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RESUMO

A elevada variabilidade genética do HIV tipo 1 setecdo de mutacdes de resisténcia
as drogas antirretrovirais tem representado umnemalesafio para o sucesso dos
esquemas terapéuticos. Muitos estudos tém demdasitee ha padrées especificos de
mutacOes para cada um dos subtipos de HIV-1. OHemdlo subtipo B sao os mais
bem definidos em funcdo de sua presenca majoritéaga epidemias da Europa e
Estados Unidos. Contudo, a prevaléncia dos subtiposB, assim como a das formas
recombinantes, tem aumentado significativamenteamas regides. No Brasil, onde os
subtipos B e F, e em alguns estados, também o &xistem, a presenca de
recombinantes BF vem ganhando destaque. Os olgeatesie trabalho foram comparar
a regido da protease do recombinante BF e do subfjuro quanto a possivel presenca
de substituicdes diferentes, analisar o perfil wiotel e a covariagdo de mutacdes
associadas ao tratamento e ao uso de inibidorexcisps na protease do HIV-1
subtipo F e avaliar a reversdao de mutacdes quavjarh sido selecionadas e a selecéo

de novas mutagfes apoés a troca do esquema tecapéuti

Descritores:

1.EPIDEMIOLOGIA E BIOESTATISTICA
2. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR
3.RESISTENCIA AOS MEDICAMENTOS
4 HIV-1



SUMMARY

The high genetic variability of HIV type 1 and tkelection of antiretroviral resistance
mutations have represented an enormous challengbetapeutic schema success.
Many studies have demonstrated that there arefspeuitations patterns for each of
the HIV-1 subtypes. Subtype B mutation profiles tre best studied due to its high
presence in Europe and USA epidemics. However,apeaee of non-B subtypes, as
well as recombinant forms, has been significanmtreasing in many regions. In Brazil,
where subtypes B and F, and in some states aldoa® been co-circulating, BF

recombinants are commonly found. The aims of thiskwwere to compare protease
region of BF recombinants to pure subtype F to cdedor different amino acid

substitutions; analyzing mutation profile and coiai@on of related-to-treatment

mutations; verifying the relationship between thespnce of groups of mutations and
the use of specific antiretroviral drugs; and eatihg the selection of new mutations

after changing therapeutic schema.

Descriptors:

1 EPIDEMIOLOGY AND BIOESTATISTICS
2 MOLECULAR EPIDEMILOGY

3 DRUG RESISTANCE
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

Desde a descricédo e definicdo do primeiro caso k¥ Aos Estado Unidos
(Gotlieb et al, 1981), enormes avancos tém sidestragos no campo da pesquisa
biomédica em resposta a pandemia de HIV/AIDS. E®51@%nélises nucleotidicas
demonstraram grande semelhanca entre trés tipesuseque haviam sido isolados de
pacientes aidéticos de diferentes grupos de ristcaeos anteriores e, em 1986, o
International Committee of Viral Taxonomy (ICTV) ognomeou para human
immunodeficiency virus (HIV). Segundo as normas elinhcionais baseadas
principalmente nas propriedades estruturais dass vér estabelecidas em 1998 pelo
ICTV, os virus conhecidos como HIV pertencem a fanRetroviridae e ao género
Lentivirus (do latim, lentus = lento). Ainda em HQ8foi desenvolvido o teste
diagnostico especifico para anticorpos de HIV eréativamente pouco tempo estudos
moleculares delinearam a estrutura genética, an@agio e 0S mecanismos de
replicacéo viral. Estas informag¢des em conjunto dahos sobre a patogénese do HIV
foram fundamentais para facilitar o rapido deserivmnto de drogas antirretrovirais

capazes de limitar a replicacado viral e evitar maaanos ao sistema imunoldgico.

Atualmente, 25 antirretrovirais estdo disponiveisapo tratamento da infeccéo
pelo HIV, o que vem contribuindo para uma substdmoelhora da qualidade de vida
dos pacientes e para a reducdo da morbidade e dalidamle pela AIDS. Um
tratamento bem sucedido pode resultar em acenteallgdo da carga viral (virions
livres no plasma) até niveis indetectaveis (abaibeo 50 copias/ml), fato que é
responsavel por reduzir significativamente as chbande transmissdo (Relucio &

Holodny, 2002).
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Apesar dos progressos e inumeros beneficios tmpidla terapia antirretroviral
(TARV), ainda ha uma série de lacunas a serem ghéatas. Apenas 28% das pessoas
gue necessitam de TARV nos paises de baixa e médlia recebem tratamento, e
mesmo em paises desenvolvidos verificam-se proklemlacionados ao acesso as
drogas antirretrovirais (Fauci, 2007). Como conéegia, a incidéncia de infecgcao pelo
HIV continua elevada. Segundo a Organizacdo MurddaSaude (WHO) e UNAIDS
(Joint United Nations Programme on HIV/AIDS), emzeebro de 2007 foram
contabilizados em torno de 2,5 milhdes de novosciaflos e 0 nimero de pessoas
vivendo com HIV estava em torno de 33 milhdGes, semdrande maioria (mais de 30
milhées) composta por adultos. Ainda segundo a GE2007 a AIDS provocou 2,1

milhdes de mortes.

Segundo estimativas do Programa Conjunto das Nag¢deislas sobre
HIV/AIDS (WHO- UNAIDS, 2006), existem, no Brasilemca de 620 mil pessoas
infectadas, o que corresponde a mais de um terctotdbde infectados em toda a
América Latina. Calcula-se que ocorrem no Brasil,reédia, 11 mil ébitos a cada ano
(Programa Nacional DST/AIDS, Ministério da Saude)?, com um acumulado de
aproximadamente 193 mil O&bitos notificados entre8019e 2006 (Boletim
Epidemiolégico Ministério da Saude, 2007). A taxapievaléncia na populacdo entre
15 e 49 anos tem se estabilizado em torno de Od$de 2000 (Programa Nacional
DST/AIDS, Ministério da Saude, 2007). A tendénciestabilizacdo esconde profundas
transformacdes no perfil socioecondmico da doerf€mbora 0S grupos mais
vulneraveis continuem sendo trabalhadores do skamens que fazem sexo com
homens e usuarios de drogas injetaveis, em gracetgsos urbanos, a epidemia de

HIV/AIDS tem se alastrado de forma preocupanteeeminlheres, idosos, na populagao
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de baixa renda, além de avancar pelo interior (@mog Nacional DST/AIDS,

Ministério da Saude, 2007; Greco & Simao, 2007:,eQRD06).

Além das questbes que envolvem as politicas deepg@o e acesso a
tratamento, fatores relacionados as caracterigficagrus representam problemas para
a erradicacdo da pandemia. O genoma do HIV, condo demais retrovirus, é
composto por RNA e caracteriza-se por enorme doamte genética, consequéncia de
sua elevada taxa de mutacao, auséncia de mecangditieates de correcao de erro,
altissima taxa de replicaco vivo (aproximadamente i(articulas virais por dia) e

ocorréncia de recombinagcdo como parte dos mecasisatarais de sua replicacéo.

Até o momento, foram evidenciados por estudos &gicds dois tipos
antigénicos de HIV: tipo 1 (HIV-1) e tipo 2 (HIV-2D tipo 1 é o mais virulento e o
principal responsavel pela pandemia da AIDS (&a@bck, 2001), enquanto o HIV-2
é encontrado quase que exclusivamente no oestérida.Aada um dos tipos, HIV-1 e
HIV-2, divide-se em diferentes subtipos que seirdisem por suas organizacdes
gendmicas e relagdes filogenéticas (Hahn et aQR@HIV-1, amplamente distribuido
por todos 0s continentes, apresenta enorme vadiadd e, para descrevé-la, usa-se o
conceito de quasispecies (Domingo et al, 1998), qamesidera o HIV como

subpopulacdes virais, e ndo como um genoma unico.

O HIV tipo 1 divide-se em trés grupos distintos, Nl,e O, ficando os dois
altimos restritos a alguns poucos paises do odstare. O grupo M, que sozinho
responde por mais de 90% dos casos notificadosIdRADS, pode ser subdividido
filogeneticamente em varios subtipos (A-D, F-H, K)emuitas formas recombinantes

circulantes (CRF) e inimeras formas recombinamess (URF).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a grdivérsidade do HIV-1

tem forte associacéo geografica e diferentes sappedominam em diferentes regides
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(Buonaguro et al, 2007). O Subtipo A e recombimaWés predominam no Oeste da
Africa e na Africa Central. O subtipo de maior @éncia na Europa e Américas € o B.
No Sul e Leste da Africa, bem como na india, o ipobC é o predominante. Na
América do Sul, apesar do subtipo B ainda sermaier prevaléncia, a freqiéncia do F
e do C, bem como de formas recombinantes (BF, BC) #m aumentado
significativamente (Leal et al, 2008; Sanabanil,e2@06). O subtipo F e recombinantes
BF tém sido frequentemente encontrados em muitsepaul americanos (Carr et al,
2001). Na Argentina, foram identificadas duas emids (Segura et al, 2007; Avila et
al, 2002): subtipo B, responsavel pela maioria ciss em homossexuais masculinos,
e recombinantes BF, encontrados principalmente eterdssexuais e usuarios de
drogas injetaveis. De acordo com alguns estudagcosnbinantes BF s&o responsaveis

por 70% dos casos de HIV/AIDS na Argentina.

No Brasil, onde o subtipo B é o principal respoesfela epidemia, os subtipos
F e C, e os recombinantes BF, BC e FC, circulame&® mesmos grupos de risco, com
prevaléncias que variam conforme a regido. O sobitip € responséavel por
aproximadamente 50% dos casos de HIV/AIDS na regiddBrindeiro et al, 2003;
Soares et al, 2003). O subtipo F é o segundo eralpreia nos estados do Rio de
Janeiro e Sao Paulo, ambos considerados os epg@l@repidemia de AIDS no Brasil
(Sabino et al, 1996; Morgado et al, 1998). O subEpé também encontrado em outras
regides brasileiras como Distrito Federal e algestados do norte e nordeste (Cerqueira
et al, 2004; Cavalcanti et al, 2007; Gadelha e2@D3). De forma particular, no estado
de S&o Paulo, recombinantes BF tornaram-se masenees que o F puro. Um estudo
com amostras provenientes desta regido descreveas dDRFs compostas
exclusivamente por B e F (CRF28 BF e CRF29 BF)H8 et al, 2006), e mais

recentemente, duas novas CRFs também compostasieaohente por B e F foram
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descritas no Rio de Janeiro (Guimaraes et al, 2@@)o estudo brasileiro (Sa-Filho et
al, 2008) analisou o perfil de mutacbes de resisdéna protease e na transcriptase
reversa, dois importantes alvos moleculares dasretnbvirais, dos subtipos B, F e

recombinantes BF de amostras da cidade de Samasdas mais importantes para a
epidemia de HIV-1 no estado de S&o Paulo. Os eskdtsugerem que 0S mesmos
aminoacidos estdo sendo selecionados nos trés ggrugmo resultado da pressao
exercida pelas drogas. Outro estudo (Leal et @i8R@emonstrou que cepas de virus
BF tém maioffitnessquando comparados a cepas de F pure#ro, sugerindo que os

recombinantes BF apresentem algum tipo de vantagem.

Mesmo na Europa e Estados Unidos, onde o subtipe@mina subtipos nao-
B e formas recombinantes estdo se tornando ma@8entes (Tagliamonte et al, 2006;
Tramuto et al, 2007; Holguin et al, 2007). A defecgle subtipos ndo-B em regides
inicialmente dominadas pelo B indica que a epideddaaHIV-1 esta evoluindo e a
possibilidade de aparecimento de novas formas fgicamtes € alta. Esta evolucao
torna urgente uma melhor compreensao dos perfisudacédo dos subtipos nédo-B e
formas recombinantes, principalmente pelo fatouke aymaior parte do que se conhece
sobre resposta ao tratamento e interpretacdo t#s tgsnotipicos baseia-se no subtipo

B.

Trabalhos recentes tém contribuido para elucidaifasencas entre o subtipo B
e 0s ndo-B no que se refere aos perfis de mutagdessisténcia as drogas (Kantor et al,
2005; Shafer et al, 2008; Shafer and Schapiro, R088Bentanto, estas informac¢des nao
somente precisam ser complementadas com dados d€imero maior de sequéncias
de ndo-B como também de formas recombinantes eejal@ncia vem aumentando

significativamente.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

« Definicdo das rotas mutacionais na protease doHsubtipo F.

» Andlise da relacédo entre o uso de determinadodimitide protease e a selecdo de uma
dada mutacédo ou combinacdo de mutagoes.

» Estudo da evolugdo das mutagBes associadas &megist

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Comparacéo da protease do subtipo F presente omibetante BF com a protease do
subtipo F puro (para a regido pol).

» Descricdo de mutagfes polimorficas e ndo polimésfiassociadas a resisténcia na
protease do subtipo F.

* Analise de agrupamentos ou clusters de mutacdesiadas ao tratamento.

« Andlise de agrupamentos ou clusters de mutacdesiadas ao tratamento com IPs.

« Andlise da tendéncia de mutacfes principais e @dassap0s a troca do esquema

terapéutico.
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CAPITULO 3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. MORFOLOGIA, ORGANIZACAO GENOMICA, CICLO VIRAL E
ORIGEM DE FORMAS RECOMBINANTES.

3.1.1. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E GENOMICAS

Enquanto um virus convencional € composto por aoudéico e capsideo
protéico, o HIV é considerado um virus complexo ppresentar um envoltorio de
natureza lipoglicoprotéica, denominado envelopg.(8il.). O envelope constitui-se de
uma regido voltada para o interior do virus e oaki@rna, responsavel pela afinidade
com receptores celulares. Na regido externa, quevatgq a superficie do virus, séo
encontradas 72 projecdes contendo trimeros oumetod de duas glicoproteinas:
gpl120 e gp41. A gp 120 ou proteina externa da Bcaigeprende-se ao virus atraves de
interacbes com a gp41 ou proteina transmembrana.d®120 que sdo encontrados 0s
sitios de ligacdo aos receptores celulares e, rgortéamportantes dominios a serem
neutralizados com a finalidade de se interrompaclo viral. O complexo gp120-gp41
encontra-se mergulhado numa dupla cadeia lipidicevatla das membranas da célula
hospedeira e onde estdo também inameras protethdares, incluindo antigenos de

histocompatibilidade, actina e ubiquitina (TurneB&mmers, 1999).

Internamente, 0 envelope é composto por uma cagéiga em que a proteina
pl7 esta ligada ao acido miristico. Essa capapbnsavel por fornecer a matriz, vital
para a integridade do virion (particula viral coet@), além de aparentemente ser

necessdria para a incorporacao das proteinas eétopewnos virions maduros.

21



Envolto pelo envelope encontra-se 0 nucleocapsigie® corresponde ao
conjunto formado pelo capsideo e pelo material timéDO nucleocapsideo possui um
formato conico, tipico dos lentivirus, e é formaua proteina p24, além das proteinas

p6 e p9; essas Ultimas associadas ao materialigenét

Figura. 3.1. Viséo geral da estrutura do HIV (Wédm, capturado em 04/04/2007).

Como nos demais retrovirus, o genoma do HIV é catoppor duas fitas
simples de RNA, positivas e idénticas entre si (VBP02). Intimamente associadas a
essas fitas de RNA, sdo encontradas trés impostareimas virais — transcriptase
reversa, integrase e protease, as proteinas aesss@f, vif e vpr além das ja

mencionadas proteinas do nucleocapsideo — p6 e p9.

O genoma do HIV tem, aproximadamente, 9,8 Kb, cagerges que apresentam
diversas possibilidades de processamentos alteosatd que permite a sintese de um
grande numero de diferentes polipeptideos, praedrenzimas (Fig. 3.2.). Trés desses
genes sao comuns a todos os retrovirus: gag, patve e codificam importantes
enzimas e proteinas participantes diretas da esiruto virus ou de seu ciclo. Os

demais genes sdo regulatérios (tat e rev) e adess@ref, vif, vpr e vpu) Nas
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extremidades 5’ e 3’ encontram-se longas sequéngetidas ou LTRddng terminal

vif vpu env nef
LTR Viral Infectivity  Viral Protein U gp160 Envelope Negative
Long Terminal Repeat Factor (p23) Protein Effector (p24)
=R (o ]+
gag pol vpr rev tat

Pr5s9%9 Polymerase Viral Protein R (p15) Regulator of Viral Transcriptional
Gene Expression (p19) Activator (p14)

Fig 3.2. Relacao gene/proteina viral e algumas fufies exercidas pelas proteinas virais
(adaptado de Wigg, 2002).

Os retrovirus dependem de recursos da célula hespegohra a replicacdo e o
acesso a estes recursos pode estar limitado a aseapfrticular do ciclo celular.
Observacfef vitro mostram que a expressao génica do HIV causa maup¢éo do
ciclo celular na fase G2 de uma grande variedad®lidas, de linfécitos T a leveduras
(Jowett et al, 1995; Elder et al, 2001). Um impateafator celular € a densidade do
receptor CD4 e dos co-receptores CXCR4 e CCR5 perfécie das células-alvos. Este
conjunto de receptores € necessario para a fusdanwklope viral em células-alvo,
podendo ser limitantes para a infecgéwivo ein vitro. A diminuicdo de CD4, mediada
por proteinas virais Nef, Env e Vpu, e dos co-raareg facilita a replicacdo viral por
interferir em varias consequéncias indesejaveia pavirus, como inducdo de sinais
pré-apoptose pela CD4, reducdo da infectividadea pedorporacéo de receptores de
superficie no envelope viral e super infeccéo palas HIV (fenbmeno que seria toxico

para a célula) (Wildum et al, 2006).
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3.1.2. CICLO VIRAL: ETAPA INICIAL (  EARLY PHASE

O ciclo replicativo do HIV ocorre em duas etapastépa inicial ¢arly phasg
envolve 0s processos de adsorcdo, fusao, desnuameanscricdo reversa e
integracdo do genoma viral ao genoma da célulacdes@ (formacdo do provirus). A
etapa final late phasg caracteriza-se pela expressédo regulada do gempoovdral
integrado e todos o0s processos que levam a montageaturacdo do virus, incluindo

0s proprios eventos de montagem e maturacéo (T&rSeimmers, 1999).

Adsorcéo, fusdo e desnudamento

A adsorcdo é o processo de interacdo do envelom¢ ®m receptores
especificos da superficie da célula. Participantede®cesso as duas glicoproteinas do
envelope, gp 120 e gp 41, que formam unidades doag@ triméricas (Greene &
Peterlin, 2003). Cada uma dessas unidades é camposttrés moléculas da gpl120
expostas na superficie do virion associadas anigdéculas da gp4l na superficie da
célula-alvo. Esta unidade induz uma alteracdo cordoional nas proteinas do
envelope que permite ao virion ligar-se a receptespecificos na superficie da célula.
O principal receptor é o CD4, mas, além dele ppetim co-receptores de quimiocina

gue podem ser de dois tipos: CCR5 e CXCRA4.

A ligacéo entre gp120, CD4 e o receptor de quime@roduz uma mudanca
radical na conformacdo da gp41l. Arranjada como rinmeto na membrana viral, esta
proteina se lanca projetando trés dominios de fdedpeptideos que se prendem a
dupla camada lipidica da célula, formando uma estaem forma de grampo que une
as duas membranas (celular e do envelope). A filsS&gas membranas leva a liberacéo
do contetudo viral no interior da célula através w® processo denominado

desnudamento.
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O conteudo viral que efetivamente entra na célut@réposto pelo complexo
ribonucleoprotéico (duas fitas de RNA, proteindatebzadoras e tRNA), transcriptase

reversa, integrase, protease e algumas proteiaasé@s — Nef, Vif e Vpr.

Transcricao reversa e integracdo do genoma viralec&ula hospedeira.

No citoplasma da célula-hospedeira, ocorre o psacele transcricdo reversa
que consiste na sintese de DNA a partir do RNA e viral. Essa reacdo é
catalizada pela enzima Transcriptase Reversa (Rifijiza umRNA viral ou celular
como primer (Wigg, 2002). Cada fita de RNA é traita@m uma fita negativa de DNA
((DNA). A RT também atua como ribonuclease H degrddam RNA viral, além de

conduzir a sintese da fita positiva do DNA.

O DNA viral final é constituido por cadeia duplapede ter dois destinos:
permanecer no citoplasma na forma circular ndogratka ou ser ativamente
transportado para o nucleo da célula. No segunsglo, @caDNA viral faz parte de um
complexo de pré-integracdo constituido por umaimatela enzima integrase e pela
proteina Vpr. A integrase catalisa uma clivagem oandleolitica chamada
processamento da extremidade 3’ €nd process(Integrase. HIV Slideset Download
Library, http://clicaloptions.com, capturado em B2007). Durante este processo,
dois nucleotideos sdo removidos da extremidade 8ada uma das duas fitas de DNA

viral.

O proximo passo ocorre apdés o complexo de pré+iadg ter cruzado a
membrana nuclear da célula hospedeira, o que jmopiccontato com o DNA
hospedeiro. A integrase, entdo, catalisa um processhecido como transferéncia de
cadeia de DNADNA strand transfer A integrase cliva a cadeia de DNA hospedeiro e

une a extremidade 3’ do DNA viral a extremidade®DNA hospedeiro.

25



Finalmente, enzimas celulares reparam a cadeia\d¢ E2sultando numa total

integracéo do DNA viral ao DNA hospedeiro.

3.1.3. CICLO VIRAL: LATE FASE

A expressdo génica tem inicio com a sintese desdriéms (MRNAS)
processados ou ndo que sao transportados poragaospara fora do nucleo. As
primeiras moléculas de RNA processadas séo asaglificam as proteinas regulatdrias

Tat, Rev e Nef.

A proteina Tat € uma importante ativadora dos p@@® transcricionais,
enguanto Rev é responsavel por mediar a saida dABIRA0 processados (idénticos
ao RNA viral) e mRNAs com um Unico processamento. &mbas as situacdes, 0s
transcritos contém informacfes necessarias pardntess e empacotamento no

citoplasma das proteinas Gag e Gag-Pol e das mpastEnv, Vpu, Vif e Vpr.

Sintese das poliproteinas virais: Env, Gag e Gag-P

A sintese da poliproteina precursora das protalnasnvelope — Env (gp 160)
ocorre nas membranas do Reticulo Endoplasmaticood®ugutilizando o cdodigo
processado do gene env. A poliproteina Env sofra wiamsformacéo pos-translacional
no reticulo e uma clivagem no aparelho golgiensiapproduzir o complexo

glicoproteina trimérica (gp41-gpl20)Este complexo é entdo transportado para a

membrana celular para o inicio da montagem do ikligg, 2002).

Moléculas de RNA néo processado (idéntico ao RNaAlvsao traduzidas em

poliproteinas Gag e Gag-Pol nos ribossomos livres.
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Montagem da particula viral

Moléculas de poliproteinas virais (Gag e Gag-Ralnem-se a duas molélulcas
de mRNA nao processado no citoplasma e migram asreegides de acumulo de
glicoproteinas do complexo (gp41+gpl20P dominio miristilado das poliproteinas
Gag direciona uma ligagdo com a membrana celulanterage com a cauda
cioplasmatica da gp41. Aproximadamente 1200 a 2@@@as de Gag se aproximam
para formar uma particula imatura que empacota s @opias do mRNA nao

processado.

Brotamento e maturacéo

A particula imatura sai da célula por processo d#amento. O ambiente
extracelular é propicio para a auto-ativacdo déepse. Uma vez ativada, ela promove
a clivagem dos precursores Gag e Gag-Pol duramataracédo. A producgdo de virus
infecciosos depende dassemblyde varios elementos estruturais fora da célula
hospedeira. A ativacdo da protease dentro da dékdaia a clivagem das poliproteinas
e liberacdo das proteinas estruturais, RT e irdegnam ambiente que ndo permitiria 0

assembly.

A proteina Gag, que foi sintetizada em forma de pnoéeina precursora p55,
sofre adicdo de acido miristico e clivagens paigir@ar as proteinas p24, pl7, p9 e p6
na fase de maturacdo. A poliproteina precursoraRah@pl160), sofre adicdo de acido
miristico e clivagem originando as mesmas quatntefmas p24, 017, p9 e p6, além das

enzimas RT, protease e integrase.

As proteinas estruturais sofrem rearranjos e dcpétviral ou virion assume

seu formato caracteristico.
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3.1.4. ORIGEM DE FORMAS RECOMBINANTES

A recombinacdo genética é parte dos mecanismogaigmtde replicacao
retroviral (Clavel et al, 1989). Provavelmente spansavel por mediar o reparo dos
genomas defectivos (Boulerice et al, 1991) e pandeear a dispersdo de mutacoes
benéficas na quasispécie viral. Este potencialadiagéo pode conferir a capacidade de
rapidamente responder as alteracdes da pressdivas@Mouth et al, 1996) exercidas

pelo sistema imunoldgico ou pela terapia antirketab.

A formacdo de retrovirus recombinantes requer quie dirus infectem uma
mesma célula, simultaneamente ou sequencialmemte, ngiltiplos eventos de
transmissao (Fig.3.3.) (N4jera et al, 2002). Outomdicdo necessaria é 0 co-
empacotamento dos dois genomas de RNA em cada,vaigue leva a producéo de
particulas virais heterozigotas. A formacédo do gemeecombinante pode ocorrer no
proximo ciclo de infeccdo através da leitura alidian @lternate jumppexecutada pela

transcriptase reversa entre ambos 0s genomas (EEGI’HdOS.
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SIMULTANEOUS INFECTION

SEQUENTIAL INFECTION

Figura 3.3. Replicagéo do HIV-1 e origem de formammbinantes
(Najera et al, 2002)

Atualmente, inumeras formas recombinantes circetardu CRFs j& foram
descritas (Fig.3.4.). Para definir uma CRF é néciss que trés virus
epidemiologicamente ndo ligados, com estruturasncatentes e agrupamento
filogenético consistente sejam caracterizados, sepelo menos dois em genoma

completo. Estas formas recombinantes, bem comorasa$ recombinantes Unicas ou
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URF, resultam da presenca concomitante de difeyesubtipos nhuma mesma regiao

geogréafica.
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3.2. EVOLUCAO DA INFECCAO PELO HIV, TERAPIA ANTIRRE TROVIRAL
E FALHA TERAPEUTICA.

3.2.1. EVOLUCAO DA INFECCAO

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em fase agadase cronica. Uma das
principais diferencas entre elas diz respeito gaairal. Na fase aguda, o valor da
carga viral pode atingir 1.000.000 copias/ml. Apés periodo variavel, ocorre um set-
point e esse valor geralmente diminui. Quanto raliésa carga viral no set-point, mais

facilmente o individuo desenvolve sintomas clinigesser et al, 2007).

A transmissdo estd significativamente relacionadavalor da carga viral.
Quando este valor esta abaixo de 1.700 copiastnthances de transmissdo sao muito
baixas. Desta forma, a fase aguda assume um imgomgapel na transmissao, uma vez
gue a carga viral nesse periodo é sempre elevagadk\ét al, 2005). No entanto, como
nao é raro que individuos infectados ainda mantardsgas virais altas mesmo apos a
reducdo caracteristica que sucede o set-point,tavate transmissdo também s&o
possiveis na fase cronica. Outro fator de intenf@e& no processo € a presenca de
doencas sexualmente transmissiveis, que podem tamwenniveis de carga viral na
regido genital sem que ocorra um aumento detectévelngue. Individuos infectados
por essas doengas tém altas chances de transmiimu® mesmo na fase cronica

(Chakraborty et al, 2001; Serwada et al, 2003).

A evolucdo da infeccdo pelo HIV € marcada por uteveate evento com
consequéncias dramaticas para o individuo: a daple@s células T CD4+, alvos
principais da infeccdo viral e que exercem impdaeapapel no estabelecimento e
maximizacdo das capacidades do sistema imune. CGeroloe células CD4 pode
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diminuir a um ponto tal que sua populacdo fica muaduzida para reconhecer a
completa gama de antigenos que potencialmenteipodser detectados, permitindo o

aparecimento de infec¢gdes oportunistas (Steve2013).

3.2.2. TERAPIA ANTIRRETROVIRAL (TARV)

O objetivo da TARV na infeccéo pelo HIV é a redudaoccapacidade replicativa
do virus ao mais baixo nivel possivel, preveninddeccao de novas células e maiores
danos ao sistema imune. Isso significa reduzirrgacairal a niveis abaixo do atual
nivel de deteccédo de 50 cépias/ml (Hammer et 626 manter o nivel de supresséo
pelo maior tempo possivel para prevenir infeccgEstanistas e elevar a qualidade de

vida dos pacientes.

Até recentemente, os dois parametros, carga virebrgagem de células T
CD4+, eram utilizados para determinar a necessidadeatamento. O inicio da terapia
era recomendado a todos 0s pacientes sintomatjgasig¢odos 0s nao-sintomaticos em
que a contagem de células T CD4+ tivesse atingiadvel de 200/uL, ou quando a

carga viral estivesse em niveis elevados (>100df8s/mma3).

Em 2008, o Ministério da Saude estabeleceu um rorsenso sobre os
parametros a serem observados para o inicio da TARVnovas determinacdes
baseiam-se no fato de que a contagem de linfédit@@D4+ estabelece o risco de
progresso para AIDS e morte; portanto, é o indicdalmoratorial mais importante em
pacientes assintomaticos, para definir o momenténér o tratamento. Para esse
grupo de pacientes, a carga viral passa a ter nmjmwortancia como auxiliar para a
deciséo sobre o inicio do tratamento quando a gentade linfocitos T CD4+ estiver

entre 350 e 200 células/mm3. Segundo o atual datensebre as recomendacgdes para
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inicio da terapia antirretroviral para adultos eolascentes (Recomendacfes para
Terapia Anti-retroviral em Adultos Infectados p&ldV: Ministério da Saude, 2008), a
TARV somente deve ser iniciada com as devidas ay@ds clinicas e laboratoriais,
determinando-se o grau de imunodeficiéncia existend risco de progressao para a
doenca. Com a utilizacdo da contagem de CD4+ comador principal, ndo ha
necessidade de avaliacdes de carga viral plasnm@imaintervalo inferior a 6 meses
para individuos que ndo iniciaram o tratamentora contagens de CD4 acima de 500
células/imm3. O inicio da TARV esta indicado ppegientes assintomaticos com
CD4+ entre 200 e 350cel/mm3 (quanto mais préximaafecel/mm3, maior o risco de
progressao para a AlIDS, principalmente se assoéiadoga viral plasmatica elevada).
A TARV continua indicada para todos 0s pacientegosiaticos, independente dos

parametros laboratoriais.

3.2.3. CLASSES DE ANTIRRETROVIRAIS E ESCOLHAS PARA OS
ESQUEMAS INICIAIS

As drogas de acdo antirretroviral utilizadas ha@eapsuprimir a replicacdo do
HIV tem diferentes alvos moleculares e sao capdeeafetar o ciclo viral em suas
diversas fases. Os antirretrovirais estdo divididos cinco classes, sendo duas de
inibidores de transcriptase reversa (ITRN e ITRNMjpa de inibidores de protease,
uma de inibidores de entrada e uma de inibidoraatdgrase. As duas ultimas classes
contam com dois e um inibidores aprovados, resmeutnte, e diversas drogas ainda

em fase de testes.
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ITRNs

Os inibidores de transcriptase reversa analogosudéeosideos (ITRNs) sao
drogas em que a estrutura quimica é constituidand® versdao modificada de um
nucleosideo natural. Esses compostos suprimemlieagd®o dos retrovirus através da
interferéncia na acdo da enzima transcriptase savés inibidores dessa classe sao
precursores que sofrem trifosforilacdo pelas enzide célula hospedeira. As formas
trifosfatadas competem com os deoxinucleosideagaiat(dNTPs) pela incorporacao
nas novas cadeias de DNA sintetizadas, onde provacterminacdo prematura destas
cadeias. Ha varios ITRNs em uso: zidovudina (AZlijlanosina (DDI), zalcitabina
(ddC), estavudina (d4t), lamivudina (3TC), abac#d®¥BV), e tenofovir (TDF), este
altimo sendo o Unico analogo de nucleotideo apmwaadom acdo semelhante aos

analogos nucleosidicos (http://aids.about.com/gditislettern/g/nrt.htin

ITRNNs

Inibidores de transcriptase reversa ndo analogasideosideos (ITRNNs) séo
um grupo com compostos estruturalmente diversossqu&am ao sitio catalitico da
transcriptase reversa do HIV-1. Sdo bastante d&pmecé ndo tem acdo contra o HIV-2.
Como inibidores ndo competitivos da transcript@sensa, sua atividade antirretroviral
é aditiva ou sinergética com a maioria dos outragratrovirais. Entretanto, interacées
entre drogas devem ditar ajustes de dosagem comidones de protease

(http://aids.about.com/od/hivaidslettern/g/nrt.lntm
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Os inibidores de protease (IPs) pertencem a umaselale compostos
peptidomiméticos que se ligam ao sitio ativo daireaz A protease do HIV-1,
responsavel pelo processo pos-translacional daprgiginas virais Gag e Gag-pol,
transformando-as nas proteinas estruturais e eszpn@sentes no virion, € uma
protease aspartica composta por dois mondmeroscoa@entemente associados e
idénticos entre si de 99 aminoacidos em comprimedra sitio ativo assemelha-se ao
de outras proteases asparticas e contem a triageltksGly nas posicdoes 25-27
(Turner & Summers, 1999). O sitio hidrofébico devagem reconhece e cliva nove
diferentes seqUéncias para produzir a matriz, cidap, o nucleocapsideo e as
proteinas p6 da poliproteina Gag, além da protedRe,e integrase a partir da
poliproteina Gag-pol (Erickson et al, 1999). A emai contem uma regido flexivel

conhecida como flap que se fecha sobre o sitio aos a ligacdo com o substrato.

Os IPs blogueiam a producéo de virus infecciososétidas infectadas através
da inibicdo da clivagem das poliproteinas precassoecessarias para produzir virions.
As particulas produzidas por células tratadas c®® tontem precursores nao

processados e sdo ndo-infecciosas (Peng et a).198

O quadro 3.1 mostra a relacdo de inibidores deepset em uso e suas
especificacdes. Recomenda-se que os IPs sejamadti em combinacdo com pelo
menos outras duas drogas antirretrovirais pararataniento eficaz da infeccdo por

HIV.
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Inibidores de entrada

A entrada do HIV na célula humana necessita desegaéncia de eventos que
envolvem a ligacdo com as proteinas de superfftl2@ ao receptor CD4; alteracbes
conformacionais na gp120, o que aumenta sua afi@igar um correceptor e expde a
gp4l; a ligacdo da gpl20 a um correceptor, CCRECKCR4; a penetracdo da
membrana da célula pela gp4l, o que aproxima a ma@@bdo HIV e a célula T
promovendo sua fusédo; finalmente a entrada nos @oempes virais no interior da
célula. Os inibidores de entrada atuam interferiado algum aspecto deste processo
(Biswas et al, 2007).

Maraviroc e enfuvirtide sdo duas drogas dessa elaks antirretrovirais
aprovadas para utilizacdo nos esquemas terapéutiiemaviroc liga-se ao correceptor
CCRYS5, prevenindo a interacdo com a proteina gpRA@ach et al, 2008). Enfuvirtide,
também conhecido como inibidor de fuséo, liga-pecdeina gp41 e interfere com sua
habilidade para aproximar o envelope viral a memdbielular. Enfuvirtide € indicado
para o tratamento anti-HIV em terapia combinada aartros antirretrovirais para

pacientes em que os demais tratamentos tenhanddalha
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Quadro 3.1. Inibidores de protease.

L L Cadigo Companhia

Nome Nome genérico|Abreviacao £ . 9 tal ¢ pA i
comercial Xperimenta armaceutica
Agenerase amprenavir APV 141W94 or VX-478 Weand

Aptivus tipranavir TPV PNU-140690 Boehringer Ingelheim

Crixivan indinavir IDV MK-639 Merck & Co

Invirase saquinavir SQV R0-31-8959 Hoffmann-La Roche

T

Kaletra '°‘.°'”""V'T LPVI/r ABT-378/r Abbott Laboratories

I ritonavir

Lexiva fosamprenavir FPV GW-43?£%8 or VX- GlaxoSmithKline

Norvir ritonavir RTV ABT-538 Abbott Laboratories

Prezista darunavir DRV TMC-114 Tibotec

Reyataz atazanavir ATV BMS-232632 Bristol-Myers Squibb

Viracept nelfinavir NFV AG-1343 Pfizer
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Inibidor de integrase

A integrase € a enzima necessaria para que o D& sgja inserido com
sucesso no DNA da célula hospedeira humana, pmeesessario para que 0 virus
possa utilizar o maquinario celular para produmivas virions. Inibidores de integrase
bloqueiam a acédo da enzima e previnem este prodessoutubro de 2007, raltegravir
(Isentress; Merk), uma pequena molécula capazgde-de a integrase, tornou-se a
primeira droga desta classe aprovada pelo US FDA patamento da infeccdo por
HIV em combinacdo com outras drogas (Steven é2(0dl8). Sua utilizacédo é indicada
para pacientes adultos que ja tenham sido tratadosm evidéncias da presenca de

cepas resistentes a multiplas drogas antirretiigvira

Esquema terapéutico inicial

A decisédo sobre a necessidade do inicio do tratamdgve ser seguida por
outra, de igual importancia: a escolha do melhquesa terapéutico, ou seja, aquele
que dara ao paciente a chance de suprimir a re@ticairal e elevar a contagem de
CD4+ a niveis que permitam restabelecer as fungiasoldégicas com um minimo de
efeitos colaterais. Nesse sentido, a escolha doeesf) mais adequado precisa ser
individualizada e levar em conta diversos fatoeasie eles, dificuldades para aderéncia
e possibilidade de pré-existéncia de mutacdes sist&acia. Tanto 0 guia americano
contendo indicacdes para o tratamento de adulteslodescentes (USA Panel on
Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescen2008) como o guia brasileiro
(Recomendacbes para Terapia Anti-retroviral em #dullnfectados pelo HIV:

Ministério da Saude, 2008), recomendam especialadoi na conscientizacdo dos
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pacientes quanto aos riscos de um tratamento ngoidse e com interrupcbes

frequentes.

Via de regra, a recomendacgéo dos guias de tratamanti-HIV € no sentido da
utilizagdo de um esquema baseado na combinacd&ésdérogas. A primeira sugestao &
0 uso de dois ITRNs e um ITRNN (geralmente, efama)e Outra alternativa é a
combinacdo de dois ITRNs e um IP potencializado &ariw (IP/r). Ensaios clinicos
randomizados avaliando a terapia inicial em 48 sasade seguimento mostram
equivaléncia na proporcao da resposta virolégicesgoema inicial entre pacientes que
recebem 2 ITRN + ITRNN (efavirenz) e 2 ITRN +IRBartlett et al. AIDS 2006). As
excecOes parecem ser 0s esquemas contendo IDVVoUANFuns estudos apontam que
a resposta a esquemas iniciais contendo qualqesesiéP é inferior a resposta obtida
com esquemas baseados em efavirenz (Staszewski¥299; Robbins et al., 2003) e,
por esta razdo, ambos os IPs sdo desaconselhadoggumiemas iniciais pelo USA

Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults anddescents.

Um importante fator a se considerar € a dificulda@enanutencdo do esquema
em funcdo das dosagens, quantidade de pilulasragte com alimentos e
medicamentos. Nesse sentido, esquemas que utiiza8iRN +ITRNN sdo, em geral,
de posologia mais simples, o que provavelmentditta@ adesdo ao tratamento. Por
outro lado, Os inibidores de protease potenciatigacom ritonavir (IP/r) oferecem
maior barreira genética a resisténcia do que dédimiies de transcriptase reversa nao-
analogos de nucleosideos (ITRNN). Na pratica, isgmifica que para que se
desenvolva resisténcia a um IP/r, ha necessidadendeimero maior de mutagdes do
que para o desenvolvimento de resisténcia a ITRDiNfato, a resisténcia a qualquer
IP/r resulta do acumulo de mutagbes, enquanto apema mutacdo para ITRNN

confere resisténcia completa ao efavirenz e a agwa. O estudo que comparou
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lopinavir/r com efavirenz em esquema de terapigahimostrou que a falha virolégica
(decorrente de mutagOes de resisténcia) foi maggiénte com o esquema baseado em

efavirenz (Riddler et al., 2006).

3.2.4. FALHA TERAPEUTICA

O sucesso do esquema terapéutico é verificadoéatrdws dados clinicos do
paciente e de coletas peridédicas para 0 monitor@ntencarga viral e da contagem de
células T CD4. Considera-se que o paciente enceatem falha terapéutica quando
apresenta sintomas caracteristicos de AIDS e/anoaral detectavel e baixos niveis

de CDA4.

Apesar de um elevado numero de individuos atingiolgetivos da TARV e
conseguir manter a supressao viral com conseqdentéscimo da carga viral a niveis
indetectaveis, muitos ndo conseguem a mesma raspgesh-se em falha viroldgica
primaria quando o paciente ndo atinge satisfat@mena supressao viral apdés alguns
poucos meses de tratamento. Em média, entre 106ed®8 pacientes que iniciam o

tratamento apresentam falha primaria (MinistéricGdade).

Mesmo pacientes com boa resposta inicial podensaptar falha viroldgica no
futuro. Quando a falha ocorre apds um ano de textton € chamada falha virologica
secundaria. Esse tipo de falha pode atingir de ZD% dos individuos com boa

resposta inicial.

Individuos em falha terapéutica sdo frequentementametidos ao teste de
genotipagem. Este teste permite verificar a preset€ mutacdes associadas a

resisténcia aos antirretrovirais nos virus circidar{Shafer, 2002). O resultado do teste
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de genotipagem permite a escolha de um novo esqieeaputico para o qual as cepas

virais presentes no individuo ndo sejam resistentes

3.2.5. ADERENCIA E EMERGENCIA DE MUTACOES DE
RESISTENCIA AOS ANTIRETROVIRAIS

Muitas razdes podem explicar os elevados indicesfallea terapéutica.
Certamente, um dos mais importantes é a incompld¢sdo ao tratamento (Taylor-
Castillo et al, 2005). A taxa média de adesao a TARde, aproximadamente, 70%,
enquanto a ideal para a supressao viral deverigpsier menos, de 95% (Machtinger &
Bagsberg, 2005). A ndo aderéncia esta claramelagiaeada ao desenvolvimento de
cepas resistentes aos antirretrovirais. Como meadm anteriormente (capitulo 1), o
HIV-1 tem uma alta taxa de mutacéo e replica-séamapido e ndo possui mecanismos
eficientes de correcdo de erro durante a replicag@b. Mutacbes podem aparecer
facilmente e se uma determinada mutacdo confetenalyantagem, pode ser fixada e
transmitida a proxima geracédo. A presenca de dragtgetrovirais representa uma
enorme pressdo seletiva. Qualquer mutacdo que pomsierir algum nivel de
resisténcia as drogas representa uma grande vani@agevirus. Somente a completa
supressao viral seria capaz de prevenir o aparatome a fixacdo de mutacdes de

resisténcia. Isto é possivel somente com altossndeeaderéncia ao tratamento.

3.2.6. QUASISPECIES VIRAIS: COMPLEXO SISTEMA ADAPTA TIVO

As elevadas taxas de replicacdo e de mutacdo sendathaixa atividade de
correcdo de erro no HIV-1 e em outros virus de Ri8ultam numa complexa

distribuicdo de genomas estreitamente relacionddosminada quasispecies (Eigen,
41



1996). A quasispecies viral comporta-se como umemngso sistema adaptativo
influenciado pelo “ensemble” de mutantes que nudodampo compdem a populacdo
em evolucdo. Tal influéncia resulta da presencgett®mas de memoria, componentes
minoritarios dentro do espectro de mutantes qfierfgm dominantes em outras fases da

evolucéo da quasispecie (Briones et al, 2003).

Segundo Briones e colaboradores (2003), pacientesHiV-1 apresentam dois
tipos de memoria de acordo com a dindmica da queses memoria replicativa e
memoria celular ou anatdmica. A primeira refer@sg niveis de memoria ditados pela
competicdo de crescimentgréwth competitionde genomas dominantes e de memdria.
A memoria celular ou anatbmica deriva da fase matdg do ciclo do retrovirus (em
células contendo DNA proviral, sequéncias ancesttaiHIV sdo produzidas e podem

entrar numa replicagdo competitiva com outros gexsotde HIV-1).

No HIV-1, os niveis de memodria variam de 0,1% a 1f8% componentes do
espectro de mutantes (Briones et al, 2003). Estessrpoderiam conferir vantagens as
populacdes virais para que pudessem respondeerdgBonente a pressdes seletivas
previamente experimentadas durante as infeccOescas) e podem facilitar a re-
emergéncia de genomas virais ancestrais (Garcrad.et al, 2001). Alguns trabalhos
apontam a presenca de subpopulac6es minoritaritsodga quasispecies como um
mecanismo que poderia aumentar a emergéncia d#éresa as drogas em alguns

pacientes submetidos a TARV (Yeni et al, 2004; \samche et al, 2004).
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3.2.7. RESISTENCIA PRIMARIA E RESISTENCIA SECUNDARI A:
MAIS ALGUMAS CONSIDERACOES SOBRE A TRANSMISSAO DO H IV-1

Em pacientes virgens de tratamento e ndo infectaaloscepas resistentes, duas
situacdes podem ser esperadas: ou ndo ha cepadqrast de mutacdes de resisténcia
ou estas cepas ja estdo presentes, mas constiggenagdes minoritarias e dificilmente
detectadas na quasispecies. Se, por qualquer @zapressao viral ndo for completa,
podera ocorrer a emergéncia e a fixacdo de mutatghessisténcia, fato perfeitamente
possivel levando-se em conta as caracteristicadldedl ja citadas (elevada taxa de
mutacdo, velocidade de replicacdo, auséncia de msewas eficientes de reparo,
recombinacao). No caso de j4 estarem presenteitcomtd populacdes minoritérias,
as cepas portadoras de resisténcia podem seroseldas e passarem a constituir as
populacdes dominantes. De qualquer forma, as megagstariam sendo selecionadas
durante o tratamento e a resisténcia conferidaetes nesta situacdo denomina-se

resisténcia secundariaas drogas.

O acesso universal & TARV trouxe nova esperancalkomqualidade de vida
aos portadores de HIV. Contudo, a selecdo de megad@ resisténcia durante o
tratamento e o concomitante aumento da carganasindividuos em falha terapéutica
pode aumentar a possibilidade de esses individ@rsnhitirem cepas resistentes.
Consequentemente, os novos infectados, emboransirgke tratamento, seriam
portadores de virus ja potencialmente resistentgmla menos, algumas das drogas
disponiveis. Esta resisténcia pré-existente e nrdita € chamada deesisténcia
primaria.

A prevaléncia da resisténcia primaria tem sidodssta em muitos paises. No
Brasil, apesar do acesso universal a TARV, as tdeasesisténcia primaria tém se
mantido estaveis (Soares et al, 2004; Rodrigued, &006). Isso, no entanto, ndo € a
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regra e altas prevaléncias de mutacdes de ressstBansmitidas sdo observadas em

outros paises (Maslin et al, 2005).

3.2.8. MUTACOES PRINCIPAIS E MUTACOES SECUNDARIAS

A elevada variabilidade do HIV-1 torna praticamemeossivel a existéncia de
uma cepa selvagem padrao. No entanto, para esfled@sisténcia aos antirretrovirais,
definem-se mutacdes como diferencas em relagdo a owmn varias sequéncias
referéncia. As referéncias mais comumente utilizad@ a HXB2 e NL43, além de uma
sequéncia referéncia consenso com os aminoacidsscorauns para cada posicdo em
virus selvagens do subtipo B (consenso do subtipol8das essas sequéncias sao
muito semelhantes, divergindo apenas em uns p@mo®acidos ndo envolvidos com
resisténcia as drogas. O uso de referéncias Biortase ao fato de ser este o subtipo
de maior prevaléncia na Europa e EUA. Contudojlizagdo de referéncias de outros
subtipos torna-se necessaria, a medida que estesntam em prevaléncia e muito
pouco se conhece a respeito de seus perfis mudggigmincipalmente no que se refere

a resisténcia e resposta ao tratamento.

Ha diversos painéis e bases de dados que compganutacdes associadas a
resisténcia as drogas. Todos estes painéis frisganag mutacfes descritas em suas
tabelas sdo predominantemente encontradas e estudad subtipo B. Clark e
colaboradores (2006/2007) mostram uma tabela cor r@dtacdes em funcdo de
combinacdes de drogas, atualizada até fevereigD@d@, conseqiiéncia de uma extensa

revisdo das bases de dados disponiveis.

Apesar da deficiéncia de dados especificos reladms aos diferentes subtipos

de HIV-1, de um modo geral, a classificacdo dasagiigs associadas a resisténcia as
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drogas antirretrovirais empregada para o subtigouilizada para os demais subtipos.
Via de regra, sdo denominadas mutac¢des principafo( mutationy aquelas capazes
de conferir elevados niveis de resisténcia a umeaoas drogas de uma determinada
classe. Estas mutacbes sdo normalmente seleciotiadade a terapia, principalmente
em consequéncia de baixa aderéncia, ou de quatmites fator que leve a nao
supressdo completa do virus. A presenca delas pas selvagens ou em isolados de
pacientes virgens de tratamento € rara, pois s&pomeaveis por alteracbes
conformacionais menos vantajosas para as proteimdes sdo encontradas. Durante a
terapia, no entanto, constituem vantagem adaptafivasegundo grupo de mutacdes é
normalmente selecionado durante o tratamento: &s¢@es secundarias ou acessorias.
Este grupo é constituido por mutagbes que ndo m@nfeiveis significativos de
resisténcia as drogas quando presentes isoladarntntanto, quando presentes em
grupos, compf@em padrdes que acompanham mutacdesippis especificas,
compensando a perda filmessque estas geralmente impdem ao virus. Algumassless

mutacdes secundérias, quando em grupo, tambénagépes de conferir algum grau de

resisténcia aos inibidores, levando a diminuicdewzeptibilidade viral.

A classificacdo em principal ou secundéaria pode w#izada para ITRNS,

ITRNNSs e para IPs.

3.2.9. POLIMORFISMOS

Algumas mutacdes de resisténcia as drogas ocowemrente na auséncia da
pressdo seletiva exercida pelos antirretroviraisde consideradas polimorfismos
naturais. Entre as mutacdes mais conhecidas dpetedtdo a acessoérias aos IPs nas

posi¢cdes 10, 20, 36, 63, 71, 77 e 93 que, dependadnodsubtipo, ocorrem entre 5 e
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>50% dos individuos ndo tratados. Além destas, osumolimorfismos subtipo-
especificos podem ocorrer. A descricdo destes pdismos € importante para
diferencia-los de mutagbes ndo polimorficas quénden sido transmitidas. Algumas
mutac¢des ndo polimérficas de resisténcia podenceamolimorficas em andlises que
contenham uma grande quantidade de pessoas nadawatue possam ter sido
infectadas com virus resistentes. Essa € uma oc@réomum em areas com acesso a

drogas ARV ha varios anos. E estas mutacdes namdtéitas seriam importantes

indicadores de resisténcia transmitida.

3.2.10. ROTAS MUTACIONAIS (PATHWAYS

A pressdo seletiva exercida por uma determinadgadntiretroviral, em
especial os IP, pode levar o virus a desenvolvergwmpo de mutacbes especificas
associadas a resisténcia (Molla et al, 1996), tamsio uma espécie de perfil. As
mutacdes que constituem cada perfil véo sendo dadasipasso a passo seguindo uma
rota mutacional gathway ao longo de varios ciclos replicativos, respoegapor

aumentar gradativamente os niveis de resisténdratador.

Um mesmo inibidor pode levar a rotas mutacionastirdas, ocasionando
maiores ou menores dificuldades para a eficiéncigratamento ou mesmo para uma
eventual terapia de resgate. Um exemplo da situdedcrita € a selecédo exercida pelo
NFV. Tratamentos a base desse inibidor tendem exiesgahr a mutacdo D30ON ou a
mutacdo L90OM. Raramente ambas as mutacdes sdovatbaerao mesmo tempo.
Quando a rota mutacional inclui a mutacdo D30Nerapia de resgate em caso de falha
terapéutica tem maiores chances, pois esta mupagicamente nao oferece resisténcia

cruzada. Ja a rota que envolve a substituicdo L8DKUIta muito a possibilidade de
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uma terapia de resgate uma vez que oferece rassstéruzada a quase todos o0s

antirretrovirais (Diaz, 2004).
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3.3. ANALISE MULTIVARIADA

3.3.1. METODOS APROPRIADOS PARA CADA SITUACAO

Estabelecer relagées e encontrar ou propor leiscakpas é um dos objetivos
proprios de qualquer trabalho de natureza cieatiftara tanto, ha a necessidade de se
controlar, manipular e medir as variaveis consid@sarelevantes para a compreensao
do fenbmeno analisado. Em alguns casos, a analidada de poucas variaveis é
suficiente para permitir inferéncias sobre a realed Quando, no entanto, um fendémeno
depende de inimeras variaveis, ndo basta conh@oenacdes estatisticas isoladas. E
fundamental conhecer a totalidade dessas inforrsafgieecidas pelo conjunto das
variaveis. Nesses casos, analises estatisticaariatias, como as baseadas em medidas
de tendéncia central (média, mediana) ou medidadisigersdo (variancia) sao

insuficientes ou até inadequadas.

Ha inimeros métodos de analise multivariada coalifiades bem diversas. A
analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a s@dtior componentes principais
(PCA) fazem parte de uma categoria de métodos cadsgeem conjunto como analises
de clusters e sao indicados quando o objetivo #icarcomo as amostras ou as

variaveis se relacionam, ou seja, o quanto sadasasi(Moita-Neto, 2005).
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3.3.2. ANALISE DE CLUSTERS: MATRIZES DE DADOS E MEDIDAS
DE DISTANCIA ENTRE AS VARIAVEIS

Uma analise de clusters se inicia com a constraggioma matriz de dados

(Romesburg, 2004), como exemplificada na figura 8 £eqguir:

Objetos
1 2 3 4 5
Atributos 1 10 20 30 30 5
2 5 20 10 15 10

Fig 3.5. Matriz de dados para andlise de clusters.

Enquanto as colunas contem dados dos objetos dos s@ deseja estimar a
similaridade, as linhas s&o os atributos ou prdpdes desses objetos. Os objetos
poderiam ser, por exemplo, diferentes bairros da oitlade, e os atributos contagens
de escolas, estabelecimentos comerciais, residraiaacias, agéncias bancérias. A
analise de clusters permite que sejam agrupadosbfmos com maior grau de
similaridade. No caso, bairros com perfis semebmpbdem ser considerados similares

e colocados ou classificados num mesmo agrupamento.

Os grupos de mutacdes com tendéncia a covariagadifeventes subtipos de
HIV-1 podem ser estudados utilizando-se técnicasami@ise de cluster, como as
empregadas por Wu e colaboradores (2003) e Rhelal®ocadores (2007). Neste caso,
0s objetos sdo as mutacdes e os atributos cormspoa presenca ou auséncia de cada
mutacdo nas sequéncias gendmicas virais dos pexieAt matriz a ser construida
baseia-se em dados binarios e as contagens saotuidas por zero e 1, que
correspondem respectivamente a auséncia ou a peedernuma determinada mutacao

(figura3.6).
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Construida a matriz de dados, o proximo passoanstreicdo de uma segunda
matriz, onde sdo computadas as distancias entie madde objetos (mutagdes, por
exemplo). Existem varias maneiras para calculastérntia entre dois pontos, sendo a
mais conhecida e utilizada a chamada distanciadeth, que corresponde ao sentido
trivial de distancia no plano. Quando uma deterdanaariavel € tomada como um
ponto no espaco de amostras, € possivel calculst@ncia deste ponto a todos os
outros, relembrando que, para duas variaveis, sorele a aplicacdo do teorema de
Pitagoras (a2=b2+c2: o comprimento da hipotenusa,igual a raiz quadrada da soma
dos quadrados dos comprimentos dos catetos, fModp-Neto, 2005). Como medida,
pode-se utilizar um coeficiente de similaridadeuau coeficiente de dissimilaridade, de
acordo com o que se quer enfatizar, pois, quanttome valor de um coeficiente de

dissimilaridade, maior o grau de similaridade edtes objetos.

Mutagbes
L10l | G17E | L19V | K20R | K20T | L241 | T96S
seql 1 0 0 0 0 R 0
seq2 0 0 0 0 0 o | 0
seq3 1 0 0 1 0 o | 1
seq4 1 0 0 1 0 o | 0
Segn 1 0 1 1 0 o | 0

Figura. 3.6. Matriz de dados binarios para andéléseluster das mutagdes que compdem
agrupamentos no HIV-1.

3.3.3. ANALISE DE CLUSTERS: COEFICIENTE DE SIMILIAR IDADE
DE JACCARD

Ha uma enorme variedade de coeficientes, cada cpral propriedades e

aplicacbes diversas, que podem ser utilizados paronstrucdo das matrizes de
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distancia. A escolha do mais apropriado vai depermagre outras coisas, dos tipos de
atributos dos objetos a serem analisados. Os tsibpodem ser quantitativos ou
qualitativos. Sendo qualitativos, podem ainda s##rins (positivo e negativo, presenca
e auséncia, feminino e masculino) ou com muitosdest (verde, vermelho e amarelo,
por exemplo). O célculo do coeficiente de similadd para atributos qualitativos
binarios baseia-se diretamente na matriz de ddp$8.6.) e, a partir dela, obtem-se
tabelas de contingéncia 2 x 2 para cada par deéosb{mutacdo X e mutacdo Y, por
exemplo) (tabela.3.1.). As caselas desta tabelzod#gngéncia mostram as contagens
de duplas presencas (XY), presenca de X e auséecid (X0), presenca de Y e

auséncia de X (0Y) e duplas auséncias (00).

Tabela 3.1. Tabela de contingéncia 2 x 2 contendénoero de duplas presencas (XY),

presencas de X e auséncias de Y, presencas dasémrces de X e duplas auséncias.

Mutacao X
1 0

Mutagdo 3 | xy=a ov=b
Y

0 X0=c 00=d

Os diversos coeficientes de similaridade para &g qualitativos
correspondem a diferentes fun¢des dos valorescae ln, extraidos da Tabela 3.1. Rhee
e colaboradores (2007) utilizaram o coeficientdaecard (Jaccard, 1908) para analisar
a similaridade entre diferentes mutacbes no HIVubtipo B. Este coeficiente é

calculado como a sequir:
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J(xy) = ala+b+c 0,8 J(xy) <1,0

O coeficiente de Jaccard indica maxima similaridgaEndo os dois objetos tem
valores idénticos, b = ¢ = 0 e J=1, e indica maxilisaimilaridade quando a=0 e J=0.
Alguns coeficientes de similaridade incluem d, ejaso nimero de duplas auséncias,
em seus denominadores. O coeficiente de Jaccaehperao grupo de coeficientes que
nao incluem as duplas auséncias, baseando-seiaad@éue um atributo duplamente
ausente nao contribui para o grau de similaridattee edois objetos. Para Rhee e
colaboradores (2007), este coeficiente utiliza saemaquelas sequéncias em que pelo
menos uma das mutacdes de um dado par XY esteganpee ou seja, ndo sofre a

influéncia da presenca de pares raros.

Os valores dexd permitem a obtencdo dos coeficientes de dissiciéde D

para cada par de mutacdes X e Y através da relacao:

Dxy =1 -Jxvy

3.3.4. ANALISE DE CLUSTERS: MATRIZES DE DISTANCIA

Tanto os valores dexd como 0s valores dex® podem ser utilizados para a
construcdo da matriz de distancia entre quaisquetagies X e Y. A fig. 3.7
exemplifica uma matriz de distancia baseada noaeefe de similaridade de Jaccard
(figura.3.7.a) para um grupo de mutacbes da red&égrotease do HIV-1 e outra

baseada no coeficiente de dissimilaridade de Ja¢ftgura.3.7.b):
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L10I Gl7E Q18E L19V  K20R  K20T L241 D30N

L10I 1 0.021 0.005 0.016 0.308 0.047 0.214 0.019
G17E 1 0.000 0.000 0.034 0.012 0.045 0.038
Q18E 1 0.000 0.020 0.014 0.018 0.000
L19V 1 0.023 0.025 0.016 0.000
K20R 1 0.000 0.130 0.058
K20T 1 0.017 0.082
L241 1 0.000
D30N 1
(@)

L10I G1l7E Q18E L19V  K20R K20T L241 D30N

L10l 0 0979 0995 0.984 0.692 0.953 0.786 0.981
G17E 0 1.000 1.000 0966 0.988 0.955 0.962
Q18E 0 1.000 0.980 0.986 0.982 1.000
L19V 0 0977 0975 0.984 1.000
K20R 0 1.000 0.870 0.942
K20T 0 0.983 0.918
L24] 0 1.000
D30N 0

(b)

Fig.3.7. Matriz de distancia baseada no coeficidetsimilaridade de Jaccard (a) e
matriz de distancia baseada no coeficiente dengiissidade de Jaccard para 0 mesmo
conjunto de mutacdes da protease do HIV-1 (b).

3.3.5. ANALISE POR AGRUPAMENTO HIERARQUICO (HCA)

Através desta técnica, cada amostra € tratada aammoponto no espago
multidiensional descrito pelas variaveis. A técnimmbém pode ser aplicada
invertendo-se o raciocinio: cada variavel passardratada com um ponto no espacgo
multidimensional descrito pelas amostras. A padirmatriz de similaridade, constroi-

se um diagrama denominado dendrograma de simikridgue corresponde ao
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agrupamento matematico dos pontos no espaco bidiomat (Fig 3.8). Para se chegar
ao dendrograma, inicia-se com cada elemento rayiegs® um grupo, e a cada passo,
um grupo ou elemento é ligado a outro de acordo sweansimilaridade, até o ultimo

passo, onde € formado um grupo Unico com todokoeatos.
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Fig.3.8. Exemplo de dendrograma mostrando agrupamergundo o nivel de similaridade entre
algumas mutacdes associadas ao tratamento nageéteto HIV-1. Observa-se que as mutacdes L10I,
154V, V82A e K20R formam um cluster com nivel dmisaridade em torno de 65,00; enquanto um outro
cluster, formado pelas mutacdes D30N e N88D, aptasan nivel ainda maior de similaridade (>82,50).

Existem varias maneiras de aglomerar matematicanestés pontos no espaco
multidimensional para formar os agrupamentos hjeiéos. Cada um corresponde a
um algoritmo especifico (ou seja, 0 modo particatano os calculos seréo feitos pelo
computador), que usa as informacdes da matriz deinpidade para criar um
dendrograma de similaridade. A maioria dos métogasecem ser formulacdes

alternativas de trés grandes conceitos de agrupgaraglomerativo (Anderberg, 1973):

1) Métodos de ligacaosifigle linkage complete linkageaverage linkage median
linkage);

2) Métodos de centroide;

3) Métodos de soma de erros quadraticos ou vaadne@todo d&Vard).

De modo geral, os métodos aglomerativos utilizanpassos de um algoritmo

padrdo, conforme descrito na figura 3.9. A difeeepgtre eles ocorre no passo 5, ou
55



seja, a funcdo distancia é definida conforme o dwtscolhido ou mais apropriado

(Johnson & Wichern, 1992).

Enttada: s base de dados com & elementos [(ou wvaridgveis) .
Salda: Um conjunto de grupos.

l. Iniciar com M grupos, contendo um elewmento em cada grupo
e uma matriz de similaridade DHH;

2. Repetir;

3. Localizar a menor disténcia U (maior similaridade) ;

4 Atuslizar a matriz D, retirando os elementos e W;

5 Atualizar a matriz P, adicionando as nowvas distdnciss do
grupo (U1 ;

6. Até A1, gquando todos elementos estarfio em wwm dnico
grupo .

Fig. 3.9. Algoritmo padrdo

Empiricamente, os melhores resultados para andéisegrupamentos entre as
diferentes mutacbes associadas ao tratamento ealseamle agrupamentos entre
diferentes mutacdes e uso de determinados IPs fokditios utilizando-se o método

Average Linkageu ligacdo por média. Nesse método, a funcéo dist@&ndefinida por:

duviw = (Nu.duw + Nv.dvw)/Nu.Ny

onde:Nu € Nvsdo 0s numeros de elementos no gidp®V, respectivamenteajuw € dvw
séo as distancias entre os elemehtdse VW, respectivamente. Esse método apresenta
como caracteristicas principais a producdo de essltados tanto para distancias
Euclidianas quanto para as outras distancia, mesibilidade a ruidos em relacéo a
outros métodos e tendéncia a formar grupos com mime elementos similares
(Kaufmann & Rousseeuw, 1990).

Através do dendograma e do conhecimento prévicesalastrutura dos dados,
deve-se determinar uma distancia/similaridade d¢e goara definir quais serdo os
grupos formados. Essa decisao € subjetiva, e @gveita de acordo com o objetivo da

analise e o nimero de grupos desejados. No casssespado pelo exemplo da figura
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3.4, ha informagfes a partir de dados empiricos lgetatura sobre perfis de mutacées

associadas a resisténcia aos IPs (Wu et al, 2065 &t al, 2007).

A interpretacdo de um dendrograma de similaridadiee @mostras fundamenta-
se na intuicdo: duas amostras proximas devemrdyéa valores semelhantes para as
variaveis medidas. Ou seja, elas devem ser proxima@gmaticamente no espaco
multidimensional. Portanto, quanto maior a proxiie entre as medidas relativas as
amostras, maior a similaridade entre elas. O dgndnaa hierarquiza esta similaridade
de modo que podemos ter uma visao bidimensionalndgaridade ou dissimilaridade
de todo o conjunto de amostras ou variaveis utiizzo estudo. Quando o dendrograma
construido € das variaveis, a similaridade entiss diaridveis aponta forte correlagédo

entre elas dentro do conjunto de dados estudaditgieto, 2005).

A aplicacdo da analise de agrupamento hierarggueando temos variaveis de
escalas diferentes, deve ser precedida por unmteata prévio dos dados. Quando néo
e feito o pré-tratamento, as variaveis com valonesiéricos mais altos serdo mais
importantes no calculo que as variaveis com valorggeéricos mais baixos. O preé-
tratamento mais comumente empregado é a transfacnague transforma as medidas
de cada variavel de tal modo que o conjunto degltetdha média zero e variancia um.
A finalidade deste procedimento € equalizar a indpmia estatistica de todas as
variaveis utilizadas. Quando a matriz contem ddmiodrios, esta transformacao néo €

necessaria.

57



3.3.6. ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A PCA é uma técnica estatistica robusta que podetdieada para reduzir o
namero de variaveis e para fornecer uma visdoiggtamente privilegiada do conjunto
de dados. A PCA permite identificar as variaveissmeportantes no espaco das

componentes principais.

A analise de componentes principais consiste enscreeer as variaveis
originais em novas variaveis denominadas composepitecipais, através de uma
transformacao de coordenadas. A transformacao alel@wadas € um processo trivial
qguando feito usando matrizes. A transformacéo méieendas coordenadas pode ser

feita de diversas maneiras conforme o interesse.

Os componentes principais sao as novas variavesdae através de uma
transformacdo mateméatica especial realizada ssbvargveis originais. Esta operagao
matematica esta disponivel em diversos softwarestigigcos especializados. Cada
componente principal € uma combinacdo linear destaas varidveis originais. Por
exemplo, um sistema com oito variaveis, apds asfoamacado, tera oito componentes
principais. Cada uma destas componentes principaissua vez, sera escrita como uma
combinacao linear das oito variaveis originais. the€ombinacgdes, cada variavel tera

uma importancia ou peso diferente (Moita-Neto, 3005

Duas sdo as caracteristicas das componentes pigi@pe as tornam mais
efetivas que as variaveis originais para a andliseonjunto das amostras (Prado et al,
2002). As variaveis podem guardar entre si cordglacque sao suprimidas nas
componentes principais. Ou seja, as componentesiggis Sd0 ortogonais entre si.
Deste modo, cada componente principal traz umanrdgao estatistica diferente das

outras. A segunda caracteristica importante é dmuer do processo matematico-
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estatistico de geragdo de cada componente que maxaninformacao estatistica para
cada uma das coordenadas que estdo sendo criadearidveis originais ttm a mesma
importancia estatistica, enquanto que as compaent@cipais tém importancia

estatistica decrescente. Ou seja, as primeiras @wnfes principais sao tdo mais

importantes que podemos até desprezar as demais.

A figura 3.10 ilustra a PCA do mesmo grupo de miga¢associadas ao
tratamento mostradas na figura 3.8 (L10l, K20R, ®@3032I, D35N, 154V, V82A e

N88D). Observa-se que 0s agrupamentos neste aaso fem semelhantes.

3.3.7. COMPARACAO ENTRE HCA E PCA

A analise de componentes principais e a analisggdgamento hierarquico séo
técnicas de analise multivariada com fundamentiréctess bem diferentes, podendo ser
aplicadas independentemente. Estas técnicas podémsea complementares na
informac&o sobre o conjunto de dados, dependendsisiema analisado. Ambas
fornecem a visdo mais global possivel das amosteatro do conjunto de dados,

conforme as variaveis usadas (Cazar, 2003).
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Fig 3.10. PCA para as mutacfes L10l, K20R, D30N2IVB35N, 154V, V82A, N88D. O par de
mutacdes 154V/V82A aparece proximo as mutacdes EIKROR, ao mesmo tempo em que esta bem
distante do par D30N/N88D.
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CAPITULO 4. CASUISTICA E METODOS

4.1. CASUISTICA

O presente estudo analisou sequéncias correspesdemégido da protease de
HIV-1 subtipo F e comparou os resultados aos obtaton sequéncias de protease de

HIV-1 subtipo B disponiveis em bases de dados pable literatura.

As andlises compreenderam duas etapas. Na prinf@ingalizado um estudo
do perfil da protease encontrada nos recombindfeprovenientes de pacientes dos
estados do Sul e Sudeste do Brasil utilizando seipagselecionadas a partir da base de
dados do Laboratério de Retrovirologia da UNIFE8BPsegunda etapa envolveu a
andlise da covariacdo de mutacbes na protease loipcsuF e o estudo dos
agrupamentos (clusters) envolvendo mutacfes edorés de protease. Para esta
segunda etapa, foram utilizadas sequéncias deapeoteonfirmadas como subtipo F
utilizadas na primeira etapa e sequéncias de p®feabtidas a partir da base de dados
de Stanford.

4.1.1. CASUISTICA DA 12 ETAPA: PERFIL DA PROTEASE DE HIV-1
SUBTIPO F DE RECOMBINANTES BF

497 sequencias nucleotidicas do gene pol compredada posicdo 1 da
protease a posi¢do 335 da transcritase reversapfERipmente subtipadas como F ou
recombinantes BF foram selecionadas da base de dadaboratério de Retrovirologia
da Universidade Federal de Sdo Paulo. Todas agrsagsa pertenciam a individuos em
falha terapéutica, moradores em municipios da$esdbul e, principalmente, Sudeste
do Brasil e foram coletadas entre 2002 e 2007. S36H¢o terapéutico completo da
maioria dos pacientes era conhecido. Outras infpdem relevantes (idade, género,
carga viral, contagem de CD4) além do formulario cdasentimento de todos os

individuos envolvidos estavam disponiveis.
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Para os individuos com mais de uma sequéncia, sjpgenaais recente foi

utilizada para as analises da primeira etapa.

4.1.2. CASUISTICA DA 22 ETAPA: COVARIACAO DAS MUTAC OES
NA PROTEASE DO SUBTIPO F, ASSOCIACAO COM O USO DE INIBIDORES
DE PROTEASE E ANALISE TEMPORAL DAS MUTACOES ASSOCIA DAS AO
TRATAMENTO

Participaram desta segunda etapa todas as sequé&miague a regidao da
protease foi confirmada como pertencente ao sulitiptravés das analises realizadas
na primeira etapa, além de sequéncias de proteasgbtipo F oriundas de trabalhos ja
publicados e disponibilizadas en$tanford HIV Drug Resistance Database
(http://hivdb.stanford.edu). Também no caso dasuémtas de Stanford, para 0s
pacientes com mais de uma sequéncia disponivataape mais recente foi utilizada
para efeito das principais analises. Apenas agésetps com historico terapéutico
detalhado e fonte conhecida (plasma ou PBMC) faamnsideradas. Havendo multiplos
isolados de uma mesmo paciente, apenas o maisteefm@nutilizado. No caso de

multiplos clones, optou-se pelo consenso.

Andlises em separado foram realizadas para os graeo tratados com
inibidores de protease (JPe de nédo tratados com inibidores de proteasg)(IPara
reduzir a interferéncia de resisténcia as drogassmnitida (resisténcia primaria),
isolados de individuos néo tratados que apreseantduas ou mais mutacdes principais

nao polimorficas estabelecidas como relacionaddsogms foram excluidos.
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4.2. METODOS

4.2.1. 12 ETAPA: PERFIL DA PROTEASE DE HIV-1 SUBTIPO F DE
RECOMBINANTES BF

Subtipagem e verificacdo de recombinantes BFForam utilizados trés métodos para
confirmar a subtipagem prévia das sequéncias fitlaepelo Laboratorio de Retrovirologia da
UNIFESP. Inicialmente, as sequéncias foram submetidd ferramenta REGA 2.0
(www.hivdb.stanford.edu) e foram analisadas Ipootscanningcom Simplot software versao
2.5 (Stuart Ray, http://www.med.jhu.edu/deptmed/sraytiload). A seguir, foram
submetidas ao site brasileiro para subtipagem do V HI
(http://clinmaldb.usp.br:8083/hiv/subtype/hivstesge.html). A propor¢cdao  de
sequéncias confirmadas como totalmente F paracdadrdo gene pol analisada foi
comparada a proporcédo de sequéncias confirmadas mmombinantes BF para esta

mesma regido génica.

Para o caso de recombinantes BF, a andlisbgmiscanningitilizando Simplot
também permitiu subdividir as sequéncias de acootlo a regido da protease em trés
categoriasprotease totalmente HBFpop), protease totalmente B(BF,p) € protease
hibrida (BFy0sr). A presenca de uma protease subtipada como tédmF ou
totalmente B foi também confirmada por andlisesgéhéticas realizadas com Phylip
Inference Package versao 6.68 (http://evolutiowgshington.edu/phylip.html), com
base em alinhamentos gerados com MEGA versédo 4uiBast al, 2007). Relacbes
filogenéticas foram estabelecidas usamgighbor-joiningcom Kimura-2-parametros
para calcular as distancias genéticas. As sequéneiferéncia para as andlises
filogenéticas foram obtidas de Los Alamos Natiohaboratory HIV Database
(http://www.hiv.lanl.gov). As mesmas sequénciaem@icia alinhadas as sequéncias
BFuor foram utilizadas para a inspegdo das assinatucdscmares nucleotidicas do

subtipo F.

Com o objetivo de verificar se 0 mesmo modelo ewmupoderia ser aplicado a
regido da protease de sequéncias F e de sequé@aai@sombinantes Bl ModelTest
((ModelTest 0.1.1, http://darwin.urvigo.es) foi maldo separadamente para dois
alinhamentos: um compreendendo a regidao da protéastodas as sequéncias F
(tratados e nao tratados com inibidores de prot@asatro compreendendo a regido da
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protease de todas as sequénciag.BRratados e néo tratados com inibidores de
protease). Posi¢cbes com mutacdes principais detéesia as drogas de ambos os
alinhamentos foram excluidas desta andlise par@regonvergéncia pela pressao

seletiva das drogas antirretrovirais.

Comparacao do perfil de mutacbes na protease de seEgcias subtipadas
como F e BFor. Para analisar o perfil de mutagoes da proteaseilokipe F e dos
recombinantes BF, somente as sequéncias de inds/idom historico terapéutico
conhecido e confirmadas como F ou recombinantgs,Bfpara a regido pol) foram
consideradas. Estas sequéncias foram subdivididaguatro grupos de acordo com o
uso ou nédo de inibidores de protease (IP) em sulftimdo tratados com IP (ntrF),
subtipo F tratados com IRK), recombinantes Bfr nédo tratados com IP (ntrBby) e

recombinantes Bfrr tratados com IP (trBjog).

Foram construidas duas sequéncias consenso ndidastda regido da protease
com Clustall W, MEGA versao 4, uma baseada no atmnto do grupo ntrF e a outra
baseada no alinhamento do grupo niBFAs duas consensos foram comparadas para
verificar possiveis diferencas. Contudo, como nardudliferenca foi constatada, uma
consenso Unica foi utilizada para a obtencdo dpiémcia de mutacdes em cada uma
das 99 posi¢cOes da protease nos quatro gruposqdérséas (ntrF, trF, ntrBkr e
trBFp0p). A consenso e os quatro grupos de sequéncias foealuzidas com MEGA

versao 4.

As frequéncias de mutacdes da protease foram cadgmtanto em ambos o0s
grupos nédo tratados (ntrF versus nigBf como em ambos tratados (trF versus
trBFyoF) para verificar possiveis diferengas envolvendoratease do subtipo F e a
protease dos recombinantes,BF Também foram realizadas comparagdes entre os

grupos de néo tratados e tratados (ntrF versusthBt,or versus trBEiog).

Andlises estatisticasPara a comparacdo da frequéncia do subtipo F e dos
recombinantes BF entre as amostras analisadasgpfmado o teste de proporcao
baseado na distribuicdo binomial. O teste qui-cagmlrfoi usado para verificar
diferencas estatisticas entre as frequiéncias dgsogrde recombinantes BF (B
BFproe € BRyosr). As possiveis diferencas nas proporcdes das dedagntre 0s grupos
ntrF, ntrBRyor trfw € trBRyorforam verificadas atraves do teste de proporcéeatias
numa distribuicdo binomial e o método de BenjanmgénHochberg (Benjamini &

Hockberg, 1995) foi aplicado para controlar a tasafalsa descoberta (FDRalse

64



discovery rate). As analyses estatisticas foram realizadas com MR Release 14 e
Microsoft Office Excel 2007. Os resultados foramnsiderados significantes para
p<0,05.

4.2.2. 22 ETAPA: COVARIACAO DAS MUTACOES NA PROTEASE DO
SUBTIPO F, ASSOCIACAO COM O USO DE INIBIDORES DE PROTEASE E
ANALISE TEMPORAL DAS MUTACOES ASSOCIADAS AO TRATAME NTO

Determinacéo das mutacdes associadas ao tratamemio subtipo F e analise
de covariacdo de aminoacidosPara o estudo da covariagdo de aminoacidos e
determinacao de clustepara o subtipo F, foram utilizadas todas as seda€mom
protease F da base de dados do Laboratério deviRetogia da UNIFESP (F puros e
BFuop) € sequéncias de protease F de Stanford. Estagrseas foram subdivididas em
dois grupos: sequéncias de individuos nao trateowsinibidores de protease (IPntr) e
sequéncias de individuos que receberam pelo memomibidor de protease (IPtr).
Para todas as analises, foi utilizada a sequérgferéncia F1.BR.01.01BR125
disponivel na base de dados de Los Alamos. Comemanhterpretacdo dos testes de
genotipagem bem como outras analises, é feita @ma bm dados do subtipo B. A
utilizacdo de uma sequéncia referéncia do subtipodsibilitou verificar as mutacdes

selecionadas pelo tratamento e as diferencas@strbtipo F e o subtipo B.

As sequéncias de aminoacidos do grupo IPntr forhnhaalas a referéncia
F1.BR.01.01BR125 e a frequéncia de mutacOes fdficada para cada uma das 99
posicdes da protease. O mesmo procedimento foadolaom as sequéncias do grupo
IPtr. Foram definidas como mutagdes todas as dfasem relagéo a essa referéncia F.
A classificagdo em mutagfes principais e secunslgranto a resisténcia aos inibidores
de protease foi feita com base nos critérios adstpodr Rhee e colaboradores (2007).
Para os propositos deste trabalho, foram consideraditacdes principais aquelas nas
posicoes 24, 30, 32, 46, 47, 48, 50, 53, 54, 76,842 88 e 90. As mutagbes nas
posi¢des 10, 20, 33, 36, 58, 63, 71, 73, 74, 73 @AM consideradas secundarias. As
demais, que por ventura pudessem ser apontadas canacteristicas do subtipo F,
permaneceram como indefinidas ou como sugestivasagd® acessoOria. Foram
considerados polimorfismos naturais as mutagOeseptes em mais de 0,5% dos
individuos ndo tratados, salvo mutac¢des princigaes poderiam indicar a presenca de
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resisténcia transmitida. Este numero foi escollpd@ distinguir mutagdes com maior
chance de refletirem a variagdo natural na protéasemutacdes raras que podem
refletir resisténcia transmitida, erros de seqignento ou variantes virais nao viaveis
raras (Rhee et al, 2005).

A associacao de uma dada mutacdo ao tratamenterficada atraves do teste
qui-quadrado e do teste exato de Fisher, conforro@so e o método de Benjamini e
Hochberg foi aplicado para controlar a taxa daafadescoberta. Os testes foram
aplicados através da construcédo de tabelas dengéntiia 2x2, contendo o numero de
sequéncias de pacientes tratados e de nao traadlagmero de sequéncias com e sem
uma determinada mutagdo. Para todas as mutacOesiadss ao tratamento, foi
calculado o coeficiente de Yuli com o objetivo dgificar se uma associagao é positiva
ou negativa. No caso, associacdo negativa sigoifigne a frequéncia de uma

determinada mutacdo diminuiu significativamente airatamento.

As mutacdes que alcangcaram significAncia estatigtita associacdo positiva
com o tratament€0,05) foram utilizadas para a construcao de duaszes de dados
binarios (zero e um para auséncia e presencactesente, para uma dada mutacao).
A primeira matriz reuniu os dados do grupo IPn&r ®2gunda os dados do grupo IPtr.
Estas matrizes foram utilizadas para a obtencaocdeficientes de similaridade de
Jaccard (equacao 4.1), com o proposito de secarii magnitude da associacao entre
cada par de mutacdes X e Y e, também, dos codbsige dissimilaridade, utilizando-

se o0 programa DendroUPGMA (http://genomes.urv.caBMA/).

Equacao 4.1.

3 = (XY)
Y (XY) +(X0) + (0Y)

Foram consideradas combina¢cdes de mutacdes redsvamiossiveis candidatas
a covariagao aquelas com valoreslde0,2. Para verificar qual das duas mutagdes X ou
Y tem maior chance de ser selecionada primeir@niocalculadas as probabilidades

condicionais:
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P(probabilidade de X dado Y)R{X|Y ¥ n° de sequéncias com mutacdo X e
mutagao Y/n° de sequéncias com mutacao Y

e

P(probabilidade de Y dado X)P(Y|X)= n° de sequéncias com mutacdo X e

mutacéo Y/n° de sequéncias com mutacao X.

Segundo Rhee e colaboradores (2007), ha uma retent® 0 log da razdo da
probabilidade condicional de duas mutacdes e @#gpzao em que duas mutacdes se
desenvolvem, indicando que a dependéncia condicesriee mutacdes esta altamente
correlacionada com a ordem em que as mutacOesssavidvem, quando ocorrem

juntas.

As matrizes de dados binarios utilizada anteriotmdoram utilizadas para a
obtencéo de clusters através da andlise por agamarhierarquico (HCA) e da andlise

por componentes principais (PCA).

A HCA foi aplicada por clusterizagdo de variaveidiaando oaverage linkage
method medida de distancia por correlacdo e nivel delaicede de 0,55 para a
formacdao dos clusters. Este método levou a coréirde dendrogramas de similaridade

envolvendo todas as mutagdes positivamente asssaeadiratamento no subtipo F.

O PCA foi aplicado com a opcao de reducdo do comjde variaveis a dois
componentes principais e matriz de correlacdo/teelo na construcdo de um grafico
que permite a visualizacdo num espaco bidimensidaslvariaveis (mutacdes) e seus
agrupamentos. Ambas as técnicas permitem cluatedizersas variaveis (no caso,

cada uma das mutac¢des) formando agrupamentos tmmia! interno de similaridade.

Andlise da associacédo de mutacdes individuais e agamentos de mutacdes
(clusters) com IPs:A matriz de dados binarios contendo informacées salpresenca
e a auséncia das mutacOes associadas ao tratafioeato,acrescentadas informacoes
sobre a utilizacdo ou ndo de cada um dos IP paemgacpara o grupo de IPtEsta
nova matriz foi utilizada para a analise de asga@ciaentre as mutacdes selecionadas
pelo tratamento e o0 uso de um determinado IP.é&iasanalise, foi aplicada a HCA por
clusterizacdo de variaveis utilizandaweerage linkage methoel nivel de similaridade
entre 0,5 e 0,55 para a formacdo de clusters. Cadder principal observado foi
analisado em separado, utilizando-se novamente A. lSte procedimento permitiu,
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em alguns casos, a obtencdo de subclusters commiakd de similaridade interno

envolvendo mutacdes especificas e IPs.

Os resultados obtidos foram comparados a dadosrdisgis sobre o subtipo B

obtidos de literatura e de bases de dados publicas.

Andlise temporal da evolucdo de mutacbes associadas tratamento na
protease do subtipo F:Vinte e dois pacientes da base de dados de Staaféiido
Laboratério de Retrovirologia da UNIFESP, totaldan39 pacientes, possuiam
sequéncias de protease F obtidas em momentosnigereQuando disponibilizados,
foram obtidos 0 ano em que se deu 0 sequenciamestpjemas terapéuticos e

procedéncia dos pacientes para cada uma das s&guénc

Ambas as sequéncias de cada paciente foram traduzidlinhadas a sequéncia
referéncia F1.BR.01.01BR125. Foram verificadas goas mutacdes apontadas como
associadas ao tratamento no subtipo F e possaatiagdo com resisténcia a inibidores

de protease por comparacao aos paineéis disponiveis.

Observou-se a proporcdo de pacientes em que o outoed de mutacdes
aumentou, permaneceu 0 mesmo e diminuiu da prinpara a segunda sequéncia. O
teste t pareado d&tudentfoi aplicado para verificar se houve diferencantigativa
entre a média do numero total de mutacdes na penseiquéncia dos pacientes e a
média do numero total de muta¢gfes na segunda seguba mesma forma, comparou-

se a média do numero de mutacgdes principais najpara na segunda sequéncias.

Foi feita a verificacdo da presenca das mutacoedNDB8I88D e L90M, em
especial, para os pacientes que utilizaram NFVers esquemas terapéuticos.

Para os pares de mutacdes X e Y associadas amerdatano subtipo F e com
com 20,2, foram verificadas as frequéncias com que ass duutacdes X e Y
apareceram juntas em ambas as sequéncias, X apareueiro, Y apareceu primeiro,
ambas estavam presentes na primeira sequénciaapadesem da segunda e ambas
estavam ausentes na primeira e aparecem na se¢iandealizada uma busca em cada
par de sequéncias com o objetivo de se verifigareaenca dos clusters e subclusters

envolvendo mutacdes e IPs especificos observadosnddises anteriores.

Andlises estatisticas: Todas as analises foram realizadas com Microsoft Excel 2007 e
MINITAB Release 14 Statistical Software, com resultados considerados significativos para

p<0,05.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1. 12 ETAPA: PERFIL DA PROTEASE DE HIV-1 SUBTIPO F DE
RECOMBINANTES BF

Subtipagem e verificagdo de recombinantes BB97 sequéncias da regiao pol
de individuos em falha terapéutica previamenteigadbs como HIV-1 subtipo F ou
recombinantes BF foram analisadas com trés ferrmmemeste total, 489 foram
confirmadas como F ou recombinantes BF, seis fomtassificadas como subtipo B,
uma foi considerada DF e uma obteve resultado®miantes com os trés métodos
utilizados, persistindo a duvida sobre sua classjfio. Considerando as 489 sequéncias
F e BF, 297 eram recombinantes BF enquanto ap&zasram do subtipo F (60,7% e

39,3%, respectivamentes0,000).

Entre as 297 sequéncias de recombinantes BF paragido pol, 163
apresentavam uma protease totalmente F,{BF 98 apresentaram uma protease
hibrida e somente 36 apresentaram protease dgaeuBti(55,7%, 33,0% e 12,1%,

respectivamente; Fig. 5.1.).

Através do alinhamento dos recombinantesJsFfeom sequéncias referéncia
obtidas da base de dadosldes Alamos National Laboratorfpi possivel confirmar a

presenca das assinaturas moleculares do subtipadgidio da protease.

Para 15 sequéncias Bdr apontadas pelo Bootscan como tendo uma regido de
quebra préxima a posicao correspondente ao térdanarotease (ao redor da posicéo
300 na sequéncia nucleotidica do gene pol), fta eiverificacdo das posicdes 265, 266
e 267, correspondentes a posicdo 89 na sequéma@muhoacidos. Nesta posicdo, é

comum a substituicdo da leucina (L) pela metior{iMd no subtipo F. Todas as 15
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sequéncias pertenciam a pacientes tratados. Déstapresentaram a substituicdo
L89M, 2 apresentaram a substituicdo L89I, uma aptes L89T e 5 ndo tiveram
substituicdo nessa posicdo. As duas sequéncias L&%h pertenciam a pacientes
tratados exclusivamente com NFV, Essa é uma suigéiit acessoria associada a esse
inibidor. Uma Unica sequéncia apresentou a mishila resultado da presenca do

codon MTG (ATG ou CTG).

54,90%
60,00% 1

50,00% -

33,30%
40,00% A

30,00% -
12,10%
20,00% A

10,00% -

0,00% T T T
entirely F hybrid entirely B

Classification of protease region

Figura. 5.1. Proporcéo de recombinantes BF nagqmpéide acordo com a presenca de uma protease
classificada como F, B ou hibrida B#=(0,000).

As analises filogenéticas confirmaram as sequéntasificadas como subtipo
F e, também, a presenca de protease totalments $egaéncias Bl Na figura 5.2.
A, observa-se que as sequéncias formam clusters aomdiferentes referéncias F
utilizadas. As demais referéncias (B, D e C) fornmeguenos clusters fora do cluster
principal constituido por todas as sequéncias fer@acias e amostras). A figura 5.2.B

mostra uma situacao semelhante para as sequértgigs B
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Figura 5.2.A Arvore filogenética da regido da pasteconstruida com sequéncias referéncia dos
subtipos A, B, C, D e F e as sequéncias do subtige base de dados do Laboratério de
Retrovirologia da UNIFESP.
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Figura 5.2. B Arvore filogenética da regi&io da ease construida com sequéncias referéncia dos
subtipos A, B, C, D e F e as sequéncias BFproFada tle dados do Laboratério de Retrovirologia da
UNIFESP.
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Comparacdo do perfil de mutacdes da protease do diip F e do
recombinante BFRyor: Entre as 192 sequéncias confirmadas como subtipdu&s
pertenciam a pacientes com historico terapéuticompleto e foram excluidas das
analises que se seguiram. Das restantes 190 s&p)&ic pertenciam a individuos néao
tratados com IP (ntrF) e 139 pertenciam a indivédtratados com IP (trF). Das 163
sequéncias Bfor, 24 pertenciam a individuos néo tratados com tBER..r) enquanto
139 pertenciam a individuos tratados com IP (§if8F Cada um dos quatro grupos de
sequéncias ja traduzidas (ntrF, trF, nigBFe trBRp foi alinhado a sequéncia
consenso da protease F e a frequéncia de mutagdesificada para cada uma das 99

posicdes.

A comparacao da proporcdo de mutacdes entre aordgiprotease de ntrF e
ntrBFyror revelou cinco diferencas significativas (tabeth)s Mutagdes nas posicdes 15
e 67 foram estatisticamente mais comuns no gruf@Fgts enquanto mutagdes nas
posicdes 41, 60 e 72 foram mais frequentes no gntrpo Além dessas posic¢des, outras
duas também apareceram com diferencas, mas foraoidas pelo controle da FDR:
63 e 89. Algumas diferencas foram também observadfie os dois grupos tratados
com IP. A frequéncia de mutacfes nas posicoesIBifei significativamente maior no
grupo trBRor enquanto nas posicdes 16, 20 e 60 a frequénicradis alta no grupo
trF. As posicbes 14, 24, 47, 50, 54, 67, 76, 82 dogam excluidas pelo controle da
FDR. As diferencas observadas, contudo, foram apemarelacdo as frequéncias das
mutacfes. A comparacdo entre os codons mais fregpu@ara as substituicbes mais

comuns néo revelou diferengas entre os gruposl#tabk).

Quando a proporgdo de mutacBes presentes no gtdpofan comparada a

proporgao do grupo trF, dez posi¢des alcancaraenedi€as significativas (tabela 5.2.):
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10, 15, 20, 46, 54, 71, 82, 88, 89 e 90, todasadasfrequéncia mais alta no grupo de
tratados. Entre ntrBRr e trBRor seis posices mostraram diferencgas significativas

10, 20, 54, 72, 82 e 90.

Analisando-se os resultados de todas as comparegd@lesadas observa-se que
na posicao 15, a frequéncia da mutacéo 115V, jadkeno grupo ntrBfrr mas néo no
grupo ntrF, permanece alta no grupo g&Hné&o ha diferenga estatistica entre ngr&

e trBRyo), mas aumenta significativamente no grupo trFuegio semelhante é

observada na posicdo 72, porém, com frequénciaudacdo mais elevada no grupo
ntF, que permanece elevada no grupo trF, e, baequéncia de mutacdo entre os
ntrBFyror que aumenta significativamente entre os (rFEm ambos os casos, pode
estar havendo a selecdo ou a permanéncia das msi@agdfuncio de alguma vantagem

adaptativa que possam estar conferindo ao virpsesgnca do tratamento.

Tabela 5.1. Posi¢cbes com diferencas significaineaequéncia de mutagoes entre ntrF e
ntrBFRyrot € entre trF e trBir (p<0,05).

substituigdo
posigao frequéncia p mais codons mais frequentes Stanford IAS panel
mais alta frequente
F BF
V15 BF 0,000 | ATA ATA * *
ndo c67 BF 0,002 S TGY/WGT AGT * *
tratados M89 BF 0,002 L CTG CTG * *
D60 F 0,004 E GAG GAA/GAG ATV ATV
172 F 0,000 T ACA ACA/ACM * *
T74 BF 0,000 S TCA TCA * *
193 BF 0,003 L cTT cTT * ATV
tratados G16 F 0,005 E GAG GGA/GAG ATV ATV
K20 F 0,004 R/T AGG AGG (a) ATV,LPV,IDV,TPV
D60 F 0,005 E GAG GAG ATV ATV

(a) K20R é considerada uma possivel reguladora positiva da protease e K20T é considerada associada a TARV, porém com
papel incerto.

74



Tabela 5.2Posi¢bes com diferencgas significativas na fregaéhe mutacdes entre ntrF
e trF e entre ntrBfror € trBRyror (p<0,05).

subtipo F BFproF
posigio o o o Stanford AlAS
P substiigOes  yons | murarpror SUPSHUISSES g
trf frequentes prevalentes trBF):)roF frequentes prevalentes
L10 | 0,000 V/I GTA/ATA | 0,000 JAY ATA todos (exceto DRV) ATV,FPV, IDV,LPV,TPV(V)
v15 | 0,000 | ATA * | sem citacio sem citacio
kK20 | 0,000 R/T AGG/ACG | 0,001 R/T AGG/ACG (a) ATV,LPV,IDV,TPV
M46 | 0,000 L/l TTG/ATA * L/I ﬁ:ﬁ:g%’, ATV,APV,IDV,LPV,NFV,TPV(L)
154 | 0,000 Vv GTC 0,000 \Y GTC todos (exceto DRV) ATV,APV,IDV,LPV TPV
A71 | 0,002 Vv GTT * \Y todos (exceto DRV) ATV,IDV,LPV,NFV SQV
172 * T/V 0,006 T/V ACA sem citagdo sem citagdo
ve2 [ 0,000 A/F  GTC/TTC| 0,000  AfF GCC | rv.owipnpya)  t0%0s (exceto DRV e TPY)
N88 | 0,003 D/S GAT/AGT * D/S SSI/\(/S{)S'),(:FD%(;};) ATV(S),NFV
M89 | 0,004 L/I ATG/ATA * L/I sem citagdo sem citagdo
Lo | 0,000 M ATG/ATA | 0,000 M ATG todos (exceto DRV)  ATV,APV,IDV,LPV,NFV,SQV,TPV
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5.1. 22 ETAPA: COVARIACAO DAS MUTACOES NA PROTEASE F,
DETERMINACAO DOS AGRUPAMENTOS ESPECIFICOS (CLUSTERS)
PARA ESTE SUBTIPO DE HIV-1, ASSOCIACAO COM O USO DE IPs
ESPECIFICOS E ANALISE TEMPORAL DAS MUTACOES ASSOCIA DAS AO
TRATAMENTO

Determinacéo das mutacdes associadas ao tratamemio subtipo F e analise
de covariacdo de aminoacidosA juncdo das sequéncias de protease F da base de
dados do Laboratorio de Retrovirologia da UNIFE® @s sequéncias de Stanford

resultou num total de 1265 sequéncias de proteaserfdo 677 de pacientes nao

tratados com IPs (IPntr) e 588 de pacientes tratadm IP (IPtr).

A comparacao da proporcédo de mutacdes entre osegtBptr e IPtr através dos
testes qui-quadrado e Fisher com a correcdo petodméle Benjamini e Hochberg
resultou em 60 mutacdes que alcancaram signifiadstatistica para associacdo com o
tratamento na protease do subtipo F. Destas m@abiieapresentaram coeficiente de
Yuli positivo (Tabela 5.3.), indicando aumento digativo da frequéncia da mutacao
no grupo de tratados em relacdo ao grupo de n@mdds Entre as 51 mutacdes
positivamente associadas ao tratamento, 13 samgkmos (L10I, 113V, K14R,
V15l, L19V, K20R, N37D, 162V, L63P, A71T, T74S, MBQ92K), entre os quais
nove ja foram citados como relacionados a resigtéacum ou mais IPs ou tem
possibilidade de estar associados a resisténc@, (L1BV, K20R, 162V, L63P, A71T,
T74S, M89l e Q92K) (Johnson et al, 2008; Shafer é&édpiro, 2008). Além dos
polimorfismos associados ao tratamento, outrosocipalimorfismos com elevada
prevaléncia entre 0os nao-tratados que permanecadelentre os tratados associados a

resisténcia a um ou mais IP foram observados (LK2@M, D60OE, V771, 193L).
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Tabela 5.3. Mutacgfes positivamente associadastmtento na
protease do subtipo B<0,05).

mutacao p Yule mutacao p Yule
L10I 0,000 0,63 K55R 0,000 0,97
113V 0,008 0,21 Q58E 0,000 0,89
R14K 0,002 0,23 162V 0,000 0,37
V15I 0,007 0,18 L63P 0,000 0,59
G17E 0,000 1,00 164V 0,000 0,85
Q18E 0,004 1,00 A71V 0,000 0,95
L19v 0,007 0,61 A71T 0,000 0,71
K20R 0,000 0,38 G73S 0,000 0,89
K20T 0,000 0,97 T74P 0,001 1,00
L241 0,000 1,00 T74S 0,000 0,59
D30N 0,000 0,96 L76V 0,000 0,89
V32l 0,000 1,00 V82A 0,000 0,98
L33F 0,000 1,00 V82| 0,000 1,00
D35N 0,000 0,85 V82F 0,002 0,85
136L 0,005 0,83 V82S 0,001 1,00
N37D 0,000 0,32 V82T 0,002 1,00
K43T 0,000 0,83 N83D 0,002 1,00
M4el 0,000 0,94 184V 0,000 1,00
M46L 0,000 0,98 185V 0,000 0,92
147V 0,000 1,00 N88D 0,000 0,96
G48V 0,000 1,00 N88S 0,000 1,00
150V 0,005 0,83 mM89l 0,000 0,85
I50L 0,002 1,00 L9OM 0,000 0,98
F53L 0,000 1,00 Q92K 0,000 0,75
154V 0,000 0,99 T96S 0,000 0,89
I154A 0,002 1,00

Em negrito, polimorfismos com fequéncia acima d&&®no grupo de nado tratados.

A combinacdo das 51 mutacles significativamensacsdas ao tratamento
duas a duas resultou em 1275 pares possiveis pa@acs foram obtidos os valores do
coeficiente de similaridade de Jaccaifg, também, do coeficiente de dissimilaridade
(1-J), tanto para o grupo de IPntr como para o grde IPtr. Dos 1275 pares de
mutacdes, 51 apresentaram valores)d®,2 (Tabela 5.4.) no grupo de IPtr. Dos 51
pares obtidos, 10 sdo formados por duas mutac@espatis, e 21 sdo compostos por
uma mutacdo principal e uma acessoOria ou secundafs pares 30N/88D e
I154VIV82A, ambos compostos por mutacdes classiisa como principais,
apresentaram os mais altos coeficientes de sidalde (0,60 e 0,57, respectivamente).

Para esses e, também, para alguns outros paresjooes de P(X|Y) e P(Y|X) sé&o
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iguais ou muito préximos (Tabela 5.4.), dificultand estabelecimento de uma ordem
cronologica para o aparecimento das mutacdes. Raitos pares, no entanto, é
possivel inferir a ordem para o aparecimento das dwutacdes. No par L9OM/A71V,

por exemplo, a probabilidade de L90M dado a presele;A71V € 0,26 , enquanto a
probabilidade inversa (A71V dado a presenca de )9®M,14. Segundo o método de
Rhee e colaboradores (2007), A71V tem maior prdbladie de ser selecionada

primeiro.

J& no grupo de IPntr e considerando-se os mesm@arg$s de mutacdes, 0s
valores do coeficiente de Jaccard foram nulos oferiores aos obtidos no grupo de

IPtr.

A andlise por agrupamento hierarquico (HCA) utiida a matriz de dados
contendo informacdes sobre as 51 mutagbes asss@adaatamento do grupo de IPtr,
resultou na obtencdo de 19 agrupamentos ou clustessrados no dendrograma da

figura 5.3.
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Tabela 5.4. Pares de mutacdes associadas ao tnébapwm valores do coeficiente de similaridade de
Jaccard>0,2 e valores das probabilidades condicionais P(¥|R(X|Y) para o grupo IPtr.

mut X mut Y J XY P(Y|X) P(X]Y)
D30N N8SD 0,60 28 0,794 0,794
V82A 154V 0,57 136 0,746 0,701
R14K K20R 0,45 234 0,463 0,925
V82A K20R 0,42 128 0,702 0,506
154V K20R 0,41 127 0,655 0,502
154V L10l 0,40 105 0,541 0,595
V82A L10l 0,40 102 0,560 0,578
147V V32l 0,36 8 0,454 0,680
L9OM L63P 0,34 81 0,530 0,475
154V R14K 0,32 168 0,866 0,332
L63P 154V 0,32 87 0,510 0,448
L10l R14K 0,32 163 0,924 0,322
K20R L10l 0,31 101 0,399 0,573
V82A R14K 0,31 160 0,878 0,316
V82A L63P 0,30 81 0,444 0,475
L9OM 154V 0,30 78 0,510 0,402
L9OM A71V 0,29 53 0,347 0,644
R14K L63P 0,29 151 0,299 0,886
A71V L63P 0,28 56 0,680 0,328
L63P L10l 0,28 75 0,440 0,425
A71V 154V 0,27 58 0,705 0,299
L9OM 162V 0,27 58 0,379 0,448
L63P K20R 0,26 88 0,516 0,348
162V 154V 0,26 66 0,510 0,340
R14K 115V 0,26 129 0,256 0,846
K55R M46L 0,25 24 0,454 0,340
113V M89l 0,25 12 0,118 0,200
L63P 162V 0,24 58 0,340 0,448
L9OM R14K 0,24 125 0,818 0,247
V82A A71V 0,23 50 0,274 0,607
A71V L10l 0,23 49 0,595 0,278
L9OM L10l 0,23 60 0,392 0,340
154V Ma46L 0,23 48 0,247 0,680
V82A M46L 0,23 46 0,252 0,652
M46L L241 0,22 22 0,312 0,416
L10l V15| 0,22 47 0,267 0,308
V15| L63P 0,22 41 0,269 0,241
L63P M46L 0,22 31 0,182 0,439
154V Ma46l 0,22 48 0,247 0,628
V82A L241 0,22 41 0,225 0,775
L241 L10l 0,21 40 0,756 0,227
L9OM V82A 0,21 58 0,379 0,318
162V K20R 0,21 66 0,510 0,261
L9OM K20R 0,21 70 0,458 0,277
T74S 154V 0,21 47 0,571 0,242
V82A T74S 0,21 45 0,247 0,547
162V R14K 0,21 107 0,827 0,212
154V L241 0,20 41 0,211 0,775
L63P K55R 0,20 37 0,217 0,699
L9OM T74S 0,20 39 0,255 0,474
T74S 162V 0,20 35 0,425 0,271

Em negrito encontram-se as mutagdes principais.
Em cinza, valor mais alto de probabilidade condialgara cada par de mutacdes X e Y.
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Figura 5.3. Dendrograma de similaridade entre atagdes associadas ao tratamento gerado por HCA,
comaverage linkage methaglnivel de similaridade de 0,55.

Levando-se em conta apenas 0s clusters compostospglo menos, duas

mutacdes, o numero fica reduzido a doze, identiisaa seguir:

Cluster 1 L10I K20R L241 L33F I136L K43T M46L I54\K55R 162V L63P

A71V G73S V82A L9OM

Cluster 2 113V V15| N83D M89I

Cluster 3 K20T N88S

Cluster4 D30N N88D
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Cluster 5 V32l M46l 147V F53L V821 185V

Cluster 6 D35N T74S

Cluster 7 136M 164V

Cluster 8 G48V V82S

Cluster 9 150V V82T

Cluster 10 150L T74P

Cluster 11 154A QS58E V82F

Cluster 12 184V Q92K

A tentativa de gerar clusters utilizando a matre dados do grupo IPntr
contendo as mesmas 51 mutagdes associadas aoetraiafui frustrada, devido a
frequéncia extremamente baixa ou até mesmo nutaaitaria das mutacdes associadas
ao tratamento nesse grupo. Isso gerou um granderolude valores nulos para os

coeficientes de similaridade necessarios para daagem dos clusters.

Andlise da associacdo de mutacdes individuais e agamentos de mutacdes
(clusters) com IPs:A analise da associacdo entre a presenca de unagdouiu grupo
de mutacdes e o uso de um ou mais IP foi realizp#mas com as sequéncias de

individuos com esquemas terapéuticos conhecidos.5B8 sequéncias de individuos
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IPtr, 152 traziam a informacao sobre uso de IP, s@&s especificar qual ou quais
inibidores haviam sido utilizados. A figura 5.4. stra a proporgéo do uso de cada IP
para os 436 individuos com esquemas conhecidos, NW/ e RTV foram as drogas
mais freqientes nos esquemas terapéuticos, ndndwadderencas significativas entre
suas propor¢dex0,05). Para o caso da droga RTV, considerou-seuseusempre
como um IP em separado, como unico inibidor ou ¢oatw a outra droga, dada a falta
de informacgdo sobre seu uso cobubster Apenas para a droga LPV, foi possivel
considerar a presengca da combinacdo LPV/r (lopinemmbinada a ritonavir como

booste}.

B NFV
mIDV
B RTV
mS5QV
H LPV/R
HATV
mLPV
0 APV

Figura 5.4. Frequéncia relativa de uso de cada$Reaquemas terapéuticos do grupo IPtr.

Das 51 mutacdes associadas ao tratamento no shtporam analisadas em
separado através da HCA para verificacdo de agsociao uso especifico de algum
inibidor ou grupo de inibidores: V151, G17E, Q18H9V, K20T, D35N, K55R, T74S,
N88S, L89l e Q92K. A escolha destas mutacdes baseamo fato de serem menos

frequentes ou mesmo ausentes no subtipo B, torranddormacdes disponiveis sobre
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elas bastante escassas. A tabela 5.5. resume ogaagntos significativos (nivel
minimo de similaridade para a formagdo de um alu$te0,5) envolvendo cada uma
dessas mutacdes e um ou mais IP. Das 12 mutacéksadns, 4 estdo aparentemente
correlacionadas a presenca de NFV (V15l, Q18E, T&4889l), um dos IPs mais
comuns nos esquemas terapéuticos. LPV com ou spmsanca de RTV, aparece

associado a 4 mutacdes praticamente ausentes tiposB8b(L19V, D35N, K55R e

Q92K).

Tabela 5.5. Correlagcédo entre uma mutagéo espeeificaso de um ou mais inibidores

de protease no subtipo F.

mutacio P similaridade
do cluster

V15l NFV 0,54
G17E * *

Q18E NFV 0,54
L19V  LPV APV SQV RTV IDV 0,50
D35N ATV LPV/r 0,54
K55R LPV/r ATV LPV APV 0,51
T74S NFV 0,51
M89l NFV 0,55
Q92K ATV LPV/r 0,51

*A mutacdo G17E ndo formou nenhum grupamento
significativo para o nivel de similaridade de 0,5.

Além das 8 mutacgdes individuais, também foram sadtis através de HCA
cada um dos 12 clusters de mutagOes citados anterite e a correlagdo com 0 uso
especifico de um ou mais IP. A analise em sepatadmda um dos clusters resultou na

obtencao de subclusters com elevado nivel de siddtie interna (similaridade > 0,5).

Os clusters 1 e 5 eram formados por 15 e 6 mutagggsectivamente. A analise
direta de ambos com os IPs pela técnica de HCAllaiormacao de dendrogramas em

que a visualizacdo dos agrupamentos ficou prejddipala maior similaridade entre as
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mutacdes envolvidas do que entre qualquer mutagéo eu mais IP. Foi necessério
subdividir os dois clusters em subgrupos. A subdivifoi possivel agrupando-se as
mutacdes por nivel de similaridade. Os subgrupcenf utilizados para a construcéo
dos dendrogramas com os IP. As figuras 5.5.A e Btram, respectivamente, a

subdivisédo do cluster 1 em 7 subgrupos e do claésten dois subgrupos.

A tabela 5.6 mostra a correlacéo entre clustergograpos de mutagdes e 0 uso
de determinados inibidores de protease. Para teclis com excecdo das mutacdes
K43T e 162V, cada um compondo um subgrupo, tododensais subgrupos aparentam
estar associados ao uso de LPV. Os IPs IDV, RTQ¥ Barecem estar associados a
cinco subgrupos do cluster 1101 K20R L24l 154V V82A; K43T; 162V; L63P A71V

L9OM: G73S).
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Figura 5.5. Dendrogramas de similaridade entrewtagiies do cluster 1 (A) e entre as mutacdes do

cluster 5 (B) e visualizagdo dos subgrupos (niedichilaridade=0,6).
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Tabela 5.6. Correlacao entre clusters de mutac@esia protease do HIV-1 subtipo F.

Cluster de mutagdes Subgrupo de mutac¢des msﬁtzcglg:;eﬁp sl;‘;”;ﬁgtae‘ie
cluster 1
L10I K20R L241 L33F I36L K43T L10I K20R L241 154V LPV APV IDV SQV RTV 0,53
M46L 154V K55R 162V L63P V82A
A71V G73S V82A LOOM
L33F 136L LPV APV 0,54
K43T RTV SQV IDV 0,55
M46L K55R LPV/r APV LPV ATV 0,51
162V TPV IDV SQV RTV 0,50
L63P A71V L9OM IDV SQV RTV TPV LPV APV 0,52
G73S LPV APV IDV SQV RTV 0,52
Cluster 2
113V V151 N83D M89I NFV 0,55
Cluster3
K20T N88S NFV 0,61
Cluster 4
D30N N88D NFV 0,63
Cluster 5 F53L SQV TRV IDV LPV APV 0,54
V321 M46l 147V F53L V82|
185V
V32l 147V M461 V82l
185V ATV LPV/r 0,51
Cluster 6
D35N T74S NFV 0,52
Cluster 7
I136M 164V NFV 0,52
Cluster 8
G48V V82S APV IDV SQV RTV 0,53
Cluster 9
150V V82T 150V LPV APV 0,60
150V V82T LPV APV TPV IDV SQV RTV 0,51
Cluster 10
I50L T74P I150L ATV 0,70
I50L T74P ATV LPV/r 0,52
Cluster 11
I54A Q58E V82F IDV SQV RTV LPV APV 0,51
Cluster 12
184V Q92K SQV RTV TPV IDV LPV APV 0,50
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Varios clusters aparentam estar associados uni¢canaenuso de NFVI{3V

115V N83D L89I; K20T N88S; D30N N88D; D35N T74S;68! 164V), enquanto diversos

clusters e subgrupos estéo associados a 5 ou ifiesentes IP.

Andlise temporal da evolucdo de mutacbes associadas tratamento na
protease do subtipo F:Sequéncias em dois momentos distintos estavanordiggs
para 39 pacientes. Para um dos pacientes, as af6aa sobre 0 esquema terapéutico

estavam conflitantes e este paciente foi excluedtadanalise.

O alinhamento de ambas as sequéncias de cadatpatisferéncia do subtipo
F permitiu a verificacdo da presenca de mutacéesceslas ao tratamento, além da
verificacdo de qual ou quais mutacdes foram seledas, desapareceram ou

permaneceram apods alteracdes do esquema terapéaibela 5.7.).

Dos 38 pacientes, 16 aumentaram o numero total wlacies associadas ao
tratamento, 13 permaneceram com 0 mesmo numergneasomesmas mutacoes e
apenas 6 tiveram o numero reduzido. Outros tréemas ndo apresentaram mutacdes
tanto na primeira quanto na segunda sequéncia.dQuamumero médio de mutacdes
associadas ao tratamento no grupo das primeirag€seiqs foi comparado ao numero
médio do grupo das segundas sequéncias, observamsaumento significativo

(médiasse 3,8 = 3,1; médigse~ 4,6 + 3,6;p=0,02).

Dos 16 pacientes que aumentaram o numero de matatOeapresentaram
aumento do numero de mutacfes principais, e nosaidem nimero permaneceu
inalterado. A comparacdo do numero médio de musagimcipais das primeiras
sequéncias com o numero médio das segundas sezpi@dc resultou em diferencas
estatisticas significativas, indicando que se naové aumento, tampouco ocorreu
reducdo, mesmo com a troca do esquema terapéintoe oS seis pacientes com
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reducdo no numero total de mutac¢des, quatro pecaem™® com 0 mesmo numero de

mutacdes principais.

Na tabela 5.7., observa-se que cinco pacientespijéasentavam o par de
mutacdes D30N/N88D na primeira sequéncia, quatsoqdais tratados com NFV e um
com NFV e IDV. Dos cincos pacientes, quatro mamdiie o par D30ON/N88D na
segunda sequéncia (dois tomando LPV/RTV, um tomaAdy/RTV e um que
permaneceu com NFV). O (nico paciente que ndo mante par de mutacles
interrompeu o tratamento com IP. A mutagdo L90Malgeente selecionada pelo uso
do NFV com mais frequéncia nos subtipos ndo-B de gupar D30N/N88D, esta
presente na primeira sequéncia de 9 pacientegjudos quatro usaram exclusivamente
NFV, dois usaram NFV e outros IP e os demais ndigaram NFV. Apenas em um

dos nove pacientes L90M desapareceu.

Tabela 5.7. MutacOes associadas ao tratamentoueraag terapéuticos dos pacientes
com sequéncias obtidas em dois momentos distintos.

Paciente Origem Ano esquemas terapéuticos Mutagdes n? de n? de
mutagdes mutagles
principais
AC_patl Roménia 2000 IDV 101 20R 241 43T 461 54V 82A 7 3
2001 SQV,NFV 101 20R 241 43T 461 53L 54V 82A 84V 9
AC_pat6 Roménia 2000 IDV,RTV,NFV 62V 821 2 0
2001 ? 20T 62V 82| 3 0
AC_pat7 Roménia 2000 IDV,NFV,sQyV, ? 20R 46L 54V 82A 4 3
2001 ? 20R 46L 54V 82A 4 3
AC_pat8 Roménia 2000 IDV,NFV/sQV 18E 20R 2 0
2001 IDV/RTV, ? 18E 20R 2 0
AC_Pat20 Roménia 2000 IDV 20R 1 0
2001 IDV/RTV 20R 1 0
AC_Pat21  Roménia 2000 IDV 20R 1 0
2001 IDV 20R 1 0
AC_Pat23  Roménia 2000 IDV 20R 82A 2 1
2001 NFV/sQVv 20R 82A 2 0
AC_Pat25 Roménia 2000 IDV 20R 1 0
2001 IDV 20R 48V 82A 3 1
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AC_Pat26

AC_Pat27

AC_Pat31

AC_Pat32

AC_Pat33

CA1317

MB_patBAR

CA4016

12-1607

48-1124

48-1068

48-1027

48-8099

64/2503

105/3045

108/3055

142/784

304/3300

421/2886

Roménia

Roménia

Roménia

Roménia

Roménia

Eua

Franga

Eua

Eua

Arg

Arg

Arg

Reino
unido

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

2000
2001

2000
2001

2000
2001

2000
2001

2000
2001

2001
2003

1999
2001

2002
2003

2003
2004

2003
2003

2003
2003

2003

2003

2003

2003

2002
2005

2002

2006

2006

2002
2003

2002
2006

2003

2006

IDV
IDV/RTV

IDV
IDV

IDV
NFv/sQv

IDV
NFV

IDV
NFV

IDV,SQV,IDV/R,LPV/SQV

LPV

RTV,SQV/R,SQV/NFV,SQV/RTV

NFV,APV/RTV, LPV

NFV, nenhum
nenhum

?,TPV/RTV
TPV/RTV

IP desc
TPV/RTV

IP desc

TPV/RTV

IP desc

TPV/RTV

IP desc

TPV/RTV

IDV,NFV
nenhum

NFV
IDV/RTV

IDV,SQV,RTV
nenhum, ATV/RTV

IDV
LPV/RTV

NFV
nenhum,LPV/RTV

NFV,IDV

LPV/RTV

74S
461 54V 55R 74S 82T 84V

19V 20R 62V
19V 20R 62V

20R 62V
20R 62V

101
101

20R
20R

20T 461 71V 74S 90M
20T 35N 461 90M

20R 82A
101 20R 74S 82A

62V 63P
62V 63P

20R 54V 62V 63P 64V 82T
20R 33L/F 54V 62V 63P 64V 82T 84I/V

20R 90M
20R 90M

20R 241 321 33F 461 47V 53L 54V 62V
745 82A 92K

101/V 20R 33L/F 461/M 471/V 53L 54V
62V 63P 74S 82A 89M/L 90M 92K/Q,

20R 241 46L 54V 62V 63P 71V 76V
82A
20R 241 46L 54V 62V 63P 71V 76V
82A

621/V
35N 461 54A 58E 62V

461 63P 71V 73S 84V
461 53F/L 63P 71V 73S 84V

20R 46L 54V 62V 63P 73S/R 82A 90M
20R 54V 62V 63P 82A 90M

20R 30N 62V 63P 88D 891
20R 30N 62V 63P 88D

20T 30N 43T 54V 63P 64V 74S 88D
89190M

20T 30N 43T 461/M 54V 63P 64V 74S
82A 88D 891 90M

12

14

10

12
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532/2720 Brasil 2003 NFV 30D/N 71T/A 88D 3

2006 ?, nenhum * 0
561/3003 Brasil 2003 NFV,nenhum,LPV/RTV * 0
20R 32V/I 43K/T 461 47V 54V 58E/Q
2006 LPV/RTV 63P 82A 9
574/1210 Brasil 2003 ?,RTV 101 20R 241 46L 54V 74S 82A 7
101 20R 241 33F 46L 501/V 54V 74P/S
2004 nenhum, LPV/RTV 82A 9
580/2759 Brasil 2003 NFV 20R/T 54V 58E/Q 74T/S 90M 5
2006 LPV/RTV 20R 46L 54V 58E 62V 74T/S 90M 7
608/1698 Brasil 2003 NFV 20R 54V 621/V 83D 891 90M 6
2005 LPV/RTV 20R 461/M 54V 82A 83D 891 92K/Q 7
1057/3393  Brasil 2004 RTV,LPV/RTV 101/V 20R 54V 82A
2007 nenhum 101/V 20K/R 541/V 63P/L 76V/L 82A 6
IDV,SQV/RTV,NFV ou APV,
1124/3021 Brasil 2003 LPV/RTV 101 20R 43T 46L 48V 54V 82A 90M 8
101/V 20R 43T 46L 48V 54V 621/V 74S
2006 LPV/RTV 825 90M 10
1726/3399 Brasil 2005 NFV 20K/R 30N 361/M 88D
2007 ATV/RTV 20R 30N 88D 3
1786/3186 Brasil 2005 NFV,nenhum,LPV/RTV,nenhum * 0
2006 NFV * 0
1797/3010 Brasil 2005 NFV,LPV/RTV 20T 46L 621/V 71A/T 90M 5
2006 LPV/RTV 20T 46L 90M 3
1802/1951 Brasil 2005 NFV 20R 30N 55R 62V 63P 74P 88D 7
2005 NFV 20R 30N 55R 62V 63P 74P 88D 7

Em amarelo, pacientes em que o nimero de mutagéenéou da 12 para a 22 sequéncia.
Em cinza, pacientes em que o0 nimero de mutacdesuiinta 12 para a 22 sequéncia.



CAPITULO 6. DISCUSSAO

6.1. 12 ETAPA: PERFIL DA PROTEASE DE HIV-1 SUBTIPO F DE
RECOMBINANTES BF

O presente trabalho analisou a prevaléncia e asteaisticas dos recombinantes
BF na regido pol entre 500 sequéncias previamentatipadas como F ou
recombinantes BF, e também verificou possiveigeliigas entre a protease encontrada
no subtipo F e a protease encontrada nos recontb@k. Os resultados mostram
uma frequéncia elevada de recombinantes BF naor@gié e, entre os recombinantes,

uma elevada frequéncia da protease F.

O subtipo F é o segundo em prevaléncia na regidesse do Brasil e o terceiro
na regido sul. Nestas localidades, os subtipos 8,d-cocirculam, o que favorece o
aparecimento de formas recombinantes. Alguns esteskimam o inicio das epidemias
pelos subtipos B e F, em 1971 e 1981, respectivien(®&ello et al, 2006; Leal et al,
2008). Os subtipos B, F e C, juntamente aos recuanbés BF, BC e, mais
recentemente, FC tem circulado entre os mesmo®gp risco, mas com diferentes
prevaléncias através das diversas regides geaagafitstas diferencas poderiam ser
explicadas por efeitos fundadores locais ou atraeédiferentes entradas de cada um
dos subtipos no pais. A partir da analise da tgpalde arvores filogenéticas geradas de
sequéncias F e B brasileiras da regido V3 do gemeBRello e colaboradores (2006)
sugerem que a epidemia de cada subtipo foi o askulkia introducédo inicial de um
pequeno numero de cepas virais geneticamente mrétamas. Isto estd em acordo
com a prevaléncia relativamente baixa do subtipo Fedor do mundo, o que dificulta
um numero elevado de entradas desse subtipo. loe¢legoradores (2008) sugerem que

0s recombinantes BF apareceram quase simultaneaéntroducdo do subtipo F. De
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acordo com os autores, a rapida e completa ass#uvildo subtipo F resultou na

emergéncia de recombinantes BF com por¢des vasiéleefragmentos B e F ao longo

do genoma. Além disso, o complexo espectro de URHsria ser o resultado de novas
recombinacdes e a completa assimilacdo do subtpadE ter reduzido as chances de
este subtipo estabelecer uma epidemia. Outra cigenfeita pelos autores foi e de que
0S recombinantes BF apresentaram maior taxa deires®o e maior capacidade de
gerar novas infec¢des do que o subtipo F puroeosqgere que a forma recombinante

temfitnessmais elevado.

As analises realizadas no presente trabalho foeatritas a regido pol. Algumas
das sequéncias confirmadas como subtipo F e assiads ao longo do estudo podem
de fato ser recombinantes BF. Um trabalho realizedArgentina, onde duas epidemias
estdo em curso (subtipo B e recombinantes BF), rmosjue, ao serem analisados
genomas completos, quase todas as amostras suastipatho F eram recombinantes
BF com grande diversidade de estruturas em mogaivomson et al, 2002). Outro
estudo, realizado com amostrar brasileiras, tamb@ostra muitas sequéncias
subtipadas como F que foram reclassificadas coomneinantes BF quando foi feito o
sequenciamento quase completo do genoma (Sanabahi 2006). A Unica forma,
portanto, de se obter a real classificacdo dasésetms analisadas aqui seria a
realizagcdo de sequencimentos de genoma completgquase completo, o que é

praticamente inviavel.

A presenca de uma alta frequéncia de proteasetré es recombinantes
corrobora algumas andlises realizadas anteriornoemteamostras brasileiras. Sanabani
e colaboradores (2006) estudaram o genoma comgideti! sequéncias da cidade de
Santos, uma das mais importantes no estado de 8dlo Para a epidemia de

HIV/AIDS e observaram que, das oito sequénciasitoatlas como recombinantes BF,
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cinco tinham protease F. Outro estudo analisou neeguéncias completas de
recombinantes BF e mostraram que, apesar da digdesigenética das estruturas em
mosaico observadas entre as amostras, todas cdhgyam duas posicoes de quebra
(breakpoint$ correspondendo a regido do gene gag e parte ldoopwpreendendo a

protease e parte da transcriptase reversa. Toalaeggfio gag-pol foi classificada como
F em todas as nove amostras (Sa-Filho et al, 20@6)quatro CRFs descritas no Brasil
(Sa-Filho et al, 2006; Guimaraes et al, 2008), apean CRF39 BF (Rio de Janeiro)

apresenta protease B.

A combinacao de linhagens evolutivas diferenteavérecida porque permite a
combinacdo de propriedades adquiridas independentende uma forma rapida. E
possivel que os recombinantes aparecam como fodm@anantes na quasiespecies
porque alguns deles combinam caracteristicas fee@rgpresentes em suas linhagens
parentais, tornando-se melhor adaptados que osisl@m@ponentes da populacao.
Dessa maneira, é razoavel se supor que a presanpeotkase do subtipo F esteja
conferindo alguma vantagem quando a combinacédoe@ntre os subtipos B e F.
Apesar da presenca de uma protease B na CRF12eBEritd na Argentina, Varios
estudos vem mostrando que amostras argentinas ebon npenos dois tercos da
protease classificada como F, de uma forma sentellaanque se observa em amostras

brasileiras, é bastante comum (Thomson et al, 200&rleri et al, 2004).

A elevada prevaléncia de protease F e, tambéntpaléaque os recombinantes
BF podem apresentar melhiitnessque o subtipo F puro, como sugerido por alguns
autores (Leal et al, 2008), levantou a possibikddd que a protease F presente nos
recombinantes pudesse ter caracteristicas propgas, seriam responsaveis por
conduzir um processo evolutivo diferente do apresknpela protease do subtipo puro.

A aplicacdo do MODELTEST com o grupo de sequén&ias com o grupo de
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sequéncias Bfrr para obter os melhor modelo evolutivo em cada, @astfirmou essa

hipétese. Enquanto para o grupo de sequéncias Fodelon de melhor ajuste foi

TVM+I+G, para o grupo Bfrr foi TPM 1uf+1+G. Outra evidéncia para essa hipétes
foram as diferencas significativas observadas nid ge mutacées de ambos os grupos.
Uma provavel explicacdo para essas diferencas ipodstar na necessidade de uma
melhor conformacao espacial da protease em rekqficeus sitios de clivagem. Num
genoma hibrido h4 a probabilidade de pontos demeitmcdo em diferentes regides,

incluindo as poliproteinas GAG e POL, importantdsstratos da protease.

6.2. 22 ETAPA: COVARIACAO DAS MUTACOES NA PROTEASE F,
DETERMINACAO DOS AGRUPAMENTOS ESPECIFICOS (CLUSTERS)
PARA ESTE SUBTIPO DE HIV-1, ASSOCIACAO COM O USO DE IPs
ESPECIFICOS E ANALISE TEMPORAL DAS MUTAGCOES ASSOCIA DAS AO
TRATAMENTO

Nesta etapa, foi analisado o perfil da proteasesulatipo F em relacdo as
mutacdes selecionadas pelo tratamento, presengaiderfismos entre essas mutacdes
e covariacdo das mutacbes associadas ao tratanmfrdbou-se ainda a possivel
associacao entre a presenca de mutacdes consgleaadsa no subtipo B, e 0 uso de
inibidores de protease, bem como agrupamentos deces e sua associacado com o
uso de determinados IPs. Por ultimo, foi feita engaracdo entre duas sequéncias de
protease F obtidas em momentos distintos para @8rgas, o que possibilitou avaliar a
selecdo de novas mutacoes, a possivel reversaaitdedes principais e secundarias e

quais mutacdes permanecem apos a troca ou troesxjdema terapéutico.

Analise do perfil de mutacdes da protease F, polimorfismogiovariacao e

associacdo com o uso de IPsA comparacdo das frequéncias de mutacdes de

94



individuos néo tratados e tratados com I[P mostrauntutagbes positivamente
associadas ao tratamento, todas em posi¢coes peiardescritas (Wu et al, 2003;
Kantor et al, 2005; Rhee et al, 2005; Svicher g2@05). Algumas delas, no entanto,
sao consideradas bastante raras no subtipo B: \ABGE, G17E, K43T, K55R,
T74P/S, N83D, 185V, Q92K e T96S (Shafer e Scha)8). As mutacbes K43T,
K55R e T74S aparecem com frequéncias elevadas uqmo grF (6%, 9% e 14%,

respectivamente), enquanto T74P, N83D, 185V, Q92R&S foram pouco frequentes.

K43T forma um subgrupo dentro do cluster 1 e apane@nte esta associada ao
uso de RTV, SQV e IDV. K55R compde um subgrupo eomutacao principal M46L
também dentro do cluster 1, mas com chances deias&0 ao uso de um outro grupo
de IP: LPV, APV e ATV. A mutacdo T74S foi citadanmuestudo recente como
responsavel, juntamente com A71T, pela estabilzagémutacdo M89I, no subtipo G
(Gonzales et al, 2008). M89I, por sua vez, em c¢dnjeom a L90M, pode aumentar a
resisténcia aos IP no subtipo G, quando comparazi@ da L90M isolada. Este foi
considerado um novo perfil mutacional para res@#éas drogas neste subtipo ndo B
(Abecasis et al, 2005). No presente trabalho, easse que T74S clusteriza com M89I
e A71T para um nivel de similaridade entre 0,55,0um pouco abaixo do que foi
considerado para a montagem dos agrupamentos,ddéndividualmente clusterizar
com NFV, assim como a mutacdo M89I. O par de me®d&4S e L90OM esta entre
aqueles com valor de Jaccard positivo para o subtig com maiores chances de que a
mutacdo T74S apareca antes da L90OM. As trés mwakdaT, T74S e M89I séo
polimorfismos naturais com frequéncias 0,6%, 4% 984 respectivamente, entre 0s

nao tratados.

Sobre a mutagédo T96S, € importante ressaltar qubdrtes de sua presenca ser

resultado de efeito fundador e ndo de fato umagéatassociada ao tratamento. Todos
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0S pacientes que continham essa mutacdo eram Epiesde uma mesma regiao
geografica. Para distinguir mutagfes se desenvidvem varios individuos daquelas
gue se desenvolvem em um pequeno numero de vitdadares, é necessario que seja
feita a reconstrucdo de sequéncias ancestrais danrgade uma arvore filogenética
para todas as sequéncias. O numero de vezes gaencadcdo esta prevista para se
desenvolver é contado e muta¢gBes para as quass fuindadores teriam contribuido
para>50% das ocorréncias ndo seriam consideradas atae@a tratamento (Rhee et

al, 2005).

Diferentes trabalhos tém mostrado que os subti@msBnpodem acumular a
maioria das mutacdes de resisténcia encontradsisixipo B tanto na protease como na
transcriptase reversa (Kantor et al, 2005; Sa-Féhal, 2008). Contudo, além das
mutacOes raras no subtipo B que podem aparecerfEmuéncias mais altas nos
subtipos ndo-B, novas muta¢fes subtipo-especHiEszciadas ao tratamento podem ser
encontradas. Esse pode ser o caso das mutacdes IQP8Ee D35N. A posicdo 19 ja
havia sido citada por Kantor e colaboradores (2@0%)0 possivelmente associada ao
tratamento no subtipo F. No presente trabalho, agho L19V alcangou significancia
estatistica para associagdo com o tratamento saragde ndo participar de nenhuma
combinacdo ou cluster particular de mutacdes, epasssociada a varios IPs (LPV,

APV, SQV, RTV, IDV).

Das 51 mutacdes associadas ao tratamento, 13 $&wnhicas (101, 113V,
K14R, V15I, L19V, K20R, N37D, 162V, L63P, A71T, T74S, M89l, Q92K) e entre esses
polimorfismos, nove sdo associados a resisténaia @u mais IPsL{0l, 113V, K20R,
162V, L63P, A71T, T74S, M89l e Q92K). E importante ressaltar que todo o estudo
desenvolvido aqui teve como foco as mutacdes aaiXi estatisticamente ao
tratamento. Contudo, ha varias mutacfes assocedesisténcia que ndo alcancaram
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significancia estatistica para associacéo ao tettrprovavelmente porque ja estavam
com uma frequéncia elevada entre os nao tratadeg éncia essa que foi mantida
elevada nos tratados. E o caso das mutages L1POMMKDGOE, V771, e 193L, todas
polimorficas (frequéncias 0,5% entre ndo tratados). Se, por um lado a maitws
estudosn vitro e in vivo sugerem que os IPs séo tdo ativos contra os sahtifo-B
guanto séo contra o B (Parkin et al, 2004; Gee¢ttil, 2006), alguns estudos mostram
gue a susceptibilidade aos IP Inaselinepara os subtipos ndo-B pode ser diferente,
justamente pela presenca natural de codons asssa@aadlgum grau de resisténcia aos

IPs (Abecasis et al, 2006; Holguin e Soriano, 2002,

Salvo a mutacdo G17E, associada ao tratamenton&waassociada a qualquer
outra mutagéo ou IP, as demais mutagfes assoecadegamento ndo polimorficas sao
particularmente importantes, pois devido a suaifsima prevaléncia entre 0s nao
tratados (<0,5%), podem ser importantes marcadesgsecificos de resisténcia
transmitida. Sao elas: Q18E, K20T, L24l, D30N, V3RB3F, D35N, I36L, K43T,
M46l, 1471, G48V, I50V/L, F53L, I154V/A, K55R, Q588B64V, A71V, G73S, T74P,

L76V, V82A/I/IF/SIT, N83D, 184V, N88D, N88S, LOOM@92K.

A aplicagao do coeficiente de similaridade de Jacpara duplas de mutagdes
associadas ao tratamento permitiu verificar osgpeomen maiores chances de covariagao
no subtipo F. Alguns estudos realizados com o gol8 utilizaram o coeficiente de
correlacdo binomigbhi ou amutual informationpara andlises de covariagdo (Wu et al,
2003; Hoffman et al, 2003). Segundo Rhee e colalooes (2007), o coeficiengghi
tem elevada sensibilidade a pares raros de mutagigganto anutual informationé
totalmente insensivel a esses mesmos pares. @ieaddide Jaccard utiliza somente as

sequéncias em que pelo menos uma das mutacdes éstpdado esta presente, ndo
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sendo, portanto, influenciado pelo total de segaénem que nenhuma das mutacoes

esta presente.

Entre os 51 pares de mutagbes com coeficiente amarda> 0,2, 23 pares
envolvem uma mutacdo principal e uma acessoria.c&sulos de probabilidade
condicional mostram que, em 13 deles, a mutacawipdal tem maiores chances de
ocorrer primeiro, enquanto em 10, a chance da @dasscorrer primeiro € maior. A
diferenca ndo é estatisticamente significativarabmrando resultados obtidos com a
protease do subtipo B. Estudos recentes observgremha um processo complexo
envolvendo a ordem em que mutagcdes principais €sa@gas aparecem na protease B
durante a terapia e que a designagcdo de mutag@mpati como primaria e acessoria
como secundaria frequentemente refere-se somestesews papéis em relacdo a

resisténcia e ndo a ordem em que aparecem (Rhee2607).

Ha sete pares de mutacdes fortemente correlacisnamcubtipo FX> 0,4),

entre eles, D30ON/N88D e 154V/V82A, ambos compopmsduas mutacdes principais e
com o0s mais altos valores de(0,60 e 0,57, respectivamente). Comparando-se 0s
valores do coeficiente de Jaccard da protease Fosoralores da protease B obtidos de
literatura (Rhee et al, 2007), observamos que easemos pares tém os valores mais
altos também para o subtipo B (0,59 e 0,51). Pangaio D30ON/N88D, Rhee e
colaboradores (2007) sugerem que a mutacdo N88izextd a D30ON no processo de
selecdo, uma vez que P(D30N|N88D) > P(N88D|D30Ny. dados do subtipo F
mostram valores iguais para P(D30N|N88D) e P(N88DND, indicando que n&o deve

haver preferéncia pela selecao primeiro de umaautta.

Entre os 38 pacientes com duas sequéncias dispmfti¥eapresentaram a
mutacdo 154V ou a V82A ou ambas. Desses 17, 7 (d44pt¢sentaram as duas

mutacbes em ambas as sequéncias e nenhum pagesgerdou uma delas na primeira
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sequéncia e ambas na segunda. O calculo das fdidhadbs condicionais resultou em
valores muito proximos para P(I54V|V82A) e P(V8Z4N), 0,75 e 0,70,
respectivamente. Esse resultado somado a elevadanga de pacientes com as duas
mutacdes em ambas as sequéncias e a ausénciaiglggzacom apenas uma delas na
primeira sequéncia e ambas na segunda sugere gsebtipo F talvez ndo haja um
sentido preferencial para o aparecimento destedpamutagcbes. No subtipo B, a

tendéncia é do aparecimento da mutagédo V82A prinfBinee et al, 2007).

Outros dois pares fortemente correlacionados nagse F também tém valores
de J elevados no subtipo B (L10l/154V e L10I1/V82A). Qmres K20R/I54V e
K20R/V82A, ambos cond > 0,4 no subtipo F, apresentam valores bem maiobaiz
subtipo B (0,20 e 0,17, respectivamente). L10I ®K2&0 polimorfismos comuns no
subtipo F enquanto V82A e 154V sao duas mutacdesipais. Estas quatro mutacoes,
juntamente com L24l, formam um subgrupo de mutag@esclusterizam com varios

IPs (LPV, APV, IDV, SQV e RTV).

Além do par D30N/N88D e do grupo de mutacdes qugdem um cluster com
0 par 154V/V82A, um terceiro grupo de mutagdes érardo a principal L90OM pode
ser observado. No subtipo B, o par mais fortementeclacionado envolvendo essa
mutacéo parece ser L9OM/A719=0,38; Rhee et al, 2007); enquanto no F, apesar do
par L9OM/A71V estar entre os significativod=0,29) esta mutagdo parece mais
fortemente correlacionada com L63P e com a prihcipdVv (J=0,34 e 0,30,

respectivamente).

A andlise dos dados de pacientes com duas segsiéeei@lou uma possivel
tendéncia na protease do subtipo F. Entre os liérjias que apresentaram aumento do
namero total de mutacbes, apenas um demonstrouséevele mutacdo principal

(L9OM), apesar da troca de esquema terapéuticopdaco entre os 13 pacientes que
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mantiveram o numero total de mutacfes inalteradovédnoreversdo de mutacdes

principais. Entre os pacientes em que o numerowagdes reduziu da primeira para a
segunda sequéncia, observou-se reversdo de mutagssPrias, mas ndo de mutacdes
principais. O Unico evento de reversdo de mutagawipal foi observado para um

paciente que, embora aumentasse 0 niumero de maitapde a troca do esquema
terapéutico, deixou de apresentar a mutacdo L9084ed dados sugerem que as
mutacdes principais, uma vez presentes no subtipenBem a permanecer apesar da

troca de esquemas de tratamento.

A maioria dos resultados aqui mostrados e discsitiitizando-se a técnica
HCA também foi obtida de forma muito semelhanta pétnica PCA. Basicamente, 0s
mesmos agrupamentos foram observados, mas mures eem dificuldade de
visualizacao pela quantidade de informacdo nadoepmafico. Optou-se por mostrar
apenas os resultados obtidos pela HCA, pela mandidade para a compreensao.
Contudo, seria interessante um trabalho mais apdafio para a comparagao entre
ambas as metodologias utilizando-se dados de segagpor exemplo, do subtipo B.
Por ser este um subtipo bastante estudado, peestalsor a uma comparacéo de

métodos, 0 que estava além do escopo deste trabalho
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CAPITULO 7. CONCLUSAO

O processo de recombinagdo como fator fundamental apntribui para o
aumento da diversidade viral ja foi ha muito re@mitio e as formas recombinantes de
HIV-1 vem ocupando destaque na pandemia globak Eabalho corrobora alguns
trabalhos anteriores que sugerem que a prevalédoiasubtipo F puro é
significativamente mais baixa que a prevalénciaetmmbinante BF (Sanabani et al,
2006; Sa-Filho et al, 2008). Trouxe também outmdod importantes sobre a epidemia
no Brasil: a presenca preponderante da proteasgd-as recombinantes BF, apesar da
grande diversidade de estruturas em mosaico, ® aéaque esta protease F pode estar
evoluindo de forma diferente da protease encontnadsubtipo F. Analises de genoma
completo poderiam fornecer mais informacgdes sbbeak pointspossiveishot spotse

estruturas em mosaico dos recombinantes BF brasilei

Este estudo também trouxe avancos no conhecimeiiee polimorfismos
naturais, mutagcbes associadas ao tratamento, peufscionais associados ao uso de
IPs e dados temporais sobre as mutagfes asso@adastamento na protease do
subtipo F. A maioria dos estudos anteriores sobsehltipo F baseia-se em pequeno
namero de sequéncias, o que dificulta analises suqorte estatistico. Neste trabalho
foram utilizadas 1265 sequéncias entre ntr e trgue possibilitou resultados

estatisticamente significativos.

Embora a grande maioria das mutagcbes associadastraé@mento e
polimorfismos encontrados também esteja presensubiipo B, caracteristicas tipicas
ou até mesmo exclusivas do subtipo F puderam sertagas. A partir desses dados,
tornam-se possiveis estudos avancados e a utdizé@nodelos como o proposto por

Beerenwinkel e colaboradores (2004), capazes ¢art@s passos para o acumulo de
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mutacdes de resisténcia na protease e na TR. £&é,eados os modelos contemplaram
guase que exclusivamente o subtipo B, em face dpegm® numero de dados

disponiveis sobre os demais subtipos.
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CAPITULO 8. ANEXOS

Anexo A. Sequéncia referéncid.BR.01.01BR125

PQITLWQRPLVTIRVGGQLKEALLDTGADDTVLEDINLPGKWKPKMIGGIGGFIKVKQYDNILIEI
CGHKAIGTVLVGPTPVNIIGRNMLTQIGCTLNF

Anexo B.Numeros de acesso das sequéncias

U19416 AF005494 AF076448 AF076441 AF076439 AF079996 AF079995 AF079989 AF079988
AF079987 AF079986 AF079985 AF125284 AF075703 AF221037 AF204042 AF204041 AF204044
AF204043 AF204045 AF204047 AF204049 AF204040 AF204050 AF204048 AF204052 AF204046
AF204051 AF204039 AF247521 AF247520 AJ249236 AJ249237 AJ286971 AJ286972 AJ286973
AJ286974 AJ286975 AJ286976 AJ286977 AJ287042 AJ249238 AF295283 AF295282 AF295299
AF295281 AF295298 AF377956 AF377958 AF259932 AF357611 AF357640 AF357701 AY032519
AF329582 AF329586 AF329587 AF329589 AF329591 AF329598 AF329601 AF329602 AF328562
AF328563 AF328565 AF328566 AF328570 AF328572 AF328573 AF328575 AF328579 AF328586
AF328587 AF328589 AF328591 AF328593 AF328594 AJ012427 AY010407 AY010408 AY010432
AY145824 AY145825 AY145826 AY145818 AY900823 AF467727 AF425459 AF413832
AY051202 AY051201 AY051200 AY051199 AY173957 AY173958 AY900876 AY900890
AY900896 AYS00939 AY900940 AY900941 AY900945 AYS00947 AF355313 AF332867
AF408627 AF408628 AF408629 AF408630 AF408631 AF408632 AY714439 AY213321 AY213340
AY213449 AY213196 AY213356 AY213227 AY213319 AY213535 AY213215 AY213346
AY213277 AY213527 AY213523 AY213422 AY213549 AY213221 AY213270 AY213326
AF447815 AFA47822 AF447826 AF447853 AF447857 AY204311 AY204321 EF548517 EF549324
AF527190 AF527209 AF527238 AF527244 AF527254 AF527311 AF527317 AF527326 AF527346

AF527352
AY444303
AY444275
AY371158
AY569869
AY569857
AY313305
AY455782
AY626953
AY643135
DQ443624
DQ206646
DQ206654
DQ206662
DQ345500
DQ070591

AF527354
AY444277
AY444276
AY371170
AY569872
AY569888
AY313310
AY471923

AY798073
AY781128

DQ443681
DQ206647
DQ206655
DQ206663
DQ345501
DQ070599

AF527360
AY444296
AY444302
AY359692
AY569900
AY569889
AY313311
DQ177219
AY643181

AF527363
AY444297
AY444280
AY359693
AY569901
AY569830
AY536233
DQ189088
AY643185

AB097866
AY444301
AY444274
AY359694
AY569841
AY313300
AY536234
AY611671
AY643203

AY444279
AY444281
AY444273
AY359698
AY569878
AY313318
AY536235
AY771589
AY643149

AY781129 DQO085871 DQO085875 DQO85876
DQ394167 DQ394169
DQ206648 DQ206649
DQ206656 DQ206657
DQ345494 DQ345495
DQ345502 DQ345503
DQO70590 AM181794
AMO041018 AMO040990 AMO040988 EF368934 EF120076 EF120077 EF120078 EF120079

DQ383747
DQ206650
DQ206658
DQ345496
DQ345504
DQ297242

DQ383753
DQ206651
DQ206659
DQ345497
DQ345505
DQ297266

AY444300
AY444298
AY444291
AY528077
AY569882
AY313322
AY536238
AY771590
AY643172
DQ461844
DQ383754
DQ206652
DQ206660
DQ345498
DQ070592
DQ297200

AY444278
AY444299
AY444290
AY569862
AY569834
AY313304
AY900963
AY248334
AY643161
AM279447
DQ206645
DQ206653
DQ206661
DQ345499
DQO070589
AMO041021
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EF120081 EF120082 EF120083 EF120085 EF120086 EF120089 EF120091 EF120092 EF120093
EF120094 EF120096 EF120100 EF120101 EF120104 EF120106 EF120107 EF120108 EF120109
EF120110 EF120111 EF120113 EF120114 EF120117 EF120118 EF120119 EF120120 EF120121
EF120122 EF120123 EF120127 EF120128 EF120129 EF120130 EF120132 EF120134 EF120137
EF120138 EF120139 EF120140 EF120141 EF120142 EF120143 EF120144 EF120145 EF120146
EF120147 EF120149 EF120151 EF120152 EF120154 EF120156 EF120159 EF120160 EF120161
EF120163 EF120164 EF120166 EF120167 EF120169 EF120170 EF120172 EF120173 EF120174
EF120176 EF120177 EF120178 EF120180 EF120182 EF120188 EF120189 EF120191 EF120192
EF120193 EF120195 EF120196 EF120199 EF120204 EF120205 EF120208 EF120210 EF120211
EF120213 EF120214 EF120216 EF120217 EF120218 EF120220 EF120221 EF120222 EF120224
EF120225 EF120227 EF120228 EF120231 EF120232 EF120233 EF120236 EF120238 EF120240
EF120241 EF120251 EF120252 EF120253 EF120255 EF120256 EF120257 EF120258 EF120260
EF120261 EF120272 EF120275 EF120278 EF120279 EF120280 EF120283 EF120284 EF120285
EF120290 EF120292 EF120293 EF120300 EF120301 EF120303 EF120304 EF120308 EF120309
EF120311 EF120313 EF120321 EF120325 EF120328 EF120340 EF120343 EF120344 EF120348
EF120349 EF120350 EF120352 EF120353 EF120355 DQ899706 DQ899707 DQ899709
EF042629 EF042644 EF042648 EF042650 EF042651 EF042657 EF042665 EF042667 EF042670
EF042671 EF042677 EF042685 EF042688 EF432685 EU312668 EU312690 EU312704 EU312746
EU312756 EU312864 EU312877 EU312884 EU312900 EU312906 EU312918 EU312966
DQ869211 AF251986 AF252092 AF252045 AF221055 AF221052 AF221051 AF221050
AF221049 AF221048 AF221046 AF221045 AF221044 AF221042 AF221041 AF221040 AF221039
AF221035 AF165581 AF165583 AF165584 AF165585 AF369798 AF357747 AY030534 AY031032
AY031100 AY031685 AY032567 AJA01975 AY145817 AY145827 AY145828 AY145819 AY145830

AY900897
AY900888
AY333523
AY333517
AY333491
AY333453

AY145811
AY677410
AY333498
AY333452
AY333461
AY333473

AY145832
AY333463
AY333456
AY333511
AY333488
AY333454

AY900822
AY333504
AY333460
AY333513
AY333501
AY333457

AY047419
AY333484
AY333500
AY333519
AY333465
AY182788

AF493407
AY333471
AY333496
AY333493
AY333507
AY182784

AY900880
AY333526
AY333503
AY333478
AY333520
AY182818

AY900887
AY333459
AY333487
AY333521
AY333509
AY182794

AY182827 AY182829 AY182808 AY798450 EF549325 AY275717 AY275750 AF544464 AY390200
AY390086 AY390088 AY390199 AY313361 AY313342 AY313357 AY313358 AJ577734 AY4A55778

AY455783
AY797454
AY643170
AY643176
AY643169
AY643153
AY643137
DQ877264
DQ877311
DQ877325
DQ877344
DQ877355
DQ877381
DQ877399

AY455780
AY643151
AY643139
AY643134
AY643147
AY643174
AY643138

DQ877265
DQ877312
DQ877327
DQ877345
DQ877356
DQ877385
DQ877401

AY798416
AY441798
AY643146
AY643159
AY643140
AY643141
DQ879128
DQ877267
DQ877313
DQ877332
DQ877346
DQ877358
DQ877392
DQ877407

AY796976
AY441820
AY643162
AY643155
AY643163
AY643177
DQ879110
DQ877269
DQ877316
DQ877333
DQ877347
DQ877361
DQ877393
DQ877409

AY796998
AY643180
AY643156
AY643143
AY643148
AY643179
DQ877258
DQ877270
DQ877320
DQ877334
DQ877349
DQ877368
DQ877394
DQ877410

AY797026
AY643188
AY643166
AY643168
AY643171
AY643167
DQ877259
DQ877274
DQ877321
DQ877335
DQ877351
DQ877370
DQ877395
DQ877411

AY797027
AY441814
AY643175
AY643144
AY643165
AY643145
DQ877261
DQ877275
DQ877322
DQ877341
DQ877353
DQ877378
DQ877397
DQ877417

AY798433
AY441803
AY643158
AY643178
AY643173
AY643142
DQ877262
DQ877414
DQ877323
DQ877342
DQ877354
DQ877379
DQ877398
DQ877418
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DQ877419
DQ877792
DQ878509
DQ878732
DQ877291
DQ877511
DQ877572
DQ877698
DQ879095
DQ358812

DQ877421
DQ877885
DQ878568
DQ878750
DQ877292
DQ877516
DQ877579
DQ877707
DQ358799

DQ877422
DQ877904
DQ878597
DQ878833
DQ877304
DQ877529
DQ877602
DQ877714
DQ358800

DQ877425
DQ877955
DQ878603
DQ878842
DQ877308
DQ877547
DQ877635
DQ877716
DQ358801

DQ877428
DQ878019
DQ878622
DQ878905
DQ877363
DQ877549
DQ877653
DQ877726
DQ358802

DQ877750
DQ878171
DQ878658
DQ877285
DQ877429
DQ877552
DQ877655
DQ877727
DQ358803

DQ899704 DQ899711 EF042646 EF193885 EF193927
EF449996 EF450023

DQ877756
DQ878175
DQ878673
DQ877288
DQ877499
DQ877566
DQ877663
DQ877731
DQ358804

EF193945

DQ877768
DQ878258
DQ878705
DQ877289
DQ877501
DQ877567
DQ877697
DQ877734
DQ358811

EF193966
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CAPITULO 10. APENDICE

Tabela das frequéncias absolutas de mutacOes tges®rs grupos de pacientes nao
tratados e tratados com IP por substituicdo espacifpor posicéao.

posicio F1.BR.01.01BR125 (n'\is?) Tﬁlﬁ" (nzsRss) TOTTRA"
1 P / / / /
2 Q / / / /
3 | / / 1=3 /
4 T / / S=2 /
/ / IIN/P=1 /
5 L / / / /
6 w / / / /
7 Q / / R=1 /
8 R / / P/Q=1 /
9 P / / / /
10 L V=122 183 V=126 312
1=60 / 1=176 /
A=1 / F=8 /
/ / S/y=1 /
11 Vv T=1 1 1=5 6
/ / L=1 /
12 T S=37 164 s=18 99
1=24 / 1=17 /
K=22 / E/K=15 /
N=17 / N=13 /
E=16 / P=7 /
P=12 / A=6 /
A=11 / M=4 /
Q=8 / D/IR/IQ/V=1 /
M=7 / / /
R=4 / / /
DIV=2 / / /
H/L=1 / / /
13 | V=79 82 V=08 101
AIK/L=1 / AILIM=1 /
14 R K=540 554 K=503 529
T=5 / N/Q/T=2 /
N=4 / IIM=1 /
E=3 / / /
1=2 / / /
QISIV=1 / / /
15 Y =134 136 =152 153
G/L=1 / L=1 /
16 G E=98 99 E=58 65
A=1 / A=7 /
17 G / 0 E=18 28
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