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RESUMO

A resisténcia das drogas anfirretrovirais resulta da incompleta supressdo da replicagdo do HIV-1. O presente estudo
caracterizou o perfil de resisténcia genotipica aos antirretrovirais (ARY) em amostras sorolégicas de 127 pacientes HIV
positivos, originérias dos Estados do Amazonas e Pard, Regido Norte do Brasil, no periodo de 2002 a 2006. As amostras
foram submetidas ao teste de resisténcia pelo kit ViroSeq™ Genotyping System. Considerando as informacées genéticas
obtidas das regiées da protease e/ou transcriptase reversa do HIV-1, a mutacdo M184V (81,1%) foi a mais associada aos
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (ITRN), em individuos usando ARV no Estado do Pard, e a mutacdo
T215F/Y (56,3%) em individuos do Estado do Amazonas. A mutacdo K103N foi a mais prevalente (33,5%) para os
inibidores néo nucleosidicos da transcriptase reversa (ITRNN) em ambos os Estados. Para o gene da protease a mutacéo
minor L63P (65,3%) apresentou-se como a mais frequente em ambos os Estados. O estudo revelou a importéncia da
identificaco de mutacdes associadas & resisténcia as drogas antirretrovirais para o uso racional em esquemas
terapéuticos e seus resultados apresentaram-se semelhantes aos obtidos em outras regides do Brasil.
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INTRODUCAO O virus possui distinfos mecanismos que lhe permitem
escapar tanto da pressdo do sistema imunolégico como da
pressdo farmacolégica. O surgimento das quasispecies é
favorecido pelos seguintes fatores: escassa fidelidade da
transcriptase reversa (TR) em seu trabalho de replicacéo do
RNA viral o que gera uma elevada populacéo de cepas de
virus diversificadas — cerca de 10'? e extraordindria cinética
de replicacdo viral com uma vida média plasmatica inferior
a6 h*. Acontinua producéo dessas variantes proporciona
ao virus uma grande capacidade de adaptacdo no
hospedeiro. A resisténcia antirretroviral é uma das razdes
primdrias para que a terapia antirretroviral (TARV) falhe
com o uso prolongado do esquema®’.

A resisténcia do virus da imunodeficiéncia humana tipo
1 (HIV-1) aos férmacos antirretrovirais é consequéncia da
alta taxa de replicacéo e mutacdo deste virus combinada
com a sua capacidade de infegracdo com o genoma do
hospedeiro. O HIV-1 apresenta uma notdvel diversidade
genética com implicacdes na patogénese,
desenvolvimento de vacina, diagndstico e suscetibilidade
aos antirretrovirais (ARV)'**,

* Artigo resultado de dissertagc@o apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biologia dos Agentes Infecciosos e Parasitérios do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Pard, como
requisito para a obtencdo do grau de Mestre em Biologia de Agentes
Infecciosos e Parasitdrios

A finalidade da TARV para individuos com infeccdo
pelo HIV inclui impedir ou retardar a progresséo da
imunodeficiéncia; melhorar a sobrevida dos pacientes,
diminuindo a ocorréncia de infeccées oportunistas; e
melhorar a qualidade de vida dos infectados™'®. A
reducéo da carga viral no sangue periférico e a reverséo
da imunodeficiéncia caracteristica trazem beneficios ao
paciente, aumentando a sobrevida do individuo em pelo
menos 13 a 14 anos''. O esquema terapéutico é composto
por uma associacdo de drogas para obter a diminuicéo da
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carga viral plasmdtica e, assim, atingir niveis virais
. ; . . ~ f7 - 12
indetectdveis na circulacéo periférica .

As cepas resistentes do virus HIV-1 podem ser
transmitidas entre os individuos. A transmissdo de variantes
do HIV-1, com resisténcia aos inibidores da TR e da
protease (PR), foi amplamente caracterizada em paises
desenvolvidos. Com efeito, os niveis de transmissdo do
HIV-1 estudados em pacientes com infeccdo recente
documentada e com outros cronicamente infectados
mostraram que de 10 a 20% dos novos pacientes
diagnosticados na Europa e EUA correspondem a
infeccoes com cepas de HIV-1 resistentes a pelo menos
Umcdrogow,u,w,lé'

Alguns autores'”"® estimaram que em torno de 70% dos
individuos, embora corretamente tratados, apresentavam
carga viral detectével e carregavam consigo resisténcia no
minimo a um medicamento. A transmissdo do HIV-1
resistente a drogas também foi documentada entre todos
os grupos com comportamento de risco'”.

Sabe-se que a supressdo da infeccdo pelo HIV-1 pelas
drogas antirretrovirais é notdvel. No entanto, se a infeccdo
¢ ocasionada por um virus resistente, pode ocorrer a
reducéo da eficdcia dos medicamentos empregados no
regime de primeira linha™.

A transmissdo do HIV resistente aos ARV impacta
negativamente a resposta terapéutica de individuos virgens
de tratamento. Como a estratégia da terapia e utilizagdo
de drogas ARV evoluiu, os padrées de mutacdo transmitida
podem mudar. Em investigacdes envolvendo 40 cidades
dos EUA foi demonstrado que a alta prevaléncia de
resisténcia aos ARV ocorreu amplamente, sugerindo que
genotipagem e/ou fenotipagem deveria ser considerada
na investigacGo desses individuos, especialmente se a
terapia incluir um inibidor nd@o nucleosidico da TR

(IRTNN)?".

No Brasil, a distribuico gratuita e universal dos
medicamentos ARV pelo Ministério da Satde (MS), iniciou
em 1996, com a introdugéo do esquema TARV, o qual
modificou radicalmente a sobrevida dos portadores de
aids”*. Entretanto Clavel e Hance™, descreveram que,
com o uso em massa desses medicamentos, ocorreu
aumento do risco de resisténcia aos ARV, havendo assim a
necessidade de ser adotado um monitoramento intenso e
continuo dessa resisténcia.

O presente estudo avaliou o perfil de resisténcia em
amostras de sangue de individuos com aids para melhorar
as estratégias de terapia em pacientes que falharam nos
regimes terapéuticos prévios nos Estados do Pard e
Amazonas, Regido Norte do Brasil, no periodo de 2002 a
2006.

MATERIAL E METODOS

A deteccao da resisténcia primdria e secundéria aos
ARV foi avaliada utilizando-se a lista proposta por Johnson
e colaboradores™ para a classificacdo das mutacées. No
presente estudo, um largo espectro de cédons mutacionais
associados & maior ou menor resisténcia aos ARV foi
observado durante o processo de andlise conduzida em

amostras de pacientes usudrios de ARV.
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CRITERIO DE INCLUSAO

Foram empregados protocolos préprios da Rede
Nacional de Laboratérios de Genotipagem (Renageno) os
quais continham informacgées pessoais, clinicas,
laboratoriais e epidemiolégicas, para, em seguida, fazer-
se a escolha do grupo considerando os critérios da rede.
Os pacientes concordaram e assinaram um documento
contendo o termo de consentimento livre e esclarecido da
Coordenacédo Nacional de DST e Aids do Ministério da
Satude (CN de DST/Aids do MS), concordando em tomar
parte do estudo da Renageno.

DESCRICAO DAS AMOSTRAS

Daqueles individuos que preencheram os critérios de
inclusé@o foram coletadas amostras de plasma (1 ml) para
poder ser efetuado o estudo.

POPULACAO ESTUDADA

Considerando tratar-se de um estudo retrospectivo
realizado no periodo de 2002 a 2006, o material foi
processado adotando os procedimentos da Renageno,
utilizando-se amostras de 127 pacientes, sendo 95 do
Estado do Pard e 32 do Estado do Amazonas.

As medidas de frequéncia foram analisadas usando o
Programa BioEstat 5.0%. A andlise das varidveis pelo teste
do qui-quadrado que apresentaram valores de p menores
que 5% (p < 0,05) proporcionaram aderéncia ao nivel de
significancia estatistica.

RESULTADOS
CARACTERISTICAS DA POPULACAQ ESTUDADA

O estudo incluiu 32 (25,2%) pacientes procedentes do
Amazonas, 19 (59,4%) dos quais pertenciom ao sexo
masculino e 95 (74,8%) do Pard, 75 (78,9%) dos quais do

sexo masculino.

A idade variou de 19 a 72 anos (mediana de 39 anos)
sendo que a maioria, 84,3% encontrava-se na faixa etéria
entre 20e 49 anos.

Na ocasi@o da genotipagem, 84 (66,1%) individuos
de ambos os Estados néo apresentavam qualquer
sinfoma ou sinal clinico de aids. O diagnéstico da
infeccdo pelo HIV-1 foi realizado em 63,8% no periodo

entre 1991 e 1999.

A deteccao de carga viral entre 10 mil e 100 mil cépias
de RNA/mL foi positiva em 58,3% dos pacientes, com
mediana de contagem em 39 cépias de RNA/mL. A
contagem de linfécitos TCD4 " em 57,5% dos pacientes no
momento de inclusdo no estudo encontrava-se abaixo de
200 células/mm’ (mediana 97 células/mm?).

ANALISE MOLECULAR

A extracdo do RNA foi realizada a partir de 1.000 (pl)
de plasma pelo método ViroSeq™ HIV-1 Genotyping
System, seguindo as instrucdes do fabricante (Celera
Dignostic, 2004). O sequenciamento das amostras foi
realizado empregando-se um sequenciador automatizado

modelo ABI PRISM® 3100 DNA Analyzer, (Applied
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Biosystems, EUA) no qual estava acoplado o Software —
HIV-1 Genotyping System, versdo 2.6, para a deteccéo
automdtica e andlise de todas as sequéncias.

ANALISE ESTATISTICA

O perfil das mutacdes de resisténcia associado ao
gene da TR de todos os individuos com falha terapéutica
no Estado do Pard nas classes dos inibidores nucleosidicos

da TR (ITRN), nédo nucleosidicos da TR (ITRNN) e dos
inibidores da protease (IP) pode ser visto nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Mutacées associadas & resisténcia aos ARV
nos genes da TR em amostras coletadas de
95 pacientes com falha terapéutica, Estado
do Parg, 2002-2006

Mutacao o Mutagao °
ITRIg\I N % ITRI\fN N %

M184V 77 81,1 K103N 32 33,7
T215F/Y 53 55,8 G190A/S 11 11,6
M41L 38 40 Y181C/I 9 9,5
D67N 29 30,5 L1001 7 7,4
K70R 25 26,3 P225H 7 7,4
L210W 22 23,2 V108l 4 4,2
K219E/Q 20 21,1 Y188L 2 2,1
V118l 20 21,1 V106M 1 1,1
E44A/D 13 13,7

L74v 7 7,4

Q151M 6 6,3

V75l 5 53

K65R 2 2,1

Y115F 1 1,1

ins69 1 1,1

O perfil das mutacées de resisténcia associado ao gene
da TR de todos os individuos com falha terapéutica no
Estado do Amazonas na classe dos ITRN, ITRNN e IP pode
servisto nastabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Mutacées associadas & resisténcia aos ARV
nos genes da TR em amostras coletadas de
32 pacientes com falha terapéutica, Estado

do Amazonas, 2005-2006

Mutacéo 5 Mutacéo o

ITRN N * ITRAN N %
T215F/Y 18 56,3 K103N 11 34,4
M184V 17 53,1 Y181C 5 15,6
K219E/Q 16 50 L7100l 4 12,5
D67N 15 46,9 G190A/S 4 12,5
K70R 14 43,9 Y188L 2 6,3
M4T1L 11 34,4 V108l 1 3,1
V118l 11 34,4 V106A 1 3,1
[210W 8 25
E44D 5 15,6
Q15TM 5 15,6
V75| 3 9,4
K65R 2 6,3
69ins 2 6,3
L74V 1 3,1

Nota: ITRN: inibidores nucleosidicos da TR; ITRNN: inibidores ndo nucleosidicos da
TR.

Tabela 4 — Frequéncia de mutagdes resistentes aos ARV no
gene da protease de mutacdes minor ou
secunddrias e de mutacdes major ou principais
enconfradas em amostras coletadas de 32
pacientes com falha terapéutica no Estado do

Amazonas, 2005-2006

Nota: ITRN: inibidores nucleosidicos da TR; ITRNN: inibidores ndo nucleosidicos da
TR.

Tabela 2 — Frequéncia de mutagdes resistentes aos ARV no
gene da protease de mutacdes minor ou
secunddrias e de mutagdes major ou principais
encontradas em amostras coletadas de 95
pacientes com falha terapéutica no Estado do

Pard, 2002-2006

Mutacao ° Mutagao o
P Minor N % Ip Mc(t;jor N %
L63P 62 653  M46IL 36 37,9
LIOFVRN 49 51,6 VB2A/F/S/T 27 28,4
AZV/TV 46 484  L9OM 20 21,1
M361V 39 41,1 D3ON 1 11,6
193L 32 337 184V 9 9,5
154L/M/V 31 326 V32l 6 6,3
162V 30 31,6 14wV 5 5,3
V77l 27 28,4 1500 4 4,2
K201/R/M 26 27,4
13V 13 137
G73A/C/S/T 10 105
1241 10 105
N88D 9 9,5
L33F/I 8 8,4
D60E 9 9,5
F53L 6 6,3
K43T 4 472
Q58E 4 472
E35G 1 11

Nota: IP: inibidores da

o

R.

Mutagao Mutacao

IP Minor N % IP Major N® %
L63P 25 78,1 V82A/F/S/T 10 31,3
LTOF/I/R/V 16 50 L90OM 8 25
A71/TN 16 50 M46l1/L 6 18,8
162V 16 50 D30N 5 15,6
193L 15 46,9  G48V 4 12,5
V771 14 43,8  147AN 3 9,4
M36l/L 13 40,6  150L 2 6,3
154L/T/V 9 28,1
113V 8 25
K201/M/R 6 18,8
D60E 5 15,6
N88D 5 15,6
G73S 4 12,5
K43T 2 6,3
24| 1 3,1
L33F 1 3,1
Q58E 1 3,1
E35G 1 3,1
F53L 1 3,1

Nota: IP: inibidores da protease.

Considerando a presenca de mutagdes principais
relacionadas as trés classes de ARV (Tabela 5), observou-se
maior ocorréncia na classe dos ITRN (96,9 %), seguida de
IP (62,5%) e ITRNN (56,3%) no Amazonas. No Pard, os
percentuais observados nas mesmas classes foram: ITRN
(91,6%), IP (61,1%) e ITRNN (50,5%). Néo foi observada
significancia estatistica para os ARV com (p = 0,1188) no
Amazonas, enquanto no Pard houve significancia (p =

0,0017).

Rev Pan-Amaz Saude 2011, 2(3):27-34
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Tabela 5 — Frequéncia das principais mutacées segundo
as classes de ARV nos pacientes dos Estados
do Amazonas e Pard, 2002-2006

Amazonas Pard
Classes N° de N° de
de mutacées % | mutacoes % pI
ARV principais (valor) principais (valor)
ITRN 31/32 96,9 87/95 91,6
ITRNN 18/32 56,3 0,1188  48/95 50,5 0,0017
P 20/32 62,5 58/95 61,1

Nota: ITRN: inibidores nucleosidicos da TR; ITRNN: inibidores ndo nucleosidicos da
TR; IP: inibidores da protease.

Foi inferido o nivel de resisténcia e de sensibilidade do
HIV-1 das amostras do Pard aos medicamentos com alvo no
gene da TR (Tabela 6). Em ordem decrescente, relacionamos
os fadrmacos mais comprometidos para utilizaggo num

préximo esquema pelos pacientes desta andlise:
Lamivudina, Zidovudina, Zidovudina+Lamivuding,
Didanosina (na classe dos ITRN) e Efavirenz e Nevirapina (na
classe dos ITRNN). Foi observada significancia estatistica
para a resisténcia (*R), resisténcia intermedidria (**Rl) e
(***S) sensivel S com p (valor) 0,0001 no Pard pelo teste do
qui-quadrado de aderéncia ao nivel de significéncia 5%

(0,05).

A mesma avaliacdo foi feita (Tabela 6) com os
medicamentos utilizados no gene da PR e observamos os
seguintes fdrmacos mais comprometidos: Nelfinavir,
Saquinavir, Indinavir, Ritonavir, Fosamprenavir e
Indinavir/Ritonavir. Foi observada elevada significancia
estatistica para a *R e ***S com p (valor) 0,0001 no Estado
do Pard pelo teste qui-quadrado de aderéncia, mas néo foi
significante para a varidvel **Rl (p = 0,092).

Tabela 6 — Nivel de resisténcia e sensibilidade aos ARV nos genes da TR e da protease em 95
amostras de pacientes do Estado do Parg 2002-2006

Gene da TR
R e *Hxg

ARV amostra % b amostra % b amostra % P

n° abs (valor) n° abs (valor) n° abs (valor)
ABC 42 44,2 42 44,2 11 11,6
ddl 51 53,7 34 35,8 10 10,5
37C 79 83,2 1 1,1 15 15,8
d4T 37 38,9 26 27,4 32 33,7
TDF 31 32,6 0,0001 6 6,3 0,0001 58 61,1 0,0001
TDF+3TC 7 7.4 26 27,4 62 65,3
AZT 58 61,1 14 14,7 23 24,2
AZT+3TC 51 53,7 10 10,5 34 35,8
EFV 52 54,7 - - 43 45,3
NVP 52 54,7 - - 43 45,3

Gene da protease
R e —

ARV amostra % (vorl)or) amostra % (voFl)or) amostra % (volTor)

n° abs n° abs n° abs
FPV 50 52,6 11 11,6  0,0924 34 35,8  0,0001
IDV 55 57,9 0,0001 13 13,7 - 27 28,4
LPV 27 28,4 10 10,5 58 61,1
NFV 63 66,3 10 10,5 22 23,2
RTV 50 52,6 11 11,6 34 35,8
SQV 57 60 7 7,4 31 32,6
ATV 47 49,5 6 6,3 42 44,2
FPV/r 35 36,6 6 6,3 54 56,8
SQV/r 36 37,9 9 9,5 50 52,6
IDV/r 49 51,6 5 5,3 - 41 43,2
ATV/r 21 22,1 19 20 55 57,9

Nota: *R: resistente; **RI: resisténcia intermedidria; ***S: sensibilidade; Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero néo

resultante de arredondamento.

Legenda: ABC (Abacavir); ddI (Didanosina); 3TC (Lamivudina); d4T (Estavudina); TDF (Tenofovir); TDF+3TC (Tenofovir + Lamivudina); AZT
(Zidovudina); AZT+3TC (Zidovudina +Lamivudina); EFV(Efavirenz); NVP (Nevirapina); FPV (Fosamprenavir); IDV (Indinavir);LPV (Lopinavir);
NFV (Nelfinavir); RTV Ritonavir); SQV (Saquinavir); ATV (Atazanavir); FPV/r (Fosamprenavir/Ritonavir); SQV/r (Squinavir/Ritonavir); IDV/r

(Indinavir/Ritonavir); ATV/r (Atazanavir/Ritonavir).

Rev Pan-Amaz Saude 2011, 2(3):27-34
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Foi inferido o nivel de resisténcia e sensibilidade do
HIV-1 das amostras do Estado do Amazonas aos
medicamentos com alvo no gene da TR (Tabela 7). Em
ordem decrescente, relacionamos aqueles farmacos mais
comprometidos para utilizacdo num préximo esquema
pelos pacientes desta andlise: Zidovudina,
Zidovudina+Lamivudina, Lamivudina, Estavuding,
Didanosina e Abacavir na classe dos ITRN e Nevirapina e
Efavirenz na classe dos ITRNN. Foi observada
significéncia estatistica para aRle S com p = 0,0042 e p
= 0,0001 respectivamente no Amazonas pelo teste qui-
quadrado de aderéncia ao nivel de significéncia 5% (p <

0,05). Néao houve significancia para a varidvel R (p= 0,

2029).

O mesmo acontece (Tabela 7) com os medicamentos
utilizados no gene da protease. Observamos os seguintes
farmacos mais comprometidos no Estado do Amazonas:
Nelfinavir, Saquinavir, Indinavir, Ritonavir, Fosamprenavir e
Indinavir/Ritonavir. Foi observada significlncia estatistica
para a R p = 0,0231 no Amazonas pelo teste qui-
quadrado de aderéncia ao nivel de significéncia 5%
(0,05), néo sendo significante para as varidveis Rl e S p=
0,0521 e p = 0,100 respectivamente.

Tabela 7 — Nivel de resisténcia e sensibilidade aos ARV nos genes da TR e da protease em 32
amostras de pacientes do Estado do Amazonas, 2005-2006

Gene da TR
*R xR *HxG
ARV amostra % b amostra % b amostra % b

n° abs (valor) ° abs (valor) n° abs (valor)
ABC 18 56,3 12 37,5 2 6,3
ddl 21 65,6 10 31,3 1 3,1
3TC 24 75 3 9,4 5 15,6
d4T 23 71,9 3 9,4 6 18,8
TDF 15 46,9 - - 17 53,1
TDF+3TC 8 25 0,202 7 21,9 0,004 17 53,1 0,001
AZT 25 78,1 3 9,4 4 12,5
AZT+3TC 24 75 6 6,3 6 18,8
EFV 19 59,4 - - 13 40,6
NVP 20 62,5 - - 12 37,5

Gene da protease
*R #*R| ***S
ARV amostra % P amostra % b amostra % P

n° abs (valor) n° abs (valor) © abs (valor)
FPV 13 40,6 6 18,8 13 40,2
IDV 19 59,4 5 15,6 8 25
LPV 4 12,5 7 21,9 21 65,6
NFV 23 71,9 2 6,3 7 21,9
RTV 20 62,5 2 6,3 10 31,3
SQV 18 56,3 0,0231 4 12,5 0,0521 10 31,3 0,100
ATV 15 46,9 4 12,5 13 40,6
FPV/r 10 31,3 2 6,3 20 62,5
SQV/r 15 46,9 2 6,3 15 46,9
IDV/r 18 56,3 2 6,3 12 37,5
ATV/r 9 28,1 6 18,8 17 53,1

Nota: *R: Resistente; **RI: Resisténcia intermedidria; ***S: Sensibilidade.

Legenda: ABC (Abacavir); dd! (didanosina); 3TC (Lamivudina); d4T (Estavudina); TDF (Tenofovir); TDF+3TC (Tenofovir+Lamivudina); AZT
(Zidovudina); AZT+3TC (Zidovudina+Lamivudina); EFV (Efavirenz); NVP (Nevirapina) FPV (Fosamprenavir); IDV (Indinavir);LPV (Lopinavir);
NFV (Nelfinavir); RTV (Ritonavir); SQV (Saquinavir); ATV (Atazanavir); FPV/r (Fosamprenavir/Ritonavir); SQV/r (Squinavir/Ritonavir); IDV/r

(Indinavir/Ritonavir); ATV/r (Atazanavir/Ritonavir).

DISCUSSAO

A mutag@o mais frequentemente encontrada no Estado
do Pard, envolvendo os ITRN, foi a M184V, seguida dos
cédons 215, 41, 67, 70, 210 e 219, peril este
apresentado pelo HIV-1. Por outro lado, a mutacdo mais
frequente nos pacientes do Estado do Amazonas foi a
T215F/Y. Em ordem decrescente, os outros cdédons
encontrados foram os seguintes: 184, 70, 219, 67, 41 e
210. O padréo de mutagdes observadas no Estado do
Pard lembra o encontrado no Sudeste e no Nordeste
brasileiros”**, enquanto que o encontrado no Estado do
Amazonas foi semelhante ao observado no Chile”, o que

sugere que a origem das cepas entre esses dois Estados
amazbnicos seja provavelmente diferente.

O discreto aumento da prevaléncia no cédon 215,
observado nas amostras do Estado do Amazonas,
comparado ao cdédon 184, anteriormente observado,
possivelmente deveu-se ao fato de o padréo da mutagéo
M184V sozinha ser encontrado em amostras de apenas
dois dos 32 pacientes do Estado do Amazonas. Medeiros e
colaboradores®™ observaram em pacientes da Regido
Nordeste do Brasil, que apresentaram um aumento
significativo de mutacées TAM, quando comparados a
grupos de pacientes enfrentando falha terapéutica
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priméria e falha terapéutica secundéria com aqueles
multifalhados e, associaram esse fato ao maior ndmero de
terapias empregadas pelos pacientes multifalhados
ocasionando, como consequéncia, o aumento das
referidas mutacoes.

Ainda na classe dos ITRN, em outro estudo identificou-
se que mais de um quinto das amostras de pacientes do
Estado do Pard apresentavam a frequéncia de quatro
mutacdes nas posicdes 184,41,210e 215, enquanto que
no Estado do Amazonas a frequéncia desses cédons foi
menor. O padrdo de mutacéo desses cddons nos dois
Estados da Regido Norte brasileira lembra o que foi
anteriormente observado em pacientes do Estado do Rio
de Janeiro™.

Além das mutacdes citadas para a classe dos ITRN,
outras mutagdes importantes também foram observadas,
porém em menor proporcdo, nos cédons 74, 151, 75,
115, 65, e ins69, no Estado do Pard. As amostras do
Estado do Amazonas apresentaram resisténcia para os
mesmos cédons com excegdo do 115, presente somente
nas amostras do Estado do Pard, o que estd de acordo com
a literatura para outras regides do Brasil*®.

Neste estudo foi detectada a presenca de mutacdo
principal para os ITRN em 96,9% das amostras virais do
Estado do Amazonas e em 91,6% dos HIV-1 procedentes
de amostras do Estado do Pard. Embora menos potente
contra o HIV do que os ITRNN e os IP, os ITRN apresentam
um papel central no TARV e permanecem como parte do
tratamento padrdo atual™*.

Por outro lado, o HIV-1 das amostras do Estado do
Amazonas mostrou nivel de resisténcia acima de 50% aos
seguintes ARV: Zidovudina, Zidovudina+Lamivudina,
Lamivudina, Didanosina e Abacavir, e o HIV-1 das
amostras do Estado do Pard apresentava o mesmo nivel de
resisténcia aos férmacos Lamivudina, Zidovudinag,
Zidovudina+Lamivudina e Didanosina. A maior
sensibilidade foi observada ao medicamento Tenofovir —
acima de 50%, em ambos os Estados. Esses dados sdo
também semelhantes aos descritos para HIV-1 em
pacientes procedentes do Nordeste do Brasil™.

Neste estudo foi detectada a mutacdo K103N na classe
ITRNN como a mais prevalente nas amostras dos pacientes
dos dois Estados e os valores encontrados sé@o similares
aos de outros relatos no Brasil”’**. Ressalte-se que essa
mutacdo ocorreu em mais de 50% dos pacientes que
desenvolveram falha virolégica sob uso do Efavirenz,
reduzindo sua suscetibilidade em aproximadamente 25
vezes™”.

No presente estudo detectamos a presenca de mutacdo
principal para os ITRNN em 56,3% das amostras do
Estado do Amazonas e em 50,5% das amostras do Pard,
refletindo no nivel de resisténcia do HIV-1 em 59,4%
amostras do Amazonas e 57,4% do Estado do Pard, tanto
ao Efavirenz quanto & Nevirapina, as Unicas drogas
pertencentes a essa classe de ARV avaliadas. Qualquer
tipo de mutacdo detectada nesse grupo de drogas,
ocasiona significativa resisténcia cruzada a todas as
drogas, por se tratar de medicamentos que apresentam
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uma baixa barreira genética™. Esse fato foi também
anteriormente observado em diversos outros estudos
brasileiros”*

Entre os IP a barreira genética para resisténcia é
geralmente maior. Podemos citar, como exemplo, o regime
ARV contendo Ritonavir, que requer multiplas mutagdes
que variam entre os IP, e seu grau de resisténcia depende
tanto do ndmero quanto do tipo de mutacéo presente®

As mutacdes secunddrias (minor) normalmente
emergem antes das principais (major), e elas por si s6 ndo
apresentam um efeito significativo no fenétipo™. Em alguns
casos, seu efeito pode ser para compensar o fitness
replicativo do virus contendo mutacées major e em outros
que contribuem para a resisténcia®*"?.

No presente estudo, mutacdes especificas associadas
com resisténcia aos IP foram encontradas nas amostras de
pacientes com falha para esses inibidores. A mutacéo
minor L63P foi mais frequentemente encontrada nas
amostras do Estado do Amazonas - 78,1%, para 65,1% no
Estado do Par4. Em seguida, os cédons minor mais
encontrados nas amostras dos dois Estados foram 10e 71,
o que estd de acordo com resultados obtidos no estudo
realizado por Couto-Fernandez e colaboradores” .

CONCLUSAO

A mutacdo mais frequente na classe dos ITRN foi
M184V para as amostras do Estado do Pard enquanto
para as do Estado do Amazonas foi a T215F/Y. Amutacéo
mais frequente para as amostras dos Estados do
Amazonas e Pard foi KTO3N, na classe dos [TRNN, e, entre
os IP a mutacéo L63P para ambos os Estados. Na classe
dos ITRN, foi encontrado um percentual significativo de
amostras de pacientes do Estado do Pard apresentando
quatro mutagdes nas posicdes 184, 41,210e 215, sendo
essa frequéncia um pouco menor nas amostras do Estado
do Amazonas. O HIV-1 se mostrou mais resistente aos ARV
da classe dos ITRN, seguido da classe dos IP e,
posteriormente, aos ITRNN para as amostras de ambos os
Estados. Inferiu-se o nivel de resisténcia do HIV-1 aos ARV
no gene da TR e as amostras analisadas do Estado do
Amazonas apresentaram resisténcia acima de 50% para
oito drogas, sendo sensiveis a somente duas. No gene da
protease, apresentaram-se resistentes a cinco e sensiveis
a trés dos drogas avaliadas. Inferiu-se o nivel de
resisténcia do HIV-1 aos ARV no gene da TR e as amostras
analisadas do Estado do Pard apresentaram resisténcia
acima de 50% para seis drogas e sensiveis para duas. No
gene da protease, mostraram-se resistentes a seis e
sensiveis a quatro. As amostras do Estado do Amazonas
sugerem maior resisténcia a todas as classes de ARV
analisadas em comparagdo com as amostras do Estado
do Paré.
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Profile of secondary genotypic resistance to antiretroviral drugs in aids patients in the
States of Pard and Amazonas, Brazil: 2002 to 2006

ABSTRACT

Resistance to antiretroviral drugs results from the incomplete suppression of HIV-1 replication. The present study
characterized the profile of genotypic resistance to antiretroviral drugs (ARVs) in serum samples from 127 HIV-positive
patients from the States of Amazonas and Paréd, in Northern Brazil, from 2002 to 2006. The samples were tested for
resistance using the ViroSeq™ Genotyping System kit. Based on the genetic information obtained from the HIV-1 protease
(PR) and/or reverse transcriptase (RT) genes, the M184V mutation (81.1%) was the most frequently associated with
resistance fo nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) in individuals using ARVs in Paré, while the T215F/Y
mutation (56.3%) was the most frequently associated with resistance in individuals from Amazonas. The K103N mutation
was the most prevalent (33.5%) resistance mutation to non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) in both
states. Forthe PR gene, the minor mutation L63P (65.3%) was the most frequent in both states. The present study showed the
importance of identifying mutations associated with resistance to ARVs to the rational selection of therapeutic schemes.
Additionally, the results found in Pard and Amazonas were found to be similar to those of other areas in Brazil.

Keywords: Terapia Anti-Retroviral; VIH-1; Mutation; Genotyping.

Genotipado de la resistencia genotipica secundaria a los antirretrovirales en pacientes
con aids en los Estados de Para y Amazonas, Brasil: 2002 a 2006

RESUMEN

La resistencia a las drogas antirretrovirales resulta de la supresién incompleta de la replicacién del VIH-1. El presente
estudio caracterizé el perfil de resistencia genotipica a los antirretrovirales (ARV) en muestras serolégicas de 127 pacientes
VIH positivos, originarias de los Estados de Amazonas y Pard, Regién Norte de Brasil, en el periodo de 2002 a 2006. Las
muestras fueron sometidas a la prueba de resistencia por el kit ViroSeq™ Genotyping System. Considerando las
informaciones genéticas obtenidas de las regiones de la proteasa y/o transcriptasa inversa del VIH-1, la mutaciéon M184V
(81,1%) fue la mds asociada a los inhibidores nucledsidos de la transcriptasa inversa (INTR), en individuos usando ARV en
el Estado de Pard, y la mutaciéon T215F/Y (56,3%) en individuos del Estado de Amazonas. La mutacion K103N fue la mas
prevalente (33,5%) para los inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa (INTR) en ambos Estados. Para el gen de
la proteasa la mutacién minor L63P (65,3%) se presentd como la mds frecuente en ambos Estados. El estudio revelé la
importancia de la identificacién de mutaciones asociadas a la resistencia a las drogas antirretrovirales para el uso racional
en esquemas terapéuticos y sus resultados se mostraron semejantes a los obtenidos en otras regiones de Brasil.

Palabras clave: Terapia Antirretroviral; VIH-1; Mutacién; Genotipado.
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