
has been identified as a key factor in improving quality of life, reducing mortality
and preserving the immune status of PLHA (LUNDGREN, 2015).

OBJECTIVES To evaluate ART resistance and the HIV genotypic profile in
Pernambuco, Northeast Brazil over the period of 2010 to 2015.

METHODSA total of 1040 results of genotyping tests developed at the Central
Laboratory of Public Health from Pernambuco state were analyzed and the
demographic,immunological and virological profile of these individuals, the

prevalence of viral mutations and subtypes.

FINDINGS The prevalence of secondary antiretroviral drug resistance has been
stabilizing in comparison to previous studies. The viral genotypic profile in this
population denotes the increase in percentage of Circulating Recombinant

Forms.

MAIN CONCLUSIONSKnowing evolutionary process of HIV-1 as well as the
development of resistance is an essential part of the development of strategies

that minimize the harmful effects of virological failure.

Key words: HIV, ART, resistance, genotypic.
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Introduction

The HIV epidemic reaches about 36.7 million people worldwide?, of which 54%
are unaware that they are infected and whose treatment can be started as soon as
they are diagnosed. The early use of antirretroviral therapy (ART) in people living with
HIV/AIDS has been a determining factor in improving quality of life, reducing mortality,
and preserving or restoring the immune status of PLHAZ Despite therapeutic
advances, one of the main challenges of the HIV pandemic is the ability of the virus to
generate high rates of mutations and develop resistance to antiretroviral therapy (ART)
3 observed mostly among individuals who do not adhere correctly to ARTA.
Antiretroviral resistance should be systematically monitored as a tool to avoid the use
of therapeutic regimens fated to virological failure as well as contribute to the

expansion of therapeutic resources.

According to a recent Latin America and the Caribbean study, there is a global
trend in increasing ARV resistance rates, notably in countries that base their
therapeutic regimen on Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTI) and Non-
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTI), as occurred in Brazil until 2016
5. In addition, Brazil has the highest incidence of HIV in Latin America, corresponding
to 49% of new infections in the region or in absolute numbers, 48,000 new cases in
2016 of which 15.3% belong to the Northeastern Brazil®; among the new cases
reported in the period 2007 to 2016, 53.2% are young people between 20 and 34 years
of age®.

Thus, the high incidence of HIV and the high prevalence of young people who
will use ART for a long period reinforce the importance of updating studies on
secondary ART resistance. This stady aimed to evaluate the prevalence of mutations
capable of triggering virological failure to HAART in people living with HIV/AIDS in the
state of Pernambuco, Northeastern Brazil and analyze the genotypic profile of HIV in

this state.
Materials and Methods

The study recovered the genotyping tests carried out at the Central Public
Health Laboratory of the state of Pernambuco (LACEN-PE) from patients failing
antiretroviral therapy in the state of Pernambuco over the period of 2010 to 2015.

The genotyping tests of pregnant women, of people under 18 years of age and

coming from other states were excluded so that secondary ART resistance could be
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obtained strictly in the state of Pernambuco, since pre-treatment genotyping is
recommended in minors of 18 years and women diagnosed HIV positive during
pregnancy .

The samples received by LACEN-PE in these period from patients failing
antiretroviral therapy followed at outpatient clinics in the state of Pernambuco were
analyzed according to the Trugene Siemens method. This technique performs the
extraction and purification of viral RNA, followed by the reverse transcription (RT)
reaction and polymerase chain reaction (PCR), CLIP sequencing reaction and
polyacrylamide gel electrophoresis, sequencing of Transcriptase regions Reverse and
Protease in the HIV-1 pol gene. Patients who fulfilled the inclusion criteria had their
reports searched in the LACEN-PE database by retrieving the printed results or
locating records of the genomic sequences and performing a new analysis according
to the Stanford 2017 program. Data obtained were tabulated according to the following

tables through the SPSS version 23 data tabulation program SPSS.
Ethics

The research was approved by the Ethics Committee of the Health Sciences
Center UFPE according to opinion No. 2.495.693.

Results

A total of 1040 genotyping tests were analyzed according to the inclusion
criterias showed demographic, immunological and virological profile of these
individuals, as well as the prevalence of viral mutations and subtypes over the period
2010-2015. Demographic data show that 35.1% of the PLHA who underwent the
genotyping test were in the age range of 40 to 49 years, 28.6% were aged between 30
and 39 years; 60.1% are male, while 39.9% are female, and the referred source was
95.8% of the Metropolitan Region of Recife (Table I). As for the immunological and
virological data, a high percentage of people with reduced CD4 + T lymphocytes were
observed, totaling 18.6% of those with CD4 + < 100 cells / mm? and 18.6% with CD4
+ cells between 101 and 200 cells / mm3, as well as 12.3% of the people had high viral
load (Table I).

Among the 1040 tests performed with the results obtained through the reports
filed in LACEN-PE, 23.8% of the samples were not amplified, that is, they had
insufficient viral load to perform the test by the available method - the TRUGENE

SIEMENS protocol or the reference laboratory - and were excluded from the other
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analyzes (Table Ill). Thus, the total number of samples considered in analysis of
mutation was 792, of which 86.1% had at least one type of mutation capable of

generating resistance according to table IAS-2017 (Table 1l1).

The number of mutations for each class of drugs, 75.9% of the samples had at
least one mutation for the Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTI). NRTI
also had the highest prevalence of 4 or more mutations (14.4%) among the classes of
ART studied (Table 1V).

The number of samples with mutations considering the presence of these for
each class of drugs shows the combination NRTI + NNRTI has the highest vulnerability
to the mutations secondary to ARV (42.6%) and a significant percentage of the

samples have mutations for the three classes of drugs analyzed (9.7%) (Table V)

The prevalence of mutations associated with resistance according to Table IAS-
2017 showed that the M184V mutation was present in 91.7% of the samples with
resistance to NRTI, followed by the T215Y/F mutation observed in 33.3% of these
samples. The most prevalent mutation associated with the class of Non-Nucleoside
Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs) was K103N - present in 73.1% of the
samples - followed by P225H (21.1%), as shown in Graph Il.

Considering the Major mutations associated with Protease Inhibitors, that is,
mutations capable of generating resistance, the most prevalent mutation was
V82A/F/T/SIL, totaling 61.3% of the samples, notably V82A, which alone totaled 51.1%
of the samples, followed by M461 / L mutation, which corresponded to 54% of major

mutations.

The Graph IV demonstrates the tendency to stabilize the percentage of
mutations associated with antiretrovirals over the years; it is also observed that the
percentage of samples with mutations associated with resistance to IP evolves with

significant reduction.

Regarding the distribution of percentages of viral subtypes and circulating
recombinant forms (CRF), Graph V shows a high prevalence of subtypes B and F1.
However, over the six years of the study, the increasing percentage of CRFs is

observed.
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Discussion

The current study reflects significant data from the period immediately
preceding the institution of the protocol that determines the availability of ART to all
PLHA, as well as the introduction of the Integrasse Inhibitor in the first line of the
therapeutic scheme. According to the demographic data analyzed, a high prevalence
of young adults who evolved to virologic failure was identified in line with the recent
epidemiological bulletin, which reported a percentage of 52.3% of new cases among
young people aged 20-34 years °. This data may be associated with lower adherence
rates among young people due to the less stable life stage . The prevalence of men
in comparison to women is also maintained in the present study, however, it is
observed the increase of the percentage of women when compared to previous
studies®, denoting the feminization of the HIV pandemic, as an example of what is
occurring in Brazil, where 49.4% of PLHA are women®. It is also noticed a high
prevalence of requested tests in the Metropolitan Region of Recife in relation to the
other regions of the state reflecting the greater concentration and access to health
services in the RMR, as well as the higher percentage of PLHA in this region. The
immunological data showed 37.4% of the people who underwent the genotyping test
presented critical CD4 + counts and were at imminent risk of unfavorable outcomes °.
However, viral load determinations indicate that over the years, there was a higher
percentage of early diagnosis of virological failure in relation to previous study®, a
possible result of the increase in PLHA care, although there are still high percentages
of late diagnoses. Health inequities are the most harmful expressions of social and
economic inequalities, and should be a relevant argument for changing the priority
given to economic growth!! and developing countries still have critical rates of late
diagnosis as well as lack of care. The current study demonstrates a higher percentage
of PLHA with CD4 + counts lower than 200 cel/mm? in relation to the national study'?
according to which 1/3 of the patients studied in the period from 2001 to 2009
presented critical levels of CD4 count; it is necessary to emphasize that the
socioeconomic disparities between the regions in Brazil can justify a better national

average than the result of this study.

A great percentage of requested tests that were not possible to develop the
genotyping test were observed, being considered 792 samples, of which 86.1% had at
least one type of mutation capable of generating resistance according to table IAS-

2017. Theincrease in viral load of 13.9% of the people occurred due to poor adherence
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to ART since no mutations were observed in the samples of these individuals. Although
the developing countries show higher adhesion rates in relation to the countries with
the highest human development index (HDI) and gross national product (GNP),
peripheral countries contradictually present lower rates of viral suppression possibly
due to the presence of PLHA in failed therapeutic regimens, limited access to health
services and laboratory tests as well as the use of obsolete ART!3. Among the factors
identified as most relevant to poor adherence are the abusive use of alcohol and other
drugs in addition to unemployment; social stigma, depression, and lack of provision

have been less reported in more recent studies!.

A higher percentage of mutations associated with resistance to NRTI when
compared to the other classes shows the greater susceptibility of this class to the
mutations of resistance. Among the 792 results observed, 601 had a mutation for NRTI,
totaling 75.9% of the samples; in second place the NNRTI, with 61.0% of the samples
with mutations and finally, corroborating with previous studies, the Protease Inhibitors
that have the greatest genetic barrier, evidencing Major mutations in 22.5% of the
samples. There was, therefore, a decrease in the percentage of mutations observed
in the three drug classes?; it is observed that the previous study quantified primary and
secondary mutations while the method used in the current study identified mutations
capable of generating resistance associated with antiretrovirals: the main mutations.
There was already a tendency of reduction of resistance associated with NRTI and Pl
in the period from 2001 to 2009, although the percentage of mutations associated with
resistance to NRTI remained higher in relation to the other classes. The reduction of
resistance associated with Protease Inhibitors was directly influenced by the gradual
association of Pl (Lopinavir, Atazanavir) with ritonavir over the years!? and the
availability of this drug in thermostable presentation since 2014; thus, numerous
mutations are required for a substantial impact on the virological response of the PI

associated with ritonavir 1°.

A higher prevalence was observed in the combination of NRTI and NNRTI
mutations (42.6%), notably the first-line regimen in use in Brazil until December 20168,
in consonance with the Latin American and Caribbean study®. Simultaneous resistance
to the three classes (NRTI, NNRTI and IP) was identified in 11.2% of the total samples

with mutations, a result lower than that obtained in the previous study®.

The most frequent mutation associated with resistance to NRTI was the codon
184, M184V, present in 91.7% of the samples; this mutation induces resistance to
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Abacavir (except when isolated), Lamivudine and Emcitrabin and has an ambiguous
action since its presence delays the appearance of thymidine-associated mutations
(TAM); this effect, however, is counteracted by the accumulation of TAM mutations?®.
Among the mutations associated with multidrug resistance low percentages of the
Q151M mutation and the codon 69 insertion were obtained in 0.5% and 1.2%,

respectively.

The most prevalent mutation associated to NNRTI class resistance was K103N,
that may induce resistance to Efavirenz and Nevirapine, widely used in Brazil. The
most prevalent mutation associated to PI resistance was V82A/F/T/S/L showed in
61.3% of samples, notably V82A, related to failure of Lopinavir/ritonavir (LPV/r)
regimen. Although there is evidence that 7 to 8 mutations associated with resistance
to Pls are necessary for loss of therapeutic choice'®, the presence of 147A (1.1%
prevalence in the samples) and possibly 147V (8.4%) -, V32l (8.4%) and L76V (9.6%)
substantially increase LPV/r resistance. Among mutations related to resistance to
Atazanavir/ritonavir(ATV/r), a high percentage of M46IL (54%), I150L (19.6%), 184V
(9.3%) and N88S (7.3%) were observed, significantly higher in relation to LPV/r
resistance inducers. Based on the recent replacement recommendation of the
antiretroviral regimen LPV/r by ATV/r in Brazil'®, a high number of people using the

new regimen is expected, thus, enlarge the monitoring of these mutations is necessary.

In agreement with a national study*? from 2009 to 2011 there was a favorable
increase in the CD4+ count of patients taking ART and 77.1% of these patients had a
viral load below 400 copies/ml, the current study demonstrated the stabilization of
secondary ART resistance percentage. This results is corroborated by the international
study on the global, regional and national incidence and mortality of HIV, malaria and
Tuberculosis which showed a 2.3% reduction in the mortality rate of PLHA in Brazil
(2000 to 2013) 1.

The evolution of the viral subtypes demonstrates the significant genetic
variability of HIV-1 and its correlation with the epidemiological data in the Northeastern,
a region that has been presenting a linear tendency of incidence growth®. Throughout
the studied it is notably in the year 2015 the presence of a higher percentage of
Circulating Recombinant Forms (CRF) in relation to previous years is corroborated by
numerous studies in the Northeastern. According to Delatorre, et al'®, samples from
140 patients from Alagoas, Bahia, Ceara and Piaui showed that subtype B is the most
prevalent (72%), followed by F1 (6%), C (5%) and D (1%); the remaining 16% showed
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recombinant structures of which BF1 totaled 11%, BC 4%, BCF1 (1%), CRF02_AG
like (1%). These results reveal the complex variability of HIV-1 and its ability to
generate recombinant forms, in agrément of studies with sequencing of the HIV-1 gag,
pol and env regions using the full-lenght genome technique that showed high
frequency of BF1 in the Northeastern: 21% in 2011 and 27% in 2016 1°2921, The update
of the prevalence of recombinant forms, mainly BF1, through the full-lenght genome
technique is necessary since there are disagreements regarding the percentage
estimated according to the technique used. In addition, the analysis of the evolution of
recombinant BF1 subtype notably in the Northeastern becomes relevant to public

health in view of the rapid progression to AIDS in people infected with this subtype 2.

Monitoring the ART resistance as well as actions that minimize the factors
associated with the development of resistance mutations thus become a major
challenge in combating the HIV epidemic, notably increasing access to services,
genotyping and adherence actions. Identifying mechanisms related to genetic
variability and recognizing the process of evolution of viral subtypes and their relation
with the development of resistance are part of this process that requires joint actions

among researchers, users and health managers.
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Table | - Distribution of the demographic, immunological and virological data of the
1040 genotyping tests evaluated in Pernambuco 2010-2015

TOTAL: n (%) 1040 (100,0)
Age : Media £ DP (Median) 42,70 + 10,42 (42,00)

Age Range: n (%)

18a29 93 (8,9)
30a39 297 (28,6)
40 a 49 365 (35,1)
50 a 59 188 (18,1)
60 a 89 57 (5,5)
Uninformed 40 (3,8)

Gender: n (%)
Male 625 (60,1)
Female 415 (39,9)

CD4+: n (%)

<100 194 (18,7)
101 a 200 194 (18,7)
201 a 500 442 (42,5)
> 500 181 (17,4)
Uninformed 29 (2,8)

Viral Load: n (%)

<10.000 427 (41,1)
10.000 a 100.000 346 (33,3)
>100.000 128 (12,3)
Uninformed 139 (13,4)

Origin: n (%)

Metropolitan Region of Recife 996 (95,8)
Zona da Mata 2(0,2)
Agreste 9(0,9)

Sertao 33(3,2)
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Table Il - Percentage distribution of rescued reports/year. Pernambuco, 2010 to
2015.

TOTAL: n (%) 1040 (100,0)

Year of occurrence : n (%)

2010 178 (17,1)
2011 129 (12,4)
2012 199 (19,1)
2013 182 (17,5)
2014 106 (10,2)
2015 246 (23,7)

Table 11l - Percentage of samples with mutations and non-amplified samples.

Group: n (%) 1040

Mutation 682 (86,1)
No Mutation 110 (13,9)
Total 792 (100,0)
Non-amplified samples 248 (23,8)

Table IV - Prevalence of mutations for each class of drugs.

Classification according to the number of mutations — NRTI n (%)*

None 191 (24,1)
1 275 (34,7)
2-3 212 (26,8)
4 or more 114 (14,4)
Classification according to the number of mutations — NNRTI n (%)*

None 309 (39,0)
1 170 (21,5)
2-3 250 (31,6)
4 or more 63 (8,0)
Classification according to the number of mutations - Pl n (%)*

None 614 (77,5)
1 61 (7,7)
2-3 62 (7,8)
4 or more 55 (6,9)

(1) Percentage values were obtained based on the total number of 792 patients with or without mutation
(non-amplified samples were excluded)

Tabela V — Prevaléncia de mutacdes para cada classe de ARV e associacoes.

Combined mutations: n (%) (1)

Sem mutagao 110 (13,9)
NRTI 100 (12,6)
NRTI + NNRTI 337 (42,6)
NRTI + Pl 87 (11,0)
NNRTI 67 (8,5)
NNRTI + PI 2(0,3)
PI 12 (1,5)
NRTI + NNRTI + PI 77 (9,7)

(1) Percentage values were obtained based on the total number of 792 patients with or without mutation
(non-amplified samples were excluded)



71

Graph | - Percentage distribution of mutations related to Nucleoside Reverse
Transcriptase Inhibitors (NRTI) -Pernambuco, 2010 to 2015
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Graph Il - Percentage distribution of mutations related to Non-Nucleoside Reverse
Transcriptase Inhibitors (NNRTI), Pernambuco, 2010 to 2015
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Graph Il - Percentage distribution of Major mutations related to Protease Inhibitors

(PI)- Pernambuco, 2010 to 2015
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Graph IV - Distribution of the percentage of samples with mutations associated to the

mutation classes - Pernambuco - 2010 to 2015.
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Graph V - Evolution of the percentage distribution of HIV-1 viral subtypes and CRFs.

Pernambuco, 2010 to 2015.

2010 - n:147

Uninforme
d
F1 0,60%

21,10%

C
0,70%

B
77,60%

©B EHC HEF1 HEUninformed

2012 - n:151

Uninforme
d
2,60%

18,50%

C
0,70%
B
78,10%
©WB EC HF1 ®Uninformed
2014 - n:78
F1

28,20%

DF
1,30%
AF
1,30%

69,20%

HB WAF EDF EF1

2011 - n:129

Uninformed
3,90%
G '
F1l
14,70% 0832
C
1,50%

B
79,10%

B EHC EF1 EG HUninformed

2013 -n:172

Uninforme
d
4,60%

B
1,20% 68,38%

WB mC ED HEF1 ®Uninformed

2015 - n:115

F1
DF 18,30%
0,90%

73,00%

0,90%
EB WAl WAF ENBD HBF EC EDF HF1

73



74

References

UNAIDS. Ending AIDS: progress towards the 90-90-90 targets. 2017
LUNDGREN, J. D. et al. Initiation of antiretroviral therapy in early asymptomatic
HIV infection- START. New England Journal of Medicine, Copenhague, v. 373,
n. 9, p.795-807, 27 ago. 2015.

HIVDB, HIV drug resistance database. Available at <https://hivdb.stanford.edu>
accessed on: September 12, 2016

DIAZ, R.S. Guia para Manuseio de Resisténcia Antirretroviral. 1. ed. Sdo Paulo:
Permanyer Brasil, 2011

AVILA-RIOS, S. et al. Surveillance of HIV Transmitted Drug resistance in Latin
America and the Caribbean: A Systematic Review and Meta-Analysis. PloS
One, 2016.

BRASIL. Ministério da Saude. Boletim Epidemioldgico 2016. Brasilia, 2016.
BRASIL. Ministério da Saude. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para
Manejo da infecg¢ao pelo HIV em adultos. Brasilia, 2015.

SABIN, CA. et al. Response to combination antiretroviral therapy: variation by
age. AIDS. 2008.

CAVALCANTI, A.M.S. Resisténcia secundaria aos anti-retrovirais em individuos
com AIDS e prevaléncia de subtipos do HIV-1 no Nordeste do Brasil: 2002 a
2005. Dissertacdo de Mestrado — Medicina Tropical, UFPE, Recife.
<https://repositorio.ufpe.br/handle/123456789/7430.> accessed on: September
15, 2016

10- BRASIL.Ministério da Saude. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para

Manejo da infecg¢ao pelo HIV em adultos. Brasilia, 2017.

11- MARMOT, M. The health gap: the challenge of an unequal world. The Lancet,

Vol 386. 2015

12- DIAZ, R.S. et al. The Virological and Immunological Characteristics of the HIV-

1-Infected Population in Brazil: From Initial Diagnosis to Impact of Antiretroviral
Use. Plos One, 2015.

13- COSTA, J.D.M. et al Adherence to antiretroviral therapy for HIV/AIDS in Latin

America and the Caribbean: Systematic review and meta-analysis. Journal of
the International AIDS Society, 2018.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diaz%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26509441

75

14- NACHEGA, JB. et al. Association between antiretroviral therapy adherence
and employment status: systematic review and meta-analysis. Bull World
Health Organ, 2015.

15- IAS - USA -2017. Topics in Antiviral Medicine. <
https://www.iasusa.org/sites/default/files/2017-drug-resistance-mutations-hiv-
1-figure.pdf > > accessed on: September 15, 2016.

16- BRASIL. Ministério da Saude. Nota Informativa n° 059, de
2017/DDAHV/SVS/MS, Brasilia, 2017.

17-MURRAY, C.J.L. et al. Global, regional, and national incidence and mortality for
HIV, tuberculosis, and malaria during 1990-2013: a systematic analysis for the
Global Burden of Disease Study 2013. The Lancet, 2014; 1005-1070.

18- DELATORRE, et al. HIV-1 Genetic Diversity in Northeastern Brazil: high prevalence of
non-B subtypes. AIDS Res Hum Retroviruses, 2017; 33(7):639-647

19- MONTEIRO-CUNHA, J.P, et al. Lack of high-level resistance mutations in HIV
Type 1 BF recombinant strains circulating in northeast Brazil, AIDS Res Hum
Retroviruse, 2011; 27(6):623-31

20- PESSOA, R. et al. Ultra-Deep Sequencing of HIV-1 near Full-Length and
Partial Proviral Genomes Reveals High Genetic Diversity among Brazilian
Blood Donors. PLoS One, 2016; 11(3): e0152499

21- SANTOS, L.A. et al. Detection of Distinct Human Immunodeficiency Virus Type
1 Circulating Recombinant Forms in Northeast Brazil. Journal of Medical
Virology, 2011; 83:2066—2072.

22- LEITE, TC. et al. Impact of HIV-1 Subtypes on AIDS Progression in a Brazilian
Cohort. AIDS Res Hum Retroviruses. Jan 2017; 33(1):41- 48.


https://www.iasusa.org/sites/default/files/2017-drug-resistance-mutations-hiv-1-figure.pdf
https://www.iasusa.org/sites/default/files/2017-drug-resistance-mutations-hiv-1-figure.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pess%C3%B4a%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27031505
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27031505

1A5-LSA

ANEXO A - TABELA IAS-2017
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MUTATIONS IN THE REVERSE TRANSCRIPTASE GEME ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS
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ANEXO B - AUTORIZACAO DO USO DE DADOS LACEN-PE

"N 2
SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMBUCO - SES :
SECRETARIA EXECUTIVA DE VIGILANCIA EM SAUDE
E LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA
“ Dr. Milton Bezerra Sobral” - LACEN PE Secraiacn PERNAMBuw
LACEN - SES - PE it
4,6)
) v
Oficio n°.? /2016

Recife, 26 de Dezembro de 2016.

Prezada Senhora,

Em atencéo a solicitagao de autorizag&o do uso de dados disponiveis no
Banco de Dados do LACEN PE, e de acordo com a Geréncia de Diagndstico
Laboratorial para Controle e Prevengdo de Doengas - GDLCPD e da
Coordenacgédo de Diagnéstico de Doencgas Virais - CDDV, comunicamos nossa
concordéancia e encaminhamos nosso PARECER para realizagéo do projeto de
pesquisa intitulado “RESISTENCIA SECUNDARIA AOS ANTIRRETROVIRAIS
E PERFIL GENOTIPICO VIRAL EM PESSOAS VIVENDO COM HIV/AIDS NO
ESTADO DE PERNAMBUCO ENTRE OS ANOS 2010 E 2015" apresentado
pela aluna Marcela Vieira Freire, da Pos Graduagdo em Medicina tropical do
CCS/UFPE.

Colocamo-nos a disposicao para esclarecimentos necessarios.

Atenciosamente, g

Ovidio. Ale

7
(-~

Professora Dr* Vera Magalhdes
Mestrado em Medicina Tropical - Centro de Ciéncias da Salde - CCS
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE



ANEXO C - PARCER DO CEP - CCS/UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

cEP PERNAMBUCO CENTRO DE %,“mw. i

sur BES CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Lol uimpllo do Paiscai 3408 #id

resulfados e conchusao.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Os termos foram considerados adequados.

Recomendagoes:
S/Recomendagles.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado.

Consideragies Finais a critério do CEP:
0 Relatorio Final fioi analisado & APROVADD pelo colegiade do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Envic de Relatoric | Relatorio_final_Marcela_Vieira, pdf 08022018 | MARCELA VIEIRA Postado
Final 01:31:01 |FREIRE

Situagac do Parecer:
Aprovado

Hecessita Apreciagao da CONEP:
Mao

RECIFE. 15 de Fevereiro de 2018

Assinado por:
LUCIAND TAVARES MONTEMEGRO
{Coordenador)

Emdarsgo: Av. da Engenharia sin®- 1® andar, sals 4, Frédio do Cenfro de Cl8nclas dy Sabde

Ealmo: Cidede Universitria CEP: =pr7ip<m
UF: PE Munloipda: RECIFE
Telofone:  (B1)2125-5555 E-mall: cepoosffufpe.br
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