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RESUMO

A integrase, uma enzima fundamental no ciclo replicativo do HIV, € um alvo
para terapia ARV que tem se mostrado muito promissor. A enzima é responsavel
pela integracdo do DNA proviral no DNA da célula hospedeira. E, portanto um
potencial farmaco tanto para o uso em terapia de resgate como para uso em
primeira linha de tratamento de pacientes infectados pelo HIV. Atualmente existem
quatro medicamentos disponiveis para o uso da classe da integrase, Raltegravir,
Elvitegravir, Bictegravir e Dolutegravir, no Brasil estdo em uso na rede publica
Raltegravir e dolutegravir. O objetivo desse trabalho é Avaliar a Resisténcia
Genotipica aos medicamentos da classe da integrase em pacientes em falha
virolégica que faziam o uso de pelo menos um inibidor da integrase. Esses dados
foram coletados no periodo de junho de 2015 a julho de 2019. Dos 74 pacientes com
critério de inclusdo de uso de pelo menos um inibidor da classe da integrase. Na
andlise dos subtipos da regido da integrase o subtipo B foi o mais prevalente,
seguido do F e BF, o subtipo ¢ apareceu somente em trés casos. Das 74 sequéncias
analisadas, 34 (46%) sequéncias apresentaram mutacdes associada a resisténcia
para classe da integrase,das mutacdes principais a mais frequente foi a Q148H
seguida da G140S e N155H. A G140S apareceu todas as vezes associada a
Q148H, essa associacdo (Q148H+G140S) esteve presente em 18 sequéncias.
Quanto a andlise do perfil de mutacdo em relacdo aos medicamentos especificos a
porcentagem de resisténcia entre dolutegravir e Bictegravir foicomparavel em todos
0s niveis de resisténcia, apresentando niveis de resisténcia menores em relacao ao
Raltegravir e Elvitegravir. O Raltegravir foi o farmaco que apresentou maior nivel de
resisténcia na categoria de alto nivel de resisténcia, mas ndo apresentou resisténcia
baixa nem intermediaria. Nossos resultados mostram que o monitoramento das
mutacdes é importante para a deteccao precoce da falha do tratamento com RAL
para evitar o acumulo de mutacbes, e preservar a atividade de dolutegravir o
acompanhamento destas mutacfes se faz necessarias, porque essas mutacoes
prejudicam acdo do medicamento de forma parcial ou total. A identificagdo dos
subtipos leva a estratégias epidemiologicas mais eficazes e contribui para a escolha

de esquemas de tratamentos mais efetivos. O uso do Raltegravir prévio favorece a



resisténcia ao Dolutegravir, que em nosso estudo néo foi observada em nenhum

caso que utilizou apenas este INI no seu histérico de medicamentos ARVS.

Palavras-chave: antirretrovirais, HIV, integrase, resisténcia.



ABSTRACT

Integrasse, a key enzyme in the replicative cycle of HIV, is a target for arv therapy
that has been very promising. The enzyme is responsible for integrating proviral DNA
into host cell DNA. It is therefore a potential drug for both rescue therapy and first-
line use in treating HIV-infected patients. There are currently four drugs available for
use in the integrase class, Raltegravir, Elvitegravir, Bictegravir and Dolutegravir, in
Brazil are in use in the public network Raltegravir and dolutegravir. The aim of this
paper is to evaluate Genotypic Resistance to integrase class drugs in patients with
virologic failure who were using at least one integrase inhibitor. These data were
collected from June 2015 to July 2019. Of the 74 patients with inclusion criteria for
use of at least one integrase class inhibitor. In the analysis of subtypes of the
integrase region, subtype B was the most prevalent, followed by F and BF, subtype c
appeared only in three cases. Of the 74 sequences analyzed, 34 (46%) sequences
showed integrase resistance-associated mutations. Of the major mutations, Q148H
followed by G140S and N155H.A G140S appeared every time associated with
Q148H, this association (Q148H + G140S) was present in 18 sequences. In the
analysis of the mutation profile in relation to specific drugs, the resistance percentage
between dolutegravir and Bictegravir were comparable in all resistance levels,
presenting lower resistance levels compared to Raltegravir and Elvitegravir.
Raltegravir was the drug that presented the highest resistance level in the high
resistance category, but did not present low or intermediate resistance. Our results
show that mutation monitoring is important for early detection of ADR treatment
failure to prevent mutation accumulation, and preserving the activity of dolutegravir
follow-up of these mutations is necessary because these mutations impair drug
action in such a way. partial or total. Identification of subtypes leads to more effective
epidemiological strategies and contributes to the choice of more effective treatment
regimens. The use of previous Raltegravir favors resistance to Dolutegravir, which in
our study was not observed in any case that used only this INI in their history of
ARVs.

Key words:antirretroviral, HIV, integrase, resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1.Histérico e Dados Epidemiologicos
O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € o agente causador da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Os primeiros casos de AIDS foram
diagnosticados no inicio da década de 80 nos Estados Unidos (EUA), quando um
namero crescente de homens que faziam sexo com homens (HSH) que nao
apresentavam historia pregressa de imunodeficiéncia, comecaram a apresentar
sarcoma de kaposi, pneumonia causada por pneumocystis carinii € um importante

comprometimento do sistema imune (CDC 2019).

A doenca se expandiu rapidamente tornando-se uma epidemia mundial. Em
1983 foi identificado o agente etioldgico, tratava-se de uns retrovirus conhecido hoje
como HIV-1 e em 1986 foi identificado o segundo agente etiolégico também
pertencente a familia Retroviridae, similar ao HIV-1, denominado HIV-2, que quando
comparado ao primeiro € considerado menos agressivo (Brasil, 20019). O HIV tipo 1
€ responsavel pela maioria dos casos de infeccdo por HIV no mundo (Santos et
al.,2014).

Segundo dados globais do Programa Conjunto das Nacbes Unidas sobre
HIV/AIDS (UNAIDS, 2019), estima-se que atualmente ha 37,9 milhdes de pessoas
em todo o mundo vivendo com HIV-1. Desde o inicio da epidemia,74,9 milhdes de
pessoas foram infectadas pelo viruse 32 milhdes de pessoas morreram em
decorréncia da AIDS, sendo a Africa Subsaariana o local com maior nimero de
casos. Em 2018 havia cerca de 1,7 milhdode novas infec¢des por HIV-1 no mundo
em comparacao com 2,9 milhdes em 1997.

No Brasil, de 2007 até junho de 2018, foram notificados 247.795 casos de
infeccdo pelo HIV-1, sendo a regido sudeste a que apresenta o0 maior numero de
casos. Desde o ano de 2012, observa-se uma diminuicdo na taxa de detecc¢édo do
HIV no Brasil, que passou de 21,7/100.000 habitantes do ano para 18,3/100.000
habitantes em 2017, configurando um decréscimo de 15,7%; A deteccéo precoce do
virus e o inicio do tratamento mais cedo sao responsaveis pela reducdo dos casos
de AIDS (Brasil, 2018).
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1.2. Agente Etiologico

1.2.1. Morfologia e Classificacdo do HIV-1

O HIV é uns retrovirus, pertencente ao género Lentivirus da familia
Retroviridae, com genoma composto por duas fitas simples de RNA capaz de
provocar infec¢des persistentes e com evolugdo lenta. Apresenta forma esférica de
100 a 120 nm de diametro (Sierra et al,2005). Em sua superficie encontra-se o
envelope viral, proveniente da célula hospedeira, composto por lipidios e proteinas e
constituido por duas glicoproteinas a gpl120 e a gp4l. A gpl20 se encontra mais
externamente, responsavel pela ligagdo do virus com a célula hospedeira, que esta
ligada a gp 41 por uma transmembrana que atravessa 0 envelope viral.
Internamente, possui um segundo envoltorio, uma estrutura proteica denominada
matriz (p17) que tem como fungdo proteger o capsideoviral. A proteina p24 forma o
nucleocapsideo viral, onde se encontramasduas fitas de RNA, a enzima
transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e a protease (PT) (Fanales-Belasio, 2010;

Engelman&Cherepanov,2012) que irdo atuar na replicacdo viral (Figural).

Figura 1:Estrutura do virus HIV-1
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Fonte: (Adaptado dehttps://web.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html)

O genoma do HIV mede cerca de 9,8 Kb (Kilobases), compostopor genes que
ficam localizados na regido denominada Long Terminal Repeat (LTR), séo
classificados em genes estruturais, regulatorios e acessorios. Os trés genes
estruturais sdo: gag, env e pol, O gene gag codifica proteinas que dao origem da

matriz proteica (pl7), o capsideo viral (p24) e as proteinas nucleares (p7e p9). O
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gene pol codificam uma poliproteina gag-pol que d&o origem as enzimas
transcriptase reversa (RT), protease (PT) e integrase(IN). O gene env codifica as

glicoproteinas do

Envelope, a gp120 e a transmembrana gp41l. (Muesing et al.,1985; Di Marzo
et al., 1985)

Os genes regulatorios tat e rev regulam a expressao genica dos genes estruturais e
interferem no ciclo de vida do HIV-1, os genes acessorios vif, vpr e vpu/vpx, sendo o
VvpX, presente apenas no HIV-2 participam da montagem e liberacdo do virus da
célula hospedeira e influencia no nivel de infectividade do virus durante a replicacéo
(Veloso,2009). (Figura 2)

Figura 2: Organizacdo Gendmica do HIV-1
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Representacao esquemética da organizacao genémica.

Fonte:https://web.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html

1.3.Ciclo Replicativo

O cicloreplicativo do HIV-1 é composto por varias etapas, e é nessas etapas
onde agem os medicamentos antirretrovirais. O processo de entrada do virus na
célula inicia-se através da ligacdo da gpl20 a receptores CD4+especificos,
presentes na superficieda célula, essa ligacdo desestabiliza a gp120 que interage
com o0s receptores de quimiocina, principalmente os correceptores denominado
CCR5 e CXCR4. Apés a ligacdo entre o virus e a célula ocorre a ativacdo da
proteina gp41l e a fusdo entre o envoltério viral e a membrana celular, permitindo a
penetracdo do virus dentro do citoplasma da célula. O genoma do RNA viral é
retrotranscrito em DNA complementar (cCDNA) através da ac¢do da enzima da RT. O


https://web.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html
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DNA de fita dupla liga-se a integrase e juntos migram para onucleo, dentro do nucleo
a enzima integrase do HIV integra o DNA do virus ao DNA da célula hospedeira, que
passa a ser chamado de provirus, o virus entdo passa a controlar a sintese celular,
iniciando, no nucleo da célula hospedeira a producdo de RNAmM que sera utilizado na
sintese de proteinas e do genoma viral que irdo compor novas particulas virais.

Todos os RNAs produzidos saem do ndcleo, indo para o citoplasma da célula,
onde ocorre a producdo de proteina virais que sdo quebradas em subunidades,
através da enzima protease. As proteinas virais produzidas sdo responsaveis pela
producdo de novos genomas virais e pela formacdo da estrutura Vviral
externa,formando novas particulas virais que seréo liberadas pela célula hospedeiro
(Cunico et al,2008) (Figura 3).

Figura 3: Ciclo Replicativo do HIV-1.
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Fonte: Manual Técnico para o Diagnéstico da Infec¢éo pelo HIV em Adultos e Criangas.

1.4. Terapia Antirretroviral (TARV)

Os antirretrovirais (ARV) sdo medicamentos usados no tratamento do HIV-1 e
agem bloqueando as diferentes fases do ciclo de replicacdo do virus no hospedeiro.
O tratamento com os ARVs tem modificado a historia natural da doenca,
aumentando o tempo e a qualidade de vida das pessoas vivendo com HIV/AIDS
(PVHIV). O primeiromedicamento que surgiu na década de 1980 foi o Zidovudina
(AZT) sendo o primeiro inibidor da transcriptase reversa analogo de nucleotideo
(ITRN) indicado para o tratamento de AIDS (Vinicius,2002).
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Com o desenvolvimento de novas drogas nos anos seguintes, o tratamento
passou a ser composto por dois medicamentos, terapia dupla, com o uso de dois
ITRN. (Roberta et al,2006). Em 1995 foi aprovado o primeiro inibidor da protease
(IP), e em 1996 com o surgimento de novos antirretrovirais, foram criadas
estratégias terapéuticas através da terapia tripla, composta por dois ITRN e um IP
ou dois ITRN e um ITRNN (Jota, 2002; Roberta et al,2006; Rossi,2012) que €
conhecida como terapia Antirretrovira IAltamente Eficaz (HAART, do inglés Highly
active anti-retroviral therapy). Hoje no Brasil,segundo o Protocolo Clinicas e
Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do Ministério da Saude (2018) para manejo da
infecgao pelo HIV-1 em adulto,o tratamento deve incluir combinagfes de dois ITRNs
associados a uma outra classe de antirretrovirais (ITRNN, IP/r ou INI). Essa terapia
tripla modificou a evolugcdo para AIDS ajudando a potencializar o tratamento,
suprimindo o HIV, atuando na melhora do quadro clinico do pacientee aumentando a
expectativa de vida das PVHIV/AIDS(Jota ,2002).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS), através da politica de medicamentos
de AIDS tem garantido o acesso universal a terapia antirretroviral gratuita desde
1996, com a publicacdo da Lei 9.313(Coutinho, 2018; Brasil, 2008),sendo o primeiro
pais em desenvolvimento a adotar uma politica publica de acesso a Terapia
Antirretroviral (Brasil, 2008).

O momento propicio para o inicio da terapia antirretroviral ainda € uma
questdo que causa inimeras discussdes. A contagem de TCD4" é o indicador mais
importante para definir o inicio do tratamento e avaliar o risco de progressdo para
AIDS e morte(MS, 2013), mas desde 2013, através do SUS, € garantido tratamento
para todas as pessoas vivendo com HIV independentemente da contagem de
TCDA4+ (Coutinho, 2018; Brasil,2018)

O tratamento dos individuos infectados nao erradica a infeccdo, mas impede
a replicacao do virus, suprimindo a carga viral (CV) plasmatica (Brasil, 2013). O
sucesso do tratamento € alcancado pela indetecgdo de CVapoés seis meses do inicio
ou troca do esquema TARYV, apds ter atingido carga viral indetectavel e/ou por ndo
surgirem doencas associadas ao HIV/Aids, que pode ser consequéncia da ma
adesdo ao tratamento, resisténcia viral ou baixa poténcia do regime de tratamento
(Brasil,2018).
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Atualmente existem véarios medicamentos disponiveis para o tratamento do
HIV-1, distribuidos em classes de antirretrovirais que interferem em diferentes fases
de ciclo de vida do virus. As classes de antirretrovirais estdo divididas em: inibidores
de transcriptase reversa analogos de nucleotideos e nucleotideos (ITRN), Inibidores
de Transcriptase Reversa Nao analogos de Nucleotideos (ITRNN), Inibidores de
Protease (IP), inibidores de fusdo antagonistas de CCR5 e inibidores da integrase
(INI) (Levy, 2010).

Os ITRNs sdo moléculas analogas aos nucleotideos da célula, com auséncia
do grupo hidroxila na posicado 3", o que impede a insercdo de novos nucleotideos,
interrompendo a continuidade da transcricdo. (Clavel e Hance, 2004). Os ITRNNs
agem diretamente na enzima transcriptase reversa, sao inibidores ndo competitivos,
que se ligam a um sitio alostérico da enzima transcriptase reversa e essa ligacao
reduz a mobilidade e flexibilidade da enzima, interferindo na atividade de transcricao
do RNA viral em DNA (Cunico et al,2008; Clavel e Hance,2004).

Os ARVS da classe dos IPs inibem o sitio ativo da enzima e impedem
aliberacdo de proteinas resultando na formacdo de um virus imaturo e néo
infeccioso (Cunico W et al,2008; Clavel e Hance,2004). Os inibidores de fusdo
atuam no dominio HR1 da glicoproteina gp41, sendo essa glicoproteina responsavel
pela fusdo da membrana viral com a célula. O Enfuvirtide (T-20) € o Unico
medicamento desta classe licenciado para uso clinico (Clavel e Hance,2004). Os
antagonistas CCR5 sdo farmacos que impedem a ligacdo do virus a correceptores
estruturais da célula hospedeira. O Maraviroque é o Unico antagonista licenciado
para uso clinico até o momento, efetivo somente em virus R5, sendo necessério a
determinacao do tropismo através da realizacdo de um teste fenotipico ou genotipico
para determinar a presenca de variantes CCR5 (McArthur,2008). A tabela 1 mostra

os ARVs descritos acima.

Tabela 1: Principais antirretrovirais das classes dos ITRN, ITRNN, IP e inibidores de
entrada (IE).

ITRN ITRNN IP IE
Zidovudina (AZT) Neviparina (NVP) Atazanavir (ATV)  Enfuvirtida (T-20)
Abacavir (ABC) Efavirenz (EFV) Darunavir (DRV) Maraviroque (MVQ)

Tenofovir (TDF) Etravina (ETR) Ritonavir (RTV/r)
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Lamivudina (3TC) Tipranavi (TPV)
Lopinavir (LPV/r)

Integrase
A integrase é um alvo que tem se mostrado muito promissor, € uma enzima
fundamental no ciclo replicativo do HIV, sendo responséavel pela insercdo do DNA
viral ao genoma da célula hospedeira, permitindo assim a continuidade do ciclo

replicativo do virus.

A enzima integrase tem 32 KDa, possui 288 aminoacidos codificados pelo
gene Pol do HIV-1, sendo constituida por trés dominios: N-terminal composto pelos
aminoacidos 1 ao 50 e possui regibes que sdo altamente conservadas (H12, H15,
C40, e C43) que se ligam ao Zn*?, promovendo a multimerizacdo da integrase
(Santos et al,2014)

O dominio catalitico, € compostopelos aminoacidos 51 até o 212 e também
possui regides altamente conservadas (D64, D116 e E152) (Santos et al,2014)

O dltimo dominio constituido pelos aminoacidos 213 até o 288, é o C-terminal,
que se liga ao DNA do hospedeiro de forma inespecifica e orienta a ligacdo do DNA
viral durante o processo de integracdo (Chiu et al ,2004; Santos et al,2014)
(Figura4).

Figura 4: Representacdo esquematica dos dominios estruturais da enzima
integrase.



20

'N-Termmal Dominio Nuclear C- Terminal
1 50 DwD-35-E 212 288
NH, ST Y- - =79 CooH

Fonte: (Adaptado de LOW; MUESING, 2006)

A integracdo se inicia no citoplasma da célula, com a formacdo de um
complexo estavel do DNA viral dupla hélice com regides LTR , posteriormente ocorre
a remocao de dois nucleotideos de cada extremidade 3'que expde o grupo OH 3’
terminal dinucleotideo CA, o grupo hidroxila do terminal 3"-OH ser& o nucledfilo que
a integrase necessita para a reacdo de transferéncia de cadeia, que ocorre apos a
entrada do complexo de pré integracdo no nucleo (santos et al,2014) que consiste
na juncdo das terminacées 3-OH do DNA viral com 5’-fosfato do DNA do
hospedeiro, seguidas de etapas de reparacéo e ligacéo, a etapa de reparo das fitas
€ provavelmente catalisada por enzimas da célula hospedeira (Temesgen
&Siral,2008; Santos et al, 2014).

Figura 5: Integracdo do cDNA ao genoma do virus através da integras

é‘gAGT-S' 5 '-ACTG‘§
TCA-5" 3-TGAC

3'-End Processing

CAOH-3"5 '-ACTG;

CA-5" 3"-OHAC

Cytoplasm

Nucleus

Cellular DNA W

WACTG_CA n
AC mmm—— G TCA
Completion of Integration by
host DNA repalrenzymes

Fonte: Artigo Pankaj Wadhwa et al ,2018
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Varios motivos fazem os inibidores da integrase uma classe promissora no
tratamento da infeccdo pelo HIV; em primeiro lugar a células humanas né&o
apresentam enzimas integrase, o que faz da classe uma enzima especifica contra o
virus e com menor toxicidade se comparado aos outros farmacos (TR ou IP), por
exemplo, além de apresentar atividade contra cepas resistentes aos ITRN e IP
(Santos et al, 2014),portanto, sdo drogas fundamentais para o esquema de resgate
(Nunes,2016). Por ser uma enzima mais conservada tem menor variabilidade
genética e maior dificuldade para apresentar mutacdes associadas com a resisténcia
(Esprinz,2016).

Atualmente existem quatros medicamentos da classe de inibidores da

integrase, como citados na tabela a seguir:

Tabela 2: Nomes e siglas dos antirretrovirais da classe da Integrase.

Inibidores da Integrase

Nome Sigla
Bictegravir BIC
Dolutegravir DTG
Elvitegravir EVG
Raltegravir RAL

Fonte: Autor,2019.

1.4.1. Raltegravir
O Raltegravir (RAL), Conhecido pelo nome comercial de Isentress® produzido
pela MERCK &CO.,(Espeseth,2000) aprovado em outubro de 2007 pelo FDA, e no
Brasil incluido na terapia antirretroviral no final de 2008 para o resgate de pacientes
multifalhados (Brasil,2008), sendo um medicamento usado tanto em adultos como

em criangas.

1.4.2.  Elvitegravir
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O Elvitegraviré um IN gue se liga aos cations de magnésio e inibe a reacéo de
transferéncia das fitas de DNA viral ao genoma hospedeiro (Bhattacharya et al
,2009).

Foi o segundo inibidor da integrase aprovado e liberado para uso clinico
(Sprinz,2016), apresenta uma vantagem sobre o Ral, podendo ser utilizado apenas 1
X ao dia, o Elvitegravir quando administrado juntamente com Ritonavir(r) ou
Cobocistat (COB), desenvolvido pela Gilead Science, queage como um reforco
farmacoldgico inibindo o citocromo P450, apresenta uma atividade superior (Elion et
al,2011; Sprinz,2016).

1.4.3. Bictegravir

Um novo antirretroviral, fabricado pela Gilead Sciences, com o nome comercial de
Biktarvy,co-formulado , em um Unico comprimido apresenta uma combinacéo tripla
de 50mg de Bictegravir( BIC), Emtricitabina(FTC),200mg de tenofovir alafenamida
(TAF) 25mg. No Brasil ainda n&o é utilizado, ele recebeu aprovacgédo regulatoria da
Agencia Europeia de medicamentos em julho de 2018 e também €& aprovado nos
Estados Unidos (aidsmap,2018) Biktarvy é indicado nos EUA como um regime
completo para o tratamento da infeccdo pelo HIV-1 em pacientes virgens de
tratamento, também € indicado para pacientes adultos que sao virologicamente
suprimidos com carga viral estavel por pelo menos 3 meses que nao apresentam
histérico de falha no tratamento com o uso de Biktarvy(FTC,TAF)( Gilead
Sciences,2019).

1.4.4. Dolutegravir
Dolutegravir (DTG) faz parte de uma nova geracdo de medicamentos com uma
melhor barreira genética, que possibilita ser administrado uma vez ao dia, sem uso
de booster, sua alta barreira genética diminui as chances de provocar resisténcia
(Nunes,2016; Kbayashiet al,2011). Um medicamento que foi desenvolvido pelas
industrias Shionogi, GlaxoSmithKline e ViiV Healthcare, licenciado pela FDA no ano
de 2013 para uso clinico em pacientes que nunca foram tratados ou
multiexperimentados e pacientes com exposicdo ao RAL e EVG (Eron et
al,2011).Em 2016 a OMS passou a recomendar o DTG como alternativa em primeira
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linha de tratamento para a infeccdo do virus (UNAIDS), Além disso, DTG

demonstrou elevada supresséo virdgica nos estudos clinicos randomizados.

O DTG é um farmaco de segunda geracao da classe dos inibidores de integrase e
muito eficiente contra variantes virais resistentes ao Raltegravir (Canduci et al,2001,;
Underwood et al,2012).

1.5.Mutacdes de resisténcia associadas aos Inibidores da Integrase (INI)

A resisténcia aos ARVs é resultado de mutagBes que surgem nas enzimas
virais que séo alvo de agentes antirretrovirais, € um mecanismo de sele¢do natural
ou seja, com a pressao seletiva que o virus sofre do meio ambiente em que vive,
cepas virais mais resistentes prevalecem na presenca de medicamentos
(Brasil,2019).

A resisténcia a RAL tem sido associada a vias diferentes: Q148H/K/R, N155H,
T66K, G140SAC e a Y143R/C (STANFOR,2019) sendo definidas por duas ou mais
mutacdes associadas, uma mutacdo principal e uma ou mais mutacfes acessorias,
essas quando aparecem isoladas (sem a presenca de mutagcbes principais) na
presenca do medicamento causam pouco ou nenhum efeito na susceptibilidade aos
inibidores de integrase (Cavalcanti,2015). As mutacdes nos cdédons 155, 143 e 148
tem maior efeito na susceptibilidade e se localizam proximo ao dominio catalitico da
enzima. A mutagéo principal Q148H/R/ quando associada as muta¢gfes secundarias
L74M, E138A, E138K ou G140S causam maior impacto na susceptibilidade aos
antirretrovirais, A via Q148H/R/K quando presente diminui susceptibilidade a RAL e

EVG (manual técnico de genotipagem,2019; (Hazuda et al ,2007; Cavalcante,2015).

A via N155H diminui a susceptibilidade para RAL e EVG e também é
selecionada em pacientes fazendo uso de DTG, quando presente aparece
associada a L74m, E92Q e G163R (Brasil,2019; Hazuda et al,2007).
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo Geral

Avaliar a Resisténcia Genotipica aos medicamentos da classe da integrase
em pacientes com falha virologica.

2.2.0bjetivos Especificos

e Analisar sequéncias de pacientes em falha viroloégica geradas no IAL entre
2015 & 2019;

¢ Identificar os subtipos das sequéncias da regido dalntegrase;
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e Identificar as mutacfes associadas na alteracdo na susceptibilidade aos

medicamentos inibidores de integrasse e outras classes.

3. METODOLOGIA

3.1.Populagéo de Estudo
Neste estudo foram incluidos pacientes com exposi¢cado a terapia antirretroviral
da classe dos inibidores de integrase encaminhados ao laboratério de Genotipagem
do HIV, Centro de Virologia, do Instituto Adolfo Lutz (IAL) — Central, no Estado de
Séo Paulo,no periodo de julho de 2015 a agosto de 2019.

3.2.Metodologia Laboratorial

3.2.1. Amostra Bioldgica

As amostras foram coletadas em dois tubos de sangue total contendo EDTA

(acido etileno diamino tetra acético) e encaminhadas para o laboratérioem no
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maximo 6 horas apos a coleta. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 20
minutos para a separacdo do plasma. Foram separadas aliqguotas de 1000ul do
plasma em tubo de eppendorf que foram armazenadas a temperatura de —70° C até

0 processamento.

3.2.2. Extracao e Quantificacdo do RNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir de 140 pl do plasma, utilizando o
QIAmp Viral Mini Kit (Quiagen) de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A
qguantificacdo da carga viral (CV) foi realizada a partir do método bDNA
(Versant3.0Siemens, Erlanged, Alemanha) ou Abbott Real TIME HIV-1(ABBOTT
Molecular, INC).

3.2.3. Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

A amplificacdo da regido da IN, PT e RT do HIV, a partir do RNA extraido
foram realizados em duas etapas (One step RT-PCR). A primeira etapa da reacéo
consiste na retrotranscricdo e amplificacdo (RT-PCR) e a segunda etapa de
amplificagdo (Nested-PCR). A tabela abaixo apresenta o protocolo da reacgdo

utilizada para regiao da integrase.
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Tabela 3: Protocolo da Reacéo em Cadeia de Polimerase do gene da Integrase.

INTEGRASE
PCR nested-PCR
Reagentes 1x/pL Reagentes 1x/uL
Muclease Free Water 2525 |Go Tag Green Master Mix 2x 12,5
10x PCR Buffer High Fidelity 5 Primer: KVL 7010 pm/pL 1
50 mM MgSO4 2 Primer: KWL 84 10 pM/pL 1
10 mM dNTP 1,5 Muclease Free Water 8
0,1 M DTT 258 Amostra (proveniente do 1* PCR) 2.5
Inibidor RMAse (Biolabs) 40 UfpL 0,25
RT Superscript lll 200 UfpL 0,25
Taq Platinum High Fidelity 5 UfpL 0,25
Primer: KVL 68 10 pM/pL (F) 1
Primer: KVL 69 10 pM/uL (R) 1
condigbes de ciclagem
309C - 30 minutos 949C - 2 minutos
942C - 3 minutos 942C - 30 seg
35 ciclos 942C - 30 seg/ 532C - 30 seg 35 ciclos 532C - 30 seg

682C - 2 min. e 30 seg 722C - 1 min. e 30 seg.

88°C- 10 min. 72°C- 7min.
Primers sequéncia(s' - 3") Primes sequéncia(s' - 3')
KVL 58 AGGAGCAGAMACTTWCTATGTAGATGG KWL 70 (F) TTCRGGATYAGAAGTAAAYATAGTAACAG
KWL 69 TTCTTCCTGCCATAGGARATGCCTAAG KWL B4( ) TCCTGTATGCARACCCCAATATG

Fonte: Autor, 2019.

Os genes PT e RT foram amplificados utilizando o TRUGENE HIV-1
Genotypic  Assay  OpenGeneR DNA  System (Siemens Helthcare
Diagnostics, Tarrytown, NY) ou por metodologiain house de One Step RT-PCR

descrita na tabela abaixo:
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Tabela 4: Protocolo da Reacédo em Cadeia de Polimerase do gene da

Polimerase.
Polimerase- PT/RT
PCR nested-PCR
Reagentes 1x/pl Reagentes 1x/ul
Nuclease Free Water 26,25 Go Tag Green Master Mix 2x 12,5
10x PCR Buffer High Fidelity 5 Primer: PR3 10 pm/pul 1
50 mM MgS04 2 Primer: RT12 10 pm/ulL 1
10 mM dNTP 15 Nuclease Free Water 8
0,1MDTT 25 Amostra (proveniente do 12 PCR) 25
Inibidor RNAse (Biolabs) 40 U/uL 0,25
RT Superscript 111 200 U/ul 0,25
Taq Platinum High Fidelity 5U/uL 0,25
Primer: GAG2 (F) 10 pm/pL 1
Primer: RT137 (R) 10 pm/uL 1
condigdes de ciclagem |
502C - 30 minutos 942C - 3 minutos
94°C - 5 minutos 94°C - 30 seg
18 ciclos 949C - 30 seg/ 50°C - 30 seg 35 ciclos 559C-30seg
682C - 2 min. e 30 seg 722C - 1 min. e 30 seg.
72°C- 10 min.
17 ciclos 949C - 30 seg/ 532C - 30 seg 72°C 10 min

689C - 2 min. e 30 seg.

68°C-10 min.
Primers segut:a?cia(S‘ =3 Primes sequéncia(5' - 3")
GAG2 GAGGAAGCTGCAGAATGGG PR3 AGAGCCAACAGCCCCACCA
RT137 TTCTGTATGTCATTGACAGTCCAGE RT12 ATCAGGATGGAGTTCATAACCCATCCA

Fonte: Autor,2019.

Os produtos do Nested PCR da INT, PT e RT foram quantificados por gel de
agarose a 1%, Em tampao TBE (Tris/Borato/EDTA) 0,5X corado com Sybr SafeR
(Life Technologie, USA) utilizando Low DNA Mass Ladder (Life Technologies, USA)

como marcador.

3.2.4. Sequenciamento dos produtos amplificados

Os produtos amplificados das regides da INT, PT e RT foram sequenciados
através do Big Dye™Terminator Cycle Sequencing Ready REACTION-ABI PrismR
(Life Technologies, USA). Para cada regido amplificada foram utilizados quatros
primes com volume final de 10ul por reacdo. As condi¢cdes de ciclagem utilizadas
foram 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4

minutos.

A purificacdoe do produto das reacdes desequenciamento dos genes da IN,
PT e RT foram realizadas com etanol e acetato de sédio de acordo com o protocolo
recomendado pela Life Technologies. Apds a etapa de precipitacdo adicionou-se
10ul de Formamida HIDI (Life Technologies, USA) para cada amostra, em seguida
foram desnaturadas em termociclador a 95°C por 3 minutos e imediatamente

resfriada em gelo para serem sequenciadas utilizando o analisador automatico
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ABI3130XL Genetic Analyzer (Life Technologies, USA). Os cromatogramas foram
analisados utilizando o software Sequencher 4.7(Benevides, USA).

3.3.Analises Moleculares
3.3.1. Subtipo Viral

O subtipo viral foi determinado pelo o software REGA HIV-1 Subtyping Tool-
Version 2.0 (http://dbpartners.stanford.edu/RegaSubttping/) e Nacional Center for
Biotecnology Information-

NCBI(http://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/progects/genotyping/formpagex.cgi).

3.3.2. Grau de Susceptibilidade aos Antirretrovirais

A determinacdo da susceptibilidade do virus aos diferentes farmacos foi
determinada segundo o algoritmo Stanford HIVdb.A susceptibilidade aos
antirretrovirais foram pontuadas para cada ARV disponivel. A pontuacdo de cada
medicacédo utilizado por cada paciente foi calculada de acordo com o0s cinco niveis
possiveis de susceptibilidade e resisténcia determinada pelo site: 1 ponto se o ARV
apresentou susceptibilidade; 0,75 resisténcia potencialmente baixa; 0,5 baixo nivel

de resisténcia; 0,25 resisténcia intermediaria e 0 alto nivel de resisténcia.

3.3.3. Avaliacéo das Mutacdes de Resisténcia
As mutacBes associadas a resisténcia aos INIs, IP, NRTI, NNRTI foram

determinadas a partir do algoritmo de Stanford HIVdb

Andalises Estatisticas

Os dados foram analisados no programa estatistico Stata v10 (Stata Corp,
USA). Os resultados das variaveis continuas foram expressos como mediana e
intervalo interquartil (IQR: 25th-75th).
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4. RESULTADOS

4.1. Populagéo do estudo

Neste trabalho foram incluidos um total de 74 sequéncia genéticas,
multifalhados do estado de S&o Paulo, incluidos entre os anos de 2015 a 2019. Esta
populacao era 60,3% (44) do sexo masculino, com idade mediana de 45 anos (34-
51). Apresentavam viremia com mediana de 3,26 log e contagem de células TCD4
de 269 células/mm?® a tabela abaixo apresenta os resultados demograficos, clinicos e
um resumo dos achados das sequencias analisadas.

Tabela 5: Caracteristicas demograficas e laboratoriais no momento da inclusao dos
pacientes multifalhados com exposi¢éo a pelo menos um Inibidor da Integrase.

Variaveis Total
Numero de Pacientes 74
Sexo Masculino (%) 44 (60,3%)
Idade (em anos) 45 (34 - 51)
Numero de Esquemas 6(4-7)
Contagem de T CD4+* 269 (156 - 433)
CV de HIV -1 RNA? 3,26 (2,63 -4,49)
Subtipos (%)
HIV-1 B 63 (85,1%)
HIV-1C 3 (4,1%)
HIV-1 F 4 (5,4%)
HIV-1 BF 4 (5,4%)
Mutacodes (%)
ITRN 49 (78,0%)
ITRNN 39 (62,0%)
IP 36 (57,0%)
INT 34 (46,0%)
‘céls/mm3

%log10

Resultados expressos como mediana e amplitude interquartil

Mutacdes de acordo com o Stanford HIV Resistancedb

TARV: Terapia Antirretroviral; CV: Carga Viral; ITRN: Inibidores da Transcriptase Reversa de
Nucleosideos; ITRNN: Inibidores da Transcriptase Reversa N&o-analogos de Nucleosideos;
IP: Inibidores da Protease; INI: Inibidores da Integrase.

O subtipo B foi presente em 63 sequéncias (85,1%) do gene da integrase
seguido do subtipo C presente em 3 sequéncias (4,1%) , sequéncias do subtipo F
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foram encontradas em 4 sequéncias (5,4%) e a forma recombinante BF também

em 4 sequéncias.

Das 74 sequéncias analisadas,46% (34/74) apresentaram mutacdes
associada a resisténcia para classe da integrase. Desses 74 pacientes em uso de
inibidores de integrase apresentaram mutacoes para ITRN 78% (49/74) enquanto
que 39 apresentaram mutacdes para ITRNN 62% (39/74) Ja na classe dos IPs 57%
de sequéncias (36/74) foi identificada alguma DRM.

Das 34 sequéncias que apresentaram mutacoes para classe dos inibidores da
integrase, os ITRN (24/34) foi a classe que mais apresentou mutacoes, seguido da

classe dos IPs (20/34) e ITRNN foi a classe que menos apresentou mutacao (17/34).

Das mutacdes principais para INI a mais frequente foi a Q148H seguida da
G140S e N155H. A G140S apareceu todas as vezes associada a Q148H, essa
associacdo (Q1l48H+G140S) esteve presente em 18 sequéncias. As mutacdes
acessoOrias que mais apareceram foi a mutacdo T97A sempre associada a N155H,
outras mutacBes observadas com o cdédon N155H foram: G163R, G140S, Q148H,
E138AT, E157Q e Y143R. As acessorias menos frequentes foi A128T e a G149G/A.

A tabela abaixo ilustra a frequéncia de mutacoes.

Tabela 6: Mutacdes principais e acessorias da regido da Integrase.

Mutacgdes da Integrase Numero (%)
Principais
E138KAT 7 (9,33%)
G140SA 18 (24,00%)
Y143R 2(2,67%)
S147G 2 (2,67%)
Q148HR 19 (25,33%)
N155H 14 (18,67%)
Acessorias
A128T 1(1,33%)
D232N 2 (2,67%)
E157Q 3 (4,00%)
G163R 4 (5,33%)
G149GA 1(1,33%)
T97A 9 (12,00%)
V151I 3 (4,00%)
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Dos 74 pacientes analisados 57 estavam em uso de RAL,10 pacientes

usaram RAL e passaram a usar DTG, 6 pacientes fizeram uso de DTG.

Tabela 7: Percentual do uso de Raltegravir e Dolutegravir.

Variaveis % % com Mutacao
Uso de RAL 57 (77,0%) 27 (79,0%)
Uso de DTG apds RAL 10 (13,5%) 6 (17,7%)
Uso de DTG 6 (8,1%) 0 (0,0%)
Uso de RAL apds DTG 1(1,4%) 1 (100,0%)

Quando se analisa o perfil de mutacdo em relacdo aos medicamentos
especificos, notamos que existe uma variacdo do impacto destas mutacbes na
atividade dos medicamentos. Como descrito na metodologia, 0 gss resume este

efeito. O grafico abaixo mostra os GSS em pacientes que fizeram o uso de inibidores
da integrase.

Gréfico de Grau de Susceptibilidade Genotipica (GSS) de acordo com cada antirretroviral dos

Inibidores da Integrase

A porcentagem de resisténcia entre dolutegravir e Bictegravir foram comparaveis em
todos os niveis de resisténcia, apresentando niveis de resisténcia menores em
relacdo ao Raltegravir e Elvitegravir.
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O Raltegravir foi o farmaco que apresentou maior nivel de resisténcia na
categoria de alto nivel de resisténcia, mas nao apresentou resisténcia baixa nem
intermediaria. O Elvitegravir apresentou uma porcentagem 5% menor no alto nivel

de resisténcia em relacdo ao Raltegravir.
5. DISCUSSAO

A integrase uma enzima importante como alvo terapéutico para controle da
epidemia. O impacto da variabilidade genética na evolugdo da resisténcia ainda é
caracterizado. Esta uma das principais caracteristicas do HIV-1, sendo o
monitoramento dessa diversidade gendmica fundamental para uma efetiva
epidemiologia molecular e monitoramento da emergéncia das resisténcia. Hoje
existem descritos na literatura 9 subtipos (variando de A-K) além de formas
recombinantes circulantes (CRF) (Riedel,2015).

Em nosso estudo o subtipo B foi presente na maioria das sequéncias, sendo
que os subtipos F e recombinante BF também foram identificados. O subtipo C foi o
menos frequente, presente em 3 casos. No estudo Silva, 2019 o subtipo B é o0 mais
predominante no Brasil, seguido da forma recombinante BF e F, na andlise do
estudo IAMARINO et al, (2012) realizado no estado de Sao Paulo, das 157
sequéncias analisadas, também prevaleceu o subtipo B (128), o subtipo C foi
identificado em apenas uma sequéncia. Segundo BRIGIDO et al,2010 h& um
crescimento do subtipo C entre os casos que falharam na terapia no estado de séo

Paulo.

O impacto da variabilidade genética na evolucdo da resisténcia ainda é
caracterizado. Esta uma das principais caracteristicas do HIV-1, sendo o
monitoramento dessa diversidade genb6mica fundamental para uma efetiva
epidemiologia molecular e monitoramento da emergéncia das resisténcia. Hoje
existem descritos na literatura 9 subtipos (variando de A-K) além de formas

recombinantes circulantes (CRF) (Riedel,2015).

Nas 74 amostras foi observada uma alta taxa de mutacdes de resisténcia
para classes de ITRN, ITRNN e IP e 46% (34/74) da populacdo analisada neste
estudo tem alguma mutacgdo de resisténcia para regido da integrase, das sequéncias
com mutacao para INI a classe ITRN foi a classe que mais apresentou mutacdes.

Raltegravir foi a primeira droga de INIs a ser usada no Brasil para o tratamento da
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infeccdo pelo HIV-1, através de estudos clinicos mostrou-se uma droga com bom
perfil de resisténcia e uma queda rapida da carga viral do individuo e a partir de
outros estudos foi relatado a limitada barreira genética contra mutacfes de

resisténcia e falhas do tratamento em esquemas contendo RAL (Sprinz,2016).

O quanto antes for detectado a falha do tratamento em esquemas que

utilizam RAL maior a chance para preservar a atividade de dolutegravir

No estudo clinico SPRING-2 um total de 822 pacientes foram separados
randomicamente para receberem dolutegravir 50 mg uma vez ao dia ou RAL
(400mg) em combinacao temofovir/Emtricitabina ou Abacavir/lamivudina, na semana
48 ,82% dos que fizeram uso de dolutegravir e 71% no grupo RAL alcancaram niveis

indetectaveis, comprovando a nao inferioridade de dolutegravir (ANTUNES ,2017).

A avaliacdo das mutacGes em pacientes com falha virolégica que utilizam
outras classes de medicamentos permite avaliar a necessidade de incorporacéo de
novos medicamentos que tornem o esquema mais efetivo, como por exemplo, 0s
medicamentos de novas classes, principalmente nos casos em que ocorre multiplas
falhas, quando as opcdes de ARV ja se encontram bastante limitadas pela presenca
de diferentes mutacgdes de resisténcia. O surgimento de resisténcia a medicamentos
dessa classe pode ser um problema, uma vez que pacientes resistentes as terapias
atualmente utilizadas, como inibidores da transcriptase reversa e protease, podem
se beneficiar do tratamento com inibidores de integrase através da terapia de
resgate, e a diminuicdo da atividade desta classe neste caso pode trazer
consequéncias negativas ao controle da epidemia. Os ITRN apresentam uma
barreira genética pequena, basta uma ou duas mutacfes no seu sitio de ligacao
para que seja selecionado um alto nivel de resisténcia a todos os antirretrovirais
desta classe (Silva, 2009), jA os IP apresentam em geral uma maior barreira
genética quando comparados as classes dos ITRN e ITRNN sendo necessaria uma
guantidade maior de mutacdes para que ocorra a perda completa de
susceptibilidade. (Moola, 2016). Estudos em adultos mostraram que Ral é efetivo
tanto pra o HIV-1 selvagem como contra as cepas resistentes aos IP, ITRN e ITRNN

e em adultos virgens experimentados em TARV (Brasil, 2008).
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O INI dolutegravir, por exemplo, € um farmaco com uma boa atuacdo na
supressdo da replicacdo viral, utilizado em combinacdo com farmacos de outras

classes apresenta um bom desempenho.

No estudo clinico SINGLE foram incluidos 822 individuos separados
randomicamente, um grupo recebeu uma vez ao dia 50 mg de dolutegravir
juntamente com Abacavir/lamivudina (ABC/3TC) e o] outro
Efavirenz/tenofovir/Emtricitabina (EFV/TDF/ETC), em um comprimido Unico, até a
semana 144 ,71% dos pacientes que receberam dolutegravir alcangaram niveis
indetectaveis, enquanto que os pacientes que receberam (EFV//TDF/ETC) 63%.
(ANTUNES, 2017). O ensaio clinico FLAMINGO também mostrou superioridade do
tratamento com 50mg uma vez ao dia com dolutegravir quando comparado ao
tratamento com darunavir/ritonavir (800,100mg) uma vez ao dia (ambos associados
com tenofovir/Emtricitabina ou Abacavir /lamivudina). Na semana 96 ,80% no grupo
de dolutegravir e 68%no grupo darunavir/ritonavir alcancaram niveis
indetectaveis(Clotet et al,2004; ANTUNES,2017)

Neste estudo além das mutagdes que conferem resisténcia para Raltegravir
Q148H/R/K, N155H, Y143R/H/K, G140S/A, Também estavam presente as mutacdes
E138KAT e S147G que de acordo com o algoritmo de Stanford HIV db, 2019 sdo
consideradas mutacdes principais deresisténcia aos INI. As mutacdes E92Q e T66
nao foram observadas neste estudo.Foi observado que a mutagdo N155H apareceu
na maioria das vezes com a mutacao T97A que sozinha tem um efeito minimo, mas
em combinacdo com outras mutacdes principais impacta negativamente sobre a
atividade de RAL e susceptibilidade de DTG (Brasil, 2019),0 EVG nao foi incluido
neste estudo porqué no Brasil ndo esta disponivel. No estudo realizado por
CAVALCANTI et al, 2015 avaliou as sequéncias de integrase de pacientes em falha
virolégica durante o uso de RAL, 68% apresentaram mutacfes para Raltegravir e
quatro principais mutacdes de resisténcia foram descritas(Q148H/R/K,N155H,E92Q
e Y143R/H/C) amutacaoprincipal maisfrequente foi Q148HKR seguida da N155H.A
mutagao Q148H/R/K geralmente vinha associada a mutagcdao G140S,esta
combinagdo de mutacdes ocorre em pacientes expostos a RAL e EVG e reduz a
susceptibilidade a DTG.(Brasil,2019)

Dos seis pacientes que foram expostos somente a DTG nenhum apresentou

mutacao de resisténcia a DTG, 5 pacientes faziam o uso de DTG a menos de 1 ano
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e apenas 1 fazia uso do medicamento a 2 anos. O tempo de exposicdo a o DTG
ainda é relativamente novo, em 2016 a OMS passou a recomendar o0 DTG como
alternativa de primeira linha de tratamento e a partir de fevereiro de 2017 através da
portaria numero 35 de 28/09/2016, DTG passou a ser incorporado como tratamento
de primeira linha no tratamento da infeccdo pelo HIV No ambito do sistema Unico de
saude (SUS) (Brasil, 2016).

Nesta analise os medicamentos dedolutegravir e Bictegravir mostraram-se
totalmente susceptiveis em 58% dos casos. RAL foi o farmaco que apresentou maior
nivel de resisténcia muito parecido com EVG, esses dois farmacos costumam, na
maior parte das vezes,apresentar resisténcia cruzada, com um perfil de resisténcia
semelhante, mas ndo afeta DTG, que permanece ativo. Dolutegravir faz parte da
segunda geracédo de INIs e apresenta um bom perfil farmacocinético, apresenta uma
barreira superior aos outros antirretrovirais da classe (Ral e EVG) (Nunes, 2016).
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6. CONCLUSOES

O monitoramento das mutacfes é importante para a deteccdo precoce da falha
do tratamento com RAL para evitar o acimulo de mutacgdes, e preservar a atividade
de dolutegravir além de apresenca de mutacdes de resisténcia ser algo prejudicial
para as pessoas que vivem com HIV, o acompanhamento destas mutacdes se faz
necessarias, porque essas mutacdes prejudicam acdo do medicamento de forma
parcial ou total, levando a replicacéo viral e favorecendo a evolucdo da doenca. A
identificacdo dos subtipos leva a estratégias epidemiolégicas mais eficazes e
contribui para a escolha de esquemas de tratamentos mais efetivos. O uso do
Raltegravir prévio favorece a resisténcia ao Dolutegravir, que em nosso estudo néo
foi observada em nenhum caso que utilizou apenas este INI no seu historico de
medicamentos ARVs. Estudo com maior amostragem sdo necessarios para validar

estas observacoes, que contudo sdo compativeis com os achados da literatura.
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