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RESUMO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), agente etiologico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), infecta principalmente o linfécito T CD4+, uma
importante célula do sistema imunolégico, levando a uma imunossupressao
progressiva.

Os medicamentos antirretrovirais (ARV) sdo capazes de reduzir a replicacdo
viral e, com isso, retardar a progresséo da doenca e a mortalidade, aumentando, desta
forma, a sobrevida dos pacientes.

Para muitos pacientes infectados com o HIV-1, a administracdo de combinacdes
de medicamentos ARV, terapia antirretroviral altamente efetiva (HAART), tem éxito em
suprimir a replicacdo viral e reverter a evolucdo da doenca. Em alguns pacientes,
entretanto, o efeito supressor da HAART € incompleto, o0 que geralmente leva a
selecédo de variantes virais com resisténcia aos agentes ARV.

De acordo com a pressédo seletiva exercida por um medicamento, o virus pode
desenvolver algumas mutacgdes especificas, seguindo o que chamamos de “vias” ou
“caminhos mutacionais” distintos.

Variantes virais contendo mutacbes para mais de uma “via mutacional”
concomitantemente sao raramente observadas in vivo e in vitro, sugerindo que a co-
ocorréncia destas mutacdes num mesmo genoma ndo seja favoravel ao HIV-1
(correlag&o negativa).

A analise genotipica padrdo comumente utilizada consiste na andlise
populacional das variantes virais, onde a sequéncia observada representa um
consenso das diversas populacdes virais presentes naquele individuo. Para
distinguirmos as populagbes observadas pela andlise populacional fizemos uso da
analise clonal pela técnica de diluicao limitante, onde é possivel observar as mutacdes
presentes num unico genoma.

Neste estudo, detectamos, em dois pacientes, clones contendo as mutacgoes
D30N e L90M na mesma molécula do genoma viral;, essas muta¢des também estavam
acompanhadas de outras mutacdes compensatérias, como a N88D e a L63P. Outra
observacdo foi a confirmacdo da alta correlacdo da mutacdo N88D com a mutacéo
D30N.

Investigamos também a possibilidade da presenga concomitante das mutagcdes
de resisténcia aos analogos timidinicos (TAM). Dentre os quatro pacientes, detectados
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pela a analise populacional, que apresentavam as seis mutagfes das TAM, todos
apresentaram estas mesmas mutagfes na andlise clonal. Com o acumulo das
mutacOes de resisténcia aos analogos timidinicos (TAM), também observamos
aumento no numero e complexidade das mutacdes acessoérias. A uniformidade e
predominancia dos clones em alguns pacientes sugerem que, no momento da analise
clonal, amplificamos a populacdo que foi selecionada e expandiu-se, tornando-se
majoritaria.

Portanto, observamos que a ocorréncia concomitante das mutacdes de vias
distintas, ou seja, D30N + L90OM na protease, e as seis mutacbes da TAM na
transcriptase reversa, ainda que rara, pode ser observada em uma mesma molécula
gendmica de isolados da populacao viral intrapaciente.

Em adicdo, esses isolados com mutacdes pertencentes a mdiltiplas vias, sao
preferencialmente selecionados apds terapia antirretrovial prolongada, onde os
pacientes sao tratados com diferentes medicamentos antivirais.

Concluimos também que, na analise populacional padréo, a sequéncia obtida
corresponde a combinacdo de genomas de variantes presentes na populacéo viral de
um individuo. Essa sequéncia pode representar a populacdo viral majoritaria presente
naquele momento, ou uma mistura de diversas sub-populacdes minoritarias, que se

dividem em pequenos grupos na analise clonal.
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ABSTRACT

For many patients infected with HIV-1, administration of combinative ARV drugs,
often referred as highly active antiretroviral therapy (HAART) is succeeded by
suppressing of detectable virus replication and, therefore, by reducing HIV-related
morbidity and mortality. In some patients, however, the HAART suppressive effect is
incomplete, which usually leads to selection of antiretroviral resistant viral variants.

According to drug selective pressure, HIV-1 can develop specific mutations,
leading to distinct mutational pathways. Species containing mutations from more than
one mutational pathway are extremely rare, suggesting that the coexistence of these
mutations in the same genome structure results in unfavorable virological effects
(negative correlation). To distinguish populations previously observed in standard
population analysis, clonal analysis by limited dilutions technique was used, permitting
observation of present mutations in single genome copy.

In the present study, we have observed that, though rare, mutations from distinct
pathways can occur concomitantly in same genome molecule from intrapatient viral
isolates population. In addition, viral isolates with mutations from multiple pathways are
preferentially selected after prolonged antiretroviral therapy, when patients are treated
with different antiviral drugs.

It has been also concluded that sequences obtained from standard population
analysis, corresponded to a combination of genomes from variants present in individual
viral population. These consensus sequences can represent the major viral population
present in that moment, or a mixture of diverse minor sub-populations, that are shared

in small groups in clonal analysis.
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INTRODUCAO



1.1. Histérico

Em 1983, foi isolado um retrovirus a partir de células de um paciente com
linfoadenopatia por Barre-Sinoussi, Chermann e Montagnier (BARRE-SINOUSSI et al.,
1983). Este retrovirus, da subfamilia lentivirinae ap0s receber uma série de
denominagfes diferentes, recebeu o nome de Virus da Imunodeficiéncia Humana (do
inglés, “Human Immunodeficiency Virus” — HIV) (COFFIN et al., 1986) e apontado como
responsavel pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (no inglés, AIDS). As
caracteristicas estruturais e propriedades bioldgicas classificaram estas particulas
virais isoladas de pacientes com AIDS como membros de um subgrupo distinto no
grupo dos retrovirus — o subgrupo dos lentivirus — 0s quais estdo associados a
infeccdes persistentes com longos periodos de laténcia clinica (GELDERBLOM et al.,
1989).

Em 1986, descobriu-se que a AIDS poderia estar relacionada a mais de um tipo
de HIV, onde o primeiro isolado passou a se chamar Virus da Imunodeficiéncia
Humana do tipo 1 (HIV-1), e o segundo, HIV tipo 2 (HIV-2). A disseminacdo da
epidemia da AIDS tem como principal responsavel o HIV-1, enquanto que o HIV-2 est4
restrito a algumas areas geograficas ou casos isolados em regides especificas
(CLAVEL et al., 1986; PIENIAZEK et al., 1991).

A pandemia do HIV-1 é resultante da transmissdo deste retrovirus entre
espécies, mais provavelmente oriundo do chimpanzé, sendo, portanto uma infeccao
zoondtica. Durante a expansdo entre os humanos desenvolveu-se um grau
extraordinario de diversidade genética do HIV-1 que se dividiu em 3 grupos M, N e O.
Os virus do grupo M perfazem a vasta maioria das infeccbes pelo HIV-1 que se
subdividem em 9 subtipos e diversas formas recombinantes circulantes (CRFS)
(ROBERTSON et al., 2000) heterogeneamente distribuidos pelo mundo.

Os subtipos do HIV-1 diferem um do outro cerca de 10-12% dos seus
nucleotideos e 5-6% dos aminoacidos da protease e transcriptase reversa (GONZALES
et al., 2001).

O primeiro caso de AIDS no Brasil ocorreu em meados de 1980. Desde entéo,
exibe uma heterogénea distribuicdo dos subtipos do HIV-1.

Segundo as estimativas da UNAIDS/WHO no final de 2007, em todo o mundo ha
cerca de 33,2 milhdes de adultos, e 290 mil criancas infectadas pelo mundo. No Brasil
estima-se que existam mais de 620 mil pessoas vivendo com o virus (em 2005), e mais
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de 11 mil pessoas morreram com doencas relacionadas a AIDS em 2003.



1.2. Historia Natural da Infecgéo pelo HIV-1

O HIV-1 infecta preferencialmente os linfocitos T CD4 positivos. Na fase aguda,
cerca de 4 a 8 semanas apos a infec¢do, observa-se uma queda na contagem dos
linfécitos T CD4+, aumento de linfécitos T CD8+ (resposta CTL) e um pico de producéo
viral (carga viral plasmética). Apds este periodo, ocorre a soroconversao, ou seja,
anticorpos especificos sdo produzidos pelo hospedeiro direcionados principalmente
contra o0 envelope viral, que podem ser detectados por meio de testes
imunoenziméaticos (ELISA).

Aproximadamente apos o segundo més de infeccdo, devido ao estabelecimento
da resposta imune ativa, ocorre uma queda significativa nos niveis de carga viral,
mantendo-se em niveis estaveis durante um periodo de tempo que pode variar desde
alguns meses até varios anos. Este € o periodo assintoméatico (ou de laténcia clinica),
durante o qual a contagem de células T CD4+ também se mantém estavel com
tendéncia a queda. Durante todo o periodo assintomatico, o organismo do individuo
portador do virus mantém um equilibrio dindmico entre a resposta imune ao patdégeno e
a proliferacdo do mesmo nas células T. O periodo assintomético encerra-se com a
diminuicdo da resposta CTL, até cair abruptamente iniciando assim o periodo
sintomatico, onde se observa a instalacdo das chamadas doencas oportunistas,

caracterizando um quadro clinico da AIDS propriamente dita.



1.3. A particula viral

O HIV é um virus envelopado. O envelope é a por¢cdo mais externa da particula
infectante (virion), que é formada por uma bicamada fosfolipidica de origem celular
obtida da membrana citoplasmatica da célula infectada no momento do brotamento da
particula. Nesta camada lipoprotéica estdo inseridas as glicoproteinas de origem viral
gpl120 (externa) e gp4l (transmembrana) (CHATTERJEE et al., 1992). As moléculas da
proteina pl7 formam a matriz, que € responsavel por manter a estrutura viral
(CHATTERJEE et al., 1992). Imerso nesta matriz encontra-se uma estrutura conica
denominada capsideo viral (também conhecido como “core”), composto por
mondmeros da proteina p24 (LIU et al., 1995). No interior deste capsideo viral
encontra-se o material genético do HIV que é constituido por duas fitas simples de RNA
de polaridade positiva. Ao longo das fitas de RNA encontram-se associados
mondmeros das proteinas p7 e p9, formando o nucleocapsideo. As enzimas virais,
transcriptase reversa, protease e integrase, encontram-se associadas ao complexo do

nucleocapsideo.



1.4. Organizag&do Gendmica do HIV-1

Todos os membros da familia lentiviridae tém como principal caracteristica a
complexidade de sua organizacdo genémica, contendo multiplos genes assessorios (ou
regulatérios) intercalados aos genes estruturais e enzimaticos. O genoma do HIV-1 tem
aproximadamente 9,8 kb. O HIV-1, como todos o0s retrovirus, possui 0S genes
estruturais (gag, pol e env), além de diversos genes envolvidos com o controle de sua
replicacdo (genes regulatérios: tat, rev e nef) e de suas funcdes celulares (genes
acessorios: vpr, vpu e vif). Em ambas as extremidades do genoma encontram-se 0s
terminais curtos de repeticao (no inglés, STR), onde se inicia a transcricao reversa
(conversédo do RNA viral para DNA proviral). Durante a transcricao reversa sao gerados
os terminais longos de repeticao (no inglés, LTR) que desempenham importante funcéo
na integragcdo entre o genoma viral e o celular, além de conter sequéncias promotoras
e “enhancers” dos genes virais. Portanto, os LTR somente s&o encontrados no provirus

(virus integrado ao genoma celular).

Genes Estruturais e Enzimaticos: gag/pol/env
A primeira regido génica estrutural é a gag que codifica para duas poliproteinas
precursoras: uma de 160 kDa (gag/pol) e outra de 55 kDa (gag), sintetizadas a partir de
um unico mRNA (RNA mensageiro), que ndo sofre processamento de corte e juncao.
No momento da incorporacdo destas proteinas aos novos virions, a poliproteina
Pr559%9 é clivada pela protease viral em trés subunidades distintas que incluem a
proteina de matriz (p17 MA), a proteina do capsideo (p24 CA) e a proteina do
nucleocapsideo (p7/9 NC).
A segunda regido € a pol, a qual codifica todas as enzimas virais, necessarias
para a replicacdo do HIV. A protease (p10), a transcriptase reversa (p66/p51) e a
integrase (p31) s&o inicialmente sintetizadas sob a forma de um precursor Pr1609297°
gue no momento da montagem de novos virions sofre uma autocatalise da protease
viral, liberando-a do restante do precursor. A protease entéo ira clivar todas as demais
proteinas contidas no precursor, iniciando o processo de maturacdo viral. A clivagem
proteolitica de gag e gag/pol é absolutamente essencial para infectividade das
particulas. Mutacdes no gene responsavel pela codificacdo da protease, por exemplo,
podem tornar a protease inativa ou com atividade reduzida, resultando na producao de
particulas virais imaturas, ndo-infecciosas ou em diminui¢éo do indice replicativo viral
6



(fitness) (KOHL et al., 1988; GOTTLINGER et al., 1989; ALDOVINI e YOUNG, 1990).
Devido a esse papel fundamental no ciclo replicativo do HIV, a protease (PR) € alvo de
diversos medicamentos utilizados na terapia antirretroviral (TARV), chamadas de
inibidores da protease (IP). A transcriptase reversa (TR) € formada por um
heterodimero das proteinas p66 e p51, e possui duas atividades cataliticas, que
incluem a atividade de DNA polimerase RNA dependente, e a atividade ribonuclease H
(Rnase H). Na TARV também sdo utilizados diversos inibidores da transcriptase
reversa (ITR). E a integrase (p31) é essencial para a integracdo do genoma do HIV ao
genoma da célula hospedeira.

A terceira regido génica estrutural, env, codifica as enzimas presentes na porcao
mais externa da particula viral, o envelope. A poliproteina gp160 é clivada originando
outras duas glicoproteinas funcionais (gp120 e gp41l) do virus. A gpl120 é a proteina
responsavel pela interacédo viral com a molécula de CD4 e dos co-receptores (CCR5 e
CXCR4) presentes na membrana da célula alvo. A interacdo com o CD4 leva a
mudancas conformacionais da gp120, expondo sua al¢ca V3 que estabelece interacdes
com os co-receptores, expondo o dominio de fusdo da gp41. As proteinas do envelope
do HIV mediam a entrada das particulas na célula hospedeira e, portanto sdo 0s

primeiros alvos dos anticorpos neutralizantes.

Genes Regulatérios: rev/tat/nef

Estes genes sao responsaveis pela potencializacao da expressdo génica do HIV.

O gene rev codifica a proteina Rev (19 kDa), que atua na fase pés-transcricional
e facilita o transporte das moléculas de mRNA das proteinas estruturais e acessorias.

A proteina Tat (14-16 kDa), codificada pelo gene tat, atua como transativador da
expresséo viral, aumentando os niveis de transcricdo dos genes do HIV. E o fator de
transcricdo viral essencial para a replicacao (VAISHNAV e WONG-STAAL, 1991).

O gene nef, codifica a proteina citoplasmatica Nef (25-30 kDa), uma de suas
funcBes € aumentar a endocitose das moléculas de CD4 e MHC-I, diminuindo, portanto
sua expressao e inibindo a re-infec¢cdo das células infectadas pelo virus. Acredita-se,
entretanto, que Nef seja multifuncional, exercendo efeitos de aumento da infectividade

dos virions e ativacéo dos linfocitos T.



Genes Acessarios: vif/ivprivpu

Os genes vif, vpr e vpu foram denominados acessorios devido a observacgao
experimental de que os genomas virais, dos quais foram removidos estes genes, sao
capazes de gerar particulas virais infectantes em culturas de células. Hoje, acredita-se
que estes resultados refletem um artefato do modelo experimental utilizado, no qual
uma cultura celular in vitro ndo € capaz de reproduzir as condicbes existentes no
organismo humano. Estas proteinas sdo expressas sempre nas fases mais tardias do
ciclo replicativo do virus e desempenham funcfes muito especificas no processo
replicativo, interagindo com elementos celulares complexos.

O gene vif recebe este nome como abreviatura para fator de infectividade viral
(viruses infective factor). A proteina Vif (23 kDa) acumula-se no citosol e na membrana
citoplasmatica. Seu mecanismo de acdo ainda néo esta bem esclarecido, mas sabe-se
que Vif € capaz de aumentar em 1.000 vezes o nivel de infectividade viral (SAKAI et al.,
1991).

O gene vpr codifica uma proteina de 15 kDa que atua diretamente no controle do
ciclo celular, provocando a parada da célula infectada na fase G2 do ciclo celular (G2 é
o intervalo do ciclo celular entre o final da sintese do DNA e o inicio da mitose)
(COHEN et al., 1990).

O gene vpu codifica uma proteina de 16 kDa que estimula a liberacdo de virions
(KLIMKAIT et al., 1990).
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Figura 1: Organizacdo Genbmica do HIV-1.

Fonte: http://www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV-1b.jpg (traduzido)
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1.5. Ciclo Replicativo do HIV-1

O processo de replicagdo do HIV inicia-se com a entrada do virus no citoplasma
da célula hospedeira, que depende de um conjunto de interacdes entre as
glicoproteinas presentes na superficie da particula (gp120 e gp41), com o antigeno de
diferenciacao celular (CD4) e os receptores celulares de quimiocinas (CCR5, CxCR4,
CCR2) (STAMATATOS e CHENG-MAYER, 1993; DENG et al., 1996; CLAPHAM, 1997,
RIZZUTO et al.,, 1998). O resultado destas interacbes é a completa fusdo entre a
membrana plasmética celular e o envelope viral, culminando com a internalizacdo do
nucleocapsideo no citoplasma celular. Desde a ligacdo das glicoproteinas virais aos
seus receptores celulares, passando pela fusdo das membranas até a internalizacdo do
nucleocapsideo, uma série de alteragdes estruturais e conformacionais irdo ocorrer
com as proteinas componentes do virus. Estas alteragdes conformacionais agem como
um sinal para o inicio da transcricdo reversa e promovem a desmontagem do
nucleocapsideo para a liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira.
Todo processo de transcricdo sera concluido ainda no interior do capsideo, na medida
em que este estd se desmontando. Ao final da transcricdo, o cDNA viral recém-
sintetizado estar4d associado a enzima integrase, que se responsabilizara pelo
transporte ao nucleo celular e pela integracdo deste cDNA ao genoma celular. O DNA
viral integrado passa a ser denominado de provirus e todas as proteinas virais e 0s
NOvVOS genomas, para compor 0S novos virions, serdo sintetizados tendo o provirus
como molde, num processo que irA envolver tanto proteinas de origem viral como
celular.

A montagem das particulas virais inicia-se com a insercdo das glicoproteinas
virais na membrana citoplasmatica da célula infectada. As proteinas sintetizadas a
partir do gene gag (proteinas do nucleocapsideo p7/p9), ainda sob a forma de
precursores protéicos, associam-se aos RNAs virais e a face citoplasmética da gp160.
Na medida em que estas proteinas se acumulam, associando-se tanto as proteinas do
capsideo e matriz quanto as glicoproteinas, as particulas virais vao-se fechando em
torno das 2 fitas de RNA e as enzimas virais a elas complexadas (protease,
transcriptase reversa e integrase). Com o fechamento completo do capsideo, a
particula viral acaba totalmente envolvida por um segmento de membrana plasmética
repleta de glicoproteinas virais e, definitivamente, desligada da superficie celular.
Durante todo este processo, conhecido como brotamento, observa-se intensa atividade
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da enzima protease, a qual é responsavel pela clivagem dos precursores protéicos em
seus componentes individuais, processo conhecido como maturacdo viral, até que a

particula viral atinja sua forma definitiva e torne-se infectiva.

Ciclo Replicativo do HIV

@ Particula Viral Madura @ Integragac

@ Ligacao @ Replicacdo
@ Fusao @ Brotamento
(@) Internalizagao (9)Particula Viral Imatura

(5) Transcrigao Reversa

Figura 2: Ciclo Replicativo do HIV. Fonte: www.thejcdp.com/issue032/huber/graphics/pg04.jpg (traduzido)
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1.6. Variabilidade Genética

No curso da infec¢cdo, o elevado indice de replicacdo do HIV, em que uma
pessoa cronicamente infectada e sem tratamento produz e elimina 10 bilhdes de virus
diariamente (PERELSON et al., 1996), e o indice de erros naturais da transcriptase
reversa cerca de 3,4 x 10 nucleotideos por ciclo (MANSKY e TEMIN, 1995),
colaboram para o surgimento das chamadas quasispécies virais, ou seja, variantes do
virus bastante relacionadas, porém geneticamente distintas entre si (DOMINGO et al.,
1997). Nao sdo apenas as mutagbes causadas pela transcriptase reversa as
responsaveis pela variabilidade genética do HIV. Embora ocorram numa frequéncia
muito menor do que as mutacfes pontuais, eventos de insercdo de sequéncias,
delecdes e recombinacdes (COFFIN, 1992) também ocorrem, potencializando o efeito
de variabilidade genética. O conjunto de variacbes genéticas pode ter efeito tanto
deletério quanto vantajoso para o virus, dependendo da forma como a proteina
resultante for alterada (HIRSCH et al., 1998).

Quando se levam em consideracdo esta natureza altamente mutagénica e
recombinogénica da transcriptase reversa (PRESTON et al., 1988; ROBERTS et al.,
1988; NEGRONI e BUC, 2001; JUNG et al.,, 2002) somados ao ciclo replicativo
dinamico do virus (aproximadamente 10 virions e 10° células infectadas/dia) (HO et
al., 1995; WElI et al., 1995; PERELSON et al., 1996) e devido ao tamanho do genoma
do virus, que é de 10 kb percebe-se que todas as mutacdes possiveis sdo geradas
diariamente ao longo do genoma do HIV-1. Esta diversidade genética é a grande chave
para o sucesso do virus, que muda tanto que se torna capaz de se evadir da vigilancia

do sistema imune ou de propiciar resisténcia aos ARV.
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1.7. Medicamentos Antirretrovirais

Os medicamentos antirretrovirais (ARV) foram capazes de proporcionar a
reducado da replicacao viral e com isso retardar a progressao da doenca e mortalidade.
O intuito do tratamento é primeiramente suprimir a carga viral, ou seja, a quantidade de
HIV circulante no plasma para abaixo dos niveis inferiores aos limites de detecg&o dos
testes mais sensiveis e, secundariamente, restabelecer a funcdo imunoldgica,
demonstrada pelo aumento do numero de células T CD4+ (CHEN et al.,, 2007). No
Brasil a Terapia Antirretroviral (TARV) esta disponivel desde 1996.

Aproximadamente 25 medicamentos ARV estdo aprovados para tratamento da
infeccdo pelo HIV-1: 9 inibidores da transcriptase reversa nucleosidicos (ITRN), 4
inibidores da transcriptase reversa ndo nucleosidicos (ITRNN), 9 inibidores da protease
(IP), 1 inibidor de fuséo (IF), 1 inibidor do CCRS5, e 1 inibidor da integrase.

Para muitos pacientes infectados com o HIV-1, a administracdo de combinacdes
de medicamentos ARV, frequentemente referidas como Terapia Antirretroviral
Altamente Efetiva (do inglés, “Highly Active Antiretroviral Therapy” - HAART), tem éxito
em suprimir a replicacao viral e reverter a evolucdo da doenca (PALELLA et al., 1998).
Em alguns pacientes, entretanto, o efeito supressor da HAART é incompleto, o que
geralmente leva a selecéo de cepas virais resistentes aos agentes ARV, que aparecem
rapidamente durante o tratamento, reduzindo a eficiéncia em longo prazo da terapia
ARV. A resisténcia do HIV é mediada pelas mutagdes nos genes virais alvo dos
medicamentos (COFFIN, 1995).

A partir dos conhecimentos acumulados sobre o ciclo replicativo do HIV e seus
elementos, foi possivel definir cinco etapas como alvos criticos para o bloqueio da
replicacédo viral. Sao eles:

= Adsorcéo e entrada na célula
Transcricdo Reversa
Integracdo no genoma

Etapas pos-integracao

4 48 4 0

Maturacéo viral

Para cada um destes possiveis alvos, uma grande infinidade de medicamentos
foi desenvolvida. Entretanto, somente um nuamero restrito de compostos acaba
chegando a ponto de ser utilizado como medicamento apds os estudos clinicos
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realizados com cada um deles.

Integrase
inhibitors ~ Cellular DNA
J( / Reverse
Unintegrated transcriptase
Integrated _ +]
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Figura 3: Etapas-alvo para bloqueio da replicacao viral.

Fonte: http://www.biology.arizona.edu/immunology/tutorials/AIDS/graphics/hiv_biology.gif

Utilizando os alvos no ciclo replicativo viral como elemento classificatério,

podemos dividir os medicamentos antirretrovirais nas seguintes categorias:

A — Medicamentos que atuam na adsorgdo e entrada
Os antirretrovirais listados dentro desta categoria tém por objetivo impedir que a
particula viral se ligue aos seus receptores celulares, bloqueando sua entrada na célula
hospedeira. Como exemplos desta categoria, podemos citar:
= sCD4 (CD4 soluvel): liga-se as proteinas do envelope do virion, impedindo
ou competindo pela ligagdo com a molécula CD4 da célula-alvo.
= Ac neutralizacdo: anticorpos especificos para as proteinas virais. Agem de
forma semelhante aos sCD4, ligando-se as proteinas virais, impedindo sua
ligac@o aos receptores celulares. Outros exemplos com mesmo objetivo s&o
analogos de CCR5, CXCRA4.
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= T-20: é um peptideo sintético que se liga a uma alga hidrofobica, altamente

conservada da gp41 conhecida como HR1, a qual normalmente media as
mudancas conformacionais que geram a fuséo do virus com a célula.

Inibidores do CCR5: moléculas capazes de interagir com os receptores das
guimiocinas conhecidos como CCR5 e que sdo fundamentais para a entrada

do virus nas células.

B — Medicamentos que agem na etapa de Transcricdo Reversa

Os

inibidores da Transcricdo Reversa sao o0s principais medicamentos

antirretrovirais disponiveis contra o HIV. Agem nas etapas anteriores a integracéo e

podem ser subclassificadas como:

=

=
=

Andalogos nucleosideos: sdo moléculas semelhantes aos nucleosideos em
estrutura, porém modificadas de tal maneira (troca do OH na posigéao 3’ por
outro grupamento quimico) que sédo incluidos na cadeia de DNA que esta
sendo sintetizada, impedindo a polimerizacdo da cadeia. Ex.: Zidovudina
(AZT), Lamivudina (3TC), Didanosina (ddl), Estavudina (d4T), Zalcitabina
(ddC), Abacauvir.

Inibidores nao-anélogos nucleosideos: sdo moléculas que entram no sitio
ativo da enzima transcriptase reversa mudando sua conformacdo e
impedindo a elongacdo da cadeia de DNA. Sédo derivados de piridona e
benzodiazepinas. Ex.: Nevirapina (NVP), Delaverdina (DLV), Efavirenz.
Antinucleotideos: hidroxiurea, MPA.

Andalogos nucleotideos: sdo moléculas que agem de forma semelhante aos
analogos nucleosidicos, porém ja estdo fosforilados, ou seja, j& contém o

grupo fosfato, como os nucleotideos. Ex.: Tenofovir.

C — Medicamentos que agem na etapa de integracao

Os inibidores de integracdo encontram-se em uso clinico, e seu mecanismo de

acao baseia-se no bloqueio da funcdo da enzima integrase, impedindo que a mesma

se ligue ao cDNA, ou bloqueando sua fun¢éo de corte e juncdo com o genoma celular.

Ex.: Raltegravir.
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D — Medicamentos que agem na etapa pos-integracéo

Os medicamentos que atuam na fase pés-integracdo tém como alvo o bloqueio
da expressdo dos genes virais. Inibidores da proteina Tat e oligonucleotideos anti-
senso, sdo alguns dos exemplos que podem ser mencionados. Esta categoria de
inibidores também se encontra em fase de desenvolvimento, ndo existindo nenhum

composto comercial.

E — Medicamentos que atuam na maturacao viral

Esta classe de medicamentos tem como alvo a protease viral, ou seja, atuam
bloqueando o processo de montagem da particula viral, impedindo a “clivagem” dos
precursores protéicos. Estdo entre os antirretrovirais mais usados clinicamente, com

diversos compostos comerciais disponiveis.
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1.8. Resisténcia Viral aos Medicamentos

A resisténcia aos antirretrovirais (ARV) é um mecanismo de selecdo natural
darwiniano, portanto significa que com a presséao seletiva do meio ambiente em que o
virus replica, na presenca de ARV, cepas virais mais adaptadas a este meio ambiente
vao ser selecionadas e prevalecer. Esta sele¢do acontece muito facilmente no caso do
HIV, em funcéo do ciclo de vida dinamico do virus.

Apesar de todas as mutacdes possiveis serem geradas ao longo do genoma do
HIV-1, estas mutagbes que emergem diariamente e tém relagdo com resisténcia aos
ARV normalmente nao se fixam. Fixar-se significaria que a cepa viral com a mutacéo
de resisténcia deveria infectar um linfocito T CD4+ suscetivel. Isto, provavelmente, ndo
ocorrera, ja que esta cepa estard competindo com outros 10 bilhdes de virus do tipo
selvagem que estdo sendo liberados na corrente sanguinea desta pessoa infectada.

Entretanto, quando se utiliza qualquer ARV em monoterapia, ha a eliminacao de
todos os virus sensiveis e a consequente selecdo do virus com mutacdes de
resisténcia.

Assim, esta cepa viral é capaz de infectar o “préximo” linfocito suscetivel e
haverd a expansdo do virus com a mutacdo de resisténcia, pois de cada célula
infectada saem de 5 mil a 10 mil virus com a mutacédo de resisténcia selecionada. Isso
€ o que fundamenta a terapéutica ARV combinada, em que, havendo a selecdo de um
virus com mutacao de resisténcia, tal cepa ainda continua suscetivel aos outros ARV
presentes no esquema de tratamento. Portanto, a monoterapia leva ao risco de selegéo
de mutacBes de resisténcia (exceto para os medicamentos com alta barreira genética,
como alguns inibidores de protease com ritonavir).

Chow e colaboradores mostraram que o valor adaptativo (“fitness”) de um virus
mutante, selecionado pelo uso constante de ARV é, geralmente, menor que a do virus
selvagem (CHOW et al., 1993), caso contrario os mutantes formariam populacdes
dominantes em pacientes ndo tratados. Porém, na vigéncia da terapia antirretroviral
(TARV), os virus mutantes, que conseguem escapar do efeito do medicamento,
acabam levando vantagem sobre o tipo selvagem, tornando-se a espécie dominante.
Desta forma, a populacao viral sera selecionada pela “pressao seletiva” exercida pelo
medicamento. Obviamente, toda e qualquer mutagédo pode estar presente de antemao,
mesmo antes do inicio da terapia, numa mistura de variantes genéticas da populacéo
infectante. Portanto, a “pressao seletiva” permitira a proliferacdo das cepas que melhor
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se adaptarem, funcionalmente, a presenca do medicamento (RICHMAN, 1998).

Além dos mecanismos virais para resisténcia aos medicamentos, existem outros
fatores, nado relacionados ao virus, que podem levar a uma baixa eficiéncia terapéutica.
Caracteristicas celulares proprias do individuo portador do virus podem torna-lo
naturalmente resistente a determinados medicamentos. Outro fator a ser mencionado é
a biodisponibilidade do medicamento no organismo, que pode ser determinante no

mecanismo de selecdo de variantes resistentes.

Eficacia de um esquema antirretroviral. Uma maneira de se definir eficacia
virolégica de um esquema ARV seria através da analise da poténcia do esquema
associada a sua durabilidade (Eficacia = poténcia + durabilidade). A poténcia de um
medicamento ou de um esquema ARV tem relacdo com a capacidade de supresséao
viral, que pode ser mensurada pela queda da carga viral, e a durabilidade do

tratamento tem relacdo com a barreira genética.
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1.9. Fitness Viral

O fitness do HIV-1 corresponderia a capacidade de adaptacdo de um virus em
determinado meio ambiente. Esta “adaptabilidade” do virus leva em consideragao a
infectividade de novas células, transmissibilidade e a capacidade replicativa (que pode
indiretamente ser medida pela carga viral) do virus.

Frente a forte pressdo seletiva, para sobreviver o virus deve se adaptar
rapidamente ao meio. Sendo o HIV-1 um parasita obrigatério, seu fithess € definido
pelas propriedades que afetam a replicacdo e sobrevivéncia num meio particular do
hospedeiro (DOMINGO e HOLLAND, 1997). Estes parametros séo frequentemente
dificeis de estudar, mas um meio efetivo de examinar os componentes replicativos do
fithess € a competicdo de cepas virais num meio ex vivo controlado (HOLLAND et al.,
1991). Quasispecies ou populacdes virais tendem a ganhar fithess a cada passagem
sucessiva na cultura celular (CLARKE et al., 1993) e este fitness adquirido é
dependente do aumento do tamanho populacional e complexidade genética (CLARKE
et al., 1994). Contrariamente, qualquer pressao seletiva que efetivamente reduza o
tamanho da populacdo viral pode também ativar a “catraca de Muller’, na qual
“bottlenecks” sucessivos (por exemplo, transmissdo entre hospedeiros) levaria a
fixacdo de mutacdes deletérias na populacdo e uma possivel perda do fithess
(CLARKE et al., 1993; YUSTE et al., 1999).

Embora as mutacfes de resisténcia confiram vantagem replicativa a variantes
na presenca de medicamentos ARV, as mutacfes de resisténcia também produzem
uma diminuicdo da capacidade total replicativa dos virus. Para contrapor a perda na
capacidade replicativa, mutacGes adicionais (mutacdes compensatdrias) podem
recuperar o fitness perdido pelo virus. Portanto, em condi¢cdes naturais (auséncia de
medicamento) o virus do tipo selvagem tem mais fithess que o mutante (HARRIGAN et
al., 1998; MAMMANO et al., 1998; ZENNOU et al., 1998; MARTINEZ-PICADO et al.,
1999; HU et al., 2006). Entretanto, como fithness viral € um conceito relativo ao meio
ambiente em que se encontra o virus, aquele com melhor fitness na presenca de ARV
€ 0 que tem mutagBes de resisténcia, posto que o virus sensivel ndo sobrevive na

presenca de medicamentos ARV.
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1.10. Testes de determinacéao de resisténcia do HIV-1 aos ARV

O teste de resisténcia do HIV aos medicamentos tornou-se uma ferramenta
essencial para o tratamento ARV dos pacientes portadores do HIV. Os testes sao
importantes para a manutencdo de uma terapéutica eficaz e de longo prazo no
tratamento ou resgate dos portadores, pois permitem detectar variantes resistentes ao
medicamento para selecionar o regime de tratamento subsequente mais adequado
(DEGRUTTOLA et al., 2000), e também monitorar o tratamento (BAXTER et al., 2000).

Dentre os métodos mais comumente empregados de deteccdo de variantes
resistentes aos medicamentos em populacdes de HIV-1, destacam-se dois, a
genotipagem do HIV e a fenotipagem do HIV. Embora essencialmente diferentes, estes
dois testes fornecem quase o mesmo tipo de informacado basica e, em alguns casos,
acabam por complementar-se.

O objetivo dos testes de fenotipagem é determinar a capacidade de uma
determinada populacdo viral replicar-se em culturas de células contendo diferentes
concentracbes de ARV. Consiste na afericdo do efeito médio da suscetibilidade ao
medicamento apds inser¢cdo de produtos da RT-PCR num clone infeccioso do HIV-1
(andlise fenotipica). A ideia nesse método € simular o comportamento dos virus
presentes no organismo de um dado paciente, em culturas de células contendo
concentracfes crescentes dos medicamentos ARV, estimando-se, assim, a capacidade
de cada medicamento em inibir o desenvolvimento do HIV. A realizacédo destes testes é
bastante complexa e envolve a utilizacdo de tecnologias avancadas de clonagem e
construcdes genéticas.

Os testes de genotipagem buscam determinar a resisténcia aos medicamentos,
por meio da determinacao das alteracdes na sequéncia de nucleotideos ocorridas no
genoma viral, capazes de modificar substancialmente a estrutura das proteinas que
sofrem acao direta desses medicamentos, bloqueando ou diminuindo a eficiéncia com
gue os medicamentos inibidores ligam-se as mesmas. Basicamente, consiste em gerar
produtos de RT-PCR oriundos de mdltiplos genomas virais extraidos do plasma, e
sequenciamento do DNA (analise genotipica). A interpretacdo dos resultados de
genotipagem requer analise das mutacdes levando em consideragdo aos
medicamentos utilizados, bem como o potencial para resisténcia cruzada com outros

medicamentos.

20



A auséncia de resisténcia viral detectavel apos falha terapéutica pode resultar da

combinacgao de qualquer um dos seguintes fatores:

=

=
=
=

4

presenca de populacdes virais minoritarias resistentes ao medicamento;

nao aderéncia;

erro laboratorial,

auséncia de conhecimento atual de associacbes de certas mutagbes com
resisténcia aos medicamentos;

ocorréncia de mutacbes relevantes fora das regides analisadas pelos
ensaios rotineiros de resisténcia,

interagc6es entre medicamentos levando a niveis sub-terapéuticos;

e, possivelmente, problemas compartimentais, indicando que o medicamento
pode nao atingir niveis 6timos em determinados reservatérios celulares ou

teciduais.
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1.11. Tipos de resisténcia aos ARV

A resisténcia aos ARV pode ser viral ou celular. A resisténcia viral esta
subdividida em genotipica e fenotipica. A resisténcia celular pode interferir na

penetracdo ou na ativacdo do medicamento.

Resisténcia primaria e secundéria aos ARV

A resisténcia primaria € aquela ja presente mesmo antes do uso da medicacéo
pelo individuo infectado. Isto pode ocorrer pela transmissdo de cepas resistentes ou
mesmo pela geracdo e fixacdo de mutantes resistentes em um individuo infectado
decorrente do alto indice replicativo do HIV-1; estando mais relacionada a transmissao
do que a geracao espontanea.

Resisténcia secundéaria é aquela que emerge em decorréncia da pressao de

selecao exercida pela medicacédo ARV.
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1.12. Mecanismo de resisténcia aos ARV

Os Inibidores de transcriptase reversa analogos aos nucleosideos (ITRN)
ou nucleotideos (ITRNt)

Os ITRN sdo medicamentos estruturalmente muito semelhantes aos
nucleosideos verdadeiros: adenosina (A), guanosina (G), citosina (C) e timidina (T). Os
nucleosideos formam a base do conteudo genético que vai codificar os aminoacidos
que sao, por sua vez, a base da formacao das estruturas protéicas. Durante o processo
da transcricdo reversa, os ITRN vao de forma competitiva substituir os nucleosideos
verdadeiros. A zidovudina (AZT) e a estavudina (d4T) sdo andlogos a timidina, a
lamivudina (3TC) e a zalcitabina (ddC) sdo analogas a citosina, a didanosina (ddl) é
analogo a adenosina e o abacavir é analogo a guanosina. Desta forma, durante a
polimerizacdo do virus, a transcriptase reversa pode, ao invés de captar o nucleotideo
verdadeiro, colocar um falso nucleotideo no final da cadeia (AZT no lugar da timidina,
por exemplo) e desta forma, o ciclo replicativo do HIV é interrompido. Os ITRN
necessitam ser trifosforilados, ou seja, necessitam incorporar trés moléculas de
fésforos, para estarem ativos. Os ITRN(t) que tém como representantes o Adefovir (ndo
utiizado em terapia anti-HIV) e Tenofovir ja se apresentam pré-fosforilados,
necessitando de uma etapa a menos de fosforilagdo que os ITRN. O Tenofovir, como o
ddl, € um analogo da adenosina.

Os ITRN(t) sdo fundamentais para compor esquema inicial de tratamento
antirrretroviral, entretanto, esquemas contendo 3 ITRN(t) ttm pouca durabilidade pela
baixa barreira genética.

Ha dois tipos de mecanismos bioquimicos de resisténcia aos ITRN.
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O mecanismo de resisténcia mais comum a esta classe de medicamentos é
pelas mutagbes que propiciam um aumento na habilidade da TR do HIV-1 em
discriminar entre o ITRN e o substrato natural, levando a uma incorporacao preferencial
deste ultimo. Exemplos que utilizam este mecanismo sado as mutacdes associadas aos
anélogos ndo timidinicos como K65R e L74V, e as mutacdes de resisténcia multi-
nucleotidicas como a Q151M e a M184V. Em outras palavras, neste mecanismo, no
momento em que temos a mutacdo M184V, a transcriptase reversa passa a incorporar
a citosina em detrimento ao 3TC. A valina na posicdo 184 da TR altera o
posicionamento tridimensional da enzima, resultando em mau posicionamento do 3TC
e marcada reducao na sua incorporacao (DEVAL et al., 2004).

O outro mecanismo relaciona-se ao aumento da excisdo do ITRN, que € o que
ocorre, por exemplo, com a insercdo no T69 associada com resisténcia multi-
nucleotidica, e no caso das mutagdes aos analogos timidinicos (TAM) e o AZT (ARION
et al., 1998; MEYER et al., 1999; BOYER et al., 2001). Onde as muta¢cfes aumentam a
habilidade da enzima em eliminar o ITRN que se encontra ligado ao final da cadeia,
impedindo o alongamento dela. Na presenca das TAM, o AZT é incorporado
naturalmente, mas o ultimo fosforo de sua cadeia trifosfato sofre o processo de
pirofosfordlise, levando a retirada do mesmo. Ocorrido isso, 0 AZT se desprende da
ligacdo (excisdo) dando lugar a timidina, e o ciclo replicativo do virus continua. Essa
capacidade aumentada de excisdo da enzima mutante ndo é especifica para o AZT, o
que ajuda a explicar a enorme resisténcia cruzada entre esse farmaco e outros ITRN.
As TAM, por sua vez, aumentam a excisdo de AZT,; é interessante notar que as
mutacBes 65R, 74V, 184V diminuem a excisdo de AZT provocada pelas TAM,

revertendo dessa forma a resisténcia adquirida.
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Os inibidores de protease (IP)

Um dos exemplos relacionados ao grande avanco na area farmacoldgica e
meédica das ultimas décadas foi o desenvolvimento dos inibidores da protease do HIV-
1. A protease € uma enzima essencial para a replicacdo do HIV-1 e, portanto tem sido
alvo do tratamento anti-HIV (KOHL et al., 1988; PENG et al., 1989; DEBOUCK, 1992).
A protease se apresenta na forma de dimero e é responsavel pela clivagem de grandes
poliproteinas virais antes do encapsulamento do virus. Os inibidores de protease foram
desenhados para ocupar competitivamente o sitio ativo da protease. Isto significa que,
aleatoriamente, o sitio ativo da protease pode ser ocupado tanto pelo seu substrato
natural, as poliproteinas virais a serem clivadas, quanto pelas moléculas produzidas
artificialmente, os inibidores de protease. E o excesso de inibidores de protease dentro
da célula, em comparacdo a quantidade do substrato natural do HIV, que faz com que
haja inibi¢do da replicacéo do virus.

As mutacdes de resisténcia selecionadas pelos inibidores de protease levam a
uma alteracdo na conformacao tridimensional dela. A consequéncia disto é (i) a
diminuicdo do tempo de ligacdo dos IP a ela e (ii) a diminuicdo do tempo que a
protease levaria para clivar seu substrato natural, o que corresponde a uma diminuicéo
do fitness viral. Com a diminuicdo do tempo de ligacdo entre a protease e seus
inibidores, havera uma vantagem a favor do substrato natural, as poliproteinas virais,
na competicdo pelo sitio ativo da protease (MAMMANO et al., 1998; ZENNOU et al.,
1998; MAHALINGAM et al., 1999; MARTINEZ-PICADO et al., 1999). A diminui¢cdo do
tempo de ligacdo entre os inibidores de protease e a protease esta relacionada ao tipo
e a quantidade de mutacdes presentes nela. Algumas mutacdes de resisténcia aos IP
podem causar uma reducdo na atividade e funcdo da protease (MAMMANO et al.,
1998; ZENNOU et al., 1998; MARTINEZ-PICADO et al., 1999).

Muitas mutacdes sdo selecionadas pelos IP mais do que por qualquer outra
classe de ARV. Quando muitas mutacdes estéo presentes em alguns isolados virais ou
quando mutagbes ocorrem em padrées incomuns, os efeitos das mutagcbes de
resisténcia aos IP em determinados IP podem ser dificeis de quantificar.

As mutacbes do genoma do HIV selecionadas pelos IP sdo definidas como
mutacdes principais (também chamadas de primarias) ou acessorias (secundarias).

Normalmente as mutagdes principais sdao as mutacdes selecionadas mais
precocemente na presenca de medicamentos, ou aquelas que substancialmente
diminuem a suscetibilidade ao medicamento ARV que esta sendo utilizado. Estas
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mutacdes tendem a ser os primeiros residuos de contato de ligagdo com o
medicamento.

As mutacdes acessorias da protease geralmente emergem depois das mutacoes
primarias e por si s6 ndo diminuem a suscetibilidade ao ARV em questdo, com funcéo
maior na recuperacdao do fitness viral, que fica enormemente comprometido pelo
surgimento das mutagfes principais. Além disso, raramente um virus sera viavel com
uma unica mutacao principal, necessitando de um grupo de mutacdes para que possa

equilibrar o seu fitness e replicar.
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1.13. Falha Terapéutica

A TARV que nao suprime adequadamente a replicacdo do HIV-1 geralmente
resulta na selecdo de variantes que possuem mutacdes de resisténcia aos
medicamentos (CARPENTER et al., 1997; SHAFER, et al., 1998), levando a falha

terapéutica.

Definicho de falha ao tratamento antirretroviral de acordo com o DHHS
Guidelines, de abril de 2005 (http://AlIDSinfo.nih.gov).

= Falha virolégica: carga viral superior a 400 copias/ml apds a 242 semana ou
superior a 50cp/ml na 482 semana ou carga viral detectavel apés supressao
virologica inicial (rebote).

= Falha imunolégica: queda do CD4 ou ndo aumento do CD4 de pelo menos
25-50 células no primeiro ano de tratamento.

= Falha clinica: ocorréncia ou recorréncia de doencas relacionadas a AIDS
apos 3 meses em um tratamento antirretroviral, excluindo sindrome de
recuperacgao imune.

Determinantes da falha terapéutica

Inimeros fatores podem contribuir para falha terapéutica aos ARV. Uma das
causas mais frequentes é a baixa adesdo ao tratamento, principalmente devido a
complexidade da posologia e a gama de efeitos colaterais dos esquemas terapéuticos.
Neste contexto, a perda de uma Unica dosagem de alguns medicamentos pode resultar
na queda da concentracdo plasmatica do medicamento para abaixo do nivel requerido
para inibir a replicacéo viral, favorecendo assim a emergéncia de cepas resistentes.
Dentre as causas farmacoldgicas poderiamos citar a absorcdo deficiente do
medicamento, eliminacdo acelerada da medicacao, penetracdo deficiente em alguns
santuarios de replicacéo viral e interacdes com outros medicamentos.

O principal mecanismo gerador de mutacdes reside na enzima transcriptase
reversa, uma vez que esta ndo € capaz de atuar como “revisora”, ou seja, ela ndo €
capaz de corrigir nucleotideos incorporados erroneamente durante a formacdo da
cadeia de DNA.

As mudancas nos virus ocorrem por causa das mutacdes genéticas que
emergem no HIV. Porém, determinadas alteragBes estruturais podem, além de manter
a funcionalidade da proteina, torna-la incompativel com a ligacdo ao inibidor respectivo,

gerando os chamados virus resistentes.
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Alteracdes na estrutura da proteina, que preservem sua capacidade de interagir
com seu substrato, favorecendo a replicacdo viral, mesmo na presenca de
medicamentos, tém a tendéncia, mediante a expansao clonal, de predominar na
populacao viral deste individuo, sendo clinica e laboratorialmente identificadas como
cepas de virus resistentes.

Os medicamentos atualmente aprovados atuam nas enzimas virais protease e
transcriptase reversa (ambas codificadas pelo gene pol), e a proteina viral
transmembrana gp41 (codificada pelo gene env). No destaque dos trés alvos temos as
posicdes dos aminoacidos das mutacdes nos respectivos produtos da enzima que
estdo associados com resisténcia ao medicamento (segundo a lista do IAS de 2005).

(MATCATNC[ 58] i P |
. Gag Pol ,,,l_.T'" Vpu ‘ Rev ! 7 B
5’ LTR] PRISRE IN | vor| [Rev] [ESUTTTERTMES 3 TR

o Env )
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Reverse transcriptase
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Protease

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
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Figura 4: Localizagdo das mutacdes de resisténcia no genoma do HIV-1.

Fonte: http://www.nature.com/nrmicro/journal/v4/n10/images/nrmicro1477-f1.jpg
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1.14. Barreira Genética para Resisténcia aos antirretrovirais

Define-se barreira genética como sendo a “distdncia” genética para o
desenvolvimento de resisténcia completa a um antirretroviral. A barreira genética pode
relacionar-se (i) ao numero de mutacdes necessarias para diminuir a atividade
antirretroviral (relacdo fundamental com IP), (ii) a facilidade para selecdo de mutacdes
(rapidez com que uma mutacdo € selecionada, tem mais relacdo aos ITR) e (iii) ao
perfil de mutacfes necessarias para a resisténcia a um esquema antirretroviral.

Um medicamento que necessita de varias mutacfes para resisténcia apresenta
uma grande barreira genética. Se algumas mutacdes ja existirem, havera no caso uma
diminuicdo dessa barreira para resisténcia ao ARV em questdo. Especula-se que os
esquemas incrementados com o ritonavir aumentem a barreira genética para infeccao
pelo HIV.
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1.15. “Vias Mutacionais” para sele¢ao de resisténcia

As vias mutacionais tém relacdo com o0 mecanismo de resisténcia aos
antirretrovirais, onde de acordo com a pressao seletiva exercida por um medicamento,
0 virus pode desenvolver algumas mutacdes especificas, que tendem a emergir numa
ordem especifica (BOUCHER et al.,, 1992), seguindo o que chamamos de “vias ou
caminhos mutacionais” distintos. Sendo que algumas mutacdes, de determinada via,
podem implicar em resisténcia a outros medicamentos da mesma classe (resisténcia
cruzada) e outras nao.

Variantes virais contendo mutagbes para mais de uma via mutacional
concomitantemente sao raramente observadas in vivo e in vitro, sugerindo que a co-

ocorréncia destas mutagcdes num mesmo genoma nao seja favoravel ao HIV-1.

MutacOes D30ON e L90OM na protease

O inibidor da protease nelfinavir (NFV) preferencialmente seleciona a mutacéo
D30N e alternativamente a mutacdo L90M, sugerindo a ocorréncia de vias mutacionais
distintas. A resisténcia do HIV-1 ao inibidor de protease nelfinavir mais frequentemente
comeca com a selecdo da mutagcdo D30ON (38%), entretanto em 12% dos pacientes
comecou pela mutacgao alternativa L90OM (PERRIN e MAMMANO, 2003).

A resisténcia ao NFV acontece com a selecdo da mutacdo D30N na PR do HIV-
1. A substituicdo da asparagina pelo acido aspartico na posi¢do 30 € muito especifica
para a protease resistente ao NFV (PATICK et al., 1998). A outra via de resisténcia ao
NFV envolve a mutacdo L90OM. A PR do HIV-1 com a L90M é resistente ao NFV e SQV
e € parcialmente resistente a outros IP. A infectividade das particulas virais contendo
esta PR mutante é preservada, com uma redu¢cdo minima na suscetibilidade (PATICK
et al., 1998; PERRIN e MAMMANO, 2003).

Quando emerge a mutacdo no cédon 30, o resgate é possivel com um inibidor
de protease subsequente, posto que esta mutacdo é praticamente exclusiva e seu
aparecimento oferece pouca possibilidade de resisténcia cruzada.

Por outro lado, quando a L90M é selecionada, o resgate € bem mais dificil, ja
que este € um codon de resisténcia comum a todos os inibidores de protease. A
mutacdo L90OM é a mutacdo primaria responsavel pela resisténcia tanto ao nelfinavir
guanto ao saquinavir, e em menor grau, a outros inibidores da PR (ROBERTS, 1995).

Clones com ambas as mutagbes (D30N/L90M) sdo raramente encontrados in
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vivo e geralmente comportam muta¢cdes adicionais (M46l1, L63P, A71V, e N88D), que
parecem ser compensatérias. O duplo mutante D30N/L90M parece ser quase inviavel
(SUGIURA et al., 2002). A funcdo da mutacdo N88D é facilitar a co-ocorréncia destas
duas mutacGes como foi recentemente descrito por Mitsuya e colaboradores, que
analisaram o desenvolvimento da resisténcia nos pacientes tratados com NFV
contendo a mutacdo D30ON. A combinacdo das mutacdes D30ON, N88D e L9OM
representam uma estrutura estavel para o acimulo de mutacdes adicionais (MITSUYA
et al., 2006).

D3ON LO9OM

38% 12%
- e s TSI
36 46 63 71 77 8488

Medscape ® hitp:/vMwwwmedscape.com

Figura 5: MutagBes na protease associadas a resisténcia ao NFV.
Fonte: http://img.medscape.com/fullsize/migrated/editorial/clinupdates/2000/672/cm13.fig5.jpg (modificada)

Mutacbes na Transcriptase Reversa associadas aos Anélogos Timidinicos

As mutacdes associadas aos analogos timidinicos (do inglés, “Thymidine Analog
Mutations” — TAM) resultam do acumulo sequencial das mutacfes selecionadas na TR
pelo AZT e/ou d4T. As TAM também conferem reduzida suscetibilidade a todos os
ITRN aprovados (resisténcia cruzada) (WHITCOMB et al.,, 2003). Quanto maior o
namero de TAM, mais ampla a perda de susceptibilidade aos ITRN. O grau de
resisténcia cruzada observado depende do numero de mutacBes e de mutacdes
especificas envolvidas (LARDER e KEMP, 1989; KELLAM et al., 1992).

As TAM agrupam-se em dois padrbes (vias mutacionais) distintos, porém
sobrepostos, a selecdo dos codons M41L, L210W e T215Y (TAM-1) e a via dos cédons
D67N, K70R, T215F e K219Q (TAM-2) (YAHI et al., 1999; Gonzales et al., 2003;
MARCELIN et al., 2004; COZZI-LEPRI et al., 2005). A mutacdo D67N também ocorre
comumente com as mutacdes da TAM-1 (COZZI-LEPRI et al., 2005; RHEE et al.,
2007). A TAM-1 geralmente causa maior nivel de resisténcia fenotipica e clinica aos
analogos timidinicos e resisténcia cruzada ao abacavir (ABC), didanosina (ddl), e
tenofovir (TDF) do que as mutagbes TAM-2 (LANIER et al., 2004; MILLER et al., 2004;
COZZI-LEPRI et al., 2005).
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Ha uma associacdo negativa entre a presenca de TAM e da K65R, ambas
levando a resisténcia a multiplos medicamentos, sendo que esta Ultima ndo tem efeito
sobre o AZT.

Algumas mutacdes proporcionam reversdo da resisténcia. O exemplo mais
classico é o da mutacdo M184V que “in vitro” reverte a perda de susceptibilidade
proporcionada pelas TAM, tanto ao AZT, quanto ao tenofovir. Assim, mesmo na
presenca das mutacdes nos cédons 41 e 210 com uma terceira TAM, haveria uma
atividade do tenofovir se a mutacdo no codon 184 fosse mantida. Como a mutacao do
codon 184 é selecionada pelo 3TC, para que ela seja mantida deve ser manter o 3TC
no esquema antirretroviral.

No caso das TAM, apds o momento inicial em que uma das vias prevalece, vai
haver um acumulo progressivo de mutacdes, e alguns pacientes muito experimentados

podem ter 5 ou até 6 TAM.

Medscape & hitp: /vy medscape .com

Figura 6: Mutacfes na transcriptase reversa associadas a resisténcia ao AZT.

Fonte: http://img.medscape.com/fullsize/migrated/editorial/clinupdates/2000/672/cm13.fig3.jpg

(modificada)

Co-ocorréncia de mutacdes pertencentes a vias distintas

Variantes virais contendo mutagbes para mais de uma “via mutacional’
concomitantemente sao raramente observadas in vivo e in vitro, sugerindo que a co-
ocorréncia destas mutacdes num mesmo genoma nao seja favoravel ao HIV-1
(correlag&o negativa).

Embora estas mutac¢des tenham sido observadas quando realizamos a analise
genotipica padrao (sequenciamento populacional), que consiste no sequenciamento do
conjunto de mutacdes das diversas sub-populac¢des virais circulantes naquele individuo
(“quasispécies”), decidimos utilizar a técnica de sequenciamento de genoma unico para
verificar se as mutacdes especificas para mais de uma via mutacional que estejam

presentes na amostra encontram-se num mesmo genoma.

32


http://img.medscape.com/fullsize/migrated/editorial/clinupdates/2000/672/cm13.fig3.jpg

Visando assegurar que cada fragmento amplificado das amostras destinadas ao
sequenciamento proveio de uma Unica molécula alvo, e amplificar também o material
genético de populacbes minoritarias, decidimos utilizar a técnica de diluicdo limite de
DNA (“end-point PCR”). Nesta metodologia, o cDNA, gerado a partir do RNA viral
extraido do plasma, é diluido de maneira que a amplificacdo se faca a partir de uma
Gnica copia, gerando clones de DNA (SIMMONDS et al., 1990).

Um paciente infectado apresenta diversas populacdes virais compostas por
inUmeras quasispécies. Durante a evolugdo, num processo dinamico podemos ter uma
populacdo dominante que cresce mais rapido e as populagdes minoritarias. Dentre as
numerosas quasispécies presentes no plasma, uma minoria populacional inicial pode
se desenvolver independentemente e emergir como uma populacdo dominante
(ROQUEBERT et al., 2006). Em pacientes sob TARV, a quasispécie dominante sdo as
cepas virais resistentes, que geralmente estdo acompanhadas pelas populacdes
minoritarias, que seguiram vias evolucionarias distintas e predominam porque
desenvolveram alta resisténcia ou porque uma mudanca na pressao do medicamento
proporcionou a esta populacdo uma vantagem de crescimento sobre a populacéo
minoritaria (CHARPENTIER et al., 2004).

Visto que na analise populacional (andlise genotipica padrdo) foi possivel
observar a presenca das mutacdes de vias mutacionais distintas em alguns pacientes,
nosso objetivo neste trabalho propde a analise clonal desses pacientes para determinar
a eventualidade da ocorréncia dessas mutacdes concomitantemente em uma mesma
molécula genbmica viral. No caso das mutacbes da protease analisamos
principalmente os codons 30 e 90, e os cdédons secundarios (acessoérios) que
geralmente estdo associados as mutacfes destes codons. Na regido da transcriptase
reversa, observamos que na analise populacional foi possivel observar as seis TAM,
por isso nosso objetivo foi analisar clonalmente como estas mutacdes estao

distribuidas no genoma viral.

33



OBJETIVO
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Avaliar se virus contendo mutacdes pertencentes a mais de uma via mutacional,
conforme determinado pela analise populacional, apresentam esse conjunto de
mutacBes na mesma molecular do genoma viral ou, alternativamente, se a ocorréncia
das mutacdes de cada via localiza-se em genomas distintos da sub-populacédo viral

intrapaciente.
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CASUISTICA E METODOS

36



3.1. Amostras

O Laboratorio de Retrovirologia — EPM/UNIFESP é um dos laboratérios
executores da Rede Nacional de Genotipagem — RENAGENO, implantada pelo
Programa Nacional de DST e Aids para detectar a ocorréncia de resisténcia genotipica
(mutacdes do HIV) em pacientes em uso de terapia antirretroviral (TARV) possibilitando
uma reorientacéo do tratamento e selecdo de uma terapia de resgate. A RENAGENO
gera sequéncias das enzimas protease e transcriptase reversa, que séo codificadas
pelo gene pol, a partir de produtos amplificados pela PCR, que consiste na
amplificagcao do perfil da “quasispécie” viral (“bulk-PCR”) presente na amostra daquele
individuo. Portanto a sequéncia nucleotidica destas amostras possui muitos cédigos de
ambiguidade, representando que ha mais de uma populacdo viral que contém um
nucleotideo ou outro naquela posicéo.

Amostras de RNA viral extraido do plasma cujas sequéncias apresentaram na
andalise populacional as muta¢cdes pertencentes a ambas as vias mutacionais foram

utilizadas para a andlise clonal através de métodos moleculares.
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Metodologia

3.2. Extracao

O RNA viral previamente extraido do plasma dos pacientes segundo o protocolo
da RENAGENO, para gerar a analise genotipica foi utilizado neste estudo para a
andlise clonal.

Resumo das etapas de extracdo do material genético viral:

= Centrifugar 1 mL de plasma a 25000 g durante 90 minutos a 2-8°C.

= Remover cuidadosamente o sobrenadante e adicionar o Tampé&o de Lise

Viral, homogeneizar vigorosamente e incubar a temperatura ambiente por 10

minutos.

= Acrescentar isopropanol absoluto, homogeneizar vigorosamente e

centrifugar a 15000 g por 15 minutos.

= Remover o0 sobrenadante e adicionar etanol 70%, homogeneizar

vigorosamente e centrifugar por 5 minutos a 15000 g.

= Remover cuidadosamente todo o sobrenadante. Secar os tubos a

temperatura ambiente.

= Eluir o RNA com diluente e congelar entre -65 e -80°C até a utilizagao.

3.3. Transcri¢do Reversa

A transcricdo reversa € 0 processo pelo qual a enzima transcriptase reversa
sintetiza moléculas de DNA a partir de moléculas de RNA.

O RNA viral extraido foi submetido a reacéo de transcricdo reversa, utilizando o
SuperScript® lll Reverse Transcriptase da Invitrogen, de acordo com o procedimento
descrito pelo fabricante, com o intuito de gerar o cDNA que foi utilizado como molde,

para a amplificacao.

3.4. Amplificacdo de acidos nucléicos por diluicdo serial limitante
O cDNA do virion foi amplificado por meio da reacdo em cadeia da polimerase
em duas etapas (“nested” PCR). A PCR em duas etapas consiste em duas PCRs
sequenciais onde a 12 etapa da PCR utiliza como molde o cDNA gerado pela reacao de
transcricdo reversa e a 22 etapa da PCR utiliza como molde os produtos da 12 reacao,
para isto transfere-se uma aliquota dos produtos da 12 reacdo para um outro tubo
contendo a mistura da 22 reacdo. Portanto, tradicionalmente sdo necessarios dois
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pares de iniciadores, um par para cada reacdo. Os iniciadores da 22 etapa da PCR
devem estar localizados “internamente” aos iniciadores da 12 etapa. A principal
vantagem é o aumento da especificidade e sensibilidade.

Simmonds e colaboradores descreveram a PCR em duas etapas com diluicdo
limite do DNA molde (SIMMONDS et al., 1990), que consiste huma PCR modificada
com sensibilidade suficiente para detectar uma unica molécula do DNA alvo (“nested-
PCR”) combinada a técnica de diluicdo limite (“end-point” PCR). A combinacgao deste
método de PCR duplo com a técnica de diluicdo limitante permite a analise da
heterogeneidade das sequéncias entre as popula¢cbes de HIV. A técnica de PCR em
duas etapas associada a diluicao limitante foi empregada neste estudo para que cada
produto de amplificacdo destinado ao sequenciamento represente uma variante viral,
permitindo também a amplificacdo do material genético de populacfes minoritarias.
Desta forma, podemos verificar se as mutacfes especificas para mais de uma via
mutacional que estejam presentes na amostra encontram-se num mesmo genoma.

Por definicdo PCR € a reacdo em cadeia pela Polimerase, onde os produtos de
um ciclo servem como molde para os ciclos subsequentes, levando a um aumento
exponencial e ndo-linear na quantidade de produtos.

Sob condi¢Bes tedricas, os produtos da PCR dobram a cada ciclo, segundo a
equacao:

N = Ngx 2"

onde,

N é o numero de moléculas amplificadas,

No € o niUmero de moléculas iniciais,

n € o numero de ciclos de amplificacao

SeNp=1en=35:

N =1 x 2% = N = 34.359.738.368 = 3,4 x 10*° c6pias do cDNA alvo.

Experimentalmente, a eficiéncia da PCR esta em torno de 78% a 97%. Portanto
partindo de uma Unica molécula alvo, ao final da 12 etapa da PCR teremos entre 2,7 X
10% e 3,3 x 10'° cépias.

A distribuicdo de Poisson é uma distribuicdo de probabilidade discreta. Ela
expressa, por exemplo, a probabilidade de certo nUmero de eventos ocorrerem num
dado periodo tempo, caso estes ocorram com uma taxa média conhecida e caso cada

evento seja independente do tempo decorrido desde o ultimo evento.
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A probabilidade de que existam exatamente k ocorréncias (k sendo um inteiro
ndo negativo, k=0, 1, 2, ...) é
-1k

e
,onde
k!

Sl A) =

e é base do logaritmo natural (e = 2.71828...),
k! é o fatorial de &,

A é um namero real, igual ao nimero esperado de ocorréncias que ocorrem
num dado intervalo de tempo. Por exemplo, se o evento ocorre a uma média de 4

minutos, e estamos interessados no nimero de eventos que ocorrem num intervalo de
10 minutos, usarfamos como modelo a distribuicdo de Poisson com 4 =10/4 = 2.5.

Se /4 é o nimero de DNA molde esperado em cada tubo, k a probabilidade de

ocorréncia, temos a classe nula de Poisson:

[Fl=¢"
logo,
A=-In [F]ﬂ

Portanto, a média do nimero de moléculas por reacdo (1) é igual ao -In [F], onde
F € a fracdo de reacdes negativas do total de reac¢des.

Como o esperado é que tenhamos cerca de 1 molécula por tubo, num total de 20
reacoes:

(k/20) = e™* = (k/20) = 0,3679 = k = 7,358

Entdo, se 7 reacdes forem positivas de um total de 20 reacdes; segundo a
classe nula de Poisson temos cerca de 1 molécula por reacdo positiva; este modelo
tedrico considera que a eficiéncia do processo de amplificacdo corresponde a 100%.
Considerando-se que a eficiéncia da PCR seja de 80% [(7,358 x 80)/100], podemos ter

no méaximo 6 reacdes positivas, o0 que corresponde a 30% das reacoes.
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Neste estudo, amplificamos parte da regido pol do HIV-1, por protocolos

comumente utilizados em nosso laboratorio. A PCR em duas etapas foi realizada num

volume final de 50 pL, e 5 uL do produto da primeira reacéo foi utilizado como molde

para a segunda etapa da reacdo de PCR.

12 etapa da PCR (iniciadores Pol1/IN-BO1R) - 22 etapa da PCR (iniciadores K1/K2)
Reagentes Para 20 reacdes Concentracéo Final
Tampéo 10X 100 pL 1X
MgCl, (50mM) 70 puL 3,5mM
dNTP (25mM) 16 uL 0,4 mM
Iniciador senso (200 pmol/ul) 1ul 0,2 uM (10 pmol/reacao)
Iniciador reverso (200 pmol/uL) 1ulL 0,2 uM (10 pmol/reacao)
Enzima Tag-Polimerase (5U/uL) 5uL 0,025 U/uL (1,25 U/reacéo)
Agua MilliQ 812 uL
Incubacdes:
12 PCR 22 PCR
94°C 7 minutos Denaturacdo inicial — 1 etapa 94°C 5 minutos
94°C | 45 segundos | Denaturagéo 94°C | 30 segundos
55°C | 45 segundos | Anelamento 35 ciclos 55°C | 30segundos
72°C 2 minutos Extenséo 72°C | 1min 30 seg
72°C 7 minutos Extensdo final — 1 etapa 72°C 5 minutos
4°C 0 Até retirar do termociclador 4°C 0
Iniciadores:
. S - Posi¢édo no
Iniciador | Utilizag&o Sequéncia HXB2 Tm
Senso da
Pol 1 5 GGG AGT GGG GGG ACC CGG CCATAA 3 1842- 1865 61°C
12 etapa da PCR
Reverso da
IN-BO1R 5 CCA CTC AGG AAT CCA GGT GG 3’ 3791-3772 51°C
12 etapa da PCR
Senso da 22
K1 etapa da PCR e | 5 CAG AGC CAA CAG CCC CACCA 3 2147-2166 53°C
Sequenciamento
Reverso da 22
K2 etapa da PCR e | 5 TTT CCC CAC TAA CTT CTG TAT GTC ATT GAC 3’ 3338-3309 54°C
Sequenciamento
Senso do
DP11 5 CCATTC CTG GCT TTAATT TTACTG GTA 3’ 2595-2572 50°C
Sequenciamento
Reverso do
F1 5 GTT GAC TCA GAT TGG TTG CAC 3’ 2522-2539 47°C
Sequenciamento
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A amplificagéo de clones foi realizada utilizando-se PCR em duas etapas com
diluicdo limite do DNA molde. Apds a determinacdo da diluicdo serial minima,
preparamos 22 reacdes da 12 etapa da PCR aliguotamos duas reacfes para processar
0S respectivos controles (positivo e negativo), depois colocamos 5 uL da maior diluicdo
gque apresentou PCR positiva no restante da mistura da 12 etapa da PCR e misturamos
vigorosamente; esta mistura que diluiu a pequena porcao da amostra foi distribuida em
20 tubos. Estes 20 tubos mais os controles foram incubados conforme descrito acima e
5 uL do produto de amplificagdo da 12 etapa da PCR foi transferido para respectivos
tubos contendo a mistura da 22 etapa. ApdOs a ciclagem da 22 reagdo, 5 pL deste
produto fora submetido a eletroforese em gel de agarose e sob luz ultravioleta (320 nm)

observou-se as bandas que foram fotografadas utilizando-se camera digital.

3.5. Fracionamento eletroforético do DNA amplificado

Os produtos da reacéo de PCR foram submetidos a corrente continua em gel de
agarose 1,0% (peso/volume) em TBE 0,5X, contendo Gel-Red™, e utilizamos um
marcador de peso molecular de 100 pares de bases para comparar o tamanho do
fragmento. As condicbes da corrida foram 100 volts por cerca de 30 minutos. As
bandas foram observadas e fotografadas sob luz ultravioleta (320nm) utilizando-se
camera digital. O produto da PCR com os iniciadores K1 e K2 tem cerca de 1200 pares

de base.

3.6. Purificacéao

O material amplificado correspondente a clones isolados foi purificado pelo kit de
purificacdo “ChargeSwitch® PCR Clean-Up Kit” - Invitrogen, que utiliza sondas
magnéticas para purificar os produtos da PCR, de acordo com o protocolo do

fabricante.

3.7. Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se o “DYEnamic™ ET
Terminator Cycle Sequencing Kits” — GE e analisada em sequenciador automatizado,
ABI PRISM™ 3100 — Applied Biosystems. Como o produto da PCR gerado possui 1200
pares de bases, foram necessarios iniciadores adicionais para a reacdo de

seguenciamento. Portanto, utilizamos os iniciadores K1, K2, DP11 e F1 com o intuito
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de cobrir toda a regido de interesse com sequéncias geradas por iniciadores senso e

anti-senso reduzindo assim artefatos do sequenciamento.

3.8. Andlise das sequéncias

As sequéncias geradas a partir de cada clone foram editadas, utilizando o
programa “Sequencher” versdo 4.8, comparadas entre si e com a sequéncia gerada
pelo sequenciamento da RENAGENO, a fim de verificar as mutacdes presentes em
cada clone gerado e sua proporcéo.

Para garantir que cada produto de amplificagdo sequenciado representasse uma
variante viral, as sequéncias que apresentaram ambiguidade foram desconsideradas,
pois a presenca de ambiguidade € indicativa de que naquela reacdo de PCR pelo
menos duas moléculas de cDNA inicial foram amplificadas.

As sequéncias de cada clone foram editadas, alinhadas pelo programa “Clustal
X” versao 3.0 (THOMPSON et al., 1997), e submetidas a analise filogenética pelo
meétodo “Neighbor-Joining” usando o programa HyPhy (http://www.hyphy.org/).
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4.1. Obtencao e sequenciamento dos clones

A selecdo das amostras a serem estudadas foi realizada a partir da analise das
2898 sequéncias do banco de dados da RENAGENO. Neste levantamento buscamos
as sequéncias que apresentavam as mutacdes de resisténcia pertencentes as duas
vias mutacionais a serem estudadas, mutacbes D30ON e L9OM para a regiao da
protease, e as mutacdes M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F e K219Q/E para a
regido da transcriptase reversa.

E como mostra a tabela 1, encontramos apenas 50 sequéncias (1,7%) que
apresentaram as mutagdes D30N e L90M na andlise populacional da protease.

Tabela 1. Frequéncia das mutacOes de resisténcia na protease estratificadas pela
distribuicdo no subtipo.

Subtipo  N°de Sequéncias D30N LI9OM D30N + L90M
B 2267 (78,2%) 212 597 41
F1 234 (8,1%) 21 50 1
C 120 (4,1%) 5 23 2
BF1 262 (9,0%) 17 59 6
Outros 15 (0,5%) 0 6 0
Total 2898 255 (8,8%) 735 (25,4%) 50 (1,7%)

Na regido da transcriptase reversa fizemos um levantamento do nimero de TAM
gue cada sequéncia apresentava e assim obtivemos os dados da Tabela 2, onde

podemos observar que apenas 57 sequéncias (2,0%) apresentaram as seis TAM.
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Tabela 2: NUumero de sequéncias que apresentaram 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou nenhuma TAM.

NUumero de TAM

Nimero de Sequéncias

o a0~ W N

949 (32,7%)

246 (8,5%)

373 (12,9%)

605 (20,9%)

530 (18,3%)

138 (4,7%)

57 (2,0%)

Fizemos também a contagem do nimero de sequéncias que apresentavam as

TAM e as mutacOes de resisténcia (D30N e/ou L9OM) na protease, como mostra a

tabela 3. Onde podemos observar uma leve tendéncia da concentracdo dos maiores

nameros de TAM nos pacientes que apresentam a mutacdo L90M associada ou ndo a

mutac&o D30N.

Tabela 3: Mutacdes apresentadas pela analise populacional.

N° de TAM 30D+ 90L D30N L90OM D30N + L90M* Total
(virus selvagem)
0 770 (41,5%) 60 (23,3%) 115 (15,7%) 4 (8%) 949 [32,7%)]
1 170 (9,1%) 30 (11,6%) 40 (5,5%) 6 (12%) 246 [8,5%)]
2 230 (12,4%) 37 (14,3%) 100 (13,6%) 6 (12%) 373 [12,9%)]
3 349 (18,8%) 58 (22,5%) 184 (25,1%) 14 (28%) 605 [20,9%)]
4 250 (13,5%) 49 (19%) 217 (29,6%) 14 (28%) 530 [18,3%)]
5 65 (3,5%) 16 (6,2%) 53 (7,2%) 4 (8%) 138 [4,7%]
6 23 (1,2%) 8 (3,1%) 24 (3,3%) 2 (4%) 57 [2,0%)]
Total 1857 [64,1%] 258 [8,9%] 733 [25,3%] 50 [1,7%] 2898

*) Neste caso a presencga das mutacfes 30N+90M foi determinada pela analise

populacional do virus.
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Dentre as sequéncias que apresentavam o perfil de mutagdes do nosso estudo,
selecionamos 10 pacientes para analisarmos clonalmente.

Procuramos gerar os clones utilizando o RNA extraido pela metodologia da
RENAGENO que gerou a andlise genotipica populacional para garantir que as
variantes virais observadas na genotipagem padrdo fossem representadas
clonalmente.

As sequéncias de cada clone foram editadas, alinhadas, e submetidas a analise
filogenética juntamente com sequéncias referéncia, como mostra a Figura 3, onde
podemos observar que clones provenientes de um mesmo paciente formam grupos
restritos, demonstrando que provavelmente todos os clones detectados na populagéao
intrapaciente provem de um mesmo ancestral. Além disso, cada paciente reagrupou-se
com a sequéncia referéncia mais proxima, e assim podemos confirmar que todos os
clones dos pacientes 417 e 514 pertencem ao subtipo F1, que os pacientes 2021 e
2549 pertencem ao subtipo C, e que os pacientes 44, 877, 1075, 1379, 1878 e 3544

séo subtipo B.
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Figura 7: Reconstrucdo Filogenética do gene pol. As sequéncias virais obtidas pelo método padrédo (“bulk”,

identificada pela inicial 11SP) e seus respectivos clones (numero do paciente seguido por “CL”). A arvore foi

construida usando o programa Hyphy, pelo método Neighbour Joining assumindo o modelo evolutivo GTR.
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4.2. Resultado dos clones dos pacientes analisados

Co-ocorréncia das mutacdes D30ON e L90M na protease

Para verificar se as mutacdées D30ON e L90M na protease encontram-se num
mesmo genoma selecionamos alguns pacientes dentre as 50 sequéncias que
apresentaram ambas as mutac¢des na analise populacional.

Inicialmente, geramos clones de quatro pacientes (44, 1379, 1878 e 2021), que
pela analise populacional apresentaram ambiguidade em ambos os cédons (D30D/N e
LO90L/M) sugerindo a presenca de populagbes virais mistas, que continham o
aminoacido D ou N no c6don 30 e L ou M no cdédon 90 da protease; escolhemos estes
pacientes, pois acreditamos que desta forma estariamos provocando o encontro do
duplo mutante D30ON/L90M. Porém ao realizarmos a analise clonal destes pacientes
todos os clones se dividiram em populagdes que continham a mutacdo D30ON e clones
que continham a mutag&o L90M.

Embora estes pacientes fizessem uso do AZT ha pelo menos um ano, o paciente
44 ndo apresentou nenhuma TAM, e os pacientes 1379 e 2021 selecionaram apenas
mutacOes da TAM-2, e o0 paciente 1878 apresentou apenas a mutacdo M41L em alguns
clones.

Como nédo foi possivel observar ambas as mutacbes num mesmo genoma
nestes quatro pacientes, outros dois pacientes (417 e 1075) foram selecionados, sendo
que, pela analise populacional, o paciente 417 apresentava as mutac6es D30N e LO9OM
sem ambiguidades, e o paciente 1075 apresentava a mutacdo D30N, porém no cédon
90 a ambiguidade sugeria a presenca da leucina (L) ou da metionina (M) nesta posicao.
E finalmente, conseguimos obter em ambos os pacientes (417 e 1075) clones que
possuiam ambas as mutacdes (D30N/L90M).

Portanto, neste estudo, detectamos em dois pacientes (417 e 1075) clones com
ambas as mutacdes (D3ON e L90OM) num Unico genoma, porém como descrito
anteriormente, estas vieram acompanhadas de muta¢cdes compensatorias como N88D
e L63P (SUGIURA et al., 2002; ROQUEBERT et al., 2006).

Analisando clonalmente obtivemos os dados apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Distribuicéo clonal da protease dos seis pacientes analisados.

Mutagdes i ,
i ) o NUumero . Numero
Paciente (Subtipo) principais Outras Mutacdes
de clones de clones
na protease
193L 1
Nenhuma 2 (10%)
L63P, 193L 1
L63P, 193L 1
44 (B) D30N 7 (35%)
A71V, 193L 6
193L 1
L90OM 11 (55%)
L63P, 193L 10
D30N 6 (60%) A71V, N88D, 193L 6
1379 (B)
L90OM 4 (40%) A71V, 193L 4
D30N 3 (27%) L63P, N88D, 193L 3
1878 (B)
L9OM 8 (73%) L63P, 193L 8
D30N 3 (30%) L63P, A71T, N88D, 193L 3
1075 (B)
D30N + L90OM 7 (70%) L63P, A71T, N88D, 193L 7
417 (F1) D30N + L90M 9 (100%) N88D 9
D30N 9 (64%) L63P, N88D, 193L 9
2021 (C)
L90OM 5 (36%) L63P, A71V, 193L 5
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Mutagdes Compensatorias

A substituicdo L63P é um polimorfismo da protease comum em isolados de
pacientes ndo tratados (KOZAL et al., 1996) previamente conhecido por compensar a
reducdo da infectividade resultante das diversas mutacfes de resisténcia (MOLLA et
al., 1996). Alguns autores observaram que a mutacdo L63P recupera completamente a
capacidade replicativa viral aos niveis do virus selvagem quando associada a L90M
(MARTINEZ-PICADO et al., 1999; MAMMANO et al., 2000; SUGIURA et al., 2002). No
entanto, a adicdo da mutacdo L63P ao virus com a mutacdo D30ON nao restabelece a
capacidade replicativa viral comparado com o virus selvagem. Porém, no nosso estudo
observamos que este polimorfismo (L63P) pode estar presente tanto em clones com a
mutacdo D30N como em clones com a mutacédo L90OM.

A substituicdo N88D é essencialmente encontrada em pacientes tratados com
NFV (PERRIN e MAMMANO, 2003). Deforche e colaboradores demonstraram através
da rede Bayesiana que a mutacdo D30N tem influéncia direta protagonista sobre a
mutacdo N88D (DEFORCHE et al., 2007), justificando a alta correlacdo da mutacao
N88D com a mutacdo D30N. Esta combinacdo das mutacdes D30ON e N88D é a mais
comum encontrada em pacientes tratados com NFV, esta associacdo torna o virus
mais infeccioso do que o virus que comporta cada uma das mutacdes isoladamente e
tem alta resisténcia ao NFV (PERRIN e MAMMANO, 2003). A mutacdo N88D aumenta
a estabilidade e, portanto, € selecionada para compensar a perda da capacidade
replicativa resultante da mutacdo D30N (MAHALINGAM et al., 1999). De fato, no nosso
estudo quando presente na analise populacional, ao realizar a andlise clonal a mutacéo
N88D esteve sempre presente somente nos clones que apresentaram a mutacao
D30N. Nos dois pacientes (417 e 1075) que apresentaram o0 duplo mutante
D30N/L90M, a mutagdo N88D também esteve presente em todos os clones. Portanto,
a perda da capacidade replicativa causada pela mutacdo D30ON pode ser recuperada
pela mutacdo N88D e esta associacdo ainda permite que o0 virus comporte a mutacéo
L90M (SUGIURA et al., 2002; ROQUEBERT et al., 2006).

A substituicdo A71V é selecionada por diversos IP (PATICK et al., 1998) e
compensa a reducdo da capacidade replicativa viral, causada pelas mutacées D30ON
e/ou L90OM. Porém, esta mais associada a mutacdo D30N, por compensar
eficientemente o defeito causado pela mutagcdo D30N, e confere alto nivel de
resisténcia ao NFV (6 vezes mais resistente do que o virus selvagem) (PERRIN e
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MAMMANO, 2003). Portanto, o duplo mutante (D30N/A71V) é mais infeccioso e tem
alto grau de vantagem seletiva. Também j& foi descrito que a mutacado L90M associada
a mutacdo A71V reduz a suscetibilidade a diversos IP (MAMMANO et al., 2000). Na
nossa analise clonal, observamos que a mutacdo A71V ocorre somente quando as

mutacoes D30N (paciente 44), ou L90OM (paciente 2021) também estao presentes.

Mutacdes na Transcriptase Reversa associadas aos Analogos Timidinicos

Com a mesma metodologia, decidimos também investigar a presenca
concomitante das mutagBes de resisténcia aos analogos timidinicos (TAM), que
consistem em 6 mutacbes que geralmente se subdividem em TAM-1 (M41L, L210W e
T215Y) e TAM-2 (D67N, K70R e K219Q/E) (YAHI et al., 1999; HANNA et al, 2000;
MARCELIN et al.,, 2004). Dentre as 57 sequéncias que apresentaram na analise
populacional as 6 TAM na transcriptase reversa selecionamos 4 pacientes (514, 877,
2549 e 3544).

Todos os clones dos 3 pacientes (514, 2549 e 3544) apresentavam as 6 TAM na
mesma molécula gendmica do virus. Na analise populacional todos os 3 pacientes
possuiam a mutagdo L90M na protease, que se manteve presente em todos os clones.
Diferentemente dos demais, 0 paciente 877 apresentou uma populacdo mista com
clones possuindo de 4 a 6 TAM, e a mutacdo L90OM presente somente em alguns
clones.

A Tabela 5 apresenta os resultados encontrados pela analise clonal dos 4
pacientes estudados, incluimos também dados do paciente 1075 que apresentava 5

TAM, e que também apresentou as muta¢cdes D30ON e L9OM num mesmo clone.
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Tabela 5: Distribuicédo clonal dos cinco pacientes analisados para a presenca das TAM.

. Mutacdes de TAM
Paciente . N° de Outras N° de
Subti resisténcia | MUtacs |
ubtipo clones 21 To1 utacdes clones
ao NFV M4l D67 K70 K219
0 5
K43E, K122E,
3 (33,3%)
514 E203K
L90M 9 (100%) L N R w Y E
F1 K43E, K122E,
6 (66,7%)
E203V
K122E, E203K,
4 (50%)
2549 L N R w F Q H208Y
L9OM 8 (100%)
C K122E, E203K 2 (25%)
L N R W Y Q K122E, E203K 2 (25%)
3544 K122P, E203K,
L9OM 9 (100%) L N R w Y Q 9 (100%)
B H208Y, D218E
L # # # Y # 1 (10%)
D30N 3 (30%)
L # # W Y # 3 (30%)
1075
K122E _—
B L N # w Y # 2 (20%)
D30N/L90M 7 (70%) L N # 7 Y Q 1 (10%)
L N R # Y Q 2 (20%)
L N R # F Q 1 (10%)
3 (23,1%) 3 (23,1%)
L G # w Y # -
L90OM 1 (7,7%) 1 (7,7%)
1 (7,7%)
# G R # Y E 3(23,1%)
L90M 2 (15,4%)
877 -
5 1 (7,7%) L G R W Y # K122E 1 (7,7%)
1(7,7%) L G R # Y E 1(7,7%)
2 (15,4%)
S R # Y E 3(23,1%)
L90M 1 (7,7%)
1 (7,7%) L S R W Y E 1 (7,7%)

#) mutacao ausente

O paciente 877 ja apresentava ambiguidades na andlise populacional,
demonstrando a presenca de populacbes mistas, a andlise clonal refletiu esta
observacdo nos clones que apresentaram propor¢cdes e combinagdes diversas das
TAM sugerindo que este paciente esta em transicdo, onde ainda nédo se estabeleceu a
quasispécie dominante.

Neste estudo, encontramos as seis TAM em todos os clones de 3 pacientes
(514, 2549 e 3544) e um quarto paciente (877) apresentou uma populacdo mista onde

somente um dos clones amplificados apresentou as 6 TAM.
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DISCUSSAO
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Um dos aspectos mais relevantes da infeccdo pelo HIV é o seu potencial de
diversificacao no paciente (HOLMES et al., 1992; BROWN, 1997). A dinamica evolutiva
do HIV caracteriza-se por fatores como: (1) altas taxas de erro da RT (1,3 a 2,5 x 10-4
(BEBENEK et al., 1989), (2) tempo de geragéao de 1,47 dia (PERELSON et al., 1996;
FU, 2001), (3) replicacdo constante durante o periodo de infeccdo (COFFIN, 1995) e
(4) altas taxas de recombinacdo (ROBERTSON et al., 1995).

Estes fatores relativos a biologia evolutiva do HIV, quando combinados,
culminam em um dos processos mais rapidos de acumulo de diversidade entre os virus
de RNA (ROUZINE e COFFIN, 1999).

Todo esse potencial de geracdo de diversidade possibilita ao HIV-1 uma
extraordinaria flexibilidade permitindo que se adapte rapidamente a uma variedade de
pressfes seletivas, evitando o reconhecimento pelo sistema imunolégico do
hospedeiro, incluindo o escape das respostas imune humoral (RICHMAN et al., 2003;
WEI et al., 2003) e T-citotoxica (CTL) (BORROW et al., 1997; CAO et al., 2003), as
implicacdes disso constituem um dos maiores obstaculos para a implementacdo de
estratégias vacinais (GASCHEN et al., 2002). Além de ser um fator muito importante na
geracdo de variantes resistentes a todos os medicamentos antirretrovirais atualmente
disponiveis (RIBEIRO e BONHOEFFER, 2000; JOHNSON et al., 2008).

Em adicdo, populacdes constantemente expostas aos antirretrovirais podem
favorecer o surgimento de linhagens de HIV-1 resistentes aos ARV, as quais podem se
propagar (iniciar novas infeccfes) mesmo em individuos ainda ndo expostos ao
tratamento antiviral (HUE et al., 2009).

A evolucdo do HIV-1 sob pressdo seletiva quimioterapica in vivo envolve uma
complexa interacdo entre um aumento da importancia da resisténcia aos
medicamentos e mudancas na capacidade replicativa viral.

Embora a maioria das mutacGes tenha efeitos deletérios na replicacdo viral e
seja eliminada pela selecdo negativa (DOMINGO e HOLLAND, 1997), o HIV-1 exibe
uma marcante plasticidade gen6mica com pouquissimas posi¢cdes nucleotidicas
conservadas no genoma (COFFIN, 1995). Consequentemente, as populagbes HIV-1
podem existir como uma colbnia de mutantes complexos chamada quasispecie
(DOMINGO et al., 1997).

De acordo com a pressao seletiva de determinados medicamentos, algumas
mutacdes especificas tendem a emergir seguindo vias mutacionais distintas. As
mutacOes que seguem vias mutacionais distintas raramente ocorrem simultaneamente
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em uma mesma molécula gendmica. Nesse contexto, investigamos, através de
técnicas que amplificam individualmente moléculas Unicas de DNA, se as mutacfes
pertencentes a vias mutacionais distintas tanto na protease quanto na transcriptase
reversa estao presentes num mesmo genoma viral.

Com relacdo a interagcdo das mutagBes que conferem resisténcia antirretrovial,
temos que na protease a mutacdo D30ON, uma mutacdo que confere resisténcia
primaria ao NFV, é altamente especifica a este inibidor (MARKOWITZ et al., 1998;
PATICK et al., 1998). Como a mutacdo D30N né&o confere resisténcia a outros IP além
do NFV, pacientes em falha virolégica ao NFV geralmente mantém suscetibilidade a
outros medicamentos desta classe. Por outro lado, virus que apresentam a mutacao
L90M, quando presente em combinacdo com mutacBes adicionais (M46l, 154V, A71V,
V82A, e/ou 184V), demonstraram reducdo na suscetibilidade a diversos IP incluindo
NFV, IDV, e SQV (ROBERTS, 1995; VASUDEVACHARI et al., 1996; MARKOWITZ et
al., 1998; VAILLANCOURT et al.,, 1999; HIRSCH et al.,, 2000; GROSSMAN et al.,
2004).

Isoladamente as mutacées D30ON e L90M ndo comprometem a atividade da
protease em grau significante, por isso cada mutacdo € selecionada frequentemente,
mas a combinacdo ndo. O par de mutacdes D30ON/L90M é incompativel, pois causa
guase a eliminacdo completa da infectividade e capacidade de replicacdo, por isso sao
raramente encontrados in vivo (SUGIURA et al., 2002; PERRIN e MAMMANO, 2003).
Algumas mutagfes compensatorias, como N88D, A71V e o polimorfismo L63P,
recuperam amplamente a capacidade replicativa do duplo mutante (SUGIURA et al.,
2002; PERRIN e MAMMANO, 2003).

A mutacdo D30N confere alta resisténcia ao NFV, 3,6 vezes maior do que o
virus selvagem na presenca do NFV, aumentando para 6 vezes quando associada a
mutacdo A71V (SUGIURA et al., 2002; PERRIN e MAMMANO, 2003); porém reduz a
atividade da protease e o crescimento viral (redugcdo da adaptabilidade replicativa)
comparado ao virus do tipo selvagem (MARTINEZ-PICADO et al., 1999; SUGIURA et
al., 2002). Enquanto que a mutacdo L90M permite a preservacao da infectividade; o
nivel de suscetibilidade conferido pela mutacdo L90M tem sido relatado como sendo
menos significante do que a conferida pela D30N (MARTINEZ-PICADO et al., 1999;
MAMMANO et al., 2000; SUGIURA et al., 2002). Portanto, a selecédo inicial da mutacéo
D30N resulta no encaminhamento para uma via evolucionaria com uma menor barreira
genética para resisténcia ao NFV.

56



Em nossos resultados, constatamos em alguns pacientes que a terapia com
NFV pode selecionar cepas com a mutagcdo D30ON, com a L90M ou com ambas as
mutagdes juntas num mesmo genoma. De fato, Perrin e Mammano descreveram que
ambos o0s virus com as mutacfes unicas D30N ou L90M conferiram vantagem seletiva
ao virus na presenca do NFV (PERRIN e MAMMANO, 2003).

Neste estudo, detectamos em dois pacientes (417 e 1075) clones com ambas as
mutacBes (D30ON e L9OM) num Unico genoma, porém como descrito anteriormente,
estas vieram acompanhadas de mutacdes compensatorias como N88D e L63P.

Sugiura e colaboradores observaram que em pacientes com falha virologica ao
NFV, a aquisicdo da mutagdo D30ON foi fortemente suprimida quando a L90M
preexistia, que durante o curso da doenca clones com as mutacées D30ON e L90M
evoluem independentemente um do outro, e finalmente o duplo mutante D30N/L90M
emerge num momento tardio da terapia com NFV. O duplo mutante parece originar da
linhagem D30N, mas nao da linhagem L90M, ou esta fortemente associada a primeira.
Clones com a mutacdo D30N podem adquirir uma mutacao adicional L90OM muito mais
facilmente do que clones com a L90M podem adquirir a mutacdo D30N (SUGIURA et
al., 2002).

Na auséncia de muta¢Bes compensatorias, a combinac¢do das mutacdes D30N e
L90M dramaticamente reduz a capacidade replicativa viral. Uma mudanca aguda da
cadeia lateral ndo polar devido a L90M e a perda da carga negativa devido a D30ON
pode de alguma forma afetar a interagcdo enzima-substrato.

O duplo mutante D30N+L90M possui baixissima infectividade e capacidade
replicativa, confirmando que a associacao destas mutaces € prejudicial ao virus. A
combinacdo da D30ON + L90OM reprime fortemente a habilidade da protease em
processar o precursor p55%9 em proteinas maduras, e mantém a capacidade de gerar
a transcriptase reversa um tanto quanto conservada (SUGIURA et al., 2002).

MutacBes compensatoérias resgatam em grande parte a capacidade replicativa
viral, indicando que o defeito associado com a combinacdo D30ON/L9OM também é
altamente dependente do contexto e clones com ambas as mutacbes D30N/LO9OM
podem desenvolver somente sob forte pressao seletiva, possivelmente por aquisicao
de substituicbes particulares tais como a N88D e L63P, que provavelmente
compensam suficientemente permitindo que a enzima tolere a combinagcdo mutacional
deletéria D30N/L90M (SUGIURA et al., 2002; PERRIN e MAMMANO, 2003).

Mutagdes adicionais podem melhorar a capacidade replicativa destes virus
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mutantes resistentes aos medicamentos e podem, portanto, reduzir a barreira genética,
reforcando a nog&o que o contexto genético do virus pode substancialmente influenciar
no impacto das mutacdes de resisténcia.

MutacBes nos codons 63 e 71 da protease melhoram a processividade da PR
para compensar a diminuicdo do fithess associada as mutacdes de resisténcia aos IP.

O cbdon 63 é altamente polimérfico. A substituicdo L63P é um polimorfismo da
protease comum em isolados nao tratados (KOZAL et al., 1996), que compensa a
perda de infectividade resultante de diversas mutacdes na protease (MOLLA et al.,
1996); e recupera completamente a capacidade replicativa viral aos niveis do virus
selvagem quando associada a mutagdo L9OM. Porém, a adi¢cdo da substituicdo L63P
ao virus que contém a mutacdo D30N nao restabelece a capacidade replicativa viral
perdida, quando comparado com a do virus selvagem (MARTINEZ-PICADO et al.,
1999).

A mutagcdo A71V/T ocorre em 10% dos pacientes ndo tratados, e em maior
propor¢cdo em pacientes tratados. Segundo Perrin e Mammano, a mutacdo A71V é
selecionada por diversos IP; e a adicdo da mutacdo A71V ao virus com a mutacao
D30N compensa eficientemente o defeito causado pela mutagdo D30ON (PERRIN e
MAMMANO, 2003).

Esta associacdo positiva foi observada no paciente 44, onde 10 clones
continham a mutacéo L90M e L63P, somente 1 clone com a D30N e L63P e 6 clones
com a D30ON associada a A71V. Porém outros 3 pacientes (1878, 2021 e 1075)
apresentaram todos os clones com a L63P, seja com a D30N ou com a L90M.

A N88D é uma substituicdo essencialmente encontrada em pacientes tratados
com NFV, e na auséncia de outras mutacdes confere notavel perda da capacidade
replicativa. A aquisicdo de uma carga negativa devido a N88D pode compensar a perda
de uma carga negativa no cédon 30 devido a mudanca de D para N. A associacdo da
D30N com a N88D tornaria o virus mais infeccioso do que os virus contendo uma ou
outra destas mutacdes isoladamente; estando de acordo com a ideia que a N88D é
selecionada para compensar a perda da capacidade replicativa resultante da D30ON
(PERRIN e MAMMANO, 2003). O cédon 30 esta localizado no sub-sitio S2 da protease
(PATICK et al, 1998) e o cédon 90 ndo estda localizado neste sub-sitio.
Tridimensionalmente na protease, o codon 88 esta localizado entre os cdédons 30 e 90,
e a mutacdo N88D seria portanto compensatoria. De fato, nossos resultados mostram
gue a N88D, quando presente, esteve sempre associada aos clones com a D30N.
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Utilizando a mesma metodologia de amplificacdo clonal, fizemos estudos
semelhantes na regido da transcriptase reversa. Analogos timidinicos como o AZT e o
d4T podem selecionar mutacbes nos codons 41, 67, 70, 210, 215, e 219 da
transcriptase reversa do HIV-1, conhecidas como mutacdes associadas aos analogos
timidinicos (TAM). As TAM podem ser divididas em 2 grupos distintos: TAM-1 (M41L,
T210W e T215Y, e as vezes D67N) e TAM-2 (D67N, K70R e K219Q, e as vezes
T215F) (YAHI et al., 1999; HANNA et al., 2000; MARCELIN et al., 2004). Esta divisdo
tem importancia clinica, pois virus resistentes ao AZT portando as mutacdes da TAM-1
tém resisténcia cruzada a didanosina e ao tenofovir, enquanto que virus portando as
mutacdes da TAM-2 geralmente permanecem suscetiveis a estes medicamentos
(MILLER et al., 2004; MARCELIN et al., 2005).

Porém Dunn e colaboradores encontraram 116 padrdes distintos de TAM em
2379 sequéncias e 40% destas sequéncias continham mutacdes de ambas as vias,
considerando a D67N a mais transitéria entre os grupos (DUNN et al., 2005). No nosso
estudo as TAM também estiveram presentes em diferentes padrdes, nos pacientes 877
e 1075 as TAM apresentaram-se distribuidas diversificadamente, enquanto que nos
outros trés pacientes analisados (514, 2549 e 3544) as 6 TAM apresentaram-se
uniformemente em todos os clones analisados. Com o acumulo das TAM também
observamos o aumento do nimero de mutacdes acessoérias, como ja fora descrito por
Cane e colaboradores (CANE et al., 2007). Uma possivel justificativa para esta selecéo
de cepas comportando inUmeras mutacfes (K43E, K122E, E203K/V, H208Y, D218E)
que ocorrem em combinacdo com diversas mutacdes de resisténcia aos ITRN, além
das mutacbes caracteristicas que sdo responsaveis pelo aumento da resisténcia ao
analogo timidinico, seria 0 uso prolongado de ARV (superior a 4 anos) além da
utilizacdo alternada dos analogos timidinicos entre os pacientes (SVICHER et al.,
2006). Os pacientes 877 e 1075 apresentaram a mutacdo K122E e distribuicdo
diversificada das TAM nos clones amplificados, estes pacientes utilizaram somente o
AZT como ITRN analogo timidinico. Os outros trés pacientes analisados (514, 2549 e
3544) apresentaram além da mutacdo K122E, as muta¢des K43E, E203K/V, H208Y e
D218E que estdo associadas a prolongada exposicdo ao ARV, alta resisténcia ao
analogo timidinico e alta viremia com baixa contagem de células T CD4+ (SVICHER et
al., 2006). De fato estes pacientes fizeram uso de analogos timidinicos por mais de 5
anos variando entre o AZT e o d4T. Uma analise mais apurada e com maior
amostragem faz-se necessaria para confirmar esta correlacao.

59



A uniformidade e predominancia dos clones sugerem que, em alguns pacientes
(417, 514, 2549 e 3544), no momento da andlise clonal amplificamos a populag¢édo que
foi selecionada e expandiu-se, tornando-se majoritaria.

O paciente 2549 apresentou as 6 TAM em todos os clones, porém somente dois
clones continham a mutacdo T215Y, os demais clones tinham nesta posi¢cdo a mutagao
T215F. Estudos de mutagénese em combinagdo com ensaios de crescimento
competitivo mostraram que cepas virais com a mutacdo T215F tiveram uma menor
capacidade replicativa do que a variante com a T215Y na presenca da M41L e L210W
(HU et al., 2006).

Todos os clones amplificados dos pacientes 417 e 514 possuem a mutacao
T215Y. Na analise nucleotidica, observamos que a trinca que codifica para a tirosina
(Y) € TAT em vez da comumente observada TAC, esta diferenca pode estar
relacionada ao polimorfismo préprio do subtipo, uma vez que ambos estdo infectados
por virus subtipo F1.

No paciente 1075 notamos que 0s clones que apresentaram as mutacdes D30N
e L90M juntos na protease, também foram os que apresentaram maior nimero de TAM
na transcriptase reversa, sugerindo que o paciente que se encontra em falha viroldgica
tende a selecionar os clones que acumulam maior nimero de mutagdes.

As mutacBes predominantemente influenciam na resisténcia viral, apesar da
perda da capacidade replicativa (MAMMANO et al., 2000) e a capacidade replicativa é
recuperada, pelo menos parcialmente, pelas mutacdes compensatorias (NIJHUIS et al.,
1999; MAMMANO et al., 2000). As mutacdes compensatdrias também ajudam no
aumento da resisténcia (NIJHUIS et al.,, 1999) e a perda da capacidade replicativa
geralmente aumenta com o aumento do nimero de mutacfes e aumento do nivel de
resisténcia (BARBOUR et al., 2002).

Neste estudo, observamos que as mutagdes pertencentes a vias mutacionais
distintas (D30N e L90M na protease; e as 6 TAM na transcriptase reversa), ainda que
raras, devido a correlacdo negativa, podem ser observadas numa mesma cepa viral e
somente sdo selecionadas apds forte pressao seletiva associada a falha terapéutica.

A metodologia de analise clonal apesar de laboriosa foi escolhida para 0 nosso
trabalho por ser uma ferramenta capaz de representar e estratificar as diversas
populacdes (quasispécies) presentes no paciente que somente sdao observadas de
forma global na analise genotipica padrdo. Portanto, na analise genotipica padréo a
sequéncia viral observada, € um consenso das diversas populacdes presentes naquele
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individuo, que pode ser uma representacdo da populacdo majoritaria presente naquele
momento, ou uma mistura de diversas popula¢cdes minoritarias, que se dividem em
pequenos grupos na analise clonal.

Apesar da técnica de clonagem em bactéria ser capaz de gerar muitos clones,
de forma mais répida, escolhemos a clonagem por diluicdo, para evitarmos a
recombinacédo in vitro e que determinadas populacdes virais fossem selecionadas na
PCR que precede a clonagem em bactéria. Além disso, a clonagem por diluicdo é
capaz de representar populacdes minoritarias que ndo podem ser observadas na
andlise populacional nem na clonagem por bactéria.

Conhecendo-se a técnica, ja era de nosso conhecimento a dificuldade em gerar
os clones, pois a PCR em duas etapas com diluicdo limitante ndo € uma técnica
facilmente reprodutivel. Portanto, sendo esta dificuldade a responsavel pela baixa
amostragem seja pelo numero de pacientes, bem como pelo ndmero de clones

gerados, o que impossibilitou uma analise mais apurada.
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CONCLUSAO
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Neste estudo, apesar da correlacdo negativa, observamos que as mutacdes
D30N e L90M da protease podem coexistir num mesmo genoma na populagao viral
intrapaciente. Igualmente, observamos que as seis TAM também podem coexistir num
mesmo genoma. Porém como as mutacfes de vias distintas estdo negativamente
correlacionadas estas sdo selecionadas num mesmo genoma apoOs forte presséo
seletiva resultante da falha viroldgica.

A anadlise clonal apesar de laboriosa e onerosa comparativamente a analise
genotipica padrdo, que representa uma analise populacional € mais informativa, pois
possibilita observar a diversidade e distribuicdo das mutacdes de resisténcia, refletindo
0 padrdo evolucionario das quasispecies virais presentes naquele individuo. Portanto,
na analise genotipica padréo a sequéncia viral observada, € um consenso das diversas
populacdes presentes naquele individuo, que pode ser uma representacdo da
populacdo majoritdria presente naquele momento, ou representar uma mistura de
diversas populacdes minoritarias, que se dividem em pequenos grupos na andlise

clonal.
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