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RESUMO

Dentre as proteinas mais importantes para a replicacdo do HIV esta a integrase (IN),
responsavel pela integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira que é alvo dos mais
recentes antirretrovirais de primeira linha, os inibidores de integrase (IIN). O aparecimento cada
vez mais frequente de mutagOes de resisténcia aos 1IN em locais como o Brasil, Estado Unidos
e Unido Europeia, regides onde predomina o subtipo B do HIV-1, incluindo o aparecimento de
mutacdes de resisténcia primaria. Neste trabalho foram analisados trés conjuntos de sequéncias
virais obtidos do banco de sequéncias de Los Alamos e classificados de acordo com o algoritmo
de Stanford. As sequéncias foram divididas em antes (PRE) e ap6s (POS) a introducdo dos IIN
no Brasil (BR-PRE — 92 e BR-POS - 153; total 245 sequéncias), Estados Unidos (US-PRE —
268 e US-POS — 481; total 749 sequéncias) e Unido Europeia (EURO-PRE - 162 e EURO-
POS — 284; total 446 sequéncias), e analisadas quanto ao nivel de resisténcia aos 1IN, padréo
de assinatura de aminoacidos e pressdo seletiva. Identificamos 65 (4,51%) sequéncias com
mutacdes de resisténcia, 12 (4,9%) do Brasil, 29 (3,9%) dos Estados Unidos e 24 (5,4%) da
Unido Europeia. Identificamos que 90 dos 288 sitios continham alteracdes de aminoacidos em
todos 6 grupos de sequéncias, distribuidos nos trés dominios da Integrase, N-terminal (23aa),
sitio catalitico (44aa) e C-terminal (23aa). Encontramos sequéncias com mutacdes de
resisténcia primarias em sequéncias de antes da introducdo dos IIN nos Estados Unidos
(B.US.2002.FJ469748.L861P) e Unido Europeia (B.CY.2007.JF683756.CY204). As mutacdes
acessOrias mais prevalentes foram E157Q e T97A e 24 sitios foram sugestivos de pressao
seletiva positiva. A resisténcia de qualquer nivel aos I1INs de primeira geracdo RAL e EVG,
ocorreram em maior nimero do que aos de segunda geracdo DTG e BIC, em todos os locais. A
menor barreira genética e intera¢cbes medicamentosas mais comuns dessa primeira geragédo de
IIN sdo outras possiveis razdes para tais achados. Observou-se uma frequéncia de mutagdes de
resisténcia ao Dolutegravir menor do que 2% nas trés regides estudadas. Surpreendeu a baixa

frequéncia de mutagdes de resisténcia ao Dolutegravir.

Palavras-chaves: HIV — integrase de HIV — farmacos anti-HIV.



ABSTRACT

Among the most important proteins for HIV replication is integrase (IN), which is responsible
for integrating viral DNA into the host cell genome and is the target of the most recent first-line
antiretroviral drugs, integrase inhibitors (IINs). The increasingly frequent appearance of
resistance mutations to IINs in places such as Brazil, the United States and the European Union,
regions where HIV-1 subtype B predominates, including the appearance of primary resistance
mutations. In this work, three sets of viral sequences obtained from the Los Alamos sequence
bank were analyzed and classified according to the Stanford algorithm. The sequences were
divided into before (PRE) and after (POS) the introduction of IINs in Brazil (BR-PRE - 92 and
BR-POS - 153; total 245 sequences), United States (US-PRE - 268 and US-POS - 481, total
749 sequences) and European Union (EURO-PRE - 162 and EURO-POS - 284; total 446
sequences), and analyzed for the level of resistance to IINs, amino acid signature pattern and
selective pressure. We identified 65 (4.51%) sequences with resistance mutations, 12 (4.9%)
from Brazil, 29 (3.9%) from the United States, and 24 (5.4%) from the European Union. We
identified that 90 of 288 sites contained amino acid changes in all 6 sequence groups, distributed
in the three Integrase domains, N-terminal (23aa), catalytic site (44aa) and C-terminal (23aa).
We found sequences with primary resistance mutations in sequences from before the
introduction of 1INs in the United States (B.US.2002.FJ469748.L861P) and European Union
(B.CY.2007.JF683756.CY204). The most prevalent accessory mutations were E157Q and
TI97A and 24 sites were suggestive of positive selective pressure. Resistance at any level to
first-generation RAL and EVG NIDs occurred in greater numbers than to second-generation
DTG and BIC at all sites. The lower genetic barrier and more common drug interactions of this
first-generation NDI are other possible reasons for such findings. A frequency of Dolutegravir
resistance mutations of less than 2% was observed in all three regions studied. The low

frequency of Dolutegravir resistance mutations was surprising.

Keywords: HIV — integrase — anti-HIV agents.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ainda tem se demonstrado um
desafio para a saude publica mundial, o que se deve principalmente as caracteristicas
moleculares e a répida capacidade de mutacdo do virus (TAYLOR et al., 2008). O HIV
conseguiu se espalhar pelos mais diversos continentes, desde a Africa, onde se originou,
atingindo populagdes na Asia, Europa, Oceania e Américas (AVERT FOUNDATION, 2020).
A disseminagdo do HIV no Brasil tem particular importancia nas Ameéricas, por ser o pais que
concentra 0 maior nimero de casos da regido, sendo responsével por quase 1 milhdo de pessoas
vivendo com HIV (PVHIV) dentre os 2,1 milhdes da regido (BRASIL et al., 2018; UNAIDS,
2020). Em particular, o subtipo B se destaca em todas as regides do pais, seja pela sua alta
prevaléncia (acima de 60%) ou pela capacidade de recombinagcdo com outros subtipos
(ARAUJO etal., 2010; LOPES et al., 2015; MACHADO et al., 2017). Dentre as proteinas mais
importantes para a replicacdo do HIV esté a integrase (IN), composta por 288 aminoacidos (aa)
e responsavel pela integracédo do acido desoxirribonucleico (DNA) viral ao da célula hospedeira
(MACHADO; GOMES; GUIMARAES, 2019). Essa proteina apresenta trés dominios
principais de aminoacidos, o N-terminal (posicéo 1-49 aa), o Sitio Catalitico (50-212 aa) e 0 C-
terminal (213-288 aa), que desempenham papeis importantes no processo de integracéo,
estabilizacdo molecular, interacdo com cofatores celulares e outras proteinas virais, tais como
a transcriptase reversa (RT) e a ribonuclease H (RNAse H) (CECCHERINI-SILLBERSTEIN
et al., 2009). Os inibidores de integrase, também conhecidos por inibidores de integrase por
fragmento de transferéncia (INSTI) vem sendo incluidos na terapia de primeira linha em varios
paises por apresentarem menos efeitos colaterais, poucas interacdes com outros farmacos e
reduzirem rapidamente a carga viral do paciente (SEPHA et al., 2020). No entanto, estudos tém
reportado o aparecimento cada vez mais frequente de mutacdes de resisténcia aos inibidores de
integrase em locais como Estado Unidos e Brasil, inclusive com o aparecimento de mutacdes
de resisténcia primarias, paises em que o subtipo B representa uma grande parcela das infeccdes
(CECCHINI et al., 2019; CHANG et al., 2016; DE SOUZA CAVALCANTI et al., 2015;
MENZA et al., 2017). No Brasil, desde 2008, os IIN séo utilizados na terapia antirretroviral
(TARV), inicialmente com o uso do raltegravir (RAL) em terapias de resgate de pacientes em
falha viroldgica (VF) para esquemas terapéuticos baseados em inibidores de transcriptase
reversa nucleosidicos (ITRN), ndo nucleosidicos (ITRNN) e inibidores de protease (IP). Em
2017, 0 19 dolutegravir (DTG) foi incorporado a TARV como medicamento de primeira linha
para os recém diagnosticados com HIV (BRASIL et al., 2018), sendo os IIN indicados tanto
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em PVHIV virgens de tratamento quanto em falha terapéutica. Dentre as mutagGes descritas
para 0 gene da integrase, as substituicbes T66AIK, E92Q, G118R, E138KAT, G140SAC,
Y143RC, S147G, Q148HRK, N155H e R263K sdo classificadas como mutacdes primarias (ou
major), responsaveis pela queda na susceptibilidade de pelo menos um dos quatro IIN, podendo
gerar alto grau de resisténcia e falha virologica (STANFORD UNIVERSITY, 2019a). O
monitoramento dos perfis de resisténcia aos IIN tem sido apontado como necessario em paises
onde a TARV vem se tornando mais acessivel no sentido de fornecer informacdes sobre o perfil
clinico, mutacional e acompanhar as tendéncias de falha virologica nessas PVHIV (CECCHINI
et al., 2019). Portanto, neste estudo, nés avaliamos as alteracdes polimorficas, evolucao
molecular e perfil de resisténcia antirretroviral em sequéncias do subtipo B do HIV-1 do Brasil.
Estados Unidos e Unido Europeia, a fim de verificar o padréo evolutivo destas sequéncias antes

e apos a introducdo dos IIN em seus respectivos paises.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO HIV-1 SUBTIPO B

A infeccdo pelo HIV ainda tem se demonstrado um desafio para a saide em todo o
mundo, 0 que se deve principalmente as suas caracteristicas moleculares (TAYLOR et al.,
2008). Essa infeccdo conseguiu se disseminar pelas mais diversas regides do globo, desde a
Africa, em meados de 1920, e atinge hoje mais de 37.9 milhdes de pessoas na chegando a Asia,
Europa, Oceania e Américas, e neste Gltimo afeta mais de 1,8 milhGes de pessoas (AVERT
FOUNDATION, 2020).

O HIV é classificado em dois tipos principais, HIV-1 e HIV-2, que diferem em
aproximadamente 55% do seu genoma (BELOUKAS et al., 2016). O tipo 1 é o mais prevalente
e representa em torno de 95% de todas as infeccbes no mundo e tendo progressao mais rapida,
sendo dividido em 4 grandes grupos, o grupo M (ou Major), o grupo O (Outlier), o grupo N
(ndo pertencente a nenhum dos outros dois grupos anteriormente descritos, ou Nao-M/N&o-0O)
(RIEDEL; RIBAS, 2015; YAMAGUCHI et al., 2019). O grupo M € o mais epidémico,
causando mais de 90% das infeccdes, distribuidas em 9 subtipos, sendo eles A, B, C, D, F, G,
H, J e K, além de mais de 100 formas recombinantes circulantes (CRF) e varias formas
recombinantes Unicas (URF) distribuidas globalmente (AVERT FOUNDATION, 2019;
YAMAGUCHI et al., 2019).

O subtipo B tem sido o foco da maior parte dos estudos por dois fatores principais: foi
0 primeiro subtipo isolado no mundo e por estar presente em varios continentes distintos com
0 maior percentual de sequencias depositadas nos bancos de dados publicos (Gréafico 1) que
abrangem diferentes regides, tais como, Europa (76,5%), Oceania (82,5%), América do Norte
(97,7%) e América do Sul (68,4%). Inicialmente, o subtipo B se originou no Centro-Oeste da
Africa, na regido de Camardes, e acabou chegando ao Haiti e Republica Dominicana por
viajantes que retornaram apoés a independéncia do pais Africano e de |4 chegou aos Estados
Unidos, onde passou a se disseminar na populagdo do pais norte americano silenciosamente,
primeiro em homossexuais masculinos e homens que fazem sexo com homens (HSH) e
posteriormente em usudrios de drogas injetaveis (UDI) e heterossexuais, e a partir de entdo, se
espalhou para outras regides do globo constituindo o clado conhecido como variante B
pandémico chegando a Europa, Oceania e Ameérica Latina (JUNQUEIRA; DE MATOS
ALMEIDA, 2016; LANL, 2015).
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Gréfico 1 — Sequéncias do HIV-1 subtipos B e ndo-B no Los alamos HIV database
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Fonte: https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/geo/geo.comp (acessado em: 02 janeiro de 2021).
Legenda: A) Distribui¢do percentual das sequéncias do Subtipo B e Nao-B (Outros Subtipos) no Los Alamos HIV
database. B) Origem percentual por regido geogréfica das sequéncias do subtipo B do Los Alamos HIV database.

A Europa Central e Ocidental, desde a introducao do clado B em meados dos anos 1980,
tem sido majoritariamente atingida por esse subtipo, que se mantem como 0 mais prevalente
sobre outros subtipos e recombinantes ao longo do tempo (BELOUKAS et al., 2016). Ao chegar
14, o subtipo B conseguiu se disseminar na parte central e ocidental do continente ela maior
parte dos paises chegando a 70,2% dos novos diagnosticos no continente e atingindo mais de
80% em paises como Alemanha, Espanha, Poldnia e Republica Checa (BELOUKAS et al.,
2016). No entanto, em paises como Portugal, o subtipo B ndo atingiu uma prevaléncia alta,
porém, se recombinou com o subtipo G que é o mais prevalente (30%) trazido pelo intercdmbio
entre a metropole e as coldnias portuguesas na Africa, originando a CRF14_BG se espalhando
para a Espanha pelas fronteiras entre os dois paises (NIKOLOPOULOS; KOSTAKI,
PARASKEVIS, 2016).

A chegada do HIV-1 B na américa Latina se deu em duas rotas principais, a primeira
foi a partir do caribe pela introducdo do subtipo por viajantes oriundos do Haiti e Republica
Dominicana, disseminando na regido o clado B ndo-pandémico, porém, este representa apenas
uma pena fracdo das infeccOes deste subtipo na regido que foi atingida posteriormente pela
introducdo do clado B pandémico, importado dos Estados Unidos, que tornou a variante mais
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prevalente na maior parte dos paises (cerca de 70%) (JUNQUEIRA; DE MATOS ALMEIDA,
2016).

No Brasil, a introducédo do virus comeca na década de 1980 onde ele teria entrado pela
Regido Sudeste, primeiramente pelos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, e se expandido
pela regido, e s6 depois seguido para outros grandes centros metropolitanos do pais, atingindo,
inicialmente, uma maioria de HSH e hemotransfundidos (hemofilicos), mas com o decorrer dos
anos, foi se espalhando para outras subpopulagdes no pais, atingindo heterossexuais, populagéo
feminina e com crescente interiorizacdo da epidemia (DIVINO, 2017). O subtipo de maior
prevaléncia é o B, e esse dado tem particular importancia pela dimensdo numérica de infecgdes
que o pais representa na América do Sul com mais de 900mil PVHIV (ARRUDA et al., 2018).

Em quase todas as regides do Brasil o subtipo B é o dominante, a excecdo da Regido
Sul do pais onde ele divide espago com o subtipo C e recombinantes entre os dois subtipos
(PASSAES et al., 2009). Nas outras regides, onde o subtipo B é o mais prevalente, os subtipos
C e F também estdo presentes, mas em uma propor¢do menor, assim como 0s recombinantes
BC e BF mostrando a capacidade do subtipo B de se recombinar com facilidade, inclusive com
recombinantes descritos nos genes da integrase (IAMARINO et al., 2012a).

Essa capacidade de recombinacédo do subtipo B pode ajudar a explicar a facilidade em
que o subtipo teve se se espalhar e se adaptar as mais diversas regides do pais. Machado et al.
(2017b) estudaram as variagcbes do HIV-1 na regido norte do Brasil, Estado do Para, em
gravidas e encontraram uma prevaléncia do subtipo B entre 90% e 97,1% (RT e PR,
respectivamente), encontrando também os subtipos C e F na regido, porém com prevaléncias
menores (RT: 3,3% e 6,7%; PR: 2,9% e 0%, para cada respectivo subtipo). Na regido Sudeste,
lamarino et al. (2012a), examinando genomas da IN encontraram prevaléncias semelhantes para
0 subtipo B (81,52%). Percentuais semelhantes foram descritos em outros estudos em Sao
Paulo, tanto para pacientes virgens de 1IN (85%), como em pacientes em VF com terapia de
resgate com 1IN (88%), porém, no espaco entre os dois estudos foram observadas mutagdes de
resisténcia no gene da integrase nos pacientes que faziam uso de 1IN (MANTOVANI et al.,
2012a; DE SOUZA CAVALCANTI et al., 2014a).

Em um estudo multicéntrico realizados em 4 hemocentros de duas regides (Sudeste e
Nordeste) do Brasil em doadores de sague, Alencar et al. (2013) encontraram uma frequéncia

de 76% do subtipo B nas amostras obtidas no geral, porém, se apresentou com um percentual
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um pouco menor na regido Nordeste (Recife, 73%) que nos estados da regido Sudeste (Sao
Paulo, 80%; Rio de Janeiro, 76%; Minas Gerais, 78%). Na Regido Sul, estudos de Soares et al.
(2003) demostraram uma prevaléncia de 45% do subtipo B puro em pacientes acompanhados
no Hospital das Clinicas de Porto Alegre, percentual que ndos depois também foi encontrado
por Barral et al. (2017) através de estudos em pacientes em falha, porém, no estudo mais
recente, dos 16% de sequéncias recombinantes encontradas, todas continham fragmentos do
subtipo B (BF1, BC e BCF1).

Essa grande capacidade de recombinacdo esta ligada as caracteristicas moleculares e ao
ciclo de replicacdo do HIV-1, em que estudos tem demostrado que tanto a IN quanto a RT sdo
as principais responsaveis pelos processos de replicacdo, inclusive interagindo entre si em
mecanismos que regulam as etapas iniciais da infeccdo, estabilizacdo molecular das estruturas
de replicacdo, controle da velocidade de transcricao reversa do acido ribonucleico (RNA) viral,
transporte do DNA viral de dupla fita para o nucleo, e outros processos de interacao de ligacao
molecular e producdo de metabolitos que interagem entre as duas enzimas (CHAKRABORTY
etal., 2013)

2.2 CARACTERISTICAS MOLECULARES DA INTEGRASE DO HIV-1

A Integrase do HIV é uma proteina de aproximadamente 288 aminoacidos,
correspondendo as posi¢des de nucleotideos 4230 a 5096 da sequéncia de referéncia HXB2 do
HIV-1, com peso molecular de 32 quilodaltons (KDa), tem origem da clivagem pela protease
(PR) da poliproteina produzida pelo gene pol durante a maturacdo da particula viral (KATZ,
1994; IAMARINO et al., 2012b). Essa enzima esta presente em todos 0s retrovirus e
desempenha importantes papeis cataliticos durante a replicacdo viral, além de exercer outras
fungdes, como, estabilizacdo molecular de estruturas, reconhecimento do DNA viral de fita
dupla, carreamento para o nucleo, interacdo com outras proteinas virais, tal como a propria RT
e catalizagdo da reacdo de integrase por fragmento de transferéncia (CHAKRABORTY et al.,
2013).

O sitio ativo da enzima € formado pelos aminoécidos das posi¢fes A228, P233, L45,
K160, W235, G47, L46 e A263, associado a ele, existe um cofator metalico divalente (Mg2+,
Mn2+ ou Zn2+) e a interacdo é formada por pontes de hidrogénio e interacfes hidrofdbicas
entres os aminoacidos da proteina que executa a reacdo de transferéncia do DNA viral (DE
MELO; FERREIRA, 2012; DA SILVA et al., 2019).
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Adaptado de: Hajimahdi, Z., & Zarghi, A. (2016). Progress in HIV-1 Integrase
Inhibitors: A Review of their Chemical Structure Diversity. Shaheed Beheshti University of
Medical Sciences and Health Services Iranian Journal of Pharmaceutical Research, 15(4), 595—
628.

Durante o processo de replicagdo do HIV, apds a transcricdo reversa, 0 DNA viral
resultante é acoplado ao complexo de pré-integracdo (PIC) que é formado por uma série de
proteinas virais e cofatores celulares que tem as funcdes de carrear, clivar e integrar o material
genético do virus ao DNA nuclear da célula hospedeira, a por¢do do PIC que realiza esse
processo de integracdo € chamada de integrase de fragmento de transferéncia, que catalisa a
liga¢do da porcdo 3’ do DNA viral (CRAIGIE, 2012).

2.3 INIBIDORES DE INTEGRASE

A TARV tem se tornado a principal estratégia de combate ao HIV, desde a esfera de
tratamento das PVHA, prevencdo, com a profilaxia pré-exposi¢do (PrEP), como estratégia
emergencial na profilaxia pds-exposi¢do (PEP), e finalmente como forma de impedir novas
infeccdes como o tratamento como prevencédo (TASP) (BAIN; NKOKE; NOUBIAP, 2017).

A evolugédo da TARV de primeira linha, desde os inibidores de transcriptase reversa
nucleosidicos (ITRN) e inibidores de transcriptase reversa ndo-nucleosidicos (ITRNN),
passando para os inibidores de protease (IP) e chegando aos inibidores de integrase (IIN)
favoreceu o avanco e melhoria da qualidade de vida das PVHIV (SEIDL; ZANNON;
TROCOLI, 2005). No entanto, novas mutacdes de resisténcia (DRM) vém emergindo,
limitando as estratégias terapéuticas, em especial nos pacientes que experimentaram diferentes
esquemas terapéuticos (PAREDES et al., 2017a). Assim, a vigilancia dos perfis de resisténcia
do HIV tem se tornado uma questdo em pauta recorrente para monitoramento das DRM,
contribuindo para o planejamento de novas estratégias de prevencédo e tratamento das PVHA
(TANURI, 2015).

O primeiro inibidor de integrase aprovado pelo FDA foi o raltegravir (MK-0518 ou
RAL) que faz parte dos inibidores de integracao por fragmento de transferéncia (INSTI na sigla
em inglés), porque se liga ao sitio ativo da enzima e impede que a reagdo de transferéncia do
DNA viral, obtido por transcri¢do seja efetuada. A ligagdo do RAL é feita no sitio ativo, nas

posi¢des D64, D116 e E152, chaves para a catalizacdo da transferéncia por serem um sitio de
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ligacdo do cofator metalico divalente, que pode ser tanto o magnésio (MG2+) quanto o
manganés (Mn2+), e por ser uma ligacdo muito especifica tem muito baixa interacdo e efeitos
adversos (COCOHOBA; DONG, 2008). Em 2012, surgiu um segundo IIN para uso em PVHIV,
o elvitegravir (EVG), o primeiro a ser formulado para uma dose ao dia. Isso se deve ao fato de
que, diferente do RAL, ele tem metabolizacéo pelo citocromo P450 CYP3A4/5, o que permitiu
a formulagdo conjunta com um inibidor do CYP3A4/5 e a utilizacdo de uma dose diéria
(ANSTETT etal., 2017).

Os medicamentos anteriores sdo conhecidos como inibidores de integrase de primeira
geracgdo, por terem uma barreira genética um pouco inferior aos de segunda geracdo, dentre
eles, o dolutegravir (DTG), aprovado desde 2012 pelo FDA. Ele tem muito menos interacfes
que os IINs de primeira geracao por ter alta afinidade pelo sitio ativo da integrase, o que faz
com que a sua liberacdo seja progressiva, ndo necessitando de inibidor de metabolismo do
CYP3AA4/5, onde também é metabolizado, e ainda podendo ser utilizado em dose Unica (CAHN
etal., 2013). Assim como o0 DTG, em 2017 foi aprovado pelo FDA um segundo 1IN de segunda
geracdo, o Bictegravir. Com uma barreira genética superior, maior efeito em cepas resistentes,
formulacéo de uma dose ao dia, tempo de agédo superior como as vantagens do BIC em relagéo
aos IINs anteriores (MARKHAM, 2018).

No Brasil, desde 2009, o raltegravir (RAL), o primeiro IIN aprovado no pais, vem sendo
utilizado como terapia de resgate no Sistema Unico de Salde (SUS) (DE SOUZA
CAVALCANTI et al., 2014a), porém, em 2017, o SUS disponibilizou o uso de IIN para terapia
de primeira linha (recém diagnosticados) no tratamento de PVHIV, o dolutegravir (BATISTA
et al., 2019). Existem ainda mais dois IINs aprovados pela FDA nos Estados Unidos, mas que
ainda ndo estdo disponiveis no Brasil que sdo o elvitegravir (EVG) e o bictegravir (BIC)
(COCOHOBA; DONG, 2008; BALLANTYNE; PERRY, 2013; TSIANG et al., 2016; UNGER
etal., 2016).

Novas terapias vém sendo desenvolvidas nos ultimos anos com os INSTIs. Abordagens
farmacologicas diferentes, como o comprimido Unico vem ganhando espaco desde a introducgéo
do BIC e mais recentemente com a aprovacgao do cabotegravir (CAB) (MARKHAM, 2020).
Dentre as essas abordagens estéo as terapias de longa duragdo (LAT) de CAB mais rilpivirina

(RPV) com resultados que indicam a manutencdo da supressdo viral com injecdes mensais
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reportado pelo estudo de fase 111 ATLAS (Antiretrovairal Therapy Long Acting Suppresssion)
(SWINDELLS et al., 2020).

Os inibidores de integrase tém se tornado as drogas de escolha para primeira linha da
TARYV por caracteristicas que os tornam superiores as classes de ITRN, ITRNN e IP, como a
poténcia farmacoldgica, pois pequenas doses ja sdo suficientes para atingir a supressdo
viroldgica, alta barreira genética, o que dificulta com que uma terapia implementada deixe de
ter o efeito desejado, baixa toxidade (ndo afeta reagdes sistémicas como 0s ITRN, ITRNN e
IP), poucas interacGes farmacoldgicas (podem ser usados em pessoas que tem outras condi¢Ges
de saude) e rapida supressao viroldgica, 0 que contribuiu para que estes medicamentos se
tornassem essenciais, tanto no tratamento continuo, quanto em terapias de resgate (RHEE et al.,
2019).

2.4 MUTACOES DE RESISTENCIA NO GENE DA INTEGRASE

Mutacdes no gene da integrase se classificam em mutacdes primarias (Major DRM),
que sdo aquelas que se estabelecem em sitios conservados da proteina, levam a alta reducdo da
susceptibilidade dos antirretrovirais, podendo causar a falha virologica da TARV. Em
contraponto, mutacdes secundarias (Minor DRM), ou sdo raras, aparecendo apenas ap0s uma
VF, ou quando naturalmente presentes, tem baixissimo efeito sobre a susceptibilidade do IIN
sem a presenca de uma mutacdo primaria, mas, quando em conjunto elas contribuem como
mecanismo compensatdrio para aumentar a taxa de replicacdo viral, por isso, também sdo
chamadas de muta¢des acessorias (STANFORD UNIVERSITY, 2016).

Juntamente com o uso em maior escala dos IINs, estudos vém demostrando o
aparecimento de DRMs relacionadas a essa classe de ARVs (GARRIDO; DE MENDOZA;
SORIANO, 2008; WINTERS et al., 2012; DE SOUZA CAVALCANTI et al., 2014b; RHEE et
al., 2019). Existem 25 cddons com DRMs conhecidas para a integrase do HIV-1 que se
subdividem em mutacdes priméarias (Major DRM) e mutacOes acessorias (Minor DRM)
catalogadas pelo Stanford University HIV Database (HIVdb) (STANFORD UNIVERSITY,
2019b).

As Major DRMs e Minor DRMs podem afetar de formas distintas os diferentes 1INs,
causando desde uma queda acentuada na susceptibilidade em alguns e em outros ndo apresentar

efeito algum (PAREDES et al., 2017b). Dentre essas, ainda existem aquelas que causam
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reducdo de susceptibilidade em todos os IINs, tais como as alteragdes nos codons T66, E92,
G118, E130, G140, Q148, N155 e R263 (STANFORD UNIVERSITY, 2019a). As MajorDRMs
mais prevalentes (Y143R, Q148H/R e N155H) estdo associadas a um conjunto caracteristico
de mutacdes secundarias que favorecem seus mecanismos de replicacdio (QUASHIE;
MESPLEDE; WAINBERG, 2013). Além desses, diversas outras MinorDRMs tem sido
reportadas na literatura tais como G118R, T125A/V/M/Q, E138K, V151I, S153Y/F, M154I/L,
K156N/R, E157Q, V1651, V201l, 1203M, T206S, S230N/G, R263K, H51Y, T66A/I, V72I,
L741/M, E92Q e T97A, demostrando a alta variabilidade da IN, tanto em paciente naive quanto
naqueles expostos a IINs previamente (MANTOVANI et al., 2012b; RHEE et al., 2019).

Dentre as drogas mais afetadas estdo os IINs de primeira geracdo (RAL e EVG), 0s
quais sofrem maior reducao de susceptibilidade, ou até a perda completa da sua acéo frente as
mutagdes nos codons T66, E92, G140, Q148 e N155 (STANFORD UNIVERSITY, 2019a). A
mutacdo no cédon Q148 é a que mais afetas os IINs mais recentes, como o DTG e BIC,
causando uma queda acentuada na resposta ao tratamento e quando em conjunto com outras
MinorDRMs pode acarretar VF em todos 0os ARVs da classe (H51Y + E92Q + G140S + Q148K
+ N155H + G163R) (STANFORD UNIVERSITY, 2019c)

2.5 FERRAMENTAS COMPUTACIONAIS

Pra investigas essas mutacOes, uma série de ferramentas tem sido desenvolvidas ao
longo dos anos, uma delas € o HIValg (STANFORD UNIVERSITY, 2021) que é capaz de
identificar por mapeamento de leitura curta alteracdes do genoma do HIV. Dessa forma ele €
capaz de unificar uma base da dados de mutacdes de resisténcia, calcular scores de
susceptibilidade para os ARVs e reunir informacdes sobre mutacdes de resisténcia para
interpretacdo dos resultados das analises feitas pelo algoritmo auxiliem na tomada de decisdo
(STANFORD UNIVERSITY, 2019b, 2019c, 2019d).

Além das mutagdes de resisténcia, outro aspecto importante para auxiliar a entender a
dindmica de mutagdes nas sequéncias do HIV é sua analise de amino&cidos e nucleotideos,
comparando com sequéncias de referéncia e verificando as tendéncias de altera¢fes ao longo
do tempo. Nesse sentido, ferramentas como o Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis
(VESPA) tem se tornado Uteis, ainda mais para grandes bancos de dados e com sequéncias
longas (KORBER; MYERS, 1992).
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Outra ferramenta importante é o Single likelihood ancestor counting (SLAC). O SLAC
é capaz de detectar selecdo positiva em sequéncias de DNA baseado na comparagao de espéecies
diferentes para determinar se as mudancas observadas em uma determinada posicao Sao
consistentes com a selecdo positiva. Ao utilizar a abordagem probabilistica de maxima
verossimilhanga, o método calcula a probabilidade de que uma mudanca em uma posi¢édo
especifica ocorra devido a selecdo positiva ou a deriva genética neutra. Ele usa o modelo de
codon para avaliar a probabilidade de cada possivel mudanga em uma sequéncia de DNA ou
proteina e, em seguida, compara essas probabilidades para determinar se a mudanca foi mais
provavel devido a selecdo positiva. Uma das principais vantagens € sua capacidade de analisar
grandes conjuntos de dados e identificar locais especificos em uma sequéncia onde a selecdo
positiva ocorreu, o que pode fornecer informac6es valiosas sobre a funcdo biologica de uma
regido (KOSAKOVSKY POND; FROST, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Determinar o grau de susceptibilidade aos inibidores de integrase e o perfil evolutivo
das sequéncias do subtipo B do HIV-1 presentes no banco de dados publico Los Alamos HIV
database, selecionadas do Brasil, Estados Unidos e Unido Europeia, antes e apés a introducao

dos Inibidores de Integrase (IIN) na terapia antirretroviral (TARV).
3.2 ESPECIFICOS

I.  Identificar os perfis de susceptibilidade aos inibidores de integrase do Brasil, Estados
Unidos e Unido Europeia;
Il.  Determinar os polimorfismos mais prevalentes nas sequéncias do HIV-1 subtipo B
presentes nas sequéncias do Brasil, Estados Unidos e Unido Europeia selecionadas;
I1l.  Avaliar a presséo seletiva antes e depois da introdugdo dos IIN nas sequéncias do
subtipo B e determinar como essa pressdo tem afetado as mutagdes de resisténcia nessa

classe de drogas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SELECAO DE SEQUENCIAS

As sequéncias utilizadas neste estudo foram obtidas do Los Alamos HIV Database

(https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html). Os critérios de

busca foram ajustados para filtrar as sequéncias de interesse da seguinte forma: “Virus: HIV-
17; “Subtype: B” e “Genomic region: p31 (integrase)”. Esses critérios foram combinados com
os critérios geograficos e regionais para recuperar do banco de dados apenas as sequéncias de
interesse de cada pais e regido.

A variavel “Sampling country” correspondente ao pais de acordo com o padréo
internacional “ISO 3166 Coutry names”, foi utilizada para identificar a origem das sequéncias
indexadas BR e US (para Brasil e Estados Unidos, respectivamente) (1SO, 2013; LANL, 2013).
Para recuperar as sequéncias da Unido Europeia (EURO) foi utilizada a variavel “Geographical
Information”, nela foi definido o filtro “Geographic region: Europe” como pardmetro de busca.
Posteriormente, no grupo de sequéncias da Europa, foram excluidas as sequencias dos paises
que ndo faziam parte da Unido Europeia no periodo de interesse, visto que a plataforma néo faz

essa diferenciacéo.

Em seguida, foi feita filtragem de duplicatas de pacientes através de uma funcionalidade
da plataforma do Los Alamos na opg¢ao “One sequence/patient”. No momento do download foi
definido o método de nomeagao das sequéncias através da opgdo “compose a label” que seguiu
0s seguintes parametros: 1) Subtipo; 2) Pais de origem; 3) Ano da amostra; 4) NUmero de acesso
(accession) e 5) Nome da sequéncia. Foi definido conjuntamente o separador de pardmetros de
nomeacao (“.””) e o caractere de dado ndo disponivel (“-”). A sequéncia de referéncia do HIV-
1 subtipo B (HXB2) foi recuperada e nomeada da mesma forma que as anteriores, porém,
acrescida posteriormente do caractere de diferenciacdo “Ref.” para facilitar a sua identificagdo
nos alinhamentos. Apos aplicar todos os critérios de selecdo o Los Alamos retornou total de
3873 sequéncias, sendo 331 do Brasil, 2778 dos Estados Unidos e 764 da Uni&o Europeia.

As sequéncias baixadas foram salvas em arquivos “.fasta” de forma a facilitar as analises
posteriores. Ao analisa-las encontramos que algumas delas ndo possuiam estavam identificadas
com o ano, variavel essencial neste estudo, e utilizando o BioEdit foi feita a exclusdo destas

sequéncias, resultando na exclusao de 1422 sequéncias dos trés arquivos.


https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html
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4.2 ALINHAMENTO E EDICAO

Na etapa de alinhamento, foi inserida uma cépia da sequéncia de referéncia do HIV
“Ref.B.FR.83.K03455.HXB2 LAI IIIB BRU” ¢ o conjunto foi submetido ao MAFFT versao

7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Os parametros de alinhamento foram:

I.  UPPERCASE/lowercase: Amino acid =2 UPPERCASE / Nucleotide = lowercase;
I1.  Direction of nucleotide sequences: Same as input;

1. Output order: Aligned.

Ao concluir o alinhamento, os arquivos foram novamente inspecionados para identificar
as sequéncias geradoras de GAPs, com cddons divergentes e cddons de parada que poderiam
interferir na acuracia das analises gerando vies, eliminando assim mais 1011 sequéncias. Ao
final das etapas preparatorias foram selecionadas para analise 1440 sequéncias, sendo 245 do
Brasil, 749 dos Estados Unidos e 446 de paises da Unido Europeia. Apos o alinhamento inicial
do MAFFT, os arquivos foram inspecionados novamente através do software AliView versao
1.27 (LARSSON, 2014) e realizada mais uma busca por duplicatas, e em seguida, nova

submissdo ao MAFFT, sob os mesmos parametros, para confirmar o alinhamento (Figura 1).

Figura 1 — Fluxo de Selecéo e Edi¢do das Sequéncias do LANL

Virus: HIV-1

Subtipo:B
(I
Regido:IN “Compose a label”

Pais de origem

o Y
o . =
= Ano da amostra 5
‘-‘— == Q Sequéncias C;%s
N
A

Subtipo
-1.422

LANL One Sequence/patient
Num. de acesso

Nome da sequéncia

Parametro: Pais

Filtro

Legenda: IN: Integrase do HIV-1; BR: Brasil; US: Estados Unidos; EURO: Unido Europeia; LANL: Los Alamos
National Laboratory. Créditos: Imagem por Cristyell Aranda (2023).
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Nesta etapa também foi feita a separacdo das sequéncias em pais/regido, sendo Brasil,
Estados Unidos e Unido Europeia, e por periodo Pré e P6s introducdo dos IINs respectivo de
para cada pais/regido. O resultado foram seis (6) arquivos representando as sequéncias pré e
pos 1INs do Brasil (BR-PRE e BR-POS), Estados Unidos (US-PRE e US-POS) e da Unido
Europeia (EURO-PRE e EURO-PQS), respectivamente.

4.3 STANFORD DRUG RESISTANCE DATABASE

Para avaliar o perfil de susceptibilidade aos I1INs as sequéncias foram submetidas ao
HiValg do HIV Drug resistance database (HIVdb) — Stanford University

(https://hivdb.stanford.edu/hivalg/by-sequences/) a fim de identificar a presenca de mutacoes

de resisténcia e computar os escores de susceptibilidade, empregando a lista padronizada de
“Surveillance Drug Resistance Mutations” (SDRM) estabelecida pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) (BENNETT et al., 2008). O sistema de HIValg utilizado calcula os scores de
susceptibilidade baseados em trés algoritmos combinados, o HIVdb 9.0 mantido pela “Stanford
University” dos Estados Unidos, o ANRS 30 (ARNS, 2020) da “Agence National de
Recherches sur le Sida” da Franga e o Rega 10.0 do “Rega Institute for Medical Research” da
Bélgica (VERCAUTEREN et al., 2013).

O sistema classifica as mutacGes de resisténcia em quatro (4) tipos diferentes: primérias
(ou Major), acessérias polimérficas (ou Minor-polymorphic), acessorias ndo-polimorficas (ou
Non-polymorphic) e mutacdes raras (Rare) (STANFORD UNIVERSITY, 2016) (Tabela 1), e
calcula scores para os quatro (4) 1INs (BIC, DTG, EVG e RAL) aprovados para uso nos Estados
Unidos e Unido Europeia, classificando a sequéncia com base no seu perfil de susceptibilidade

em:

I.  Susceptivel (Susceptible), com scores entre 0 e 9 pontos;
Il.  Potencial baixo (Potential-low), com scores entre 10 e 14;
I1l.  Baixo (Low), com scores entre 15 e 29;
IV. Intermediario (Intermediate), com scores entre 30 e 59;

V. Alta (High) com scores acima de 60 pontos.


https://hivdb.stanford.edu/hivalg/by-sequences/
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44 VIRAL EPIDEMIOLOGY SIGNATURE PATTERN ANALYSIS — VESPA

Em seguida, avaliamos as divergéncias entre os padrdes de assinaturas de aminoacidos
nos conjuntos de sequéncias através do Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis —

VESPA  (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/\VVESPA/vespa.html) para avaliar a

ocorréncia de polimorfismos nas regides NTD, CCD e CTD, além dos sitio de ligacdo com o
cofator celular LEDGF/p7. A sequéncia Ref.B.FR.83.K03455.HXB2_LAI_I1IB_BRU foi
definida como sequéncia de fundo (background), enquanto que cada um dos conjuntos PRE e
POS foram submetidos como query, separadamente, para analise. Determinamos que a resposta
do VESPA seria baseada nas cadeias de aminoécidos codificantes das sequéncias, facilitando a

comparacao entre os diferentes conjuntos.
45 SINGLE-LIKELIHOOD ANCESTOR COUNTING — SLAC

A pressdo seletiva foi estimada utilizado o DataMonkey (WEAVER et al., 2018) com o
algoritmo Single-Likelihood Ancestor Counting — SLAC (KOSAKOVSKY POND; FROST,
2005) o qual utiliza aproximacdes por maxima verossimilhanca (Maximum Likelihood — ML)
e métodos de inferéncia por contagem para calcular as taxas de muta¢es nao-sinénimas (dN)
e sinbnimas (dS) em cada um dos sitios do conjunto de sequéncias analisados e a probabilidade
(P Z—IZ > 1] > 0,05) do seguimento estar sob pressdo seletiva.

Figura 2 — Fluxo de Alinhamento e Experimentos Realizados

S I
-1.01 BR-POS
US-PRE
Q\j b ERard  Scquéncias de referdncia 1.440 % —E — mm
Sequéncias US-POS
‘v‘ S0

g EURD-PRE
Ay, —EEURO—PDS:I

Legenda: MAFFT: Multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences; Sequéncias do Brasil
(BR-PRE: 1990-2008; BR-POS: 2009-2019), Estados Unidos (US-PRE: 1978-2005; US-POS: 2006-2019) e
Unido Europeia (EURO-PRE: 1986-2007; EURO-POS: 2008-2019); HIValg: Sistema de identificacdo de
mutacBes de resisténcia; VESPA: Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis; SLAC: Single Likelihood
Ancestor Counting. Créditos: Imagem por Cristyell Aranda (2023).

-



https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/VESPA/vespa.html
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5 RESULTADOS

5.1 OHIV-1B E SUSCEPTIVEL AOS INSTI

Dentre as 1440 sequéncias analisadas apenas 1375 (95,5%) apresentaram perfil
“Susceptivel” para todos os quatro (4) INSTIs avaliados pelo HIValg. Apenas 65 (4,5%) das
sequéncias apresentaram variacdo de susceptibilidade entre os perfis “Potencial-Baixo”,
“Baixo”, “Intermediario” e “Alto”. Dentre as sequéncias com mutacfes de resisténcia
identificadas pelo HIValg 12 (4,9%) eram provenientes do Brasil, 29 (3,9%) dos Estados
Unidos e 24 (5,4%) da Unido Europeia. A quantidade de sequéncias com mutacOes de
resisténcia aumentou em todos os locais avaliados se compararmos 0s recortes PRE e POS,
tanto no Brasil (de 4 para 8), quanto nos Estados Unidos (de 6 para 24) e Unido Europeia (de 5
para 19). Identificamos que nas sequéncias coletadas anteriormente a introducdo dos IIN na
Unido Europeia ja haviam sequéncias que abrigavam mutacdes de resisténcia de nivel
“Intermedidrio” para EVG e RAL.

No grupo BR-PRE, foram encontradas 4 (4,35%) sequéncias com mutacOes de
resisténcia pelo HIValg, todas com grau de susceptibilidade “Potencial-Baixo” para EVG e
RAL e “Susceptivel” para BIC e DTG. Das quatro sequéncias, nenhuma muta¢do primaria foi
identificada, duas delas compartilhavam a mutacdo E157Q, e as outras duas compartilhavam a
mutacdo T97A, ambas mutacdes acessorias polimorficas. Essas mesmas duas mutacdes
estavam presentes em seis das oito sequéncias do grupo BR-POS, trés que continham E157Q e
duas com T97A todas com grau “Potencial-Baixo” de resisténcia para EVG e RAL, enquanto
que uma outra sequéncia (que apresentou ambas as mutagdes) tinha nivel “Baixo”. Nas outras
duas sequéncias do grupo foram detectadas apenas mutacfes primarias, a sequéncia
B.BR.2014.MK757410.VC06_INT59.V9 carregando a mutacdo N155H com nivel de
resisténcia “Alto” tanto para EVG e RAL, e “Potencial-Baixo” para BIC e DTG, e a
B.BR.2011.JQ797733.BR10SP296 carregando trés mutacdes primarias, sendo elas E138K,
G140C e Q148R, com nivel “Alto” de resisténcia a todos os IIN avaliados.

No grupo de sequéncias US-PRE foram encontradas seis sequéncias com mutagdes de
resisténcia, em quatro delas a muta¢do E157Q, uma com a G163R, ambas acessorias e de grau
“Baixo” para EVG e RAL. Uma tnica sequéncia desse grupo apresentou a mutagdo primaria
E138K, com perfil de susceptibilidade “Baixo” para EVG ¢ RAL, e “Potencial-Baixo” para

BIC e DTG. No grupo US-POS, foram detectadas 23 sequéncias com mutacdes de resisténcia
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pelo HIValg, dez com a E157Q, duas com a T97A, todas com perfil de susceptibilidade
“Susceptivel” para BIC/DTG e “Potencial-baixo” para EVG/RAL; e duas com ambas mutagdes
acessorias, modificando o perfil de resisténcia para “Baixo” para EVG/RAL. Dentre as outras
nove sequéncias, duas continham a mutacdo S232N duas com a G163R e G163K, todas com
perfil “Susceptivel” para BIC/DTG e para EVG/RAL “Potencial-baixo” e “Baixo” para as
alteracdes nas posicdes 232 e 163 respectivamente. As seis sequéncias restantes, abrigavam
mutacdes primarias, duas delas com o conjunto de mutacbes G140S e Q148H e perfil de
resisténcia “Alto” para EVG/RAL e “Intermediario” para BIC/DTG, outras duas continham a
N155H, sendo uma delas em conjunto com a T97A, acessdria, ambas com niveis de resisténcia
“Alto” e “Potencial-baixo” para EVG/RAL e BIC/DTG, respectivamente. A sequéncia restante
apresentou a mutacgdo primaria Y143C e duas acessorias, T97A e S230R, gerando um perfil de
susceptibilidade “Baixo” para BIC, “Intermedidrio” para DTG/EVG e “Alto” para RAL.

O grupo EURO-PRE foram encontradas 5 sequéncias com mutagdes de resisténcia,
sendo trés delas com a alteracdo E157Q e niveis “Susceptivel” para BIC/DTG e “Potencial-
baixo” para EVG/RAL, uma com a G163R com niveis “Susceptivel” para BIC/DTG e “Baixo”
para EVG/RAL, ambas acessérias. Apenas uma sequéncia apresentou um conjunto de duas
mutagdes primarias, E92D e N155S, com niveis “Susceptivel” para BIC/DTG e “Intermediario”
para EVG/RAL. No grupo EURO-POS, foram identificadas 19 sequéncias com mutacoes,
dentre elas, 14 apenas com mutagdes acessorias, sete com E157Q, quatro com T97A e trés com
S232N, todas com niveis “Susceptivel” para BIC/DTG e “Potencial-baixo” para EVG/RAL. As
demais sequéncias apresentaram mutacdes primarias, uma com N155H e niveis “Potencial-
baixo” (BIC/DTG) e “Alto” (EVG/RAL); uma com R263K sendo “Intermediario”
(BIC/DTG/EVG) e “Alto” (RAL), uma com a combinacdo G140A e QI48R com perfis
“Intermediario” (BIC/DTG) e “Alto” (EVG/RAL), e duas com Y143R, sendo uma delas em
combinagdo com G163R com niveis “Baixo” (BIC/DTG), “Intermediario” (EVG) e “Alto”
(RAL); e a outra sequéncia sem mutagdes adicionais e niveis ‘“Potencial-baixo” (BIC/DTG)
“Baixo” (EVG) e “Alto” (RAL)
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Tabela 1 — Sequencias do Brasil com mutagdes primarias e acessorias e seus respectivos perfis de susceptibilidade aos INSTI

Sequéncias Mutagdes Uso de 1IN Nivel de Resisténcia
Primérias Acessorias BIC DTG EVG RAL
B.BR.2002.DQ358809.02BR011 E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.BR.2003.EF637054.BREPM1027 T97A NAIVE S S P-B  P-B
PRE B.BR.2006.JN692479.06BR1115 T97A NAIVE S S P-B P-B
B.BR.2008.GQ864181.E1032 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.BR.2010.KJ849786.10BR_MGO007 TI97A, E157Q NAIVE S S B B
B.BR.2010.KT427702.10BR_PE083 E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.BR.2010.KT427742.10BR_PE014 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.BR.2010.KT427829.10BR_SP004 T97A NAIVE S S P-B P-B
POS B.BR.2010.KT427854.10BR_PE111 1 E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.BR.2011.JQ797733.BR10SP296 E138K, G140C, Q148R USED A A A A
B.BR.2014.MK757410.VC06 _INT59.V9 N155H NAIVE P-B P-B A A
B.BR.2016.MKO041551.2HU-UFRJ-2016 E157Q NAIVE S S P-B P-B

Legenda: Inibidores de Integrase (I1IN): BIC — bictegravir; DTG — dolutegravir; EVG — elvitegravir; RAL — raltegravir. Niveis de resisténcia: S — Sensivel; P-B — Potencial
baixo; B — Baixo; | — Intermediario; A — Alto. NAIVE — Sem exposi¢do aos IIN; USED — Expostos aos 1IN. Fonte: O autor (2022).
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Tabela 2 — Sequencias dos Estados Unidos com mutacgdes primarias e acessorias e seus respectivos perfis de susceptibilidade aos INSTI

Sequéncias Mutacoes U?TNde Nivel de Resisténcia
Primarias Acessorias BIC DTG EVG RAL
B.US.1983.M17451.RF_HAT3 E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.US.1997.KT124744.1051 11 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.US.2002.FJ469748.L.861P E138K NAIVE P-B P-B B B
PRE B.US.2002.FJ469757.PRLS08 E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.US.2004.EU547186.SAMI_WGA1 E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.US.2005.FJ469747.L.827 G163R NAIVE S S B B
B.US.2007.GU076509.CA138765 G140S, Q148H USED I I A A
B.US.2007.GU076512.CA138768_4378 E157Q USED S S P-B  P-B
B.US.2007.JF689886.07US_SAJ_C166_MS E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.US.2008.GU076500.CA138761 T97A USED S S P-B  P-B
B.US.2008.GU076504.CA138763 4736 2 N155H T97A USED P-B P-B A A
POS B.US.2008.GU076508.CA138764 1556 Y143C T97A,S230R USED B I I A
B.US.2008.JQ403069.HIV_US_BID-V3048_2008 E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.US.2010.KC473828.DEMB10US007 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.US.2010.KC473829.DEMB10US009 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.US.2011.KF384807.CP9-1? E157Q NAIVE S S P-B  P-B
B.US.2012.KT124785.608647 T97A, E157Q NAIVE S S B B
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B.US.2012.MG196642.505_0012a.WG03 G163K NAIVE S S B B
B.US.2012.MG196816.505_0772a.WG3 TI7A NAIVE S S P-B P-B
B.US.2013.MG196963.505_1270a.WG14 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.US.2014.KU678049.Pt3_DNA_1 G140S, Q148H ND I I A A
B.US.2015.KX505552.3693 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.US.2016.KY747405.casel.IN-2 T97A,E157Q ND S S B B
B.US.2016.MK115138.9244_WO0_10B13_S69 E157Q ND S S P-B P-B
B.US.2016.MN467383.3632_TN_8 N155H ND P-B  P-B A A
B.US.2017.MK148086.2669.PBMC.CAD.06092017.INT-

Seq6s G163R USED S S B B
B.US.2018.MK169489.101-PB-12G22 D232N ND S S P-B P-B
B.US.2018.MK169892.LFSA-PB-8K22 D232N ND S S P-B P-B

B.US.2018.MN090368.9244_W12_10G7 E157Q ND S S P-B  P-B

Legenda: Inibidores de Integrase (IIN): BIC — bictegravir; DTG — dolutegravir; EVG — elvitegravir; RAL — raltegravir. Niveis de resisténcia: S — Sensivel; P-B — Potencial
baixo; B — Baixo; | — Intermediario; A — Alto. NAIVE — Sem exposi¢do aos IIN; USED — Expostos aos 1IN; ND — Sem dados sobre exposicdo. Fonte: O autor (2022).



37

Tabela 3 — Sequencias da Unido Europeia com mutagdes primarias e acessorias e seus respectivos perfis de susceptibilidade aos INSTI

Sequéncias Mutacdes USO DE IIN Nivel de Resisténcia
Primérias Acessorias BIC DTG EVG RAL
B.ES.2006.KT200350.R14 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.BE.2007.EU882744.AR07_2127 E157Q NAIVE S S P-B P-B
PRE B.CY.2007.JF683756.CY204 E92D, N155S NAIVE S S | |
B.EE.2007.GQ926741.R4 G163R NAIVE S S B B
B.ES.2007.KC238654.130 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.FR.2008.JX425611.143 B 1 BICHQT T97A NAIVE S S P-B P-B
B.CY.2009.JF683807.CY266 E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.ES.2009.JQ716865.BAA295956 Y143R USED P-B P-B B A
B.ES.2009.JQ716866.BAA295958 G140A, Q148R USED I I A A
B.ES.2009.JQ716896.BAA295902 N155H USED P-B  P-B A A
B.ES.2009.JQ716899.BAA295908 R263K USED | I I B
POS B.PL.2010.KC409213.916 1 E157Q USED S S P-B P-B
B.SE.2010.MF373151.040CA E157Q NAIVE S S P-B P-B
B.SE.2011.MF373161.058SE T97A NAIVE S S P-B P-B
B.SE.2012.KP411828.SE600057 E157Q USED S S P-B P-B
B.SE.2013.MF373191.089SE Y143R G163R NAIVE B B | A
B.GB.2014.MF109524.14535 1 27.3 T97A ND S S P-B P-B
B.GB.2014.MF109566.14592 1 72.3 D232N ND S S P-B P-B
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B.S1.2015.MN736706.Sample56_S1457
B.ES.2015.KY989954.100598
B.BE.2016.MN486010.BN
B.BE.2016.MN486013.BQ
B.BE.2016.MN486038.CP
B.BE.2017.MN486024.CB

T97A
D232N
D232N
E157Q
E157Q
E157Q

NAIVE
NAIVE
ND
ND
ND
ND

S
S
S
S
S

S

w 0 nu unu om

S

P-B
P-B
P-B
P-B
P-B
P-B

P-B
P-B
P-B
P-B
P-B
P-B

Legenda: Inibidores de Integrase (I1IN): BIC — bictegravir; DTG — dolutegravir; EVG — elvitegravir; RAL — raltegravir. Niveis de resisténcia: S — Sensivel; P-B — Potencial

baixo; B — Baixo; | — Intermediario; A — Alto. NAIVE — Sem exposi¢do aos IIN; USED — Expostos aos 1IN; ND — Sem dados sobre exposi¢do. Fonte: O autor (2022).
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5.2 A IN MANTEM UMA PROPORCAOQ DE SiTIOS CONSERVADOS

Ao analisarmos os padrfes de assinaturas de aminoacidos na IN identificamos que 40
(13,8%) dos 288 sitios estavam conservados em todas as sequéncias, sendo cinco (10,2%) na
porcdo N-terminal, 25 (15,3%) no Sitio catalitico, e 10 (13,3%) na porcdo C-terminal da
proteina. No sentido inverso, outras 90 (31,2%) posi¢Oes abrigavam pelo menos uma alteracéo
de aminoacido em todos os grupos, 24 (48,9%) da porcdo N-terminal, 43 (26,3%) do Sitio
Catalitico e 23 (30,6%) da posicdo C-terminal (Apéndice ). Investigando separadamente cada
um dos recortes encontramos que a quantidade de sitios conservados foi ainda maior, sendo a
porcdo N-Terminal a que apresentou maior percentual de sitios conservados em todos 0s
recortes (51,9%), seguido pela C-Terminal (44,5%) e por fim, o Sitio Catalitico (37,4%). Entre
0s recortes de cada regido as propor¢des se mantiveram semelhantes entre os grupos PRE e
POS (Tabela 4).

Tabela 4 — Sitios conservados da IN em relacdo a sequencia HXB2 de referéncia

Grupo N-Terminal Sitio Catalitico C-Terminal Total

N (%) N (%) N (%) N (%)
BR-PRE 21 (42,9%) 86 (52,8%) 46 (61,3%) 153 (53,1%)
BR-POS 20 (40,8%) 81 (49,7%) 45 (60,0%) 146 (50,7%)
US-PRE 15 (30,6%) 64 (39,3%) 28 (37,3%) 107 (37,2%)
US-POS 15 (30,6%) 65 (39,9%) 28 (37,3%) 108 (37,5%)
EURO-PRE 17 (34,7%) 75 (46,0%) 39 (52,0%) 131 (45,5%)
EURO-POS 18 (36,7%) 72 (44,2%) 35 (46,7%) 125 (43,4%)

Legenda: N: nimero de sitios conservados; %: percentual em relagcdo ao total de sitios do dominio N-Terminal
(49), Sitio Catalitico (163), C-Terminal (76) e Toda a cadeia (Total: 288) da Integrase. Fonte: O autor (2022).

Ao analisarmos os sitios de mutac6es primérias (T66, E92, G118, E138, G140, Y143,
S147, Q148, N155 e R263) verificamos algumas diferencas nos padrdes de assinaturas entre 0s
grupos PRE e POS. O grupo BR-PRE apresentou dois sitios com as muta¢Ges T66V e E138D,
com uma ocorréncia cada. No grupo BR-POS as alteracfes atingiram as posi¢des E138D com
quatro (4) ocorréncias, E138K, N155H, G140C e Q148R com uma ocorréncia cada. No grupo
US-PRE encontramos as alteracfes T66P, E138K e Q148P, com uma ocorréncia cada, e no
grupo US-POS identificamos cinco alteracdes, sendo uma E138D e uma Y143C; duas de
G140S, Q148H e N155H. Ademais, a alteracdo E138K no grupo US-PRE e Y143C, G140S,
Q148H e N155H no grupo US-POS. No grupo EURO-PRE identificamos uma ocorréncia cada
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das mutagbes E92D, G118S e N155H. No grupo EURO-POS verificamos sete posicoes
distribuidas em uma ocorréncia cada para E92D, G140A, Q148R, N155H e R263K; duas para
a mutacao Y143R e cinco para E138D; onde apenas E92D e E138D nédo eram primarias (Tabela
5).

Tabela 5 — Sitios com mutaces de resisténcia com altera¢des de Aminoacidos em
relacdo a sequéncia HXB2 de referéncia

AA EURO- EURO-
HXB2 BR-PRE BR-POS US-PRE US-POS PRE POS
T66 1V - 1P - - -
E92 - - - - 1D 1D
G118 - - - - 1S -
E138 1D 4D,1K 1K 1D - 5D
G140 - 1C - 23S - 1A
Y143 - - - 1C - 2R
S147 - - - - - -
Q148 - 1R 1P 2H - 1R
N155 - 1H - 2H 1S 1H
R263 - - - - - 1K

Legenda: Alteragdes de aminoacidos nos sitios de mutagdes nas sequéncias do Brasil (BR-PRE: 1990-2008; BR-
POS: 2009-2019), Estados Unidos (US-PRE: 1978-2005; US-POS: 2006-2019) e Unido Europeia (EURO-PRE:
1986-2007; EURO-POS: 2008-2019). Fonte: O autor (2022).

Foram identificadas alteragdes em alguns pontos incomuns da IN do HIV, tais como os
cdédons nas posi¢des DDE do Sitio Ativo, que foram encontradas alteracdes nas trés posicdes,
em destaque para a mutacdo E152K que estava presente em 4 das sequéncias analisadas, além
das mutacdes D64N em duas sequéncias, D64H e D116G uma cada. Foi também identificada
uma (1) substituicdo completa de aminoacidos (swift) em relacdo a sequéncia de referéncia em
todas as sequéncias analisadas com a mutacdo G123CS, onde a variante G123S se fixou como

a mais prevalente.

5.3 0OS SITIOS DE MUTACOES PRIMARIAS DA IN NAO ESTAO SOB PRESSAO
SELETIVA POSITIVA

Ao testar a evidéncia de pressdo seletiva positiva utilizando o DataMonkey pelo
algoritmo do SLAC, definida por P[dN/dS > 1] > 0,05, as sequéncias apresentaram ao todo
24 sitios com evidéncia de pressdo positiva, distribuidos pelos seis grupos analisados.
Observamos que trés codons, V72, V201 e T206, apareceram todos 0s grupos, engquanto que

outros codons foram caracteristicos de alguns grupos. Apenas quatro das 24 posi¢des sob
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pressdo positiva ndo estavam presentes entre as mais polimdrficas (91, 188, 195 e 284),
enquanto que apenas duas (151 e 230) eram sitios de mutacGes de resisténcias acessorias.

Nenhum sitio de mutacao primaria foi identificado com pressdo seletiva positiva (Apéndice ).

No tocante as sequéncias BR-PRE, além dos trés codons V72, V201 e T206, elas
continham evidéncia de pressdo positiva nos sitios V151, sitios de mutagdo acessoria, e T218.
Todos eles sitios mostraram evidéncia de pressdo positiva também no grupo BR-POS
juntamente com mais seis sitios, T122, A124, 1220, S230, A265 e S283; podemos destacar aqui
0 cédon 230 por ser sitio de mutagdes acessorias ndo-polimdrficas e o codon 122 caracteristico
desse grupo. Foram encontrados 11 codons com evidéncia de pressao seletiva positiva no grupo
US-PRE, e 14 no grupo US-POS, ambos compartilharam os codons V72, T112, V201, T206,
K211, T218 e S230, enquanto que os codons S119, Al24, A265 e R284 estavam presentes
apenas no grupo PRE; e os codons S24, K188, S195, Y227, L234, D279 e S283 apenas no
grupo POS, em destaque as posi¢des 188 e 195, caracteristicas do grupo. Enquanto isso, 0 grupo
EURO-PRE apresentou 10 codons sob pressao positiva, e o grupo EURO-PQOS 15 codons. Os
codons V72, T112, V201, T206, S230, A265 e S283 apareceram em ambos, 0s codons V32,
Al124 e L234 apenas no grupo PRE; e os cddons S24, A91, A119, T218, 1220, D279, R284 e
D286, apenas no POS. Destacamos as posi¢des caracteristicas 32 para EURO-PRE e 91, 286
para EURO-PQOS (Tabela 6).

Quando analisada a pressdo seletiva negativa foram encontrados 107 (37,2%) codons
no grupo BR-PRE e 153 (53,1%) no grupo BR-POS. Notou-se que a maior parte dos codons no
grupo BR-PRE (176 - 61,1%) néo exibiu evidéncia de pressado seletiva positiva ou negativa, o
inverso do que ocorreu no grupo BR-POS (124 — 43,1%). Entre as sequéncias dos Estados
Unidos sob presséo seletiva negativa foram encontrados 164 (56,9%) no grupo US-PRE e 189
(65,6%) no US-POS e mais 113 (39,2%) e 85 (29,5%), respectivamente, que demostraram
seguir o modelo de evolucdo neutra. Nas sequéncias da Unido Europeia, a quantidade de codons
sob pressdo negativa sem e indicativo de presséo seletiva, respectivas aos dois grupos, foram
147 (51%) e 131 (45,5%) no grupo EURO-PRE e 185 (64,2%) e 88 (30,6%) no grupo EURO-
POS.
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Tabela 6 — Codons sob pressao seletiva positiva identificados pelo SLAC nas sequéncias do Brasil, Estados Unidos e Unido Europeia

Cdédon BR-PRE p-valor BR-POS p-valor US-PRE p-valor US-POS p-valor EURO-PRE p-valor EURO-POS p-valor

S24 1,359
V32 0,450
V72 5,098
A91  -0,867
T112 0,802
S119 3,179
T122 0,191
Al24 0,592
V151 2,213
K188 0,400
$195 0,000
V201 4,004
T206  2.866
K211 1,237
T218 2,577
1220 0,572
Y227 0,646
S230 1,118
L234 1,307
A265 1,084
D279 0,388
S283 0,979
R284 0,651
D286 0,582

0,127
0,477
1,000
0,348
0,098
0,556
0,456

0,557
1,000

0,225

0,405
0,421
0,218
0,179
0,132
0,554
0,219
0,325
0,413

-0,415
-0,913
3,944
0,000
0,429
2,337
1,771
3,838
1,586
0,879
0,318
4,432
2,102
1,109
2,240
1,572
0,950
1,434
-0,564
1,312
0,318
1,818
0,597
0,530

0,786
0,937

0,650
0,394
0,070

0,100
0,422

0,132

0,100

0,844

0,422

0,157
0,238

0,957
-0,471
3,109
-0,373
2,099
2,336
-0,974
4,039
-1,237
0,520
0,006
3,957
2,266
2,004
1,763
0,283
0,836
1,298
0,744
1,865
0,334
0,764
0,933
0,667

0,139
0,925

0,878

0,897

0,996
0,167
0,730

0,412
0,068

0,170

0,308
0,115

0,095

1,311
0,171
1,769
-0,254
2,027
-0,293
0,536
0,289
-0,390
0,643
0,571
2,880
2,273
1,716
2,196
0,156
0,757
1,544
0,952
0,886
0,856
0,913
0,429
0,455

0,434

0,851

0,680
0,267
0,429
0,916

0,460

0,072

0,134
0,092

1,654
1,370
3,581
0,280
2,264
0,303
0,674
3,438
-1,716
0,000
0,012
4171
2,852
-0,215
1,096
0,175
1,244
1,811
1,948
1,396
0,125
2,266
0,000
0,125

0,066

0,460

0,495
0,330

0,992
1,000
0,728

0,725
0,083
0,542
0,072

0,744

1,000
0,744

1,665
0,572
2,210
0,637
2,112
2,281
-0,251
1,049
-1,096
0,118
0,285
3,053
2,343
0,663
1,761
0,874
0,572
1,767
0,841
0,956
0,627
1,202
0,638
0,910

0,176

0,682
0,169
0,998
0,564

Legenda: Diferenca entre muta¢fes ndo-sindnimas (dN) e sindnimas (dS) nos cédons da integrase do HIV-1 das sequéncias do Brasil (BR-PRE: 1990-2008; BR-POS: 2009-
2019), Estados Unidos (US-PRE: 1978-2005; US-POS: 2006-2019) e Unido Europeia (EURO-PRE: 1986-2007; EURO-POS: 2008-2019), com p < 0,05. Fonte: O autor
(2022).
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6 DISCUSSAO

Os inibidores de integrase tem se tornado uma estratégia de primeira linha para
tratamento das PVHIV ao redor do mundo, assim torna-se fundamental monitorar a ocorréncia
de mutagdes de resisténcia como nessa classe de drogas (FOURATI et al., 2015). Neste trabalho
identificamos a presenca de mutacdes de resisténcia primarias aos IINs presentes no subtipo B
do HIV-1 em diferentes locais do globo (Brasil, Estados Unidos e Unido Europeia), mesmo
antes da introducédo desses inibidores nos Estados Unidos (1/268 — 0,3%) e na Unido Europeia
(1/162 — 0,6%). Nas sequéncias coletadas apds a introdugdo dos IIN, identificamos 12
sequéncias com mutacgdes primarias, sendo duas do Brasil (2/153 — 1,3%), cinco dos Estados
Unidos (5/481 — 1,0%) e outras cinco da Unido Europeia (5/284 — 1,7%).

Os perfis de resisténcia aos 1INs de primeira geracdo RAL e EVG estavam presentes em
maior nimero do gue aos de segunda geracdo DTG e BIC em todos os paises/regides avaliadas,
inclusive no Brasil. Considerando os perfis de resisténcia “Baixo”, “Intermediario” ¢ “Alto”,
podemos verificar que os INSTIs de primeira geragdo (RAL e EVG) apresentaram 50% (21/14)
mais sequéncias dentro desses perfis em relacdo aos de segunda geracdo (BIC e DTG) e que
todas as sequéncias deste segundo grupo apresentaram resisténcia cruzada a RAL e EVG,
confirmando outros achados similares (DE SOUZA CAVALCANTI et al., 2015; FOURATI et
al., 2015; MACHADO; GOMES; GUIMARAES, 2019; PASSAES et al., 2012; UNGER et al.,
2016).

A menor barreira genética e interaces medicamentosas mais comuns dessa primeira
geracdo de IIN devem ser outras possiveis razdes para tais achados (revisado por RHEE et al.,
2019). Por outro lado, é evidente a baixa frequéncia de mutagdes de resisténcia ao DTG em
comparacdo as outras regifes estudadas, considerando que o medicamento tem sido
disponibilizado no Brasil desde 2009 e que comp@e desde 2017 o esquema preferencial de
tratamento de primeira linha no pais, mesmas diretrizes aplicadas nos Estados Unidos e Uniéo
Europeia (BALLANTYNE; PERRY, 2013; BRASIL et al., 2018; KATLAMA; MURPHY,
2012). Considerando a populagéo sob tratamento com INSTIs surpreende os valores de mais de
98% de sequéncias com perfil “Suscptivel” nos paises aqui estudados, mesmo considerando o
periodo apos a introducédo dessa classe de medicamentos, fazendo um contra ponto com outros
estudos (BRADLEY-STEWART et al., 2017; SCUTARI et al., 2020). Tais diferengas podem

ser explicadas pela inclusdo de sequéncias muito mais diversas neste estudo e pela analise ter
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se restringido as sequéncias do subtipo B, ndo considerando os demais subtipos e formas

recombinantes.

Dentre as mutacGes de resisténcia presentes a N155H (4/1440 — 0,2%) foi a mais
prevalente, aparecendo em quatro sequéncias, uma do Brasil (0,4%), uma da Unido Europeia
(0,2%), e duas dos Estados Unidos (0,5%). Em seguida estavam as mutagdes E138K, G140S,
Q148H, Q148R (2/1440 - 0,1% cada), E92D, G140A, G140C e N155S (1/1440 — 0,06% cada),
demonstrando a baixa frequéncia de mutacdes primarias, semelhantes as reportadas por
Bradley-Stewart et al. (2017). Ao verificar as mutagBGes acessorias, a mais prevalente foi a
E157Q, presente em 30 das sequéncias analisadas (2%), seguida da T97A, em 10 sequéncias
(0,6%), ambas acessorias polimorficas, essas mesmas mutacdes ja haviam sido reportadas em
outros trabalhos como frequentes em pacientes em falha terapéutica e em outros subtipos (EL
BOUZIDI et al., 2020; NGUYEN et al., 2018).

Apesar da baixa quantidade de sequéncias que apresentaram mutacdes de resisténcia
primarias, encontramos uma alta variabilidade nos padrdes de aminoacidos, tanto no Brasil
(49,1%), quanto nos Estados Unidos (62,7%) e Unido Europeia (55,6%) entre os sitios
pesquisados. Sitios importantes para a proteina, como as posi¢des DDE do sitio ativo foram
conservadas em quase todas as sequéncias, porém encontramos trés com alteracGes na posicédo
D64, uma em cada um dos grupos BR-POS, EURO-PRE e EURO-POS; e seis na posi¢ao E152,
duas nos grupo BR-POS (2/153 — 1,3%) e US-POS (2/481 — 0,4%) e uma nos grupos US-PRE
(1/268 — 0,3%) e EURO-POS (1/284 — 0,3%), resultados relevante, considerando que outros
estudos ndo haviam identificado alteracdes nessas posicdes (MANTOVANI et al., 2012;
NGUYEN et al., 2018).

Ao mesmo tempo, quando investigamos a pressdo seletiva, apenas 24 (8,3%) sitios
estavam sob pressdo seletiva positiva, resultados que se assemelha com outros ja reportados
(MEIXENBERGER et al., 2017). Em nossas analises, ndo identificamos nenhum dos sitios de
mutacdes primarias sob pressdo seletiva positiva, porém, identificamos dois sitios de mutagdes
acessorias (V151 e S230). Ao analisarmos os padrdes de aminoacidos verificamos que em todos
os recortes foram encontradas sequéncias com a alteracdo V1511, uma mutacdo acessoria ligada
a efeitos defectivos quando associada a outra mutacdo (M501) (YANG et al., 2021). Ainda

encontramos alteracbes no codon S230 com varias alteracGes diferentes nos padres de
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aminoacidos, incluindo uma mutacéao acesséria e S230R que confere um grau de resisténcia aos
INSTIs e h& evidéncias de que poderia levar a VF (PHAM et al., 2018).

Algumas limitacbes do estudo devem ser destacadas, tais como, a quantidade de
individuos foi muito diferentes entre os locais (Brasil, Estados Unidos e Unido Europeia) e entre
0s grupos de cada local (PRE e POS), o que prejudicou a comparagdo estatistica entre eles; a
falta de informacdes no banco de dados de muitas sequéncia sobre quais ARVs eles ja tinham
sido expostos, e em alguns casos se eram ou ndo naives; a falta de informacdes basicas, como
ano de coleta, local de origem e subtipo do HIV que descartou muitas sequéncias na anélise
prévia. Entretanto, nds conseguimos reunis informacdes sobre a variabilidade das sequéncias
do subtipo B do HIV-1 de diferentes locais do globo que estdo na vanguarda das pesquisas
sobre resisténcia e na implementacdo de estratégias terapéuticas, sendo 0s primeiros a aprovar

0 uso de novas tecnologias e implementar estratégias de combate a disseminacéo do HIV.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho identificamos 12 sequéncias com mutagdes primarias antes e ap6s a
introdugdo dos inibidores de integrase distribuidas nos trés locais pesquisados. Além disso,
identificamos a mutacdo E157Q como a mais prevalente em nossas sequéncias em todos 0s
grupos, BR-PRE/POS, US-PRE/POS e EURO-PRE/POS; ainda mais, reportamos 3 sequéncias
com mutacGes na posicdo D64 e 6 com mutacBes na posicdo E152 do sitio ativo da integrase,
algo incomum na literatura até entdo. Avaliamos a presséo seletiva nos sitios da integrase onde
encontramos que mais de 54,6% dos sitios estavam sob pressdo seletiva negativa, enquanto que
apenas 8,3% sob pressao seletiva positiva, em destaque para os sitios V72, V201 e T206 que
estavam presentes em todos os locais avaliados em ambos os recortes PRE e POS, porém, nao
conseguimos determinar quais os fatores que poderiam estar envolvidos nesse fenbmeno e
outros trabalhos s@o necessarios para investigar os aspectos que podem levar ao aparecimento
de mutac@es de resisténcia, a variabilidade genética e a pressao seletiva na integrase do HIV-1
nos subtipos B e para tracar estratégias terapéuticas que auxiliem na préatica clinica e na
qualidade de vida das PVHIV.
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APENDICE A - ALTERACOES NOS PADROES DE ASSINATURAS DE AMINOéCIDOS DOS CODONS DA INTEGRASE DO
HIV-1 DO BRASIL, ESTADOS UNIDOS E UNIAO EUROPEIA

Codon

ok BR-PRE BR-POS EURO-PRE EURO-POS US-PRE US-POS
1F i i i i i i

2L . . 1F . . .

3D 1E 2N 2E . 2E 2E 1N .

4G 1K, 1R . . 1R 1E 1R 1E 1K

51 i . . 1K 1M 1N

60 TAIEENS e SN 5S 12T SELIHINIS  19E1H3T 16E,1K 2N 19E 5N, 1R, 1V
7k HEINSO 1 A17E2Q04R  1E1QIR 3E 5Q 14R 11,1Q 16R 4Q,11R

8 A . . . . . 1T

9Q . . 1P . . i

10 D 75E 1A, 128E PALBELGL A 251 16,1H 3A, 244 E 1A, 458 E
11E 29D 42D 55D’18’1H’3 116D, 2 Q 82D 255D, 1K,1Q
12 H . . 1P . 1R .

13E 6D 2D, 1K 3D,1G,1K 11D,17 1D,1T 4D,1G

14 K 5R 1T 16 R 14 R 31R 1N, 13R 13R

15 Y i 1F 1F i 1N i

16 H . . 1P 1L . .

17s  1¢,22N,3T  2¢.39N, 207 TOBPNIRGge e 3T 3C,54N,10T 5C,88N,23T
18 N . . 25 . . 1T

19 W . . . . . .

20R 5K 1G,11K 10 K 1E, 24K 18K, 1T 69 K

21 A 1S,4T 55,2T 5T 15,107 14T 1M, 2S,17T,1V
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22M
23 A

24 S

25D
26 F
27N
28 L
29P
30P
31V
32V
33A
34 K
35E
36 |
37V
38 A

39S

40C
41D
42 K
43C
44 Q

45 L

46 K
47 G
48 E

11
4V

2G,5N

1G
171
1T
3A,2S
291
121

1R
2Q

81

9C,3N

1A,2N

21,1Q,1S,8

\%

1K

3L

1§5,2T,12V

7G,6N

9E
1Y

261,1M

2A,3S
381
111

3R
2Q

111

21C,4M,6N

3N
1R

41,3Q,3R, 7V

1K

111L
1G,1T,11V
1A,1D,4G,15
N, 1R
4E
1D,1G,15
141,2M
5A,1S
1E, 361
121
1IN, 1R
2Q,1Y

71,10Q

20C,1G,1N,1
R

1IN

1H
41,4Q,1S,7V

31,1V
1S,3T,17V
3A,5D,5G,2H,
25N
26 E,2N
1D,1G,1H,1S
291,1M
6A2H,2S
691,1L
311
3R
1D,1K,3Q
101
IN,1P,1R,1S
38C,5N,1Q, 2R,
1T

7N
2R

41,11Q,14V

31,3L
27,10V
1A,1D,13G, 14
N
17E,1N
1G,1S
16 |
2A,1S
58 |
51,1L
6R
1K
6
1S
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Legenda: Alteragdes de aminoacidos das sequéncias do Brasil (BR-PRE: 1990-2008; BR-POS: 2009-2019), Estados Unidos (US-PRE: 1978-2005; US-POS: 2006-2019) e
Unido Europeia (EURO-PRE: 1986-2007; EURO-POS: 2008-2019); Fonte: O autor (2022).
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1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,962
1,000
1,000
1,000
1,000
0,656
0,996
1,000
1,000
1,000
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55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

-5,114
-1,493
-4,173
-0,867
-0,645
-1,464

-5,637
-2,279
-4,587
-3,416
-1,304
-4,380
-2,578
-2,932
-0,204
-2,724
5,098
0,364
0,017
-2,168

-4,553
-1,134
-1,518
-0,867

-4,342
-3,440

1,000
0,995
1,000
1,000
0,961
0,992
1,000
1,000
0,998
1,000
1,000
0,982
1,000
1,000
1,000
0,783
1,000

0,514
0,600
1,000
1,000
1,000
1,000
0,996
1,000
1,000
1,000
1,000

-2,726
-0,524
-2,888
-0,954
-1,431
0,351

-6,567
-2,164
-4,388
-3,844
-0,954
-6,805
-2,877
-1,651
-1,180
-0,772
3,944
-1,819
-0,074
-1,431
-0,477
-6,817
-0,958
-1,556
-1,909
-0,638
-1,193
-3,527

1,000
0,981
1,000
1,000
1,000
0,671
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,974
0,984

1,000
0,611
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

-3,820
-1,685
-3,589
-0,560
-2,982
0,024

-4,189
-2,495
-4,165
-2,692
-1,026
-4,168
-3,033
-1,995
-1,771
-1,563
3,109
-1,917
-0,109
-2,798
-0,373
-5,969
-0,810
-1,119
-1,492
-0,161
-2,609
-3,923

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,741
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,001
1,000
0,636
1,000
1,000
1,000
0,995
1,000
1,000
0,935
1,000
1,000

-2,994
-3,657
-3,731
-0,380
-1,455
-6,274

-5,402
-2,067
-4,451
-2,136
-2,279
-4,951
-3,130
-0,580
-1,963
-2,525
1,769
-1,653
-1,058
-1,583
-0,506
-6,712
-0,164
-1,584
-2,532
-0,656
-4,685
-4,617

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,996
1,000
1,000
0,011
1,000
0,984
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

-3,126
-2,654
-3,166

-0,279
-0,348

-2,613
-3,162
-2,068
-1,459
-0,838
-1,826
-3,874
-1,142
-1,530
-1,016
3,581
-2,135
-1,200
-1,676
-0,838
-4,608
-0,364
-2,095
-0,978
-0,364
-1,955
-2,926

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,859
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,996
0,996
0,003
1,000
0,972
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,996
1,000
1,000
1,000

-2,028
-2,971
-2,472
-0,765
-1,464
-0,446

-5,363
-3,251
-4,174
-2,361
-1,275
-4,928
-1,952
-2,120
-1,655
-1,356
2,210
-1,401
-1,180
-1,628
-0,383
-4,526

-0,958
-1,339
-0,673
-3,315
-4,914

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,915
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,002
1,000
0,978
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
1,000
1,000
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84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112

0,158
-1,763

-1,757
-2,602
-4,221
0,435
-0,867
-9,245
-0,867
-3,903
-4,577
-1,171
0,434
-0,434
-5,483
-5,738
1,698
-1,153
-2,728
-0,866
-0,867
-2,602
-0,958

-0,434
-2,168
-0,346
0,802

0,912
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,444
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,962
0,444
1,000
1,000
1,000
0,206
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,762
0,348

-0,663
-1,318

-0,988
-3,101
-4,296
0,119

-9,729
0,060
-4,294
-4,459
-1,432
0,239
-0,954
-4,929
-6,364
0,125
-2,254
-2,847
-3,192

-1,895
-2,911

-2,624
-0,326
0,429

0,975
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,592
0,650
1,000
0,626
1,000
1,000
0,999
0,444
0,993
1,000
1,000
0,526
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
1,000
1,000
0,833
0,394

0,298
11,747
-0,746
-0,915
-6,249
-4,324
-0,278
-0,373
-8,105
-0,887
-6,622
-3,584
-0,995
-0,187
-0,280
-2,735
5,975
-0,520
-0,987
-2,892
-2,334
-0,560
-2,609
22,175

-0,373
-0,933
0,752
2,099

0,587
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
0,796
0,878
1,000
0,996
1,000
1,000
0,995
1,000
0,963
1,000
1,000
0,725
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,263
0,010

-0,145
-1,735
-0,506
-1,158
-3,040
-4,326
0,381
-0,254
-7,645
-0,823
-5,951
-4,294
-1,158
-0,380
-1,013
-5,315
-5,171
0,050
-1,926
-1,664
-2,508
-0,127
-2,653
-3,209

-0,253
-1,773
0,718
2,027

0,771
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,087
0,851
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,934
1,000
1,000
1,000
0,525
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,179
0,003

0,102
-0,382

-2,663
-6,843
-3,321
0,839
0,280
-12,677
-0,279
-4,748
-3,998
-0,135
-0,559
-0,279
-2,157
-5,746
-1,522
-1,302
-1,900
-2,220

-1,390
-2,776

-1,396
0,838
2,264

0,910
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,088
0,460
1,000
1,000
1,000
1,000
0,761
1,000
1,000
1,000
1,000
0,884
1,000
1,000
1,000
1,000
0,997
1,000
1,000
1,000
1,000
0,296
0,018

-0,255
-1,415
-0,510
-0,355
-4,335
-6,222
0,128
0,637
-7,919
-0,768
-4,973
-5,723
-1,123
0,128
-0,956
-3,541
-4,344
-1,527
-1,115
-2,459
-2,048
-0,255
-1,328
-2,980

-0,383
-1,149
0,827
2,112

0,924
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,444
0,039
1,000
0,992
1,000
1,000
1,000
0,461
1,000
1,000
1,000
0,957
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,154
0,003




68

113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141

-0,076
-3,431
-0,434
-5,138
-0,567
-2,602
3,179
-2,842
-3,211
0,191
-3,817
0,592
-4,817
-3,931
-3,546
-1,518
-1,301
-2,273

-8,673
-1,088
-1,147
-0,906
-0,690
-3,314
-1,135
-4,770
-1,455

0,698
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,098
1,000
1,000
0,556
1,000
0,456
0,991
0,999
1,000
0,996
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,955
0,895
0,898
0,947
1,000
1,000
1,000
0,988

-0,775
-3,548
-0,716
-3,890
-0,319
-1,909
2,337
-3,095
-1,779
1,771
-3,527
3,838
-3,754
-4,773
-4,648
-4,294
-0,716
-4,498

-7,873
-5,490
-1,312
-3,527
-2,177
-1,442
-1,277
-7,285
-1,295

0,843
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,070
1,000
1,000
0,029
1,000
0,006
0,996
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,959
1,000
1,000
0,993
1,000
1,000
1,000

0,141
-2,609
-0,280
-4,697
-0,978
-2,984
2,336
-3,187
-3,108
-0,974
-4,500
4,039
-6,381
-5,194
-1,993
-3,544
-1,119
-3,183

-9,326
-3,266
0,067
-2,868
-3,142
-0,666
-1,629
-4,850
-1,227

0,596
1,000
0,963
1,000
1,000
1,000
0,031
1,000
1,000
0,897
1,000
0,001
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,563
1,000
1,000
0,996
1,000
1,000
0,999

-0,022
-2,304
-0,253
-3,771
-0,164
-2,659
-0,293
-3,624
-2,995
0,536
-5,177
0,289
-3,831
-4,410
-3,267
-4,432
-1,899
-4,623

-8,357
-2,975
-1,382
-4,203
-2,988
-1,158
-0,378
-5,450
-1,651

0,641
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,680
1,000
1,000
0,267
1,000
0,429
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,992
1,000
1,000
1,000
0,983
1,000
1,000

0,159
-2,923

-4,051
-1,094
-2,934
0,303
-2,563
-3,648
0,674
-8,355
3,438
-5,795
-3,631
-2,848
-4,050
-0,978
-2,927

0,228
-9,636
-4,887
-3,263
-4,510
-2,205
-0,382
-2,192
-7,820
-1,375

0,627
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,495
1,000
1,000
0,330
1,000
0,019
0,999
1,000
1,000
1,000
0,996
1,000
1,000
0,993
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999

-1,013
-2,190
-0,510
-2,390
-0,336
-3,315
2,281
-3,549
-2,025
-0,251
-5,887
1,049
-3,800
-4,160
-2,818
-3,953
-0,765
-5,930

-8,543
-3,475
-1,389
-3,554
-3,620
-0,600
-1,627
-5,929
-1,501

0,933
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,013
1,000
1,000
0,682
1,000
0,169
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,997
1,000
1,000
0,983
1,000
1,000
1,000
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142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

20,867
-0,644
-0,373
-1,518
0,272
-1,708
-1,758
-0,425
-2,819
2,213
-0,785
-6,287
0,581
-1,703
-1,905
-2,714
-1,154
-0,493
-1,539
-2,826
-1,250
0,043
5,480
-3,069
-1,955
-0,372
-3,661
-2,602
11,764

1,000
1,000
0,935
0,996
0,685
1,000
1,000
0,884
1,000
0,046
0,949
1,000
0,980
1,000
0,958
0,996
1,000
1,000
0,970
1,000
0,976
0,604
1,000
1,000
0,995
0,935
1,000
1,000
1,000

-0,239
-1,778
-0,638
-2,863

-1,918
-1,497
-2,147
-2,028
1,586
-1,652
-5,010
0,080
-0,852
-0,540
-2,304
-0,650
-2,175
-0,968
-2,229

-3,005
-5,280
-1,568
-1,468
-0,841
-3,286
-1,193
-3,938

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
0,016
1,000
1,000
1,000
0,996
0,801
0,999
1,000
1,000
0,945
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
0,919
1,000
1,000
1,000

-0,187
-0,267
-1,467
-2,798
-0,501
-1,467
-0,628
-2,330
-2,145
-1,237
-0,915
-3,544
-8,033
-0,978
-0,497
-1,900
-1,111
-1,251
0,123
-1,916
-1,302
-1,556
-7,671
0,167
-1,674
-1,122
-2,506
-1,026
-4,371

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,989
1,000
1,000
0,996
0,999
1,000
0,990
1,000
0,803
0,999
1,000
1,000
0,554
1,000
0,998
0,970
1,000
0,493
1,000
0,988
1,000
1,000
1,000

-0,380
-0,838
-1,477
-2,532
-1,041
-1,148
-1,054
-1,646
-2,089
-0,390
-1,276
-4,368
-13,435
-0,870
0,072
-1,848
-1,010
-1,263
-0,500
-2,649
-1,267
-0,873
-5,813
-1,942
-1,344
-1,773
-3,403
-2,026
-4,154

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
0,916
1,000
1,000
1,000
1,000
0,546
1,000
1,000
1,000
0,896
1,000
1,000
0,919
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

-0,279
-0,813
-0,729
-2,793
-1,140
-3,289
-3,418
-2,091
-0,984
-1,716
-1,523
-3,072
-14,188
-0,239
-1,998
-0,639
-0,343
-1,575
-0,119
-1,811

-1,794
-7,740
-0,162
2,778
-1,195
-4.434
-0,838
2,914

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,996
0,992
1,000
1,000
1,000
0,935
0,985
0,930
0,916
1,000
0,752
1,000
1,000
0,985
1,000
0,722
1,000
0,978
1,000
1,000
1,000

-0,255
-0,483
-1,346
-2,550
-1,158
-1,009
-1,856
-2,168
-2,933
-1,096
-2,061
-4,845
-16,385
-2,131
-2,162
-2,527
-0,934
-1,291
-1,460
-2,334
-0,902
-2,183
-6,181
-0,783
-2,985
-1,619
-3,940
-1,594
-3,867

1,000
0,969
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,998
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,997
1,000
1,000
1,000
1,000
0,987
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
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171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199

-1,135
-2,806
-2,645

0,434
-0,429
-0,589
0,145

-2,168
-1,612
-8,047
-0,645

-5,240

0,400

-0,434

-0,434

-3,684

-0,217
-3,469
-0,393
-0,958

1,000
1,000
0,996
1,000
0,444
0,888
1,000
1,000
1,000
1,000
0,967
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,557
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,889
1,000
0,938
1,000

-1,703
-0,827
-1,849
-0,239
-0,477
-1,310
-1,645

-0,239
-1,555
-1,004
-6,791
-0,712

-3,284
0,119
0,879
-0,239

-0,259
-0,954
-3,606
-1,541
0,318
-0,239
-1,670
-0,448
-0,267

1,000
0,996
0,998
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,983
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,691
0,100
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
0,422
1,000
1,000
0,952
1,000

-1,289
-2,037
-4,424
0,093
-0,560
-0,931
-1,000
0,125
-0,187
-2,798
-1,553
-8,138
-0,267
-0,244

-4,224
0,373
0,520

-1,119
-4,577
-2,835
0,006
0,187
-1,865
-1,081
-0,622

0,997
1,000
1,000
0,667
1,000
0,997
1,000
0,997
1,000
1,000
0,990
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,227
0,167
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,730
0,444
1,000
0,999
1,000

-1,468
-1,506
-3,474
-0,633
-0,317
-0,941
-1,224

-0,253
-1,266
-0,823
-7,152
-0,360

-2,924
-0,015
0,643

-0,253
-0,074
-1,519
-3,160
-1,251
0,571

-2,152
-0,755
-1,394

1,000
1,000
1,000
1,000
0,988
0,999
1,000
1,000
1,000
1,000
0,971
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,772
0,041
1,000
1,000
0,903
1,000
1,000
1,000
0,050
1,000
1,000
0,999
1,000

-1,438
-3,031
-3,624

-0,698
-0,141
-1,348
0,093
-0,838
-1,115
-0,787
-6,804
0,121

-5,040
-0,373

0,140
-0,279

-0,559
-3,670
-1,623
0,012
0,140
-1,955
-1,145
-1,237

0,995
1,000
1,000
1,000
0,988
0,791
0,997
0,998
1,000
0,993
0,887
1,000
0,770
1,000
1,000
1,000
0,860
1,000
0,667
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
0,728
0,667
1,000
1,000
1,000

-2,738
-2,342
-2,960
-0,255
-0,191
-1,909
-1,942

-0,191
-1,275
-0,594
-7,565

-0,168

-1,942
0,127
0,118

-0,128
0,062
-1,913
-3,424
-1,475
0,285
0,064
-3,188
-0,890
-0,859

1,000
1,000
1,000
1,000
0,963
1,000
1,000
1,000
0,963
1,000
0,960
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,480
0,564
1,000
1,000
0,688
1,000
1,000
1,000
0,230
0,667
1,000
0,999
1,000
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200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228

4,004
-1,289
-1,020
0,159
0,881
2,866
-0,644
0,805
-0,312
-1,301
1,237
-0,589
-5,622
-2,350
-0,375
1,351
-0,938
2,577
1,000
0,572
-0,589
0,403

0,248
-1,735

0,646
-1,658

1,000
0,008
1,000
0,936
0,911
0,259
0,005
1,000
0,587
0,899
1,000
0,225
1,000
1,000
1,000
0,824
0,152
1,000
0,009
0,232
0,405
1,000
0,522
1,000
0,585
1,000
1,000
0,421
1,000

-0,665
4,432
-3,544
-2,622
0,088
0,120
2,102
-0,909
-0,637
-0,992
-1,909
1,109
-0,118
-5,084
-0,331
-1,646
-0,073
-1,809
2,240
0,108
1,572
0,444
0,529
-0,532

-1,193

0,950
-1,133

0,975

1,000
0,995
0,905
0,592
0,006
0,969
0,860
1,000
1,000
0,132
0,762
1,000
1,000
0,994
0,730
1,000
0,001
0,602
0,017
0,329
0,302
0,985
1,000
1,000
1,000
0,100
1,000

3,957
-1,782
0,745
0,204
0,187
2,266
-0,904
-0,784
-1,748
-2,612
2,004
0,515
-6,063
-2,246
-1,232
0,346
-0,622
1,763
-0,643
0,283
0,716
-0,149
-0,733

-0,560

0,836
-1,601

1,000

1,000
0,388
0,765
0,444

0,997
0,895
1,000
1,000
0,001
0,234
1,000
1,000
0,993
0,372
0,987
0,001
0,938
0,412
0,096
0,765
1,000
1,000
1,000
1,000
0,068
1,000

0,093
2,880
-1,440
-0,144
0,327
-0,190
2,273
-0,930
1,180
-1,216
-0,886
1,716
0,226
-4,678
-2,169
-0,516
-0,293
-0,627
2,196
-0,396
0,156
0,402
-0,035
-0,656
0,072
-1,203
0,063
0,757
-1,301

0,826

1,000
0,842
0,487
0,855

0,996
0,084
1,000
1,000
0,001
0,373
1,000
1,000
0,920
0,880
0,994

0,889
0,460
0,149
0,666
1,000
0,585
1,000
0,721
0,027
1,000

0,204
4,171
-3,523
1,019
0,103

2,852
-2,067
1,262
-1,525
-1,815
-0,215
-0,511
-5,533
-1,146
-1,385
0,319
-0,905
1,096
-0,248
0,175
0,176
0,146
-0,729
0,319
-1,117

1,244
-2,117

0,829

1,000
0,404
0,907
0,740

0,999
0,234
1,000
1,000
0,725
0,950
1,000
1,000
0,958
0,499
1,000
0,083
0,827
0,542
0,685
0,585
1,000
0,342
1,000
1,000
0,072
1,000

0,094
3,053
-2,026
-1,148
0,188
0,319
2,343
-1,970
-0,652
-1,237
-0,893
0,663
-0,195
-5,132
-2,288
-1,239
0,419
-0,136
1,761
-0,001
0,874
0,080
-0,494
-0,336
0,145
-0,893

0,572
-2,435

0,822

1,000
0,975
0,671
0,195

1,000
0,896
1,000
1,000
0,168
0,761
1,000
1,000
0,992
0,317
1,000

0,619
0,046
0,688
0,899
1,000
0,344
1,000
1,000
0,070
1,000
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229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

1,000
0,218
0,475
0,998
1,000
0,179
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,890
1,000
1,000
1,000
0,989
0,745
0,227
0,935
1,000

0,777
0,029
0,910
1,000
1,000
0,844
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,983
0,997
0,175
0,917
1,000

1,298
0,559
-2,762
-2,425
0,744

-0,500
-0,187
0,047

-3,812
-9,155
-4,807

0,087

-0,250
-1,306
-0,093
-0,280
-0,374
-0,656
-1,877
-2,845
-2,341
0,759
-0,894
-0,656

1,000
0,014
0,109
1,000
1,000
0,170
1,000
1,000
1,000
0,667
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,743
1,000
1,000
1,000
0,889
0,963
0,912
0,993
1,000
1,000
1,000
0,118
0,863
0,993

0,055
1,544
0,190
-2,412
-2,912
0,952

-0,867
-0,127
-0,506
-0,760
-8,430
-8,123
-4,797

0,058
-0,127

-0,443
-0,886
-0,506
-2,786
-0,410
-4,299
-3,080
-3,528
0,365
-1,652
-5,774

0,766
0,001
0,329
1,000
1,000
0,027
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,749
1,000
1,000
0,996
1,000
1,000
1,000
0,991
1,000
1,000
1,000
0,276
0,982
1,000

0,241
1,811
0,279
-2,054
-3,910
1,948

-0,382

0,140
-6,555
-9,748
-5,541
0,229

-1,676
-0,698
-0,559
-1,676
0,102
-2,280
-2,942
-1,910
0,508
-0,673
-1,026

0,595
0,020
0,476
0,990
1,000
0,010
1,000
1,000
1,000
1,000
0,667
1,000
1,000
1,000
0,996
1,000
1,000
1,000
1,000
0,988
1,000
1,000
0,908
1,000
1,000
0,991
0,342
0,774
1,000

1,000

0,333
1,000
1,000
0,083
1,000
0,999
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
0,996
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,590
0,980
1,000
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258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286

-1,173
-0,217
-2,168

-3,336
-1,905
-1,177
1,084
-7,581
-2,829
-0,993
-0,998
-1,896

-0,645

-0,493
0,145

-0,434

0,388

0,431

0,979
0,651

0,582

1,000
0,889
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,132
1,000
1,000
0,966
0,946
0,995
1,000
0,961
1,000
1,000
0,998
1,000
1,000
1,000
0,554
1,000
0,449
1,000
0,219
0,325
1,000
0,413

-0,331
-1,431
-2,624
-0,716
-1,845
-2,914
-1,653
1,312
-5,360
-3,524
0,174
-0,714
-0,650

-0,716

-0,813
0,080

-1,193
0,105
0,318
0,119

1,818
0,597

0,530

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,044
1,000
1,000
0,531
0,881
0,891
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,634
0,422
1,000
0,667
1,000
0,007
0,157
1,000
0,238

-1,412
-0,560
-2,238
-0,373
-3,054
-2,884
-0,501
1,865
-6,055
-1,740
-0,731
-2,213
-2,935

-0,933
-0,164
-0,491
0,249

-0,653
-0,238
0,334
0,180
0,371
-0,373
0,764
0,933
0,398
0,667

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,004
1,000
1,000
0,986
1,000
1,000
1,000
1,000
0,934
0,977
0,993
1,000
0,996
0,891
0,308
0,534
0,202
1,000
0,115
0,024
0,227
0,095

-1,389
-0,446
-2,504
-0,127
-2,924
-2,786
-0,522
0,886
-5,739
-3,029
-0,111
-1,918
-1,732

-0,380
-0,057
-0,329
0,127
-0,063
-0,190
0,341
0,856

0,378
-0,190
0,913
0,429
0,091
0,455

1,000
0,981
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,072
1,000
1,000
0,761
1,000
1,000
1,000
1,000
0,842
0,976
0,990
0,889
0,963
0,167
0,011
1,000
0,090
0,963
0,008
0,134
0,606
0,092

-0,382
-0,838
-2,100
-0,559
-2,466
-1,235
-2,288
1,396
-5,762
-3,319
-0,031
-1,164
-1,335

-0,838
-1,259
0,093
-0,140
-1,258
0,751
0,125
0,413

2,266

0,125

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,039
1,000
1,000
0,772
0,989
0,999
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
0,889
0,999
0,169
0,744
1,000
0,309
1,000
0,004
1,000
1,000
0,744

-1,062
-0,577
-2,361
-0,383
-1,571
-3,198
-2,463
0,956
-6,819
-3,173
-0,422
-2,581
-3,036

-0,383
-0,177
-0,573
0,043

-1,913
0,117
0,627
0,185
0,443
-0,255
1,202
0,638

0,910

1,000
0,992
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,020
1,000
1,000
0,987
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
0,526
0,040
0,391
0,061
1,000
0,002
0,025
1,000
0,009
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287 -2,474 1,000 -0,813 1,000 -0,741 0,997 -0,981 1,000 -1,260 1,000 -1,582 1,000
288 - 1,000 0,212 0,563 0,173 0,523 0,512 0,069 0,500 0,307 0,287 0,293

Legenda: Diferenca entre mutac6es ndo-sindnimas (dN) e sindnimas (dS) nos codons da integrase do HIV-1 das sequéncias do Brasil (BR-PRE: 1990-2008; BR-POS: 2009-
2019), Estados Unidos (US-PRE: 1978-2005; US-POS: 2006-2019) e Unido Europeia (EURO-PRE: 1986-2007; EURO-POS: 2008-2019), com p < 0,05. Fonte: O autor
(2022).
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