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RESUMO

A Integrase participa de uma das etapas fundamentais para a
replicacdo do HIV, a inser¢cdao do DNA retrotranscrito no genoma humano.
Atualmente ja foram licenciados trés inibidores da integrase (INIs) para o uso
de pacientes naive a terapia antirretroviral ou multi-experimentados,
raltegravir (RAL), elvitgeravir (EVG) e dolutegravir (DTG). Embora esses
medicamentos sejam eficientes e bem tolerados, a falha terapéutica pode
estar associada a selecdo de mutacdes em pelo menos quatro vias distintas
(E92Q, Q148H/R/K, N155H e menos frequente a Y143R/H/C) associadas ou
ndo a mutacdes secundarias. Este estudo teve por objetivo avaliar o gene
da integrase em pacientes vivendo com HIV/AIDS. Foram incluidas 265
amostras de pacientes com perfis diferentes de exposicdes a terapia
antirretroviral (TARV): naive de TARV (n=34), naive para INIs (n=59), em
terapia com TARV+RAL com carga viral suprimida (n=35) e em terapia com
TARV+RAL com falha virolégica (n=137). As amostras dos pacientes com
exposicdo a INIs foram coletadas no periodo entre julho de 2009 e maio de
2015. Sequéncias genéticas foram submetidas a websites e ferramentas de
bioinforméatica para a analise de resisténcia aos antirretrovirais e
determinacao de subtipos virais. Nenhuma mutacg&o principal foi observada
em amostras de pacientes naive para INIs, porém alguns polimorfismos
observados parecem estar associados a certos subtipos do HIV-1. Entre os
pacientes expostos as TARV+RAL, a maioria tinham poucos antirretrovirais
ativos compondo a terapia. A adesao e a viremia nas semanas 12-24 apos a
TARV+RAL (p<0,01) apresentaram associacdo a supressao viral. Mutacdes
principais para o INIs foram observadas em 62% dos pacientes em uso de
TARV+RAL. Em um paciente houve a sele¢cdo da mutacdo F121Y, com
evolucdo subsequente para Y143R. Entre os pacientes com falha virologica
ao TARV+RAL, 35% apresentaram resisténcia intermediaria ou alta ao DTG,
com associacdo das mutacdes G140S/A e E138A/K (p<0,001). Quando
comparados os anos do estudo houve: (i) aumento do tempo de exposi¢céo
ao TARV+RAL (p=0,001); (ii) declinio da resisténcia para DTG (p=0,05); e



(iii) declinio do tempo em falha virolégica a TARV+RAL (p=0,039). Neste
estudo foi observado uma alta proporcdo de resisténcia aos INIs em
pacientes falhando a TARV+RAL, inclusive para os de segunda geragéo. Os
resultados reforcam a importancia do monitoramento da TARV+RAL para
minimizar o tempo em falha virologica e o acumulo de mutac¢des associadas

a resisténcia aos INIs.

Palavras chave: HIV, terapia antirretroviral, resisténcia, Integrase.



ABSTRACT

The integrase part of one of the key steps for HIV replication, insertion
of DNA retrotranscribed in the human genome. Currently they were already
licensed three integrase inhibitors (INIs) for the use of antiretroviral therapy
naive patients or multi-experienced, raltegravir, elvitegravir and dolutegravir.
Although these drugs are effective and well tolerated, therapy failure may be
associated with selection of mutations in at least four distinct pathways
(E92Q, Q148H/R/K N155H and less frequent Y143R/ F/C) or not associated
with secondary mutations. This study aims to evaluate the integrase gene in
patients living with HIV/Aids. We included 265 samples from patients with
different profiles of exposure to antiretroviral therapy (ART): naive to
antiretroviral therapy (n=34), naive to INIS (n=59), in therapy with TARV+
RAL with suppressed viral load (n=35) and therapy with TARV+RAL with
virologic failure (n=137). Samples from patients exposed to INIs were
collected between July 2009 and May 2015. Also in order to evaluate
transmitted resistance and natural polymorphisms in the integrase gene, 93
samples from patients without exposure to INIs were included. Gene
sequences were submitted to websites and bioinformatics tools for the
analysis of resistance to antiretroviral drugs and determination of viral
subtypes. No major mutation was observed in samples from INIs naive
patients, however, some polymorphisms were observed to be associated
with specific subtypes of HIV. Most patients had few active antiretroviral
composing TARV+RAL. Adherence and detectable viremia at 12-24 weeks
after TARV+RAL (p<0.01) was associated with viral suppression. Major
mutations to the INIs were observed in 62% of patients after TARV+RAL. In
one case the selection of the F121Y mutation was observed, with
subsequent evolution to Y143R. Among patients with virologic failure to
TARV+RAL, 35% had intermediate or high resistance to dolutegravir with
association of the presence of mutations G140S/A and E138A/K (p<0.001).

When the years of the study were compared we found: (i) an increasing time



of exposure to TARV+RAL (p=0.001); (ii) decline in resistance to dolutegravir
(p=0.05); and (iii) decline in time to virological failure TARV+RAL (p=0.039).
In this study, we observed a high proportion of resistance to INIs in patients
failing TARV+RAL, including the second generation. The results describes
the resistance to this new antiretroviral class in Brazil, documents new
mutational patterns and predictors of resistance emergence and reinforces
the importance Raltegravir salvage therapy monitoring to minimize the time in
virological failure and subsequente accumulation of mutations associated

with resistance to INIs.

Keywords: HIV, antiretroviral therapy, resistance, Integrase.
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1. INTRODUCAO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV do inglés Human
Immunodeficiency Virus), desde a confirmacdo dos primeiros casos de aids
em 1981, se expandiu de maneira importante, sendo responsavel pela

pandemia observada atualmente.

A infeccao pelo HIV pode ocorrer por transmissao sexual, via parental

(transfus@o sanguinea e usuario de drogas injetaveis) e transmissao vertical.

O curso da infeccao pode ser dividido em trés fases: fase aguda, fase
assintomatica ou laténcia clinica e fase sintomatica, onde ha o
desenvolvimento da aids. A evolucdo da doenca € marcada pela diminuicao
de células TCD4* e 0 aumento da carga viral plasmatica.

Com a introducéo da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART do
inglés Highly Active Anti-Retroviral Therapy) em 1996, caracterizada pela
combinacdo de antirretrovirais, e uma melhor estruturacdo dos servicos de
saude, houve uma queda acentuada na taxa de morbidade e um aumento

na sobrevida de individuos infectados.

Infelizmente o sucesso da terapia antirretroviral (TARV) néo é alcancado
por todos os pacientes devido, entre outros fatores, a baixa aderéncia e
efeitos colaterais. Além disso, a combinacdo de multiplos antirretrovirais, a
necessidade de uso continuo e a alta diversidade do HIV pode levar a uma
selecdo de cepas virais resistentes, o que diminui ou anula a acdo desses
medicamentos. Entretanto, para o sucesso da terapia de resgate, o ideal € a
combinacdo de dois ou trés antirretrovirais ativos. Assim, a busca de
farmacos com uma maior barreira genética para alvos ja conhecidos, como
também a de novos alvos terapéuticos é de extrema importancia para o

resgate de pacientes resistentes a multiplos antirretrovirais.

Neste contexto, um alvo que tem se mostrado bastante promissor € a
integrase. A integrase participa de uma etapa fundamental na replicagéo

viral do HIV, inserindo o DNA viral (cDNA) na célula hospedeira.
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Medicamentos que atuam na integrase tém sido extensivamente
estudados nos ultimos anos, e na ultima década vém demonstrando
resultados importantes. Atualmente, trés inibidores de integrase foram
aprovados para 0 uso em pacientes naive e experimentados a multiplos
antirretrovirais: raltegravir, elvitegravir (uma combinacdo em dose Unica) e
dolutegravir. Estudos sobre o perfil de mutacdes associados aos inibidores
de integrase podem ser de grande utilidade para subsidiar a conduta clinica
nos casos de falha terapéutica.

17



1.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana - HIV

O HIV é classificado como um virus pertencente a familia Retroviridae
e a subfamilia Lentiviridae. Retrovirus sédo virus com envoltorio constituido
por uma bicamada fosfolipidica que circunda um capsideo viral que contém
em seu interior duas fitas simples de RNA (Acido Ribonucléico) de
orientacdo positiva, e que necessitam da enzima DNA-polimerase RNA-
dependente (ou transcriptase reversa) para sua replicacdo. Os lentivirus
produzem infec¢des lentas, progressivas e fatais, causando disturbios
neuroldgicos e imunossupressao (Levinson & Jawetz, 2005).

Este virus apresenta forma esférica, com didmetro aproximado de 110
nandmetros. Em sua superficie, encontra-se o envoltorio viral constituido por
uma membrana fosfolipidica dupla, derivada da membrana celular do
hospedeiro, e por 72 espiculas. Cada espicula é formada por duas
glicoproteinas conhecidas como glicoproteina de superficie (SU ou gp120) e
glicoproteina transmembrana (TM ou gp 41) (McCune et al., 1988), produtos
da clivagem de uma glicoproteina precursora de 160kDa (kilodaltons).
(Figura 1)

A matriz proteica (pl17) esta localizada logo abaixo do envoltério viral,
protegendo o capsideo viral, e é considerada vital para a integridade do
virus. A proteina p24 forma o nucleocapsidio viral, que esta organizado de
forma cbnica e contém em seu interior duas coépias idénticas de RNA
gendmico (acido ribonucleico) de fita simples e as enzimas que irdo atuar na
replicacéo viral denominadas transcriptase reversa (RT), RNAse-H, protease

e integrase (Gelderblom et al., 1989).

18
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Figura 1: Estrutura esquematica do HIV em corte transversal. O HIV é esférico medindo cerca de
110nm, circundado por uma bicamada lipidica. As espiculas do envoltério sdo as glicoproteinas de
superficie (SU) e transmembrana (TM). A matriz proteica (p 17) esta localizada abaixo do envoltério
viral, protegendo o capisideo viral (CA). O nucleocapsideo viral esta organizado de forma conica e
contém duas copias de RNA de fita simples, além das enzimas que vao atuar na replicagdo viral.
Fonte: Adaptado de: Microbiology and Immunology on line — University of South Carolina — School of

Medicine. Virology — Chapter 7 — Part 9 — Human Immunodeficiency Virus and AIDS.

O genoma do HIV compartilha uma estrutura basica encontrada em
todos os Retrovirus conhecidos; mede cerca de 9,8Kb (kilobases) e contém
nove genes que ficam entre duas sequéncias denominadas Long Terminal
Repeat (LTR) que regulam a integracdo do HIV-1 com o hospedeiro, a
transcricdo e a poliadenilagdo da extremidade 3' dos RNA mensageiros
(RNAm), atuando como iniciadoras da replicacdo viral (Levinson & Jawetz,
2005). (Figura 2)

Os genes podem ser classificados em estruturais, regulatérios e
acessorios. O gag, o pol e 0 env sdo genes estruturais que codificam
proteinas da estrutura viral e as enzimas ligadas a replicacao viral. O gene

Gag codifica proteinas para formar a matriz proteica (MA ou pl7), o
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capsideo viral (CA ou p24) e proteinas nucleares (NC ou p7 e p9). O gene
pol codifica as enzimas virais que atuam diretamente na replicagdo viral
denominadas protease, transcriptase reversa, RNAse-H e integrase.
Finalmente, o env é responsavel pela codificacdo das glicoproteinas de
superficie (SU ou gp120) e a transmembrana (TM ou gp 41) (Muesing et al.,
1985; Di Marzo et al., 1985), envolvidas no reconhecimento da célula alvo.
Entre os genes regulatorios estéo o tat e o rev que regulam a expressao dos
genes estruturais, interferindo diretamente no ciclo de vida do HIV-1. Os
genes nef, vif, vpr e vpu (HIV-1) / vpx (HIV-2) sdo acessorios e participam da
montagem e liberacdo do virus do interior da célula do hospedeiro e
interferem diretamente no grau de infectividade do virus durante a sua
replicagéo (Ou et al., 1995; Peterlin et al., 1995).

51TR 3LTR

U3 [R|U5 U3 [R|U5

vpu env

gag vif D

‘- —

tat

P Bil—B B

pol vpr nef

Figura 2: Organizacdo gendmica do HIV-1, com os seus trés quadros de leitura. O genoma do HIV
tem cerca de 9,8KB contendo nove genes que estdo entre duas sequéncias Long Terminal Repet
(LTR) (McBurney & Ross, 2008).

No homem foram isolados dois tipos do HIV, o HIV-1 e o HIV-2
(Clavel et al., 1986). O HIV-2 tem, basicamente, a mesma organizacao
gendbmica do HIV-1, porém no genoma do HIV-2, encontramos o0 vpx que
substitui o0 vpu, do HIV-1 e que produz a proteina p15 que auxilia na infec¢ao

de novas células (Levinson & Jawetz, 2005).
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O HIV-1 apresenta maior variabilidade genética, estando disseminado
por todo o mundo, sendo considerado mais virulento do que o HIV-2. O HIV-
1 esta distribuido em trés grupos distintos “M” (Major), “N” (New ou Non M -
Non O) e “O” (Outlier) e mais recentemente o “P” (Plantier et. al., 2009). O
“M” é o grupo principal, responsavel pela epidemia da aids, e esta dividido
em subtipos (variando de A - K) e formas recombinantes circulantes (Myers
et al., 1992; Janssens et al.,, 1994; Louwagie et al., 1995; Triques et al.,
1999).

Durante a infeccdo, o HIV tem como alvo principal os linfécitos T
auxiliares, positivos para os receptores de membrana conhecidos como
TCD4*, causando a destruicdo desses linfécitos e resultando em perda da
imunidade mediada por células, além de favorecer o desenvolvimento de

infecgdes oportunistas (Levinson & Jawetz, 2005).

O ciclo replicativo do HIV se inicia com a ligacdo da particula viral
através da gp120 a receptores TCD4* especificos, encontrados na superficie
da célula alvo (Klatzmann et al., 1984; McDougal et al., 1985). A gp 120
interage com uma outra proteina receptora de p-quimiocina CCR5 ou com o
receptor de a-quimiocina CXCR4 da superficie celular para promover a
entrada do virus na célula hospedeira (Stein et al., 1987). A gp 41 promove a
fusdo do envoltério viral a membrana da célula hospedeira. Os virus que
possuem tropismo por receptores CCR5 sdo denominados virus R5 e nao
sdo indutores de sincicios, jA aqueles que tém tropismos por receptores
CXCR4 sdo chamados virus X4 e estes sdo geralmente indutores de
sincicios (Poveda et al., 2006). O sincicio € um aglomerado de células que

se fundem umas as outras, compartilhando o mesmo citoplasma.

O material genético do virus é introduzido no citoplasma da célula,
iniciando o processo de transcricdo reversa mediado pela enzima
transcriptase reversa (RT) que a partir da fita molde de RNA viral, transcreve
o DNA complementar (cDNA) para posterior formacao de uma fita dupla de
DNA. ApOs a transcricdo, a fita molde de RNA é degradada pela RNAse-H
(Varmus & Swanstrom, 1985; Panganiban & Fiore, 1988). A integrase €
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responsavel pela integracdo do cDNA ao genoma da célula hospedeira. Esta
integracao é essencial para que o0 virus continue seu processo replicativo. As
proteinas virais e o RNA genbmico sdo produzidos a partir deste DNA
integrado ao genoma da célula hospedeira, entre essas sdo formadas
poliproteinas que sofrem a acdo da protease. A clivagem resultante da acao
da protease ocorre quando o virion imaturo brota da membrana celular e é
envolvido pela bicamada fosfolipidica. Esse processo resulta em um virion
maduro e infeccioso (Figura 3).

New viral
paricles

Infected cell

budding from cell

DNA copy
of HIV RNA

DNA integrates
into host genome

Figura 3: Etapas da replicacdo do HIV mostrando as enzimas envolvidas durante este processo
(Weiss, 2001).
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1.2 Terapia Antirretroviral

O primeiro antirretroviral aprovado para o tratamento de pacientes
infectados pelo HIV foi a Zidovudina (AZT) no final da década de 80. O AZT
j& havia sido sintetizado para ser usado contra o cancer. A principio, o AZT
era administrado em monoterapia em doses elevadas (1500mg/dia), o que
frequentemente acarretava efeitos colaterais, porém o uso desta droga
diminuia a mortalidade e a frequéncia de infeccBes oportunistas em
individuos com HIV (Fischl et al., 1987).

O Brasil se tornou, desde 1996 quando foi publicada a Lei 9.313, o
primeiro pais em desenvolvimento a oferecer gratuitamente a terapia
antirretroviral. O Ministério da Saude trabalha para garantir o acesso ao
tratamento antirretroviral a todas as pessoas infectadas com o HIV e que
tenham indicagcbes de recebé-lo, conforme as recomendacfes vigentes no
pais (Ministério da Saude, 2008). Com esta iniciativa, 0 pais tem diminuido
significativamente a ocorréncia de infeccbfes oportunistas e O6bitos

decorrentes da aids.

O momento certo para se iniciar a terapia antirretroviral ainda é alvo de
inUmeras discussdes. A contagem de células TCD4* tem sido um importante
parametro laboratorial em pacientes assintoméaticos, pois € um marcador do
risco de progressao para aids e morte (Santos et al., 2008). De acordo com
a recomendacédo publicada pela Organizacdo Mundial de Saude (World
Health Organizagion — WHO) a indicacdo € se iniciar a terapia antirretroviral
guando o individuo assintomatico apresentar contagem de células TCD4*<
350 células/mm3 (WHO, 2010). Recomendacédo publicada pela Internacional
Aids Society (IAS-USA) indica o inicio da terapia antirretroviral para
pacientes assintomaticos que apresentam contagem de TCD4*< 500

células/mm?3 (Thompson et al., 2012).

No Brasil o inicio do tratamento antirretroviral € recomendado em
individuos sintomaticos independente da contagem de células TCD4*. Para

os individuos assintomaticos com contagem de células TCD4* menor ou
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igual a 500 células/mms3, e acima desse nivel para casos especiais, como

gestantes e coinfectados com o virus da hepatite C ou B. (www.aids.gov.br).

Atualmente, varios compostos estao disponiveis para o tratamento de
individuos infectados pelo HIV, distribuidos em classes que interferem em
diferentes fases do ciclo do virus. As classes de antirretrovirais estao
divididas em inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosidicos e
nucleotideos, inibidores da transcriptase reversa nao analogos de
nucleosidicos, inibidores da protease, inibidores de fusdo, antagonistas de
CCRS5 e inibidores da integrase.

e Inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosidicos ou
nucleotideos - ITRN (Nucleosidic Reverse Transcriptase
Inhibitors — NRTI)

Atuam no sitio de ligacdo da enzima ao substrato como moléculas
analogas aos nucleosideos naturais, agindo por competicdo impedindo a
continuidade da transcricdo. A “Food and Drug Administration” (FDA) tem
aprovado até o momento sete andlogos de nucleosideo: zidovudina,
didanosina, zalcitabina, estavudina, lamivudina, abacavir e emtricitabina; e
um andélogo de nucleotideo o tenofovir. A zalcitabina foi retirada do mercado
em junho de 2006.

Existem dois mecanismos de resisténcia aos ITRN: (i) interferéncia na
incorporacdo do medicamento; (ii) remocdo do analogo da cadeia de DNA
terminada (Clavel & Hance, 2004).

Na figura 4 é interessante notar como o perfil de resisténcia é similar

entre os compostos desta classe.
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Figura 4: MutagOes associadas a resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa analogos de

nucleosideos e nucleoditeos (Wensing et al., 2014).

e Inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de
nucleosideos — ITRNN (Non-Nucleosidic Reverse Transcriptase
Inhibitors — NRTI)

Os ITRNN agem diretamente na enzima transcriptase reversa,
bloqueando o bolsédo hidrofébico dentro do sitio ativo da p66. Até poucos
anos atras, os Unicos medicamentos licenciados para 0 uso eram a
nevirapina, efavirenz, delavirdina. Estes medicamentos apresentam
praticamente o0 mesmo modo de ligacdo na transcriptase reversa, e apenas
uma mutacdo no cédon da desta enzima, como por exemplo, a K103N,
confere perda importante de susceptibilidade e uma resisténcia cruzada a
esses farmacos (Bacheler, 2000; Delaugerre, 2001). Recentemente a FDA
aprovou drogas de segunda geracdo, etravirina e rilpivirina, ambas
diarilpirimidinas (Dapy) com barreira genética mais elevada e ativa contra
cepas resistentes aos ITRN de primeira linha (Adries et al., 2004;
Vingerhoets et al., 2005; Azijn et al., 2010). Uma dose injetavel de rilpivirina
que permita aplicacbes em maiores espacos de tempo também estd em
estudos (Margolis et. al., 2015). No Brasil, a rilpivirina ainda ndo esta

disponivel para o uso clinico e a etravirina somente € usada em terapias de
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resgate de pacientes multi-experimentados. Embora, ambas etravirina e
rilpivirina possuam alguns codons de resisténcias cruzada (figura 5) o
padrao de resisténcia compartilhado por drogas de primeira linha desta
classe é grande.
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Figura 5: Mutag8es associadas a resisténcia aos inibidores da transcriptase Reversa ndo analogos de

nucleosideos (Wensing et al., 2014).

e |Inibidores de protease — IP (Protease Inhibitors- PI)

Os IP interferem no ultimo estdgio do ciclo de replicacdo viral,
mimetizando a estrutura dos substratos naturais da protease, inibindo assim
atividade catalitica da enzima (Clavel & Hance, 2004). Os IPs possuem uma
barreira genética maior quando comparados aos ITRNs e ITRNNs, pois em
geral necessitam de um acumulo de mutacbes para a perda da
susceptibilidade. Mutac6es associadas a resisténcia aos IPs séo divididas
em: (i) primarias ou principais, agem no sitio ativo da enzima protease e
conferem mudancas fenotipicas, o que prejudica a acdo dos IPs reduzindo
sua capacidade de se ligar a enzima; (ii) secundarias ou menores, estéo
localizadas fora do sitio ativo da protease e emergem ap0s as primarias, nao
apresentam um efeito sobre a conformagdo da enzima, mas em conjunto
com as mutacgdes primarias melhora a capacidade de replicagcéo do virus ou
fitness viral (Figura 6). Antirretrovirais de segunda geragdo desta classe

foram desenvolvidos e podem beneficiar pacientes que apresentam falha
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terapéutica aos IPs de primeira linha. Tipranavir e darunavir foram
aprovados pela FDA e estudos mostram que esses medicamentos tém
grande capacidade ativa contra cepas resistentes aos IPs de primeira linha
(Cahn et al., 2006; Tremplay, 2008; Llibre et al.,, 2008). No Brasil, assim
como a etravirina, o tipranavir e o darunavir sdo utilizados somente em
esquemas de resgate terapéutico de pacientes multi-experimentados. O
tipranavir também pode ser usado por criancas a partir de dois anos de
idade.
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Figura 6: Muta¢cdes associadas a resisténcia aos inibidores de protease.

Mutagbes priméarias estao

destacadas em negrito (Wensing et al., 2014).

e |nibidores de fusao

Os inibidores de fusdo agem na gp4l impedindo a fusdo da
membrana viral com a célula (Melby et al., 2006). O enfuvirtide (T-20) € o
unico medicamento desta classe licenciado para uso clinico. E um peptideo

sintético de 36 aminodacidos lineares. Por se tratar de uma molécula bastante
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grande sua administracdo é por via subcutanea, o que dificulta a adeséo.
Mutacbes associadas a resisténcia ao T-20 encontram-se nos cédons 36,
37, 38, 39, 40, 42 e 43 do gene do envoltério da gp4l, uma Unica mutacao
confere reducéo de susceptibilidade (Wensing et al., 2014).

e Antagonistas de CCR5

Os antagonistas de CCR5 impedem a ligacdo do virus a correceptores
estruturais da célula hospedeira, conhecidos como CCR5. O Maraviroc é o
anico antagonista de CCRS5 licenciado para uso, outro medicamento desta
classe, o vicriviroc, foi descontinuado em fase tardia de estudos. O
Maraviroc s6 é efetivo em virus R5, portanto é necessario antes da
introducdo do esquema terapéutico contendo este medicamento, um teste
de tropismo fenotipico ou genotipico que determine a presenca de variantes
CCRS5 (McArthur & Novak 2008).

1.3 Integrase

Um alvo que tem se mostrado bastante promissor é a enzima integrase
(IN). Esta enzima tem um papel crucial durante a infeccdo do HIV, pois ela
atua inserindo cDNA viral na célula hospedeira. Medicamentos que atuam na
integrase tém sido extensivamente estudados e na ultima década vem
demonstrando resultados importantes (Pommier et al., 2005; Dayam et al.,
2007). Os inibidores de integrase (INIs) impossibilitam a insercdo do cDNA
viral no genoma humano e sdo designados como inibidores de transferéncia

de fita (integrase strand transfer inhibitors - InSTIs) (Espeseth et al., 2000).

A integrase é uma enzima de 32kDa com 288 aminodacidos constituida
por trés dominios, sendo dois com regifes altamente conservadas
(Engelman et al., 1993) (Figura 7). Cada dominio tem um papel crucial na
integracdo do genoma viral ao genoma da célula hospedeira (Chiu et al.,
2004). O dominio N-Terminal (1-49) possui regides que sdo altamente
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conservadas (Hiz, His, Ca0 € Ca3) que se ligam ao Zn*?, promovendo a
multimerizacdo da enzima (Zheng et al., 1996). O dominio catalitico (50-212)
também possui regifes altamente conservadas (Dess, D116, E152), que sdo o
sitio ativo da enzima (Engelman et al.,1992; Chiu et al.,2004). O ultimo
dominio é o C-Terminal (213-288), o qual tem o papel de orientar a ligacéo
do DNA viral durante o processo de integracao (Chiu et al., 2004).

O dominio catalitico ainda contém residuos importantes para a pré-
integracdo do virus na célula hospedeira. Estes residuos, constituidos pelos
aminoacidos Hi2, Lio2, A28, A129, C130, W131, W13z, l161, Ries, Quies, E170, H171,
Ta74, Ma7s, Q214L, € 0 dimero KissR1s7K1ss que interagem com o LEDGF/p75
(Lens epithelium-derived growth factor), favorecem a integracédo do HIV na

célula (Busschots et al., 2007).

3 Mg

Figura 7: Representacdo dos trés dominios da integrase: dominio catalitico (A) demonstrando as
posicdes de aminoacidos associados a resisténcia; dominio N-terminal (B) e dominio C-terminal
(Markowitz et al., 2008).

O processo de integracao (Figura 8) € irreversivel e se inicia ainda no

citoplasma, com a formacdo de um complexo estavel do DNA viral dupla
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hélice com regides Long Terminal Repeat (LTR), sintetizado anteriormente
pela RT. O passo seguinte sera a remocdo de dois nucleotideos (GT) de
ambas as regides 3’, processo este chamado de reagdo de processamento
3’, que expde o grupo hidroxil 3’ terminal dinucleotideo do CA. Este
complexo processado sera transferido para dentro do nucleo hospedeiro
através do poro nuclear e integrado ao DNA celular. A etapa de reparos das
fitas é provavelmente catalisada por enzimas da prépria célula hospedeira
(Temesgen & Siraj, 2008).

CITOPLASMA

NUCLED

Figura 8: Etapas do processo de integracao: Etapa 1: formacao de um complexo estavel do DNA viral
dupla hélice com regides Long Terminal Repeat (vermelho) sintetizado anteriormente pela RT;
remogdo de dois nucleotideos (GT) de ambas as regides 3’, processo este chamado de reacédo de
processamento 3’, que expde o grupo hidroxil 3’ terminal dinucleotideo CA; Etapa 2: DNA viral
exportado para o nucleo; Etapa 3: integragcdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira (preto) e
Etapa 4: reparos das fitas (verde) sdo provavelmente catalisados por enzimas da prépria célula
hospedeira (Adaptado de Mbisa et al., 2011).
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1.4 Inibidores de integrase (INI)

N&o ha homologos da enzima integrase em humanos. Por isso, esta
enzima tem se tornado um importante alvo terapéutico. Teoricamente, todas
as etapas de integracdo do virus na célula hospedeira podem ser alvos
promissores (Ceccherini-Silberstein et al., 2009).

Atualmente trés medicamentos ja foram licenciados para uso tanto em
pacientes naive quanto para multi-experimentados. Varios outros farmacos
estdo em fase de estudo (Marchand et al., 2009; Métifiot et al., 2011; Le
Rouzic et. al., 2013; Margolis et. al., 2015; Bernarous et. al., 2015;
Yoshinaga et. al., 2015). Todos estes compostos sdo analogos de acido
diceto (DKA) e interferem no processo de transferéncia da fita de DNA viral
dentro do nucleo da célula hospedeira. Estas drogas bloqueiam tanto o
processamento 3’ no citoplasma, quanto a transferéncia da fita de DNA viral
dentro do nudcleo celular, e sdo denominadas inibidores de transferéncia de

fita ou do inglés strand transfer inhibitors (INSTI) (Espeseth et al., 2000).

1.4.1 Raltegravir

Raltegravir, inicialmente conhecido por MK-0518 (RAL, Isentress®,
Merck Laboratories) foi o primeiro INIs licenciado para uso em terapia pela
FDA. Raltegravir blogueia a a¢do da integrase durante a transferéncia da fita

de DNA viral ao genoma hospedeiro (Espeseth et al., 2000).

Raltegravir foi licenciado baseado nos resultados de dois estudos
conhecidos por BENCHMRK | e BENCHMRK II (Blocking Integrase in
Treatment Experienced Patients with a Novel Compound against HIV, Merck
I and Il). Nestes ensaios, constatou-se que nos pacientes que tomaram
doses de 400 mg de raltegravir duas vezes ao dia em combinagdo com uma
terapia otimizada, quando comparados com pacientes que tomaram placebo,
tiveram uma reducdo significativa na carga viral além de um aumento

importante da contagem de células TCD4* (Steigbigel et al., 2008).
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Raltegravir demonstrou ser rapidamente absorvido e bem tolerado
pelos pacientes, possuindo poucos efeitos colaterais. Em geral, os efeitos
colaterais sdo nauseas, diarreia, dores de cabeca e febre (Steigbigel et al.,
2008).

Comercializado com o nome de Isentress® encontra-se sob a forma
de comprimidos de 400 mg. A administracdo € feita por via oral duas vezes
ao dia, tomado com ou sem alimentos em combinagdo com outros
antirretrovirais (Steigbigel et al., 2008).

Em dezembro de 2011, a FDA baseada no estudo IMPAACT P1066
também aprovou o Isentress® para criancas e adolescentes de 2 a 18 anos,
(Nachman et al, 2010) sendo a forma mastigavel do comprimido somente
para criancas de 2 a 11 anos (Nachman et al, 2011). IMPAACT P1066 foi um
estudo multicéntrico aberto de fase I/ll que avaliou o perfil farmacocinético, a
seguranca, a tolerabilidade e a eficacia de raltegravir em um grupo de
criangas HIV multi-experimentadas com idade entre 2 e 18 anos. No estudo
foi possivel verificar que 54% das criancas apresentaram carga viral
plasmatica <50 copias/mL na semana 24 e os niveis de células TCD4*
tiveram um aumento de 3,8% (Nachman et al, 2009).

No Brasil, o raltegravir foi incluido na terapia antirretroviral no final de
2008, para o resgate de pacientes adultos multi-falhados (Ministério da
Saude, 2008).

1.4.2 Elvitegravir

Elvitegravir, também conhecido como GS-9137 (Gilead Sciences,
Inc.), assim como raltegravir, se liga a cations de magnésio e inibe a reacéo
de transferéncia das fitas de DNA viral ao genoma hospedeiro (Bhattacharya
et al., 2009).

Estudos mostram que elvitegravir necessita de refor¢o farmacoldgico
de um inibidor de citocromo P450, demonstrando atividade superior quando

administrado com booster de Ritonavir (Zolopa et al., 2010). A Gilead
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Sciences desenvolveu o Cobicistat (GS-9350), que se mostrou semelhante
ao ritonavir para esse fim (Elion et al, 2011).

Na fase Il de estudos clinicos elvitegravir 125 mg (potencializado com
ritonavir) com um regime terapéutico otimizado, mostrou um declinio na
carga viral na semana 24. (Shimura et al., 2008).

Na fase Ill de estudo clinico, elvitegravir mostrou sua nao inferioridade
comparado a raltegravir. No estudo randomizado, duplo cego, foram
incluidos pacientes de 15 paises. Os pacientes foram estratificados em
grupos que receberam elvitegravir 150 mg uma vez ao dia (n=361) ou
raltegravir 400 mg duas vezes ao dia (n=363), ambos com inibidor de
protease potencializado com ritonavir. Elvitegravir foi semelhante ao
raltegravir em tolerancia e eficacia, porém sugere ter melhor adesao por ser
administrado uma vez ao dia (Molina et al., 2012)

A Gilead Sciences, desenvolveu uma combinacdo em um Unico
comprimido com EVG+COBI+FTC+TDF, também denominada QUAD pill ou
Stribild®, que é administrada uma vez ao dia, sendo sua utilizacdo com
outros antirretrovirais ndo recomendada. Este medicamento foi licenciado
pela FDA em agosto de 2012.

Em um estudo de fase Ill onde se avaliou a seguranca e a eficacia de
EVG+COBI+FTC+TDF versus EFV+FTC+TDF, foram selecionados 707
pacientes naive de terapia antirretroviral separados randomicamente em
grupos que receberem doses de EVG+COBI+FTC+TDF (150, 150, 200 e
300 mg respectivamente) ou EFV+FTC+TDF (600, 200 e 300 mg
respectivamente) uma vez ao dia. Os grupos eram bastante similares em
relacdo a dados clinicos e demograficos. As analises da semana 48
demonstraram que ambos 0s grupos obtiveram supressao viroldgica, o que
mostrou a eficacia de EVG+COBI+FTC+TDF n&o inferior ao EFV+FTC+TDF
(87,6% x 84,1%). Entretanto, analises anteriores a semana 16 mostraram
que a proporgdo de pacientes com carga viral <50 copias/ml era alta no
grupo EVG+COBI+FTC+TDF quando comparado ao outro grupo. O nimero
de pacientes que deixaram de usar a droga durante o estudo por efeitos

colaterais foi similar entre os grupos. Selecdo de cepas resistentes a algum
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medicamento de ambos os compostos foi baixa (Sax et al.,, 2012). Outro
estudo de fase lll realizado por DeJesus e colaboradores (2012) demonstrou
resultados semelhantes de seguranca e eficacia de EVG+COBI+FTC+TDF
gquando comparado com Atazanavir/r+ FTC+TDF. Em ambos os estudos
pdde se verificar a eficacia e seguranca de EVG+COBI+FTC+TDF, que pode
ser administrado uma vez ao dia em um unico comprimido. Tratamentos com
esse tipo de estratégia sédo bastante favoraveis para o sucesso na adesao
ao esquema terapéutico pelo paciente.

A nao inferioridade de EVG+COBI+FTC+TDF também foi comprovada
no estudo de fase Ill de Clumeck e colaboradores (2014). Neste estudo, a
supressao virolégica na semana 48 de seguimento dos pacientes que
receberam EVG+COBI+FTC+TDF (89,5%) foi similar ao grupo que recebeu
ATV+RTV+FTC/TDF (86,8%). Na semana 144, a supressao viral continuou
sendo similar entre os dois grupos.

Em outro estudo, EVG+COBI+FTC+TDF foi comparado a
EFVIFTC/TDF (ATRIPLA®) em pacientes em inicio de tratamento. A
supressdo viral do grupo que recebeu Stribild foi similar ao grupo
EFV/FTC/TDF nas semanas 48 (87,6% versus 84,1%), 96 (84% versus 82%)
e ao final da semana 144 (80,2% versus 75,3%) (Wohl et al, 2014).

1.4.3 Dolutegravir

Dolutegravir (GSK-1349572) foi desenvolvido pelas industrias
Shionogi, GlaxoSmithKline e ViiV Healthcare. Esse medicamento foi
licenciado pela FDA em 2013 para uso clinico em individuos naive ou multi-
experimentados, inclusive aqueles com exposicao ao raltegravir e
elvitegravir. E um INI de segunda geragdo que mostrou eficacia contra cepas
resistentes ao raltegravir e elvitegravir, apresentando um perfil de resisténcia
diferente (Eron et al., 2011). DTG é administrado uma vez ao dia, sem a
necessidade de booster para aumentar sua farmacocinética (Kobayashi et
al., 2011).
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Um estudo de dez dias foi realizado com doses diferenciadas de DTG
em individuos naive de antirretroviral que apresentavam carga viral 25000
copias/ml e TCD4*2 100 células/mm?3. Os individuos foram randomizados
para receber doses de 2mg, 10mg, 50mg de DTG ou placebo uma vez ao
dia. Ao final do estudo foi possivel verificar uma reducéo de 1,51 - 2,46 logio
copias/mL na carga viral em todos os individuos que receberam dolutegravir,
quando comparados ao grupo placebo. Destes, 70% dos pacientes que
receberam a dose de 50mg obtiveram carga viral < 50 cépias/ml. Poucos
efeitos adversos foram observados durante o estudo (Lalezari et al., 2009).

A eficacia, seguranca e tolerabilidade de DTG em individuos naive de
terapia antirretroviral foram comprovadas em trés ensaios clinicos: o
SPRING-2, SINGLE e o FLAMINGO.

No estudo SPRING-2, foram incluidos 822 pacientes randomicamente
para receberem doltutegravir 50 mg uma vez ao dia (411 individuos) ou RAL
400 mg duas vezes ao dia (411 individuos) em combinacdo
tenofovir/emtricitabina ou abacavir/lamivudina, o0s resultados foram
verificados nas semanas 48 e 96. Na semana 48, 88% no grupo de DTG e
86% no grupo RAL atingiram a supressao viral (Raffi et. al., 2013a). Na
semana 96 a supressao viral ocorreu em 81% no grupo que recebeu DTG
em comparagao com 76% dos tratados com RAL (Raffi et. al., 2013b). A
resposta virolégica em ambos os grupos foi comparavel.

No ensaio clinico SINGLE, um total de 833 individuos foi distribuido
randomicamente a receber uma vez ao dia 50 mg de DTG associado a
abacavir/lamivudina  ou um comprimido dnico com  efavirenz/
tenofovir/emtricitabina. Os pacientes que receberam DTG atingiram
supressdo  viral antes daqueles que receberam efavirenz/
tenofovir/emtricitabina (28 versus 84 dias). Na semana 48, a resposta
virolégica (carga viral <50 copias/mL) do grupo que recebeu DTG foi maior
gquando comparados ao outro grupo. Além de comprovar a eficacia e a
segurangca de DTG, este estudo também mostrou que o tratamento com
DTG foi estatisticamente superior ao com efavirenz/ tenofovir/emtricitabina
(Walmsley et. al., 2013).
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O estudo FLAMINGO também mostrou a néo inferioridade de DTG 50
mg uma vez ao dia quando comparado a darunavir/ritonavir 800 mg / 100 mg
uma vez ao dia (ambos associados a tenofovir/femtricitabina ou
abacavir/lamivudina). Na semana 48, 90% no grupo de DTG e 83% no
grupo darunavir/ritonavir alcangcaram carga viral <50 copias/ml. Neste estudo
também foi comprovada a superioridade do tratamento com DTG quando
comparado com darunavir/ritonavir (Clotet et. al., 2014).

Para pacientes que ja haviam recebido tratamento antirretroviral, a
eficacia de DTG foi comprovada em dois estudos o SAILING (pacientes
expostos a terapia antirretroviral, porém sem RAL) e o VIKING (pacientes
expostos a terapia antirretroviral, inclusive a RAL).

No estudo SAILING, os pacientes (todos expostos a TARV) foram
randomizados a receberem DTG 50 mg uma vez ao dia ou raltegravir 400
mg duas vezes ao dia, ambos com uma terapia otimizada (incluindo um ou
dois antirretrovirais completamente ativos). Para ser elegivel a este estudo
os individuos deveriam ser adultos, ter carga viral> 400 copia/mL e
resisténcia documentada a = 2 classes de antirretrovirais. Na semana 48 o
namero de pacientes que suprimiram a carga viral foi maior entre aqueles
que receberam DTG (71% versus 64%). Neste estudo, DTG mostrou ser
bem tolerado e com maior sucesso virolégico em comparagdo com RAL
(Cahn et. al., 2013)

No estudo VIKING, os pacientes incluidos tinham tratamento prévio
com RAL e evidéncia de resisténcia aos INIs. No estudo inicial duas coortes
foram propostas: coorte |, onde os individuos receberam DTG 50 mg uma
vez ao dia; e coorte Il, os pacientes receberem a dose de DTG 50 mg duas
vez ao dia. No dia 11, foi verificada a propor¢édo de individuos que tiveram
declinio de 20,7 logio na carga viral inicial. Neste dia foi observado que a
coorte Il teve um maior declinio da carga viral (96% versus 78%) em relacéo
a coorte I. Na semana 24, 75% dos pacientes da coorte Il tinham atingindo a
supresséo viral contra 41% dos casos da coorte I. Os dados deste estudo

foram de grande importancia para fixar a dose de DTG (50 mg duas vez ao
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dia) para os estudos sequenciais em pacientes falhados com INIs de
primeira linha (Eron et al., 2014).

No VIKING III, todos os pacientes eram adultos, com resisténcia ao
RAL e/ou EVG e tinham carga viral =2 500 cépias/ml. Nos primeiros 7 dias do
estudo, os pacientes receberam DTG (50 mg duas vez ao dia) e continuaram
com o0 mesmo tratamento de base da falha anterior. Nesse periodo o
declinio da carga viral foi de 1,43 logio. No dia 8 0s pacientes continuaram
com DTG (50 mg duas vezes ao dia), entretanto o esquema de base foi
otimizado. Os resultados da semana 24 mostraram que 69% dos pacientes
atingiram carga viral >50 copias/ml. Entretanto, a resposta a DTG foi
reduzida entre pacientes que apresentavam a mutacdo Q148 + =2 outras
mutacfes secundarias (Castagna et. al., 2014).

Dados do estudo IMPAACT P1093, mostram que DTG tem sido bem
tolerado e eficaz no tratamento antirretroviral com um esquema de base
otimizado em pacientes pediatricos maiores de seis anos (Viani et. al.,
2014a; Viani et. al., 2014b). Entretanto, em pacientes pediatricos o DTG
somente foi licenciado para individuos com idade >12 anos e pesando mais
qgue 40 quilos, com exposi¢cao ou ndo a outros antirretrovirais, porém naives

para INIs.

1.5 Inibidores de integrase em desenvolvimento

1.5.1 Bloqueadores de interacdo da integrase com a LEDGF/p75
(LEDGINS)

Outros compostos que interferem na integracdo do DNA viral na
célula hospedeira, mas que tem mecanismos de acéo diferentes dos INSTIs
e nado compartiham o mesmo perfil de resisténcia, estdo também em
processo de estudos. Os compostos denominados como LEDGINS,
bloqueiam a interacdo com a LEDGF/p75 interferindo indiretamente na
atividade catalitica da integrase. (Christ et al., 2012; Xue et. al. 2014).
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1.5.2 GSK1265744 ou Cabotegravir

Cabotegravir também conhecido como GSK1265744, vem sendo
desenvolvido pelas industrias farmacéuticas Shionogi e GlaxoSmithKline, as
mesmas que em conjunto desenvolveram o dolutegravir. O cabotegravir esta
em fase llb de estudos clinicos e possui além de uma estrutura quimica
similar ao do DTG (figura 9) uma alta barreira genética e ndo necessita de
um potencializador na sua administragédo, como é o caso do EVG.

Duas formas de administracdo do cabotegravir estdo sendo
estudadas: via oral (cabotegravir oral ou bucal CAB) e uma forma de acéo
prolongada injetavel (GSK744 LA ou cabotegravir LA) (Spreen et. al., 2013;
Spreen et. al., 2014; Yoshinaga et. al., 2015).
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Figura 9: Estrutura quimica dos INIs licenciados (raltegravir, elvitegravir e dolutegravir) e do
composto em estudo cabotegravir (GSK1265744) (Li et. al. 2015)

Em um estudo conduzido por Spreen e colaboradores (2013), o
cabotegravir demonstrou ser bem tolerado em individuos saudaveis e/ou
infectados pelo HIV. Este mesmo estudo apontou que individuos infectados
pelo HIV apresentaram uma reducdo significativa da carga viral

administrando doses diarias de 5mg ou 30mg.
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Em outro estudo, também conduzido por Spreen e colaboradores
(2014), foram incluidos 744 individuos saudaveis para receber doses
intramuscular ou subcutdnea de cabotegravir. Os resultados do estudo
mostram que o tempo de concentracdo de cabotegravir no plasma foi
prolongado, com concentragdes mensuraveis até 52 semanas apos a
administracdo. Neste estudo foi possivel constatar o uso de cabotegravir

como uma opg¢éao na prevencéao do HIV.

1.6 Mutacbes de resisténcia associadas aos INIs.

A falha terapéutica ao RAL tem sido associada a sele¢do de quatro
vias distintas E92Q, Q148H/R/K, N155H ou menos frequentemente a
Y143R/H/C, as quais podem estar associadas a mutacdes menores. As
mutacBes nos coédons 148 e 155 tém maior impacto na susceptibilidade e
estdo localizadas proximas ao sitio catalitico da enzima (Hazuda et al.,
2007). A via Q148H/R/K pode ser associada a mutac¢des secundarias L74M+
E138A, E138K ou G140S, sendo a via mais comum Q148H/R/K + G140S.
Essas mutacBes secundarias ou compensatérias, quando emergem
sozinhas na presenca do medicamento, tem pouco ou nenhum efeito na
susceptibilidade aos INIs, porém quando associadas as mutagfes principais
restauram o fitness viral (Ceccherini-Silberstein et al., 2010; Hu & Kuritzkes,
2010). Um exemplo é a mutacdo G140S que sozinha ndo confere resisténcia
aos INIs, mas quando associada a Q148H restaura a capacidade de
replicacédo viral (Delelis et al., 2009).

A mutacdo Y143R/H/C é menos frequente, e em geral estd associada
a T97A (Reigadas et al., 2011). Em um estudo realizado por Métifiot e
colaboradores (2011) foi possivel se constatar que mutagcdes nos codons
Y143 nao estdo associadas a resisténcia ao elvitegravir.

A via descrita para N155H é associada a L74M, E92Q, G163R
(Hazuda et al., 2007; Charpentier et al., 2008; Malet et al., 2008) Em
estudos, as mutacdes T661 e E92Q sozinhas conferiram resisténcia a

elvitegravir. Outras mutacdes foram identificadas, incluindo as H51Y, Q95K,
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S119R/G, E138K, Q146P, S147G e E157Q. Essas mutacdes sozinhas nao
tiveram grande impacto na susceptibilidade ao elvitegravir, porém quando
combinadas com T66l ou E92Q aumentaram ainda mais a resisténcia a esta
droga (McColl et al., 2007; Shimura et al., 2008).

As mutacfes nos codons E92, E138, Q148 e N155 sdo associados
como resisténcia cruzada entre raltegravir e elvitegravir (McColl et al., 2007).

Para determinar a frequéncia de polimorfismos naturais associados a
resisténcia aos INIs e em posic¢des relacionadas a ligagdo com LEDGF / p75,
um estudo foi realizado analisando 243 sequéncias do subtipo B de
pacientes naives para INIs. As posi¢cdes de aminoacidos que interagem com
LEDGF/p75 permaneceram conservadas, porém em 64% das outras
posicdes foram polimérficas. Os polimorfismos observados foram V72I,
L741, T97A, T112l, A128T, E138K, Q148H, V151Il, S153Y/A, M154l, N155H,
K156N, E157Q, G163R, V165I, V201l, 1203M, T206S, S230N e R263K
(Lataillade et al., 2007). Em outro estudo conduzido por Low e colaboradores
(2009) substituicbes nos codons V72I, L741, T97A, V151I, M154I/L, E157Q,
V165I, V201l, 1203M, T206S e S230N ocorreram naturalmente em pacientes
naives para INIs, sendo que a substituicdo V72l apareceu em 56,3%
(63/112) dos pacientes com infeccdo recente pelo HIV. Outros estudos
evidenciam que alguns polimorfismos naturais no gene da integrase estao
associados a resisténcia aos INIs de alguns subtipos virais do HIV. O
polimorfismo V72| est4 associado a resisténcia aos INIs em subtipos A, B, D,
F, G, CRFAG_02, assim como L74M nos subtipos B, C, G, CRF02_AG;
V151l nos subtipos B, F; e M154I nos subtipos B, D, CRFO1_AE, CRF02_AG
(Hackett et al., 2005). Os polimorfismos naturais T97A, G163R e S230N
também sdo descritos como mutagdes acessorias (Rhee et al., 2008).

Recentemente estudos ‘in vitro” mostraram que as mutagdes G118R
e F121Y, raramente encontradas entre pacientes em falha ao RAL, conferem
resisténcia cruzada entre raltegravir, elvitegravir e DTG (Munir et. al.,2015;
Malet et. al., 2014). Outros ensaios “in vitro” identificaram que a combinacao
de H51Y+R263K aumenta a resisténcia ao dolutegravir, entretanto,
diminuem a atividade da enzima e o fitness viral. (Mésplede et. al., 2013). A
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capacidade do virus se replicar também é diminuida na presenca de R263K
(no gene da integrase) associada a mutacdo M184I1V, (no gene da
transcriptase reversa, esta mutacdo € selecionada na presenca da
lamivudina ou da emtricitabina) (Singhroy et. al., 2015)

O estudo de Kobayashi e colaboradores (2011) demonstrou “in vitro”
que as vias de mutacdo NI155H+E92Q e Y143CHR+T97A nado séo
compartilhadas pelo dolutegravir, embora a susceptibilidade a este farmaco
seja reduzida pela via Q148HRK+G140SAC+E138KA.

Embora sem grande impacto na susceptibilidade ao dolutegravir,
outros estudos “in vitro” mostraram a selecdo de E92Q, L101l, T124A,
S153YF e G193E sobre presenca a de dolutegravir. (Kobayashi et al, 2011;
Seki et al., 2010).

Nos estudos SPRING, SINGLE e FLAMINGO, nao foi observada
selecdo de mutacdes associadas a resisténcia (Raffi et. al., 2013a; Raffi et.
al., 2013b; Walmsley et. al., 2013; Clotet et. al., 2014).

No estudo VIKING Il os pacientes com exposicao prévia ao RAL que
apresentavam mutagdo no codon 148 acompanhada de = 2 mutacbes
acessorias (incluindo L74l, E138A/K ou G140S/A), tiveram uma resposta
reduzida no tratamento com DTG (Castagna et. al., 2014).

Ferns e colaboradores (2009) descreveram a dinamica do
aparecimento e desaparecimento de muta¢cdes associadas a resisténcia em
pacientes com evidéncia de falha terapéutica ao RAL. Neste estudo, o grupo
observou que a mutacdo Q148HRK desapareceu cerca de um més apos a
retirada do medicamento, o que segundo o autor reforca a ideia de que esta
mutagcdo sugere uma grande desvantagem para a replicagcéo viral. Cepas
virais que apresentam a N155 demoraram de cinco a sete meses para

retornar ao tipo selvagem.

Dois casos isolados de resisténcia transmitida de INIs foram descritos
em 2011. Boyd e colaboradores descreveram o caso de uma mulher de 47
anos, natural dos Camardes, infectada com cepa CRF_AG e que apds iniciar

o tratamento com RAL nao indetectou a carga viral. Uma amostra anterior ao
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tratamento revelou a presenca das mutacbes N155H + E157Q + G163R,
além de variantes virais resistentes a ITRN, ITRNN e IP. Outro caso descrito
foi 0 de um homem de 57 anos, naive de terapia antirretroviral, e que apos
tratamento contendo RAL nado teve supressdo viroldgica. Analises de
amostras anteriores ao tratamento evidenciaram a presenca das mutacdes
G140S+Q148H, assim como mutacbes associadas a resisténcia aos IP e
ITRN (Young et al., 2011)

Apesar de poucos casos descritos de resisténcia primaria aos INIs, ha
de se ressaltar que com 0 uso generalizado destes medicamentos o risco de
resisténcia transmitida pode vir a ser um problema. Desta forma, por
enquanto, ainda ndo parece necessario um teste genotipico antes do
tratamento com RAL (Ceccherini-Silberstein et al., 2010), porém o teste em
pacientes falhando a esse medicamento pode contribuir na prevencdo da
evolucdo da resisténcia, preservando as novas drogas dessa classe.

No Brasil, RAL é utilizado como parte de terapia de resgate de
pacientes multi-falhados. Em nosso pais, ainda sdo poucos os estudos que
evidenciam dados sobre polimorfismos no gene da integrase e prevaléncia
de mutacdes primarias associadas a resisténcia aos INIs, tornando-se de
extrema importancia a busca de conhecimento neste tema.

Também é de grande relevancia estudos sobre perfil de mutacdes
associados aos INIs em pacientes expostos a RAL, pois as opcoes
terapéuticas nestes individuos ainda sdo bastante limitadas. Além disso,
apesar de DTG ter uma barreira genética maior quando comparada a RAL e
EVG, esses medicamentos compartiham alguns perfis de mutacbes
associadas a resisténcia. Assim, a deteccdo desses perfis de mutacdes
pode garantir conhecimentos sobre a evolucdo da resisténcia, dando

subsidio para a conduta clinica nos casos de falha terapéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o gene da integrase em pacientes vivendo com HIV/aids.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar polimorfismos naturais no gene da integrase em
amostras naive para inibidores de integrase;

e Avaliar a taxa de mutacfes associadas a resisténcia a
inibidores de integrase em pacientes em uso de inibidores de
integrase;

e Descrever o perfil clinico, laboratorial e aspectos moleculares
do HIV em amostras de pacientes em falha viroldgica a terapia
antirretroviral com raltegravir nos ultimos 6 anos.

e Avaliar fatores associados ao sucesso terapéutico da terapia
antirretroviral com raltegravir (TARV+RAL);

e Avaliar o impacto da terapia antirretroviral com raltegravir
(TARV+RAL) na susceptibilidade de inibidores de integrase de

segunda geracao;
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3. PACIENTES E METODOS

3.1 Populacéo do estudo

3.1.1 Pacientes naive de TARV+RAL

Um grupo de pacientes sem exposi¢cdo a TARV+RAL foram incluidos
neste estudo para avaliar a resisténcia transmitida e polimorfismos naturais
da regido da integrase que possam interferir na susceptibilidade aos INIs ou
gue estejam associados a subtipos especificos do HIV.

Assim, foram incluidas amostras de pacientes sabidamente naive de
terapia antirretroviral e de pacientes expostos a terapia antirretroviral, mas
sem uso de RAL. Essas amostras foram selecionadas, quando possivel de
acordo com o subtipo da regido polimerase (protease-+transcriptase reversa),
priorizando subtipos ndo B, visto que estudos com estes pacientes séo

menos disponiveis.

3.1.2 Pacientes expostos a TARV+RAL

Todos 0s pacientes com exposicdo a terapia antirretroviral com RAL
(TARV+RAL) encaminhados ao nosso laboratorio no periodo de julho de
2009 a maio de 2015 foram incluidos neste estudo.

Os pacientes foram divididos de acordo com 0 sucesso virolégico a
TARV+RAL:

e Pacientes com falha virolégica a TARV+RAL (grupo
virémico): pacientes que apresentavam falha virol6gica, ou
seja, carga viral >50 cépias/mL ap0s no minimo 6 meses de
TARV+RAL. Foram considerados os dados clinicos e
laboratoriais disponiveis até o momento da genotipagem para a

integrase.
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e Pacientes com sucesso virologico a TARV+RAL (grupo
avirémico): pacientes com supressao viral, ou seja carga viral
<50 copias/mL apdés no minimo 6 meses de TARV+RAL. As
amostras foram coletadas de janeiro de 2011 a marco de 2013,
entretanto esses pacientes foram acompanhados até dezembro
de 2014 pelo histérico de carga viral e quantificacdo de TCD4*
no SISGENO (Sistema de Controle de exames de
Genotipagem) e/ou prontuario médico, quando disponiveis. Os
pacientes desse grupo que apresentaram falha virolégica até

dezembro de 2014 n&o foram incluidos no grupo virémico.

3.2 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL e do Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(Anexol).

3.3 Métodos laboratoriais

3.3.1 Coleta e processamento das amostras

As amostras foram coletadas em dois tubos de sangue total com
EDTA (4cido etileno diamino tetra-acético) e encaminhadas para o
Laboratério de Genotipagem do HIV do Instituto Adolfo Lutz no prazo
maximo de seis horas apdés a coleta. Os tubos de sangue foram
centrifugados a 2000 rpm por 20 minutos para a separagcao do plasma, o
qual foi armazenado a temperatura de -70° C até o processamento.
Também foram separadas e armazenadas a temperatura de —70° C, duas
aliquotas com 500 pl (cada) de células mononucleares do sangue periférico

(do inglés peripheral blood mononuclear cell - PBMC).
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Para amostras com carga viral plasmatica >200 e <1000 copias/ml,
duas aliquotas de 1mL de plasma separadas no momento da chegada no
laboratério foram centrifugadas a 18000 rpm por 60 minutos a 4°C. ApGs a
centrifugagcéo foi retirado 930 pl do sobrenadante de ambos os tubos,
restando 70 ul de plasma concentrado em cada tubo para a extracdo do
RNA viral.

3.3.2 Quantificacao da carga viral e contagem de células TCD4*

A quantificacdo da carga viral (CV) foi realizada a partir do método
bDNA (Versant 3,0 Siemens, Erlanged, Alemanha) ou Abbott Real Time HIV-
1 (ABBOTT Molecular, INC). A contagem de células TCD4" foi realizada por
citometria de fluxo (FACS Calibur, BD, San José, SA, EUA).

O histérico de CV e contagem de células TCD4* anteriores e
TARV+RAL foram verificadas no SISGENO ou no prontuério médico quando
disponiveis.

A evolucdo da contagem de células TCD4* e quantificacdo da CV
foram analisadas em trés momentos: antes da introducdo da TARV+RAL,
entre as semanas 12-24 apos a exposicdo a TARV+RAL e no momento da
coleta para teste de genotipagem da integrase (para pacientes com falha
virolégica a TARV+RAL) ou na visita da ultima consulta (para pacientes do

grupo avirémico).

3.3.3 Extracao do RNA e DNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir de 140 pl do plasma

utilizando o QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) de acordo com as instrucdes

do fabricante. Para a extracdo do DNA viral foi utilizado o QlAamp DNA Mini

Kit (Qiagen) de acordo com instrucdes do fabricante.
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3.3.4 Retrotranscricdo e amplificacdo do gene da Integrase

O RNA viral extraido foi retrotranscrito e amplificado utilizando a
técnica de One Step RT-PCR descrito a seguir (para uma reacao): 15,775 de
agua livre de DNAse/RNAse (Life Technologie, USA), 2,5 ul de 10x PCR
Buffer High Fidelity (Life Technologie, USA), 1 ul de 50 mM MgSO4 (Life
Technologie, USA), 0,5 pl 10mM dNTP, 1.25 ul de 0,1 mM DTT (Life
Technologie, USA), 0,1 pl de inibidor de RNase 40U/ul (Biolabs), 0,1 pl de
RT Superscript 11l 200 U/ul (Life Technologie, USA), 0,125 pl Taq Platinum
High Fidelity 5 U/ul (Life Technologie, USA),0,5 pl de primer KVL 68, 0,5 ul
de primer KVL 69 e 10 pl de RNA viral extraido. A reacédo foi incubada a
50°C por 30 minutos e a 94°C 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por
15 segundos, 53°C por 30 segundos, 68°C por 1 minuto e ao final a 68°C 10
min gerando um fragmento de 2,127 Kb.

Para o Nested PCR foi utilizado (para uma reacdo) 12.5ul GoTaq®
Green Master Mix (Promega), 5.5ul de agua livre de nuclease (Promega),
1pl primer KVL70, 1pl primer KVL84 e 5ul do produto do One Step RT-PCR.
As condicbes de ciclagem foram 94°C por 15 segundos, 58°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto seguido de 25 ciclos de 94°C por 15 segundos,
72°C por 1 minuto adicionando 5 segundos por ciclo e ao final para a
extensdo 72°C por 7 minutos, gerando um fragmento de aproximadamente
1,253 Kb. O produto do Nested PCR foi quantificado por gel de agarose a
1% em tampédo TBE (Tris/Borato/EDTA) 0,5X corado com Sybr Safe® (Life
Technologie, USA) utilizando Low DNA Mass Ladder (Life Technologie,
USA) como marcador.

Os primers utilizados neste estudo para a amplificacdo e
sequenciamento do gene da integrase foram sintetizados pela (Life
Technologie, USA) e estédo descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para a amplificacdo e sequenciamento do gene completo da

integrase. (Laethem et al., 2008)

Etapa Sequéncia (5° —»3’) Posicao?

One Step RT-PCR

KVLO068 (F) AGGAGCAGAAACTTWCTATGTAGATGG 3854-3880
KVLO069 (R) TTCTTCCTGCCATAGGARATGCCTAAG 5955 - 5981
Nested PCR

KVL070 (F) TTCRGGATYAGAAGTAAAYATAGTAACAG 4013 - 4042
KVL084 (R) TCCTGTATGCARACCCCAATATG 5243 - 5266

Sequenciamento

KVLO76 GCACAYAAAGGRATTGGAGGAAATGAAC 4013 - 4042
KVL084 TCCTGTATGCARACCCCAATATG 5243 — 5266
KVL082 GGVATTCCCTACAATCCCCAAAG 4647 — 4669
KVL083 GAATACTGCCATTTGTACTGCTG 4750 — 4772

Legenda: & Posi¢do em relagdo ao HXB2; F- Foward; R- Reverse.

Amostras negativas no PCR foram resgatadas por protocolo utilizando
DNA genémico extraido de PBMC. A amplificacdo do gene da integrase do
HIV-1 a partir do DNA proviral foi realizada em replicata. Para a primeira
etapa da reacado foi utilizado (para uma reacao) 15 ul GoTaqg® Colorless
Master Mix (Promega) ,2 ul Nuclease free water (Promega), 1,5 pl primer
KVL70, 1,5 pl primer KVL84 e 5 pl de DNA proviral extraido. As condigbes
de ciclagem foram: 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 58°C por 30
segundos, 72°C por 2 minutos e 30 segundos e ao final para a extensao
72°C por 7 minutos.

Para o Nested PCR foi utilizado (para uma reacédo) 15 pl GoTaq®
Green Master Mix (Promega) ,3 ul de agua livre de nuclease (Promega), 1 pl
de primer KVL70, 1 pl de primer KVL84 e 5 ul do produto da primeira PCR.
As condic¢bes de ciclagem foram: 10 ciclos de 94°C por 2 minutos, 53°C por
30 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de 30 ciclos & 94°C
por 15 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos
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adicionando 5 segundos por ciclo e ao final para a extensao 72°C por 7
minutos. O produto do Nested PCR foi quantificado por gel de agarose a 1%
em tampao TBE (Tris/Borato/EDTA) 0,5X corado com Sybr Safe® (Life
Technologie, USA) utilizando Low DNA Mass Ladder (Life Technologie,

USA) como marcador.

3.3.5 Retrotranscricdo e amplificacdo dos genes da protease e

transcriptase reversa

Para todas as amostras de pacientes expostos a TARV+RAL foram
sequenciados, além do gene da integrase, os genes da protease (PT) e
transcriptase reversa (RT), a fim de analisar qual ARV nédo estava ativo no
momento da falha virolégica a TARV+RAL. Os genes da PT e RT foram
amplificados utilizando o TRUGENE® HIV-1 Genotyping Assay/OpenGene®
DNA System (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY) ou por
metodologia in house de One Step RT-PCR descrita a seguir: 15,775 de
agua livre de DNAse/RNAse (Life Technologies, USA), 5 ul de 10x PCR
Buffer High Fidelity (Life Technologie, USA), 2 ul de 50 mM MgSO4 (Life
Technologie, USA), 1,5u 10mM dNTP, 2,5ul de 0,1 mM DTT (Life
Technologie, USA), 0,25 pl de inibidor Rnase 40U/ul ( Biolabs), 0,25ul de RT
Superscript 1l 200 U/ul (Life Technologie, USA),0,25ul Taqg Platinum High
Fidelity 5 U/ul (Life Technologie, USA), 1,5 ul primer 22167, 1,5 pl primer
3429 e 10 pl de RNA viral extraido. A reacédo foi encubada a 50°C por 30
minutos e a 94°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos, 68°C por 50 segundos adicionando-se 5
segundos por ciclo e ao final a 68°C por 10 minutos gerando um fragmento
de 1,25 Kb.

Para o Nested PCR foi utilizado (para uma reacgédo) 15 pl GoTag®
Green Master Mix (Promega) ,3 ul Nuclease free water (Promega), 1 pl
primer Z2167, 1 pl primer F2 e 5 pl do produto da primeira PCR. As
condi¢bes de ciclagem foram 10 ciclos de 94°C por 2 minutos, 53°C por 30

segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de 30 ciclos & 94°C
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por 15 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos

adicionando 5 segundos por ciclo e ao final para a extensao 72°C por 7

minutos. O produto do Nested PCR foi quantificado por gel de agarose a 1%
em tampao TBE (Tris/Borato/EDTA) 0,5X corado com Sybr Safe® (Life
Technologie, USA) utilizando Low DNA Mass Ladder (Life Technologie,

USA) como marcador.

Os primers para a amplificacdo e sequenciamento do gene da PT e

RT estdo descritos na Tabela 2, e assim como os iniciadores da regido da

integrase foram sintetizados pela Life Technologie, USA.

Tabela 2: Iniciadores utilizados para a amplificacdo e sequenciamento do gene da protease

e transcriptase reversa. (Rodrigues et al., 2005; Niubo et al., 2000)

Etapa Sequéncia (5 —» 3’) Posicao
One Step RT-PCR
22167 (F) CCAGAAGAGAGCTTCAGGT 2164 — 2182
73429 (R) GTGCTTTGGTTCCTCTAAGG 3395 - 3414
Nested PCR
22167 (F) CCAGAAGAGAGCTTCAGGT 2164 - 2182
F2 (R) GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3321 - 3301
Sequenciamento
DP10 (F) TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA 2198 - 2223
DP11 (R) CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA 2598 - 2572
DP16 (F) CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 2253 - 2274
DP17 (R) AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT 2549 - 2529
F1 (F) GTTGACTCAGATTGGTTGCAC 2519 - 2539
F2 (R) GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3321 - 3301
F3 (R) TATCAGGATGGAGTTCATAAC 3241 - 3261
F4 (F) GGATGGCCCAAAAGTTAAAC 2597 - 2616

Legenda: & Posi¢do em relagdo ao HXB2; F- Foward; R- Reverse.
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3.3.6 Reacéo de sequenciamento dos genes da IN, PT e RT

Foram realizadas 4 reagfes de sequenciamento para o0 gene da
integrase, contendo em cada tubo 0.5ul do Kit DNA Sequencing —Big Dye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — ABI Prism® (Life
Technologies, USA), 4ul 2.5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems, USA),
1ul de 4gua DNAse RNAse free (LifeTechnologies, USA), 1.5ul (10-20ng) de
produto amplificado e 3pl primer para cada tubo contendo KVL76, KVL84,
KVL82, KVL83. A reacdo de sequenciamento foi realizada em placa (Life
Technologies, USA). As condicfes de ciclagem foram 25 ciclos de 94°C por
10 segundos, 50°C por 5 segundos e a 60°C por 4 minutos.

Para o sequenciamento dos genes da PT e RT para amostras
amplificadas pela metodologia in house foram feitas 8 reagbes contendo em
cada tubo 0.5ul do Kit DNA Sequencing—Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction — ABI Prism® (Life Technologies, USA), 4ul
2.5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems, USA), 2.4ul de agua DNAse
RNAse free (Life Technologies, USA), 1.5ul (5-20ng) de produto amplificado
e 1.6ul primer para cada tubo contendo DP10, DP11, DP16, DP17, F1, F2,
F4 e F3.

A purificagdo e precipitacdo do produto das reacdes de
sequenciamento dos genes da Integrase, PT e RT foram realizadas com
etanol e acetado de sodio de acordo com o protocolo recomendado pela Life
Technologies. ApGs a etapa de precipitacdo adicionou-se 10 uL de HiDi
Formamida (Life Technologies, USA) para cada amostra, em seguida foram
desnaturadas em termociclador a 95°C por 3 minutos e imediatamente
resfriadas em gelo para serem sequenciadas utilizando-se o analisador
automatico ABI 3130XL Genetic Analyzer (Life Technologies, USA). Os
cromatogramas foram editados manualmente utilizando o programa software
Sequencher 4.7 (GeneCodes, USA).
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4. Analise Molecular

4.1 Susceptibilidade aos antirretrovirais

A susceptibilidade aos INIs, IP, NRTI e NNRTI foi determinada a partir
do algoritmo de Stanford University HIV Drug Resistance Database — HIVdb
(Stanford HIVdb) e a lista de mutacdes da International Aids Society de 2014
(Wensing et al., 2014).

4.2 Medicamentos ativos da TARV+RAL (do inglés Genotypic
Sensitivity Score — GSS)

Na avaliacdo dos antirretrovirais ativos na TARV+RAL (Genotypic
Sensitivity Score - GSS), foram levadas em consideracdo dados da ultima
genotipagem do gene da PT e RT anteriores ao TARV+RAL. Os
antirretrovirais foram pontuados de acordo com a susceptibilidade
determinada pelo HIVdb: susceptible ou potential low-level resistance foram
ativos e receberam 1 ponto; low-level resistance foram parcialmente ativos
recebendo 0.5 ponto; intermediate resistance ou resistance foram
considerados ndo ativos e receberam pontuacdo 0. O GSS dos
antirretrovirais foi verificado antes da TARV+RAL (GSS1) e no momento da
genotipagem para integrase (GSS2), em ambos os momentos RAL nao foi

considerado na pontuacgéo do GSS.

4.3 Mutagbes associadas a resisténcia aos INIs e polimorfismos
naturais da integrase

As mutacdes associadas a resisténcia aos INIs, IP, NRTI e NNRTI
foram determinadas a partir do algoritmo de Stanford HIVdb e da lista de
mutacdes da International Aids Society de 2014 (Wensing et al., 2014)

A andlise de polimorfismos e mutacfes associadas a resisténcia aos
INIs foram feitas considerando tanto o algoritmo de HIVdb quanto a lista do
IAS-USA. Para andlise de polimorfismos associados ou ndo a resisténcia
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aos INIs, foram incluidas sequéncias do gene da integrase do HIV-1 (cédon
1-288) de 85 pacientes sabidamente sem exposicdo ao RAL e 5012
depositadas no banco de dados Los Alamos National Laboratory (LANL).
Como nao havia dados de exposicao a INIs das sequéncias depositadas no
LANL, foram selecionadas apenas aquelas que nao tinham mutacdes
principais no gene da integrase. As sequéncias foram alinhadas usando
ClustalW do software BioEdit v. 7.0.9, sendo separadas em grupos de
acordo com o subtipo viral (B, C e F). Foram excluidas cepas com evidéncia

de recombinacéo.

4.4 Subtipos

O subtipo viral foi determinado com REGA HIV-1 Subtyping Tool -
Version 2.0 (http://dbpartners.stanford.edu/RegaSubtyping/) e National
Center for Biotecnology Information-NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
projects/genotyping/formpagex.cgi).

A construcéo da arvore filogenética foi realizada utilizando o software
PAUP v4.0b 10 (Swofford, 2005) aplicando o modelo de evolucao
selecionado pelo Modeltest (TVM+I+G).

4.5 Fatores associados com sucesso terapéutico a TARV+RAL

Os pacientes em uso de TARV+RAL, grupo virémico e 0 grupo
avirémico, foram comparados para analisar os fatores que poderiam estar
associados ao sucesso virologico a TARV+RAL. Os pacientes foram
avaliados no periodo de julho de 2009 a julho de 2013.

Os dados demogréficos dos pacientes, assim como os resultados de
exames laboratoriais (linfécitos TCD4+, carga viral e genotipagem dos genes
da PT/RT), historico de exposicado aos antirretrovirais e tempo de exposi¢ao
ao RAL foram obtidos através de consulta aos prontuarios ou preenchimento
dos dados pelo médico do paciente. A avaliacdo da adesédo a TARV+RAL foi

consultada na ficha de pedido de genotipagem para integrase ou no
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prontuério clinico. A adesao foi categorizada em boa ou ruim de acordo com
0 proprio médico do paciente.

As varidveis analisadas foram: zenith de carga viral (maior carga viral
disponivel durante o tempo de infec¢cdo); nadir de células TCD4* (menor
contagem de células TCD4"* disponivel durante o tempo de infeccéo); idade;
sexo; contagem de células TCD4* e carga viral anterior a exposicédo a RAL,
entre as semanas 12-24 de exposicdao ao RAL e na coleta de amostra; o
tempo de exposicdo ao RAL; tempo de tratamento HAART; adesdo a
TARV+RAL; e os antirretrovirais ativos compondo a TARV+RAL (GSS1-
Genotypic Sensitivity Score - GSS).

5. Analises estatisticas

Os dados demogréficos, clinicos, laboratoriais e moleculares dos
pacientes incluidos neste estudo foram digitados em banco de dados
Epinfo6 (CDC).

As analises estatisticas foram feitas utilizando os programa Epilnfo 6
(CDC), STATA e GraphPad software, assumindo um valor de significancia
p<0.05. O teste t foi utilizado para a analise de varidveis categoricas e para
as variaveis continuas testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis ou Mann-
Whitney, respectivamente. Para comparar variaveis continuas entre um
mesmo individuo de cada grupo teste t pareado. Os resultados foram
expressos em medianas e percentis 25th e 75th (IQR). O intervalo de
confiancga (IC) considerado foi de 95%. Analises de regresséo logistica foram
feitas utilizando o STATA software.
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6. Resultados

6. 1 Populacéao do estudo

No total, foram incluidas amostras de 265 pacientes vivendo com
HIV/aids neste estudo, como mostra 0 organograma a seguir:

265 pacientes J

/ \

172 pacientes em uso de 93 pacientes sem exposigéo
TARV+RAL a TARV+RAL
137 pacientes 35 pacientes 34 pacientes 59 pacientes
em falha com viremia naive expostos a
virol6gica suprimida a para TARV TARV sem
TARV+RAL TARV+RAL raltegravir

6.2 Resisténcia transmitida e polimorfismos naturais no gene da

integrase

Nesta andlise, foram incluidas 93 sequéncias da integrase
provenientes de amostras de pacientes sem exposicao a RAL.

Dos 288 aminoacidos que compdem o gene da integrase 53%
(154/288) permaneceram conservados em todos os subtipos analisados. Os
cédons descritos na literatura como associados a resisténcia aos INIs que
apresentaram discordancia entre os subtipos B, F, e C das sequéncias
analisadas estédo descritos na tabela 3.

As mutacbes V1511 e M154IL foram observadas somente em

amostras do subtipo B. A frequéncia da mutacédo V151l entre as sequéncias
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do subtipo B deste estudo (28%) foi maior quando comparadas as
sequéncias B depositadas em LANL (4%) (p<0.001). A mutacdo V72l foi
presente em 100% das amostras do estudo do subtipo C, enquanto 54% das
sequéncias de LANL apresentaram esta mutacdo (p<0.001). As propor¢oes
de polimorfismos associados a resisténcia esta representado na tabela 6.

Os polimorfismos L100I, T124A e V201l, descritos como associados a
resisténcia ao DTG, foram mais frequentes em amostras nao B, sendo isto
também observado em sequéncias depositadas no LANL.

Embora o polimorfismo V201l tenha sido observado entre sequéncias
do subtipo B ele teve uma frequéncia maior entre os subtipos ndo B (tabela
3).

O polimorfismo T124A nao foi verificado em sequéncias do subtipo C
das amostras do estudo, contudo entre as sequéncias C de LANL a
frequéncia desse polimorfismo foi de 71%.

Mutacgbes principais nos codons 92, 143, 148 e 155 associadas a
resisténcia aos INIs ndo foram observadas nas amostras de pacientes sem
exposicao a raltegravir. Um fato interessante foi a presenca da mutacéo
N155H em uma amostra do ano de 1996 de origem australiana depositada
no LANL.

Entre pacientes naive foi verificada, em uma sequéncia do subtipo B,
uma insercdo do aminoacido Glicina (GGG) entre os cdédons 105 e 106 do
gene da integrase, e em outra do subtipo C uma Asparagina (AAT) entre os
codons 254 e 255. Insercdo de sete aminoacidos (K/V/D/Y/S/H e L) entre os
codons 68 e 69 foi observada em uma sequéncia do subtipo B de amostra
de paciente tratado com TARV. Dele¢édo do codon 144 foi verificada em uma

sequéncia do subtipo F de paciente tratado com TARV.
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Tabela 3: Prevaléncia de polimorfismos associados a resisténcia aos INIs, de acordo com o
algoritmo de Stanford University HIV Drug Resistance Databases, em amostras do estudo

sem exposicdo ao raltegravir e as sequéncias depositadas no LANL.

Amostras Amostras depositadas
Subtipo Polimorfismos do em
estudo? LANL
% %
(n=93) (n=5012)
B V72l 60 55
L101l 45 40
T124A 17 25
V151/* 28 4
M1541/L 7 10
V201l 44 38
F V72l 60 53
L 101l 100 91
T124A 100 70
V201l 88 95
C V72| * 100 54
L 101l 80 97
T124A* 0 71
V201l 100 96

Legenda: * p<0.001; LANL - Los Alamos National Laboratory. @ Amostras do estudo sabidamente sem

exposicao ao raltegravir.

6.3 Evolucédo do perfil clinico, laboratorial e aspectos moleculares do

HIV em pacientes em uso de TARV+RAL

6.3.1 Pacientes com sucesso viroldgico

Entre os pacientes com sucesso virologico a TARV+RAL, 19% (7/35)
haviam usado o T-20 por no maximo 6 meses antes da troca para raltegravir.
Esses sete pacientes ndo tinham adesao ou tinham intolerancia ao T-20,
sendo que trés desses ja estavam com a carga viral indetectavel no
momento da troca de T-20 para raltegravir. Além desses trés pacientes,
quatro também estavam com carga viral suprimida quando iniciaram o

tratamento com raltegravir.
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O sequenciamento genético a partir do DNA extraido foi possivel em
48% (17/35) das amostras de pacientes com sucesso Vvirolégico a
TARV+RAL. Essas amostras foram coletadas durante o periodo sem viremia
(ou seja, com carga viral <50 coOpias/mL) e todas as sequéncias obtidas
foram caracterizadas como subtipo B.

Das 17 sequéncias analisadas, nenhuma apresentou mutacfes
principais aos INIs. Entretanto, uma sequéncia apresentou as mutacdes
H51HR+V1511+G163R. Essas muta¢cOes foram consideradas pelo algoritmo
HIVdb como mutacdes acessorias de resisténcia ao raltegravir e elvitegravir,
mas ndo predizem grande impacto na susceptibilidade. Outra sequéncia
apresentou somente a mutacdo acessoria V151l, que isolada ndo gera
impacto na susceptibilidade aos INIs.

Os polimorfismos observados foram V721 (41%), L101l (29%), T112I
(12%), T124A (29%), V1511 (12%), K156N (18%), G163R (6%), V165l
(12%), V2011 (35%), T206S (6%), S230N (6%). Esses polimorfismos né&o
interferem diretamente na susceptibilidade aos INIs.

De acordo com os dados de carga viral verificados no Sisgeno e/ou
prontuario meédico até dezembro de 2014, 6% (2/35) dos pacientes embora
com sucesso virologico, tiveram episédios de blips (carga viral <200 e >50
cOpias/mL) e 11% (4/35) apresentaram  falha viroldgica a TARV+RAL
durante esse periodo. As amostras desses quatro pacientes foram
encaminhadas para teste de genotipagem da integrase e trés apresentaram
mutacdo de resisténcia associadas aos INIs. A via mutacional
Q148H+G140S foi observada em duas sequéncias e a via N155H+V151] em
uma sequéncia. Estes quatro pacientes ndo estao incluidos no grupo com
falha virolégica a TARV+RAL. A média de tratamento com TARV+RAL entre

0S pacientes que apresentaram falha terapéutica foi de 210 semanas.

6.3.2 Pacientes com falha virol6gica a TARV+RAL

Para avaliar o desfecho clinico e laboratorial entre individuos com

falha virologica a TARV+RAL, foram incluidas 69 amostras de pacientes com
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pedido de genotipagem de integrase entre julho de 2009 a marco de 2013.
Os resultados descritos a seguir ja foram publicados. (Cavalcanti et al.,
2014).

O subtipo B foi prevalente em 61 sequéncias (88%) do gene da
integrase. Em 22 pacientes (32%), embora com viremia detectavel, ndo foi
observada a presenca de mutacGes associadas a resisténcia ao raltegravir.
Uma ou mais muta¢cfes associadas a resisténcia ao raltegravir foi observada
em 68% das sequéncias (47/69), com um padrao de mutacdes que também
poderia prever a resisténcia a elvitegravir na maioria dos casos (62%). N&o
houve diferenca estatistica entre as caracteristicas de baseline (antes da
introducédo da TARV+RAL) dos pacientes com (resistentes a RAL) ou sem
mutagbes associadas a resisténcia ao raltegravir (susceptiveis a RAL)
(tabela 4).

Tabela 4: Caracteristicas de baseline dos pacientes em falha a TARV+RAL de acordo com

a susceptibilidade ao RAL

Total Susceptivel a RAL  Resistente a RAL

Caracteristicas (n =69[100%]) (n =22 [38%]) (n =47 [68%]) p-value
Idade (anos) 42 (22-49) 44 (21-52) 42 (22-48) 0.661
Sexo masculino (%) 46 (67) 16 (73) 30 (64) 0.465
Nadir TCD4* (células/mm3) 65 (12-155) 40 (7-176) 75 (17-161) 0.374
Zenith de carga viral (logio) 5.33 (4.72-5.70)  5.08 (4.40-5.59) 5.43 (4.86-5.70) 0.078
N° de tratamentos 7 (6-9) 7 (6-9) 7 (5-9) 0.693
N° de antirretrovirais utilizados 12 (10-14) 12 (10-14) 12 (11-14) 0.939
Tempo de tratamento (anos) 13 (11-15) 12 (11-15) 13 (11-15) 0.605
GSS1

<2 antirretrovirais (%) 38 (79) 10 (67) 28 (85) 0.248

>2 antirretrovirais (%) 10 (21) 5 (33) 5 (15)

A carga viral e o TCD4* obtidos entre as semanas 12 e 24 estavam
disponiveis em 83% dos casos (57/69). A maioria dos pacientes susceptiveis
ao RAL tiveram carga viral significativamente menor em comparagdo aos
casos com resisténcia a RAL (1,76 logio versus 3,85 logl0; p=0,005). Nao

houve grande diferenca no aumento de células TCD4* entre os dois grupos.
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A mediana da exposicdo a TARV+RAL dos pacientes resistentes a

RAL foi de 113 semanas, em comparacdo com 94 semanas para agueles

susceptiveis (p=0,161). A duracdo acumulativa em viremia detectavel, ou

seja, carga viral >50 cépias/mL durante a TARV+RAL, foi significativamente

maior entre aqueles que apresentaram resisténcia ao RAL (86 versus 32

semanas; p=0,001). A tabela 5 descreve os dados clinicos e laboratoriais

dos pacientes apos a introducdo da TARV+RAL.

Tabela 5: Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes apés a introducédo da TARV+RAL de

acordo com a susceptibilidade ao RAL

Total Susceptivel a RAL  Resistentes a RAL  p-value
(n=69) (n=22) (n=47)
TCD4* (células/mm?)
Inicio de RAL 190 199 189 0.765
(46-461) (38-475) (43-459)
Semana 12-24 282 269 282 0.685
(111-491) (112-517) (92-515)
Na genotipagem 244 179 252 0.577
(89-464) (51-449) (86-512)
Carga viral (log1o)
Inicio de RAL 4.42 3.89 4.46 0.207
(3.71-4.76) (3.50-4.74) (3.99-4.83)
Semana 12-24 3.23 1.76 3.85 0.005
(1.70-4.23) (1.70-3.25) (2.16-4.41)
Na genotipagem 3.92 3.89 3.92 0.827
(3.24-4.42) (3.17-4.33) (3.24-4.47)
Tempo de exposicéo 111 94 113 0.161
ao RAL (semanas) (61-154) (38-140) (76-161)
Tempo em falha 71 32 86 0.001
(semanas) (26-128) (7-65) (46-143)
GSS2 (%)
<2 antirretrovirais 48 (86) 9 (53) 39 (100) 0.001
=2 antirretrovirais 8 (14) 8 (47) 0 (0)
Clinica atual (%)
Assintomatico 42 (76) 13 (76) 28 (74) 0.806
Sintomatico 13 (24) 4 (24) 10 (26)
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Os resultados mostraram que, embora sem diferenca estatistica, no
baseline os pacientes susceptiveis a RAL tenderam ter mais que dois
antirretrovirais ativos no GSS1 (33% versus 15%, p= 0,248) e darunavir
completamente ativo (60% versus 33%, p=0,275). Entretanto, na
genotipagem, tanto a atividade do darunavir (69% vs. 3%; p<0,001) quanto o
GSS2 (47% vs. 0%; p<0,001) foram significativamente menores entre
agueles resistentes a RAL. As mutacdes de resisténcia para darunavir mais
frequentes entre as sequéncias desse grupo foram V32l (67%), L33F (48%),
147V (44%), 154ML (48%) e 184V (56%).

Entre os pacientes analisados, 68% (47/69) apresentaram mutacfes
para RAL, sendo a Q148H/R/K (21/47; 45%) a mais frequente, seguida de
N155H (14/47; 30%), Y143R/H/C (3/47; 6%) e E92Q (1/47; 2%). Trés
sequéncias apresentaram as mutacdes E92Q+N155H (3/47; 6%), duas com
Y143H+Q148H (2/47; 4%) e uma com Y143C+N155H (1/47; 2%). Além
disso, a mutacdo F121Y que causa resisténcia intermediaria a RAL de
acordo com o algoritmo de Stanford HIVdb, foi observada em um paciente
evoluindo para Y143R numa amostra de follow-up.

Na maior parte das sequéncias que apresentaram mutacdo de
resisténcia no coédon 155 (11/14; 79%) a mutacdo V151l também estava
presente. Outras mutacdes observadas com N155H foram: T97A, E92Q,
E138D e G163Q/R.

A maioria das sequéncias com QI148H/R/K (21/47; 45%)
apresentaram também a G140S/A/C. Em algumas sequéncias, as mutacoes
V541, L74M, T97A, Y143H, E138A/K, V151l e G163R estiveram presentes,
juntamente com mutacdo no cdédon 148. De acordo com o algoritmo de
Stanford HIVdb, o conjunto de mutacdes L74M+T97A+V1511+G163R
presentes em uma sequéncia previu resisténcia intermediaria a raltegravir.

Apesar de ndo ser estatisticamente significante, sequéncias de
pacientes com mutacdo no cédon 155 tenderam a ter uma menor mediana
de carga viral (3,35 log10 versus 3,92 log10; p=0,059) e uma contagem de
TCD4* um pouco maior (360 células/mL versus 253 células/mL; p=0,114) em

comparacao as sequéncias de pacientes com mutacdo no codon 148. O
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tempo de exposicao a raltegravir entre os pacientes com virus com mutacao
no coédon 155 (144 semanas) ndo foi diferente (p=0,131) em comparacao

com agueles com mutacao no cédon 148 (98 semanas).

6.3.3 Pacientes em falha virologica a TARV+RAL nos ultimos 6
anos

Nesta andlise foram incluidas todas as amostras de pacientes (n=137)
com falha virolégica a TARV+RAL no periodo de julho de 2009 a maio de
2015 (tabela 6). Dos 137 pacientes analisados, 41% estavam em uso de
RAL+3TC+TDF+DRV/r. Em relacdo a medicamentos de segunda geracao
compondo a TARV+RAL, 14 pacientes estavam em uso de T20, 10 com
etravirina e 7 com maraviroc. O darunavir/r foi utilizado em 66% dos casos.

A mediana de idade entre esses pacientes foi de 43 anos sendo 66%
do género masculino. A mediana de carga viral foi de 3,92logi0 € de TCD4*
de 252 células/mm3,

Entre as semanas 12-24 ap0s a introducdo de TARV+RAL, apenas
29% atingiram supressao viral. Estes pacientes que conseguiram essa
supressdo, apresentaram menos mutacfes associadas a resisténcia aos
INIs quando comparados aos que ndo estavam suprimidos neste periodo
(34% versus 66%, p=0,001).

Das 137 sequéncias, 62% apresentaram resisténcia ao raltegravir e
30% para DTG, sendo a via 148RHK+140SA observada em 38% dos casos.

Quando comparados os anos de 2009 a 2015 (tabela 6), houve um
aumento significativo do tempo de exposicdo ao TARV+RAL (p=0,001).
Entre esses anos, também houve diminuicdo significativa da resisténcia para
DTG (p=0,05) (figura 10) e no tempo em falha virologica a TARV+RAL
(p=0,039).

Embora sem significancia estatistica, foi observado um aumento de
pacientes com viremia, mas sem a presenca de mutacdes associadas a
resisténcia (p=0,073). Um declinio da presenca de Q148RHK foi observado,
porém sem significancia estatistica (p=0,11) (figura 11). A frequéncia das
mutacdes Y143RHC (p=0,848) e N155H (p=0,783) permaneceram estaveis.
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Também, embora sem significancia estatistica, houve uma tendéncia

no declinio na viremia entre as semanas 12-24 ap0s o tratamento com

TARV+RAL entre os seis anos analisados (p=0.068).
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FiguralO: Resisténcia intermediaria a alta aos INIs de acordo com o Stanford HIVdb em

amostras de pacientes em falha virolégica a TARV+RAL, durante os 6 anos.

(DTG: dolutegravir; EVG: elvitegravir; RAL: raltegravir)
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Tabela 6: Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes em falha viroldgica a TARV+RAL entre os anos de 2009 a 2015.

Total

2009-2011

2012 2013 2014-2015 p-value
(n =137) (n=28) (n =36) (n =34) (n=39)
Idade (anos) 43 (32-50) 41 (21 - 51) 44 (21 — 48) 46 (37 — 53) 40 (35 - 52) 0,241
Sexo Masculino (%) 66 71 58 73 64 0,525
Nadir TCD4* (cells/mm?3) 62 (12 -148) 31 (13-111) 76 (13 — 210) 42 (11 - 134) 72 (11 - 203) 0,466
TCD4* (cellsimm3)
baseline 181 (56 — 383) 121 (21 - 305) 287 (83 — 469) 150 (42 — 370) 175 (114 - 348) 0,488
Semana 12-24 de exposigdo ao RAL 314 (133 — 498) 211 (91 - 316) 388 (171 - 649) 309 (116 — 504) 325 (201 - 530) 0,165
Ultima observacéo 252 (17 — 463) 199 (58 — 314) 343 (106 — 517) 224 (141 — 448) 288 (157 — 486) 0,371
Carga Viral (log1o)
baseline 4,42 (3,71 -4,77) 4,42 (4,07 —4,83) 4,25 (3,62 — 4,66) 4,54 (3,51 - 5,05) 4,47 (4,06 — 4,90) 0,637
Semana 12—24 de exposicdo ao RAL 2,77 (1,70 - 4,15) 4,00 (2,69 — 4,53) 2,13 (1,70 — 3,50) 2,64 (1,70 - 4,45) 2,50 (1,70 — 3,66) 0,068
Ultima observacéo 3,92 (3,21-458) 4,22 (3,83-4,73) 3,67 (3,14 — 4,25) 3,74 (2,73-454) 3,98 (3,02 — 4,96) 0,075
Delta de carga viral 5,30 (4,83 -5,70) 5,54 (5,02 -5,70) 5,43 (4,63 - 5,70) 5,20 (4,85 - 5,88) 5,09 (4,65 - 5,51) 0,614
Tempo de exposi¢cdo ao RAL
(semanas) 123 (70 — 178) 76 (42 — 117) 115 (62 — 160) 156 (91 — 196) 161 (69 — 244) 0,001
Tempo com viremia (semanas) 75 (34 — 130) 71 (34-113) 61 (27-130) 124 (79-172) 47 (31-116) 0,039
Numero de tratamentos 6(5-9) 8(6-11) 7(4-9) 6(4-7) 6(5-8) 0,109
Numero de antirretrovirais
utilizados 11 (9-13) 12 (11-14) 12 (10— 14) 11 (8 -13) 10 (9-13) 0,082
Tempo de diagnostico (anos) 15 (13 -19) 14 (13 - 17) 15 (13 -19) 16 (13 - 18) 17 (13-19) 0,440
Tempo de tratamento (anos) 13 (11 - 15) 13 (10 — 15) 13 (11 - 15) 13 (10 - 16) 15 (10 -17) 0,395
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6.3.4 Seguimento pdés genotipagem da integrase de pacientes

com falha terapéutica a TARV+RAL

Apés o resultado de genotipagem da integrase, 16 pacientes com
falha terapéutica a TARV+RAL (16/137), foi possivel avaliar uma nova coleta
de amostra. A amostra foi coletada em média 95 semanas apoés o laudo de
resisténcia para integrase.

Em relagdo ao tratamento antirretroviral na segunda coleta, seis
pacientes (37%) mantiveram a TARV+RAL mesmo apdés o laudo de
resisténcia ao raltegravir, dois ndo tinham dados disponiveis do tratamento
atual e oito deixaram de utilizar raltegravir (tabela 7)

Dos 16 pacientes analisados, oito mantiveram as mutacdes maiores
associadas a resisténcia. Todos os pacientes que mantiveram a TARV+RAL
(6/16) estavam entre esses pacientes.

Entre os pacientes que voltaram a ser susceptiveis a todos os INIs
disponiveis (8/16), inclusive ao raltegravir, seis deixaram de usar este
medicamento e o restante ndo tinham dados disponiveis de tratamento atual.

O tempo entre a primeira e a segunda genotipagem para integrase foi
estatisticamente significante (p=0,042) entre os pacientes que continuaram
resistentes ao raltegravir (85 semanas) e aqueles que voltaram a ser

sensiveis a este medicamento (114 semanas).
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Tabela 7: Perfil de mutacfes associadas a resisténcia e tratamento dos 16 pacientes em seguimento pos genotipagem para integrase

Tempo entrea 12 e 22

N&o detectado

‘O‘C) . B Perfil de mutagdes )
K Perfil de mutacbes na TARV na TARV na genotipagem
Q na
S 12 Genotipagem 22 Genotipagem 12 genotipagem 23 genotipagem (semanas)
1
Y143R Y143R 3TC+TDF+DRV/r+T20+RAL 3TC+TDF+DRV/r+T20 102
(]
]
0 2
g Y143R+N155H+V151l Y143R+V151IV AZT+3TC+TDF+DRV/r+RAL 3TC+TDF+DRV/r 81
]
@ 3
@ Q148H+G140S Q148H+G140S 3TC+TDF+DRV/r+RAL 3TC+TDF+DRV/r+RAL 88
£
525 | 4
Q.= g Q148H+G140S Y143H+Q148H+G140S+G163R 3TC+TDF+DRV/r+RAL 3TC+DRV/r+RAL 105
>
O TS
& o2 5
€ 3 g Q148H+G140S Q148H+G140S 3TC+TDF+DRV/r+RAL 3TC+TDF+DRV/r+RAL 14
O C g
o N
6
S N155H N155H 3TC+TDF+DRV/r+T20+RAL 3TC+TDF+DRV/r+RAL 7
o
4 7
% N155H+V151l N155H+E138D+V151I 3TC+TDF+LPV/r+RAL 3TC+TDF+LPV/r+RAL 113
‘o
5 8
+ + + + r+ + + r+
N155H+V151I Y143H+N155H 3TC+TDF+DRV/r+RAL 3TC+TDF+LPV/r+RAL 64
g 9 Q148R+G140C+E138K N&o detectado 3TC+TDF+DRV/r+RAL 3TC+TDF+DRV/r 216
I 10
% Q148H+G140S Néo detectado 3TC+TDF+DRV/r+RAL 3TC+TDF+DRV/r+ETR+T20 108
S
a 11
7 £ Q148H+G140S+V151IV V1511V 3TC+TDF+DRV/r+ETR+RAL 3TC+TDF+TPV/r 164
§ = % 12
g Eg Q148+G140 N&o detectado 3TC+TDF+LPV/r+RAL Sem informagc&o 120
885
5= 13
§ g «x: Y143H+Q148H+G140S N30 detectado AZT+3TC+TDF+DRV/r+RAL Sem informag&o 84
©
g =< 14
S-, Q148R+G140A NZo detectado DRV/r+MRV+RAL 3TC+TDF+DRV/r 65
[¢]
< 15 150
o N155H+V151l V151 AZT+3TC+TDF+RAL 3TC+TDF+DRV/R
3
IS 16 .
E92Q+N155H N&o informado+RAL 3TC+TDF+DRV/R+ETV 82

66



6. 3.5 Padrdes atipicos de mutacdes associadas a resisténcia aos
INIs

Entre os 137 pacientes com falha virolégica a TARV+RAL, um
paciente de 31 anos, sexo masculino e com aproximadamente 14 anos de
infeccdo pelo HIV-1 apresentou a mutacdo F121Y apos 32 semanas da
introducdo a TARV+RAL (Cavalcanti et al., 2012). A TARV+RAL era
composta por 3TC+TDF+DRV/r+ETR+RAL. A evolucdo da carga viral e
contagem de TCD4* podem ser observadas na figura 12.

Simultaneamente a mutacdo F121Y, foi observado o surgimento de
L741, T97A, Q137H e V151Il, bem como polimorfismos sinénimos no cédon
167. Para confirmar a presenca desta mutagao foi analisada uma amostra
antes da exposicdo a TARV+RAL e nas semanas 32, 40 e 88 apéds a
introducdo de TARV+RAL. Todas as amostras foram amplificadas e
sequenciadas independentemente em triplicata. As mutacdes descritas
anteriormente com F121Y "in vitro", como T124A e T125K n&do foram
encontradas nestas sequéncias. Nenhuma mudanga relevante foi observada
entre as semanas 32 (WK32) e 40 (WK40). Entretanto, na semana 88
(WK88), uma reversao nas posicdes F121Y, Q137H e V151l ao aminoacido
selvagem foi observada, mantendo a T97A e revelando a emergéncia de
K42R, V721, L2341, V258l e a mutacdo maior Y143R (Figura 12 e 13).

Para determinar a proporcdo de posicbes polimérficas do gene da
integrase e contextualizar as substituicbes de aminoacidos, as sequéncias
do virus do paciente foram alinhadas com o consenso de 2.523 sequéncias
do subtipo B disponiveis no LANL (alinhamento global). As amostras RAL-
naive (antes da exposi¢cao a TARV+RAL) ndo exibiram mutagdes associadas
a resisténcia aos INIs, mas tinham mutac¢des tanto em posi¢des polimorficas,
como E11D, observadas em 26,9% do alinhamento global de B, bem como
em posi¢cdes ndo polimorficas, tais como Q164K, ocorrendo em apenas
0,0004% de sequéncias. A analise da reconstrucao filogenética mostra um
padrdo evolutivo onde as sequéncias RAL-Naive estdo situadas perto dos
principais ramos do subtipo B, mas longe do ramo com as cepas resistentes
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ao RAL. No entanto, as sequéncias das semanas 32/40 (mutacdo F121Y) e
da semana 88 (mutacdo Y143R) estdo localizados em dois ramos terminais
distintos (Bootstrap=89), o que pode sugerir uma evolucao independente de

ambas as cepas "121Y" e 143R” (figura 14)
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Figura 12: Evolucdo da carga viral (vermelho) e células TCD4* (roxo) do paciente anterior a
introducéo de raltegravir (RAL-Naive) e na selecdo da mutacdo F121Y (WK32/WK40) e da
Y143R (WKS88).
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Figura 14: Arvore filogenética representativa construida usando PAUP * 4.10b com o
modelo evolutivo GTR + i + g. Valores de bootstrap foram obtidos com 1000 repeticdes e
valores superiores a 50 sdo representados em cinza claro. Arvore inclui repeticdes do
paciente a partir de todos os pontos de tempo do estudo (o), referéncias subtipo LANL (o),
as sequéncias aleatoriamente selecionados a partir do alinhamento global (¢) e as
sequéncias de outros pacientes com a mutacdo no cddon 143(A). As sequéncias do
paciente ID10 sdo homeados como RAL-naive (antes da introducéo do raltegravir) e WK32,
40 e 88 apos a introducdo raltegravir, seguido por uma letra (A, B, C) para cada triplicata. A

sequéncia OSEMP1300 foi incluida na arvore como outgroup.
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Entretanto, mesmo com o paciente em falha viroldgica e terapéutica a
TARV+RAL o tratamento foi mantido cerca de 128 semanas apds a
genotipagem da integrase onde foi detectada a mutacdo Y143R. Em
setembro de 2013 o0 paciente manteve tratamento com
3TC+TDF+DRV/r+ETR sendo o raltegravir substituido por DTG
(TARV+DTG). Na semana 24, apos a introducdo da TARV+DTG, o paciente
apresentou supressdo viroldégica. Essa supressdo foi mantida por
aproximadamente 52 semanas (dados disponiveis no SISGENO), onde
depois a carga viral aumentou 2,32 logio. Na semana 86 apds a TARV+DTG
uma amostra de sangue foi coletada e sequenciada, onde apresentou as
mutacdes maiores Y143R+N155H e as acessorias L741+T97A+E157Q.
Apesar desse conjunto de mutagdes ndo ter causado grande impacto na
susceptibilidade ao dolutegravir, todos os outros antirretrovirais do esquema
estavam comprometidos apresentando resisténcia intermediaria (DRV/r) ou
alta (3TC, TDF e ETR).

6.4 Fatores associados com sucesso terapéutico a TARV+RAL

Noventa e dois pacientes com falha viroldgica a TARV+RAL (grupo
virémico) e 35 pacientes com viremia suprimida (grupo avirémico) foram
comparados a fim de se determinar fatores associados ao sucesso virolégico
durante TARV+RAL. Tanto para 0s pacientes do grupo avirémico quanto
para o dos virémicos foram considerados os dados disponiveis até a data da
coleta de amostra para a genotipagem da integrase (tabela 8)

Considerando a mediana de idade os pacientes do grupo avirémico
eram mais velhos do que os do grupo virémico (44 vs. 48 anos, p=0.054).

Embora o nadir (52 vs. 82 células/mms3, p=0.215) e o CD4 de baseline
(181 vs. 274 células/mms3, p=0.097) tenham sido maiores entre 0 grupo

avirémico essa diferenca néo foi estatisticamente diferente.
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A mediana de tempo de exposicdo ao raltegravir ndo foi
estatisticamente diferente (p=0.357) quando comparados grupo Vvirémico
(115 semanas) e avirémico (118 semanas).

Variaveis significativamente diferentes entre o grupo virémicos e
grupo avirémicos foram: mediana de TCD4* na ultima avaliacdo (224 versus
388 células/mm3, p=0,006), o tempo total de tratamento com ARV (13 versus
15 anos, p=0,012), a adesdo a TARV+RAL (48% versus 98%, p <0,001) e a
supressao viral nas semanas 12 a 24 (29% versus 83%, p <0,001).

O darunavir/ritonavir foi utilizado por 85% do grupo avirémico e em
82% dos casos do grupo virémico. Embora ndo seja significativa, a maioria
dos pacientes do grupo avirémico (72%) tinham darunavir/ritonavir
totalmente ativo compondo a TARV+RAL, entretanto apenas 41% dos
pacientes do grupo virémico eram completamente sensiveis a esse
medicamento (p = 0,06).

Na andlise de regressdo logistica tanto a adesdo (p=0,010) e a
viremia entre as semanas 12-24 (p=0,015) foram associados de forma

independente a supressao viral.

72



Tabela 8: Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes expostos a TARV+RAL categorizados de acordo com o sucesso virologico.

Total Virémicos Avirémicos
(n =126) (n =92) (n =35) p-value

Idade (anos) 45 (33-52) 44 (23-50) 48 (139-54) 0.054
Sexo masculino (%) 66 67 75 0.400
Nadir TCD4* (células/mm?3) 70 (18-144) 52 (13 - 143) 82 (25 — 128) 0.215
Zenith carga viral (logio) 5.26 (4.77-5.68) 5.21 (4.54-5.70) 5.30 (4.92-5.49 0.724
Numero de tratamentos 7 (5-9) 7 (5-9) 7 (6-8) 0.794
Tempo de tratamento 13 (11-15) 13 (10-15) 15 (13-16) 0.012
TCD4* (células/mm?)

Baseline 218 (56-457) 181 (49-451) 274 (121-476) 0.097

Semana 12-24 314 (146-511) 282 (112-493) 323 (168-687) 0.165

Ultima observagao 277 (117-518) 224 (89-464) 388 (247-653) 0.006
HIV RNA level (log1o)

Baseline 4.31 (3.49-4.80) 4.44 (3.72-4.82) 4.11 (1.70-4.80) 0.062

Semana 12-24 2.00 (1.70-4.00) 3.04(1.70-4.21) 1.70(1.70-1.70) <0.001
Supresséo entre as semana 43 29 83 <0.001

12-24 (%)
Tempo de exposi¢cdo ao RAL 115 (71-175) 115 (70-162) 118 (78-189) 0.357

(semanas)
GSS (%)°

=1 antirretroviral 73 69 87 0.302

Darunavir/r ativo (%) 48 40 72 0.061
Adeséo (%) 71 48 96 <0.001
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6.5 Impacto do uso prévio da TARV+RAL na atividade do

dolutegravir

O estudo do impacto do uso prévio de TARV+RAL foi analisado em
92 amostras de pacientes com falha virologica a TARV+RAL e também ja foi
publicado (Cavalcanti et al., 2015)

Entre as 92 sequéncias da integrase, 35% (32/92) apresentaram
resisténcia intermediaria (27/32) ou alta (5/32) ao DTG (tabela 9). Esses
pacientes foram classificados como resistentes ao dolutegravir.

Os pacientes portadores de virus resistentes ao DTG tendiam a ter
diminuicdo de TCD4* apOs ganho inicial. Além disso, esses individuos
tinham uma carga viral mais elevada na ultima andalise quando comparados
aqueles susceptiveis aos DTG (p=0,011).

Na coleta para genotipagem da integrase, pacientes com resisténcia
ao DTG tinha valores de carga viral mais perto do Zenith (carga viral de delta
-0,89 versus -1,31, p=0,033), sugerindo alguma recuperacao do fithess viral.

Além disso, embora ndo estatisticamente significante, os pacientes
com viremia superior a 1.000 cépias/ml entre as semanas 12-24 apds o
inicio do tratamento com TARV+RAL tendiam a ter resisténcia ao DTG
(p=0,072).

Todos os pacientes com resisténcia a DTG tinha substituicdo de
aminoéacidos na posicado 148, sendo acompanhada geralmente de G140S/A
(30/32 dos casos). As sequéncias com a presenca da mutacdo G140S/A
associada com Q148H/R/K apresentaram carga viral mais elevada no
momento da genotipagem para integrase quando comparados a aqueles
sem estas duas mutacdes associadas (4,26 logl0 contra 3,73 logl0; p=
0,012). As mutacdes acessorias L74l (16%, 5/32) e E138K/A (19%, 6/32)
também foram observadas entre as sequéncias analisadas. Houve uma forte
associacao entre a presenca de mutacbes G140S/A (p<0,001) e E138A/K

(p<0,001) na perda de susceptibilidade ao dolutegravir.
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Tabela 9: Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes resistentes e susceptiveis ao dolutegravir (DTG)

Total (n = 92) Susceptiveis ao DTG (n = 60) Resistentes ao DTG (n = 32) p-value
Idade (anos) 44 (23-50) 44 (23-50) 44 (28-49) 0.982
Sexo Masculino [n (%)] 62 (67) 41 (68) 21 (66) 0.792
Nadir TCD4* (cells/mm3) 51 (13-143) 63 (21-143) 20 (11-141) 0.140
TCD4* (cells/mm3)
baseline 181 150 (42-465) 229 (55-449) 0.925
(49 - 451)
Semana 12-24 de exposi¢do ao RAL 314 282 (118-498) 316 (83-445) 0.544
(126 - 515)
Ultima observagéo 221 (89-448) 241 (111-435) 198 (31-448) 0.359
Carga Viral (logio)
baseline 4.44 4.41 (3.61-4.77) 4.47 (4.09-4.84) 0.420
(3.72-4.82)
Semana 12-24 de exposicdo ao RAL 3.04 2.71 (1.70-4.07) 3.83(1.92-4.27) 0.120
(1.70-4.21)
Ultima observagéo 3.99 3.82(3.18-5.54) 4.36 (3.63-7.84) 0.011
(3.21-4.58)
Delta de carga viral -1.07 -1.31 -0.89 0.033
(-066 —-1.88) (-0.75 — -2.15) (-0.31—-1.53)
Tempo de exposicdo ao RAL (semanas) 115 (70-161) 114 (62-155) 122 (75-171) 0.794
Tempo com viremia (semanas) 75 (33-132) 71 (29-139) 77 (52-179) 0.655
Numero de tratamentos 7(7-9) 7(6-9) 6(4-28) 0.279
GSS1 [n (%)]
<2 antirretrovirais 38 (79) 24 (77) 14 (82) 0.923
=2 antirretrovirais 10 (21) 7 (23) 3(18)
GSS2 [n (%)]
<2 antirretrovirais 50 (81) 30 (71) 20 (100) 0.391
=2 antirretrovirais 12 (19) 12 (29) 0 (0)
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7. Discussao

No Brasil, desde de 1996 os pacientes infectados pelo HIV recebem
gratuitamente pelo SUS (Sistema Unico de Salde) a terapia antirretroviral

altamente ativa (HAART) para o tratamento dessa doenca.

De acordo com o “Protocolo clinico de diretrizes terapéuticas para
manejo da infeccdo pelo HIV em adultos” do Ministério da Saude (PCDT-
MS) recomenda que para a primeira linha de tratamento seja usada a
combinacdo de trés antirretrovirais sendo dois ITRNs associados a um
ITRNN, como regra o esquema inicial seja tenofovir+lamivudina+efarivenz,
caso exista alguma contraindicagcdo ou intolerancia esses medicamentos

podem ser substituidos por outros da mesmas classes.

Para a segunda linha de tratamento o PCDT-MS recomenda o uso de
dois ITRNs + um inibidor de protease (IP) associado ao ritonavir, sendo o
lopinavir preferencialmente usado. Outras op¢des como atazanavir (ATV) e 0

fosamprenavir (FPV) podem ser utilizados em caso de contraindicagdes.

A terceira linha de tratamento, dita como terapia de resgate, é destinada
a pacientes com ampla exposicao a terapia antirretroviral. De acordo com o
PCDT-MS o tratamento desses pacientes também chamados de multi-
experimentados é complexo e exige a interacdo de profissionais experientes
no tratamento de resisténcia viral. Os medicamentos que compdem a terapia
de resgate de acordo com a PCDT-MS sé&o o danuravir, tipranavir (segunda
geracdo de IP), etravirina (segunda geracdo de NNRTI), maraviroc
(antagonistas de co-receptores CCR5), enfuvirtida (inibidor de entrada) este
altimo tem seu uso cada vez menos frequente. O raltegravir foi o primeiro INI
licenciado em 2007, tanto para pacientes naive de TARV quanto para o0s
multiexperimentados. Atualmente além do RAL outros dois medicamentos
desta classe estdo licenciados, EVG e DTG. Embora, de acordo com
guidelines internacionais os inibidores de integrasse, sobretudo o RAL e
DTG séao indicados como primeira op¢cdo no tratamento de pacientes com
HIV, no Brasil de acordo com o PCDT-MS publicado em 2013 o RAL é
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considerado um medicamento de terceira linha e é reservado somente para

0 resgate terapéutico de pacientes multiexperimentados.

Os medicamentos que compdem a terceira linha de tratamento somente
sdo recomendados para 0s pacientes que preencham os seguintes critérios:
() falha virolégica confirmada, (ii) teste de genotipagem realizado no maximo
ha 12 meses e (iii) resisténcia a pelo menos um antirretroviral de cada uma
das trés classes (ITRN, ITRNN e IP). Aléem disso, RAL esta indicado nos
casos em que somente o uso do darunavir/ritonavir (DRV/r) ou
tipranivir/ritonavir (TPV/r) n&o permitam estruturar um esquema com

poténcia para suprimir a replicacdo viral.

Em setembro de 2015 através de uma consulta publica a CONITEC
(Comissao Nacional de Incorporacdo de Técnologias no SUS) deliberou a
recomendacdo do DTG para a terceira linha de tratamento para infeccéo
pelo HIV no ambito do SUS (Sistema Unico de Salde). Poucos pacientes
estdo em uso deste medicamento e em geral esses individuos falharam a
terapia com RAL. De acordo com o portal do Departamento de DST/aids e
hepatites virais este medicamento deverd estar disponivel no SUS em 2016
e incorporado como substituicdo ao RAL para jovens e adultos (a partir dos
12 anos), sempre que possivel. Atualmente PCDT-MS est4 em revisao, pois
a sua ultima atualizacdo € de 2015. Uma nota oficial foi recentemente
deliberada no inicio de 2017 e disp6e das recomendacdes para 0 uso de
DTG, entre outros medicamentos.

A recomendacéo do uso dos inibidores de integrase para o tratamento
de pacientes tanto naive de TARV como os multiexperimentados foi devido a
muitos estudos que comprovaram a eficiéncia e a eficacia desses
medicamentos. Entretanto mutacdes associadas a resisténcia a essa classe
ja tem sido descritas. O RAL e o EVG tem uma barreira genética mais baixa
em comparagdo ao DTG. Todavia, apesar de DTG possuir uma barreira
genética maior e um perfil de resisténcia diferente de RAL e EVG, estudos
mostram que mutacdes no cédon 148 associadas a duas ou mais mutacdes

secundarias podem influenciar na susceptibilidade a este medicamento.
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Com o uso dos INIs na terapia antirretroviral, tornam-se necessarios
estudos sobre o perfil de mutacbes associados a essa classe de
medicamentos para subsidiar a conduta clinica nos casos de falha

terapéutica.

Neste estudo buscou-se inicialmente avaliar a diversidade do gene da
integrase de amostras de sangue de pacientes vivendo com HIV/aids com

OU Ssem exposicao ao raltegravir.

Iniciou-se este trabalho com o objetivo de descrever a taxa de resisténcia
primaria a INIs em amostras de pacientes naive ou tratados com TARV, mas
sem exposicao aos INIs. Poucos estudos no pais evidenciam dados sobre
polimorfismos no gene da integrase e prevaléncia de mutacdes primarias
associadas a resisténcia aos INIs. Apesar de poucos casos descritos de
resisténcia primaria aos INIs, h& de se ressaltar que com o uso generalizado
destes medicamentos, o risco de resisténcia transmitida pode vir a ser um
problema futuro. Neste estudo, ndo foi observado mutacfes principais
associadas aos INIs em pacientes naive ou tratados sem raltegravir entre
amostras brasileiras o que corrobora com estudos disponiveis em nosso
pais (Passaes et. al, 2009; Arruda et. al.,, 2010; Mantovani et. al, 2012).
Estes mesmos estudos, assim como nesta analise, tém observado uma alta
proporcao de polimorfismos associados a baixa resisténcia aos INIs ja

descrito na literatura.

Alguns destes polimorfismos observados neste estudo foram associados
a subtipos especificos. Apesar da mutacdo V72l estar presente em
sequéncias dos subtipos B e F tanto de amostras brasileiras quanto das
depositadas em LANL, no subtipo C ela foi observada em todas as
sequéncias brasileiras e em 54% das depositadas em LANL. Estes
resultados corroboram com os de Passaes e colaboradores (2009) que
descreveram esse polimorfismos como uma assinatura de amostras do
subtipo C. Hackett e colaboradores (2005) descreveram a mutacdo V151l
como associada a amostras do subtipo B e F. Entretanto, neste estudo esse

polimorfismo foi observado apenas em sequéncias do subtipo B sendo mais
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presente em amostras brasileiras (28% vs. 4%). Passaes e colaboradores
(2009) também descreveram uma alta frequéncia desse polimorfismo entre
amostras do subtipo B brasileiras de pacientes sem exposicao a INIs. Esses
resultados sugerem que V151l pode ser uma assinatura de amostras do
subtipo B brasileiras. A mutacdo M154IL apesar de uma baixa frequéncia
(7%) foi observada somente em amostra do subtipo B. Entretanto, Mantovani
e colaboradores (2012) descreveram a mutacdo M1541 como frequente entre
amostras do subtipo ndo-B em uma frequéncia de 6.7%. Este mesmo estudo
mostrou uma frequéncia maior da mutacdo V201l entre subtipos ndo-B, isto
também pode ser verificado em nosso estudo, onde a frequéncia dessa
mutacdo foi maior tanto entre amostras n&o-B brasileiras quanto as

depositadas em LANL.

Apesar de nosso estudo, assim como os estudos descritos indicarem
uma relacao entre alguns polimorfismos naturais da integrasse associados a
resisténcia a determinados subtipos virais, outros estudos com um nudmero
maior de pacientes devem ser realizados a fim de se determinar qual seria 0
impacto desses polimorfismos no tratamento com os INIs em determinados

subtipos virais.

As analises posteriores deste estudo incluiram apenas amostras de
pacientes com exposicdo a terapia antirretroviral contendo raltegravir
(TARV+RAL). A maioria dos pacientes no momento da incluséo
apresentavam falha viroldgica a TARV+RAL. Também foi incluida uma
amostragem de conveniéncia de pacientes em TARV+RAL com viremia
suprimida (pacientes com sucesso virologico) a fim de predizer fatores que
poderiam estar associados ao sucesso a TARV+RAL e de se detectar o
momento da falha viroldgica entre esse grupo de individuos. Essa

amostragem foi coletada aleatoriamente.

Entre os pacientes com falha virolégica a TARV+RAL analisados neste
estudo, foi observada uma alta proporcdo de mutacbes associadas a
resisténcia aos INIs, inclusive mutacbes que comprometem a

susceptibilidade ao dolutegravir. O presente estudo representa uma série de
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casos de pacientes resistentes a INIs fora dos ensaios clinicos, utilizando
TARV+RAL na América Latina. Apenas um estudo com uma peguena coorte
de 10 pacientes com faléncia virologica a TARV+RAL documentou a
presenca das mutacdes Q148H+G140S em 2 individuos (Passaes et al.,
2012). Embora essa populacédo provavelmente ndo represente pacientes em
falha ao tratamento inicial com RAL, eles representam casos que serdo
progressivamente encontrados em sitios clinicos de paises de baixa e média
renda, onde a primeira linha de antirretrovirais € composta principalmente
por medicamentos de baixa barreira genética sendo os de segunda geracéao
e os de terceira linha, geralmente reservado para terapia de resgate de
pacientes multifalhados, em fase tardia da doenca. Uma das principais
caracteristicas deste grupo de pacientes com opcdes limitadas de
medicamentos para compor esquemas de resgate € a tentativa de usar
medicamentos reciclados e que ndo sdo completamente ativos. No entanto,
um recente estudo prospectivo observacional brasileiro relatou 83% de
sucesso viroldgica em 92 pacientes multiexperimentados. Todos esses
pacientes receberam um esquema baseado em darunavir (83% com total
sensibilidade ao darunavir), incluindo 72% com RAL (Vidal et. al.,2013). Este
resultado indica que resultados semelhantes aos relatados em paises de alta
renda sdo possiveis em paises de baixa e média renda reforcando a

importancia da progressiva ampliacdo da segunda linha ARVSs.

A maioria das caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes
incluidos neste estudo, ndo apresentou associagdo com a falha terapéutica a
TARV+RAL, contudo um ganho na contagem de células TCD4* foi
observado em ambos os grupos que evoluiram ou ndo para mutacdes de

resisténcia a RAL.

Neste estudo, a maioria dos pacientes tinham menos de dois
antirretrovirais ativos quando iniciaram o resgate com TARV+RAL, sem
associacao significativa com a selecdo de mutacdo a RAL. No entanto, uma
associacdo significativa foi identificada entre a presenca de mutacdes

associadas a RAL e um baixo GSS2. A baixa atividade de darunavir, um
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inibidor de protease comumente usados em terapias de resgate também foi
associado significativamente com a selecdo de mutacdo para RAL. A
determinacdo do GSS1 foi baseado em relatérios de testes de genotipagens
prévios, registros médicos disponiveis, com dados de testes incompletos em
alguns casos realizados em outros servi¢os. Entretanto, os dados obtidos
para 0 GSS2 eram da mesma amostra utilizada para genotipagem da
integrase, com uma correlacéo significativa de baixa resisténcia GSS com
RAL. Um estudo de uma grande coorte multicéntrica francesa com 468
individuos em tratamento TARV+RAL mostrou que o numero de novos
farmacos associados a RAL foi associada independentemente com faléncia
virologica (Marcelin et al., 2013). Estes resultados suportam que a
composicado do esquema de resgate deve sempre considerar ndo apenas o
namero de medicamentos, mas principalmente o seu perfil de resisténcia e a

poténcia destes, especialmente do melhor inibidor de protease disponivel.

Também foi verificada, uma longa duracdo acumulativa de viremia
detectavel (VL> 50 copias/ml) para a maioria dos casos (média de 71
semanas). Esta é uma situacdo preocupante e poderia explicar pelo menos
em parte, a presenca de mutacdes para os INIs, sobretudo para DTG. A
proporcao de mutacdes associadas a resisténcia a RAL em ensaios clinicos
randomizados é menor quando comparada aos dados aqui relatados, porém
um estudo francés também relatou uma alta prevaléncia de resisténcia
associada ao RAL com 43% (27/63) dos casos (Gallien et al., 2011). Neste
mesmo estudo os autores relataram que o surgimento de mutacbes para
INIs podem ocorrer durante episodios de baixa viremia em pacientes
recebendo terapia com RAL (Gallien et al., 2011). Assim, a genotipagem na
presenca de viremia detectavel para avaliar mutacbes relacionadas a
resisténcia aos INIs se torna necessaria, a fim de estruturar o esquema de

resgate para futuras opgdes terapéuticas.

A maioria dos pacientes com falha terapéutica a TARV+RAL
apresentava a mutacdo Q148H/R/K seguida de N155H. Durante a falha

precoce ao RAL a mutagcdo N155H emerge primeiro na maioria dos isolados,
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sendo depois substituida por Q148H/R/K (Doyle et al., 2015). Uma das
limitacbes deste estudo € que a amostra utilizada para a genotipagem da
integrase nao € a mais proxima possivel do momento da falha viroldgica a
TARV+RAL (visto que os pacientes permaneceram em média 75 semanas
em viremia) ndo sendo possivel detectar qual era o perfil mutacional quando
0 paciente apresentou aumento na viremia plasmatica. No entanto, neste
estudo, quando comparado 0s pacientes que carregavam virus com
Q148H/R/K e N155H n&o houve diferenca entre o tempo de exposi¢ado ao
RAL.

Uma alta propor¢cédo de pacientes com resisténcia intermediaria a alta
ao DTG (35%) foi observada neste estudo. Todos 0s pacientes com perda
importante de susceptibilidade ao DTG tinham a substituicdo de aminoacido
na posicdo 148 (glutamina, histidina, arginina ou lisina) e em sua maioria
acompanhada por G140S/A. As amostras de pacientes que tinham G140S/A
associada com Q148H/R/K tinham uma carga viral média mais elevada no
momento da genotipagem para integrase em comparacao com aqueles sem
essas duas mutacbes. A mutacdo G140S/A geralmente surge quando
Q148H/R/K é selecionado, e sua presenca tem sido relacionada a melhora
do fitness viral (Delelis et al.,2009), o que pode explicar este aumento da
carga viral.

Também se observou uma forte associacdo entre a presenca de
mutacBes nos codons 140 e 138 e a resisténcia ao DTG. Dessa forma,
nosso estudo revelou que o numero de mutacbes secundarias esta
associada a uma pior resposta ao DTG, isto € uma predicédo suportada pelas
observacgdes clinicas do estudo VIKING-3, que mostraram uma resposta pior
para pacientes com exposicao prévia ao RAL e com duas ou mais mutacdes
associadas a resisténcia aos INIs, incluindo a G140S/A, L741 e E138A/K
(Castagna et. al., 2014). Saladini e colaboradores (2012) documentaram a
presenca de variantes G140S+Q148H nas sequéncias obtidas a partir de
pacientes utilizando RAL, embora com uma taxa inferior (17,5%) do que o

encontrado neste estudo (35%).
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Apesar deste estudo ter diferentes limitacdes, foi possivel uma analise
do uso de RAL nos ultimos 6 anos no Brasil. Neste periodo foi observado
gque mesmo com uma taxa elevada de pacientes com susceptibilidade
reduzida ao DTG, houve um declinio significativo da resisténcia intermediaria
a alta a esse medicamento e no tempo em falha virolégica a TARV+RAL
quando comparados os anos de 2009 a 2015. Talvez isso se deva a
implantacdo dos testes de genotipagem para resisténcia da integrasse
sugerindo que o exame esta sendo solicitado de forma mais precoce apos a
identificacdo da falha viroldgica, favorecendo um eventual resgate com DTG.
Além disso, embora também sem significancia estatistica, a frequéncia da
mutacdo Q148RHK teve um declinio enquanto as mutacfes Y143RHC e
N155H permaneceram estabilizadas. Como dito anteriormente, a mutagéo
Q148H/R/K emerge substituindo a N155H durante a falha precoce (Doyle et
al., 2015), talvez a melhor estruturacdo para a solicitacdo do exame de
resisténcia para integrase tenha influenciado na frequéncia desta via
mutacional.

Em 16 pacientes com falha terapéutica a TARV+RAL (ou seja, com
presenca de mutacdes associadas a resisténcia aos INIs) deste estudo, foi
possivel uma analise de seguimento pds genotipagem da integrase. Entre
esses pacientes, oito permaneceram com o mesmo tratamento, mesmo apos
um laudo com presenca de mutacdes para RAL, isto € bastante preocupante
tendo em vista que trés desses pacientes tiveram o acumulo de mais
mutacdes. Entre os oito pacientes que nao apresentavam mais as mutacdes
de resisténcia, seis tinham informacéo de retirada do RAL do tratamento.
Embora ndo tenhamos a amostra mais préxima ao momento em que
variantes resistentes desparecem e o virus selvagem emerge, o0 tempo entre
a primeira e a segunda genotipagem para integrase foi estatisticamente
significante entre os pacientes que continuaram resistentes ao raltegravir e
agueles que voltaram a ser sensiveis a este medicamento. A via mutacional
mais frequente entre esses pacientes que voltaram a ser sensiveis aos INIs
foi a 148+140. O estudo de Ferns e colaboradores evidenciou que a

mutacdo Q148HRK desapareceu cerca de um més apos a retirada do
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medicamento, o que segundo o autor reforca a ideia de que esta mutacéo
sugere uma grande desvantagem para a replicacao viral. Cepas virais que
apresentam a N155 demoraram de cinco a sete meses para retornar ao tipo
selvagem.

Apesar da amostragem deste estudo ndo ser grande, foi possivel
observar a presenca da mutacdo F121Y em uma amostra (Cavalcanti et al,
2012). A selecao desta mutacdo associada a resisténcia aos INIs, somente
havia sido descrita “in vitro”. A mutacdo F121Y tem sido descrita como
resisténcia cruzada entre os trés medicamentos da classe dos INIs (Munir et
al.,2015; Malet et al., 2014). Na primeira amostra disponivel obtida apds a
introducdo da TARV+RAL (semana 32) foi observada a substituicdo no
codon 121 de fenilalanina para tirosina em todos as sequéncias (F121Y). Na
emergéncia da F121Y observou-se a presenca de L74l, T97A, Q137H e
V151l. Mutac¢des anteriormente descritas com F121Y "in vitro", como T124A
e T125K (Menéndez-Arias, 2010) ndo foram encontrados nestas sequéncias.
Nas semanas 32 e 40 ap6s a introducdo da TARV+RAL ndo houve
alteracdes relevantes observadas. Entretanto, na semana 88, quando houve
a reversdo das posicoes F121Y, Q137H e V151l para o tipo selvagem,
emergiram as mutacdes K42R, V721, T97A, L234l, V258l e a mutagdo maior
de resisténcia Y143R. A T97A é uma substituicdo polimorfica, selecionada
por RAL e esta relacionada com Y143R/C (Canducci et al., 2009). Embora
nao diretamente associada a resisténcia, esta mutacdo é sinérgica para
Y143R, uma vez que é capaz de restaurar a capacidade de replicacdo do
virus, e espera-se que ela apareca apoés a fixacdo da Y143R (Delelis et al,
2010; Reigadas et al.,, 2011). Este resultado tem sido incluido nas
referéncias do IAS e no Stanford Database.

Outro dado interessante a ser discutido no presente estudo, sdo 0s
possiveis fatores que possam ter influenciado o sucesso terapéutico com
TARV+RAL. Poucos sdo os estudos que evidenciam esses fatores entre
pacientes pertencentes a sitios clinicos reais. Neste estudo, sugerimos que
gue a adesao e a viremia entre as semanas 12-24 estdo associadas de

forma independente a supressado viral. Apesar de nao ser significativa a

84



diferenca os dados também sugerem que ter darunavir/ritonavir totalmente
ativo compondo a TARV+RAL pode ser um fator benéfico para a terapia.
Alguns estudos, néo brasileiros tém evidenciado a aderéncia ao tratamento e
a poténcia dos antirretrovirais que compde o esquema com RAL como sendo
fatores importantes para o sucesso terapéutico. O estudo de Boyd e
colaboradores (2015) avaliou pacientes em terapia antirretroviral de 2010 a
2013, incluindo aqueles em uso de RAL e demostrou que uma baixa adeséo
foi o fator determinante para a falha terapéutica, e sugere que um
investimento na otimizacdo da adesao ao invés da implementacéo de testes
de resisténcia aos medicamentos pode ser aconselhavel. Outro estudo
mostrou que o numero de novos antirretrovirais, como darunavir, etravirina
ou maraviroc compondo o esquema terapéutico com RAL pode influenciar a
uma melhor resposta durante essa terapia (Marcelin et al., 2013). A adeséo
e um alto valor de GSS também foi associada a uma resposta melhor ao
tratamento com RAL no estudo de Rusconi e colaboradoes (2012). No
presente estudo o0s pacientes com sucesso virolégico foram selecionados de
forma aleatoria pelo médico responsavel e apesar dos dados de
quantificacdo de carga viral, contagem de células TCD4+, dados de GSS
antes da TARV+RAL e demograficos terem sido obtidos em prontuarios
médicos e bancos de dados SIGENO ou SISCEL, e a adesdo ser uma
variavel dificil de ser definida, nossos resultados corroboraram com o0s
estudos disponiveis na literatura. Assim, uma boa aderéncia a terapia,
antirretrovirais ativos para compor o esquema com RAL e a supressao
virologica nas primeiras semanas de inclusdo da medicacdo devem ser
pontos importantes a serem levados em consideracdo pelo profissional
responsavel pelo paciente.

Apesar deste estudo ter limitagbes como o0 pequeno numero de
pacientes analisados, visto que RAL somente € administrado para terapia de
resgate, o fato de nao ter a padronizagcdo e regularidade de coletas e
analises quando comparados aos estudos clinicos e os dados serem
extraidos de prontuarios médicos que por sua vez podem nao ser

preenchidos corretamente, este estudo trata-se de um dos primeiros que
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refletem a realidade de uma coorte de pacientes em uso de terapia contendo
raltegravir no Brasil, antes deste apenas um havia sido publicado (Passaes
et al., 2012) com uma quantidade de pacientes muito menor quando
comparado a este estudo.

Os resultados evidenciam o perfil de mutacbes associadas a
resisténcia aos INis, além de apresentar que o acumulo durante uma falha
virolégica podem comprometer o eventual resgate com dolutegravir, uma
opcdao de medicamento bastante importante para esses pacientes
multifalhados.

Neste contexto, o conjunto de resultados descritos nesse estudo,
agregam importantes informac¢des para o uso clinico sobre a diversidade
genética da integrase em pacientes com ou sem exposicao a INIs, sobre o
perfil de resisténcia aos INIs e sobre fatores que sugerem uma melhor

resposta ao tratamento com TARV+RAL.
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8. Conclusodes

Resisténcia transmitida ndo foi observada entre pacientes naive para
INIs, entretanto alguns polimorfismos parecem estar associadas a certos
subtipos virais.

Os pacientes com exposicdo a TAR+RAL apresentaram uma alta
proporcao de falha virologica e terapéutica a este esquema.

Foi observada a selecdo da mutacdo F121Y associada a resisténcia
aos INIs que havia sido observada anteriormente somente “in vitro”.

Houve um declinio significativo da resisténcia intermediaria a alta ao
DTG e no tempo em falha virologica a TARV+RAL quando comparados 0s
anos de 2009 a 2015.

A adesdo e a viremia entre as semanas 12-24 parecem estar
associadas de forma independente a supressao viral. Além, disso ter um IP
completamente ativo, como o darunavir/r na TARV+RAL pode favorecer a
supressao viral.

Uma proporc¢ao importante de pacientes com resisténcia intermediaria
ou alta ao DTG em falha a TARV+RAL foram observados neste estudo.
Além disso, alteragbes na viremia durante a falha virologica indicam a
evolucdo da resisténcia ao RAL e podem prever o aparecimento de
mutacfes secundarias que sao associadas com uma diminuicdo da
susceptibilidade ao DTG.

Como opcbes de tratamento para pacientes com doenca avancada
sdo muito limitada, € concebivel que a interrupcdo imediata de RAL
mediante identificacdo de faléncia virologica pode favorecer a terapia de
resgate com DTG, mantendo o restante da combinacédo, poréem mais estudos
sao necessarios para dar melhor suporte a esta recomendacéao.

Neste estudo pbde-se avaliar a resposta a TARV+RAL em uma
situacao realista, que inclui as condi¢des inerentes de nossos servigos de
saude, favorecendo a producdo de informacdes e recomendacdes de uso

pratico.
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Raltegravir is an integrase inhibitor (INI) licensed for clinical use and other INI are in advanced stage of
development. Different resistance mutations in HIV integrase from patients using these antiretroviral
drugs have been described and G148H/R/K, N155H and less frequently Y143C/H/R are considered major
resistant mutations to raltegravir. Both Stanford Database and Geno2Pheno list F121Y as conferring inter-
mediate resistance “in vitro” both to raltegravir and elvitegravir. We report for the first time the “in vivo”
selection F121Y and evolution to Y143R in a 31 years old male clade B HIV-1 infected patient failing a
raltegravir-containing salvage regimen. Plasma samples nine months prior to raltegravir (RAL-Naive)
and at weeks 32, 40 and 88 after RAL-containing regimen were analyzed. Antiretroviral susceptibility
was evaluated at Stanford and Geno2Pheno from sequences obtained with RT-PCR. After a Viral load at
week 12 below 50 copies/mL, viremia raised at week 20 to 4.5log10. The emergence of F121Y was
observed at week 32 and 40, alongside with L74I, T97A, Q137H and V151I. At week 88 F121Y was no
longer detected, L741 and T97A were maintained and Y143R emerged. F121Y might be an alternative
pathway to Y143R. Changing of RAL-containing regimen upon the identification of F121Y might avoid

the evolution of raltegravir resistance.

© 2012 Elsevier B.V. Open access under the Elsevier OA license,

Integrase inhibitors (INIs) are an important addition to the HIV
infection treatment armamentarium. Licensed in 2007, raltegravir
(RAL, Merck Laboratories) is the first INI approved for clinical use
(FDA, 2007). Other drugs in this class, such as elvitegravir (Gilead
Sciences) and dolutegravir (GlaxoSmithKline), are in advanced stage
of development (van Lunzen et al., 2012; Molina et al., 2012). In
Brazil, raltegravir is used as part of salvage regimens of patients with
documented resistance to multiple antiretroviral drugs (http://
www.aids.gov.br/sites/default/files/folder_consenso.pdf).

Despite its high activity when combined with optimized back-
ground therapy (OBT), different mutations confer loss of suscepti-
bility to raltegravir, as well as to other INIs (Steigbigel et al.,
2008; Shimura et al., 2008; Rowley, 2008; Malet et al., 2009; Mbisa
et al,, 2011). The pathways G148H/R/K, N155H and, less frequently
Y143C/H/R, lead to an important viral resistance to raltegravir
(Cooper et al., 2008). Also, some of these mutations also confer
cross-resistance to other INIs, such as Q148H/R/K to elvitegravir
(Shimura et al., 2008; Malet et al., 2009; Mbisa et al., 2011; Blanco

* Corresponding author. Address: Laboratério de Retrovirus, Centro de Virologia,
Instituto Adolfo Lutz, Av. Dr. Arnaldo, 355, Cerqueira César, 01246-902 Sao Paulo,
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E-mail address: lubrigido@gmail.com (L.F. de Macedo Brigido).

0166-3542 © 2012 Elsevier B.V. Open access under the Elsevier QA license.
http://dx.doi.org/10.1016/j.antiviral.2012.04.007

et al, 2011). Dolutegravir seems less susceptible to genetic
resistance (Canducci et al., 2011), but different combinations of
substitutions Q148H/K/R, G140S/A and E138 K/A may reduce its
susceptibility by 10- to 20-fold (http://hivdb.stanford.edu/pages/
drugSummaries.html). Along substitutions associated to the loss
of susceptibility to raltegravir, non polymorphic accessory muta-
tions can emerge during therapy as result of selective pressure.
Moreover, natural polymorphisms of the integrase gene, such as
V1511 and 172 V, have been associated to a small decrease in sus-
ceptibility to INIs (Passaes et al., 2009; Low et al., 2009). Marinello
et al. (2008) documented the negative impact of the F121Y substi-
tution on integrase strand transfer activity, while integration pat-
terns remains unchanged. Moreover, albeit never described in
clinical isolates, HIV Stanford Resistance Database and Geno2Pheno
both list 121Y as conferring a 5-10-fold decrease in raltegravir
(Kobayashi et al., 2008; Rowley, 2008; Blanco et al., 2011) and elvi-
tegravir (Shimura et al., 2008) susceptibility, leading to an interme-
diate resistance profile. Identification of potential mutational
pathways is important to understand the evolution of resistance
patterns and the drug susceptibility in HIV-1 infection.

In the present study we report the in vivo selection of the non-
polymorphic substitution F121Yina 31 years old male patient, diag-
nosed in August 1998 with HIV-1 infection, who underwent six


http://www.aids.gov.br/sites/default/files/folder_consenso.pdf
http://www.aids.gov.br/sites/default/files/folder_consenso.pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.antiviral.2012.04.007
mailto:lubrigido@gmail.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.antiviral.2012.04.007
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01663542
http://www.elsevier.com/locate/antiviral
http://www.elsevier.com/open-access/userlicense/1.0/
http://www.elsevier.com/open-access/userlicense/1.0/

10 J.S. Cavalcanti Antiviral Research 95 (2012) 9-11

treatment regimens (starting with HAART: zidovudine, lamivudine
and nevirapine) prior to the use of RAL-containing therapy. We eval-
uated the evolution of the viral integrase from a genotype previous
fully susceptible to integrase inhibitors to a F121Y intermediate
resistant strain, and subsequently to an Y143R fully resistant profile
analyzing protease/reverse transcriptase (referred as “polymerase”)
and integrase genotypic population sequencing from blood samples
prior to raltegravir exposure, collected in 2009 (RAL-NAIVE), and at
weeks 32, 40 and 88 after introduction of RAL-containing regimen.
Viral RNA was extracted using the QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qia-
gen, Germany) according to manufacturer instructions. Viral load
was determined using bDNA method (Versant 3.0 Siemens, Ger-
many) and CD4 + T-cells were measured by flow cytometer (FACS
Calibur, BD, USA) during regular clinical follow up at the local labo-
ratory. The study was approved by the ethical committees of the
institutions involved.

Polymerase genotyping was performed using TRUGENE® HIV-1
Genotyping Assay or OpenGene® DNA System (Siemens, USA) and
a one step RT-PCR using proof reading enzyme, adapted from Van
Laethem et al. 2008, followed by a nested PCR to amplify the com-
plete integrase gene. The PCR product was then submitted to direct
sequencing using BigDye® v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Bio-
systems, USA), resolved in an ABI3130XL (Applied Biosystems,
USA). Three independent replicate integrase sequences were ob-
tained from each sample. The sequences were assembled and edi-
ted using Sequencher 4.7 (GeneCodes, USA). Sequences Accession
numbers: JQ797715 to JQ797734.

Resistance mutations and susceptibility to antiretroviral drugs
were analyzed according to Stanford Resistance Database (Supple-
mentary data 1, SD-1), Geno2phenojesistance, IAS 2011 mutation
list (Johnson et al., 2011) and the ANRS algorithm. Sequences were
aligned with HXB2 reference sequence using BioEdit v.7.0.9. Sub-
type screening was done at NCBI Genotyping and REGA BioAfrica
websites, confirmed by phylogenetic reconstruction of Neighbor
Joining and Maximum Likelihood trees using Paupx 4.10b (SD-2).
Viral load, CD4, antiretroviral treatment, resistance mutations
and sampling time points are depicted in SD-3.

Polymerase genotyping (see SD-1) prior to raltegravir exposure
predicted a high-level resistance profile to all NNRTI and NRTI ex-
cept for etravirine, which showed a potential low-level resistance
score according to Stanford Database (G190A). As the patient had
no prior exposure to the drug and did not use other NNRTI in the
year preceding this sampling, the drug was considered here as fully
active. The virus had high-level resistance to all PI drugs except for
darunavir/r, which exhibited an intermediate resistance profile
(147V, 150V, 184V, L89V). Therefore, the patient started raltegravir
regimens at best with one additional active drug (etravirine) and
one partially active drug, darunavir/r. This fact may have been
determinant for the virological failure within a few weeks. Samples
weeks 40 and 88 showed high resistance to etravirine (E138Q,
Y181C and G190A). Therefore, after 40 week of exposure the regi-
men contained only a partially active darunavir.

On the first available sample obtained after raltegravir intro-
duction on the regimen (week 32) the substitution F121Y was
observed on all replicate sequences. Alongside this mutation, the
emergence of L74l, T97A, Q137H and V1511 was observed, as
well as synonymous polymorphisms in codon 167. Mutations pre-
viously described with F121Y “in vitro”, as T124A and T125K
(Menéndez-Arias, 2010) were not found in these sequences. No
relevant change was observed from week 32 to week 40. At week
88, a reversion was observed at positions F121Y, Q137H and V1511
to the wild type amino acid, maintaining T97A and showing the
emergence of K42R, V72I, L234l, V2581 and the major resistance
mutation Y143R. T97A is a polymorphic substitution, selected by
raltegravir and is related to Y143R/C (Canducci et al., 2009).
Although not directly associated to resistance, this mutation is

synergic to Y143 resistant mutants, as it is capable of restoring
the replication capacity of the virus (fitness), and it is expected
to emerge after the fixation of 143R (Delelis et al., 2010; Reigadas
et al., 2011). The viral load documented during the presence of
F121Y and T97A is over half log below historical values. However,
it was also documented during previous regimens (SD-3) and
therefore cannot associate these mutations to a change in replica-
tive fitness.

To determine the proportion of polymorphic positions in the
integrase gene and contextualize the amino acid substitutions of
the patient’s virus, all 5102 complete integrase sequences available
at LANL were downloaded. Subtype B sequences (“B global” align-
ment, n = 2523) were selected for amino acid composition compar-
ison. As expected, the consensus of those sequences was identical
to the Consensus B available at LANL. The RAL-NAIVE sample did
not exhibit resistance mutations to integrase inhibitors, but had
mutations both in polymorphic positions, as E11D, observed in
26.9% of the B global alignment, as well as in non polymorphic
positions, such as Q164 K, occurring in only 0.0004% of sequences.
See Supplementary data 4 for amino acid alignment of all study
time points. In addition to amino acid substitutions, silent nucleo-
tide substitutions were observed. In a total of 13 nucleotide substi-
tutions in 143-strains, five were observed only in 121-strains. This
could indicate an evolution of 143-strains from a 121-strain pre-
cursor. Analysis of the phylogenetic reconstruction shows an evo-
lutionary pattern, with the RAL-Naive sequences situated closer
to the main subtype B branches, with raltegravir resistant strains
further away on the branch. However, the weeks 32/40 (121-
strains) and week 88 sequences (143-strains) are located at two
separate terminal branches (bootstrap 89), which may suggest an
independent evolution of both “121Y” and “143R” strains. Our data
therefore cannot determine if a 121Y variant is the origin of the
143R variants of if it evolved directly from other precursors.

In conclusion, this study documents the association of the
emergence of F121Y plus L74l, T97A, Q137H and V1511 mutational
pattern to the virological failure of RAL-containing regimen, fol-
lowed by a reversion of the F121Y substitution and appearance
of Y143R after continuous exposure to the drug. Thus, these results
reinforce the role of F121Y on raltegravir resistance, and suggest
that F121Y could be an alternative resistance pathway to raltegra-
vir, less fit and therefore substituted by 143R strains. F121Y and
these secondary mutations could also be an intermediate step to-
wards the emergence of Y143R. However new generation sequenc-
ing or clonal studies are necessary to clarify the mutational
pathways and phenotypic studies are necessary to elucidate the
impact of these mutations on drug susceptibility and on integrase
activity. In either way the change of RAL-containing regimen upon
the identification of F121Y might avoid the evolution of raltegravir
resistance.
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Raltegravir (RAL) is the first licensed antiretroviral integrase inhibitor that may be used both for
treatment-naive human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) patients and for salvage therapy. The
Brazilian public free access programme limits its use for salvage therapy, with scarce information
regarding RAL resistance from patients failing a RAL-containing salvage regimen. This study evalu-

Keywords: ated RAL resistance mutations detected by population sequencing in 69 HIV-infected patients with
ng;/z_i]l advanced disease failing a RAL-containing regimen in a real-world setting. RAL resistance mutations
Integrase were identified in 47/69 patients (68%). The most common salvage regimen, used by 56/69 patients
Raltegravir (81%), included lamivudine, tenofovir, darunavir/ritonavir and RAL. At failure, major RAL resistance
Genotype mutations included Q148H/R/K (21/47; 45%), N155H (14/47; 30%), Y143R/H/C (3/47; 6%) and E92Q
Resistance (1/47; 2%). Most samples with Q148H/R/K also showed G140S/A/C (21/47; 45%). RAL resistance was

significantly associated with less than two active drugs in the optimised background therapy regi-
men at failure [39/39 (100%) vs. 9/17 (53%); P<0.001] and with a longer cumulative duration with
detectable viraemia (viral load >50 copies/mL) (86 weeks vs. 32 weeks; P=0.001). A high frequency
of RAL mutations was observed in this study. In addition, these results reinforce the importance of
close monitoring of RAL-containing regimens to reduce the time of failure and consequent resistance

accumulation.

© 2013 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

Integration of the retrotranscribed human immunodeficiency
virus type 1 (HIV-1) DNA into the human genome is a funda-
mental step in retroviral replication. Raltegravir (RAL) (Isentress®;
Merck Laboratories) is the first integrase inhibitor licensed for
clinical use, approved both for treatment-naive and antiretrovi-
ral (ARV)-experienced HIV-infected patients [1,2]. Other integrase
inhibitors are available, such as Stribild® (Gilead Sciences), a tablet
combination including elvitegravir (EVG) [3], and more recently
dolutegravir (Tivicay®; GlaxoSmithKline) [4]. All are analogues of
diketo acid, blocking the 3’ processing step in the cytoplasm and the
strand transfer of viral DNA into the nucleus, known as integrase
strand transfer inhibitors (INSTIs) [5].

Despite the capacity of INSTIs to inhibit viral replication,
similar mutational pathways that reduce the activity of these

* Corresponding author. Tel.: +55 11 3068 2982; fax: +55 11 3068 2983.
E-mail address: lubrigido@gmail.com (L.F. de Macedo Brigido).

drugs have been described [6]. Treatment failure with RAL may
be associated with the selection of mutations in at least four
different pathways, including E92Q, Q148H/R/K, N155H and,
less frequently, Y143R/H/C [7]. The mutations E92Q, Q148H/R/K
and N155H also confer cross-resistance to EVG [6]. Addi-
tional mutations such as F121Y that reduce susceptibility to
RAL and EVG in vitro [8] have recently been documented
in vivo [9].

In 2009, RAL was included among the ARV drugs available for
salvage treatment of ARV-experienced patients in Brazil. This drug
constitutes an important component of salvage regimens in Brazil,
and most patients receiving adequate third-line drug combinations
achieve virological suppression[10]. Failure of RAL-containing regi-
mens is observed in certain patients, but information about this
situation, a critical scenario where further salvage therapy options
are usually limited, is scarce.

The aim of the present study was to assess, in routine clinical
conditions, the mutational profile to RAL in samples from HIV-
infected patients failing a salvage regimen containing this ARV in
Brazil.

0924-8579/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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2. Patients and methods
2.1. Patients

Blood samples from 69 HIV-infected patients with confirmed
virological failure during use of a RAL-containing salvage regi-
men were included in this study. Viral failure was defined by the
attending physician based on no virological response, i.e. no viral
suppression below the detection limit of 50 copies/mL after 24
weeks on a RAL-containing regimen or detectable viraemia after
viral suppression. Samples were collected at clinical sites, all in
Sdo Paulo State, Brazil, from July 2009 to March 2013 and were
processed at the Retrovirus Laboratory, Instituto Adolfo Lutz, the
main public laboratory of Sdo Paulo State.

2.2. Quantification of viral load (VL) and CD4 cell count

Plasma VL was quantified using bDNA methodology (VERSANT®
HIV-1 RNA 3.0; Siemens, Erlangen, Germany), and CD4 T-
lymphocytes were measured by flow cytometry (FACSCalibur™;
BD, San José, CA) according to the manufacturers’ instructions in
laboratories accredited by the National AIDS Programme quality
control. CD4 cell counts and quantification of VL were analysed
at three time points: before the introduction of RAL; between 12
weeks and 24 weeks after exposure to RAL; and the time of sample
collection for integrase genotyping testing.

2.3. PCR and genomic sequencing

Sequences were obtained from viral RNA, extracted from plasma
using a QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions and stored at —70°C
until use. Amplification of the complete integrase gene was per-
formed with a reverse transcriptase PCR (RT-PCR) assay using
SuperScript® III (Invitrogen, Carlsbad, CA) and Platinum® Tag DNA
Polymerase, High-Fidelity with corrective action (Invitrogen), fol-
lowed by a nested PCR with primers described by Van Laethem et al.
[11]. The PCR product was then direct-sequenced using a BigDye®
v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Austin, TX) and
resolved in an ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Sequences were assembled and edited using Sequencher 4.7 (Gene
Codes Corp., Ann Arbor, MI). The protease and reverse transcriptase
gene were genotyped by an in-house methodology [12] or using a
TRUGENE® HIV-1 Genotyping Assay (Siemens, Tarrytown, NY).

2.4. Determining genotypic resistance, susceptibility to
antiretrovirals and genotypic sensitivity score (GSS)

Patients with one or more major RAL resistance mutations as
defined by the Stanford University HIV Drug Resistance Database
(HIVdb) (http://hivdb.stanford.edu/index.html) and the Interna-
tional Antiviral Society — USA (IAS-USA) resistance list [7] were
considered as harbouring a RAL resistance mutation. To define the
GSS for each drug used in the optimised background therapy (OBT),
the drug susceptibility determined at HIVdb was used. The GSS
of the OBT was calculated at the beginning of the RAL-containing
regimen (GSS1) from previous genotyping tests, and from a new
genotypic test at the same sample used to determine RAL resistance
collected during salvage therapy failure (GSS2).

The scoring system based on the HIVdb GSS to each drug in
the OBT was: a score of 0 was assigned if the interpretation pre-
dicted resistance or intermediate resistance; a score of 0.5 was
assigned for low-level resistance; and a score of 1 was assigned
if the interpretation predicted susceptible virus or only potential
low-level resistance. At baseline enfuvirtide was considered to be
fully active if it had not been used previously, and at failure was

considered resistant (GSS=0) if it was used for >2 weeks after
virological failure. Maraviroc was considered to be fully active if
it was not used previously. RAL was not included in the calculation
of the GSS. Subtypes were screened using the REGA HIV-1 Subtyp-
ing Tool v.2.0 (http://dbpartners.stanford.edu/RegaSubtyping/)and
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpagex.cgi), using
phylogeny (PAUP) whenever necessary.

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Epi Info 6 (CDC,
Atlanta, GA) and GraphPad software (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA), assuming a significance level of P<0.05. Categorical vari-
ables were tested using Fisher’s exact test, and continuous variables
with the Mann-Whitney test. Results of continuous variables were
expressed as the median and interquartile range.

2.6. Ethical approval

This study was approved by the Ethical and Research Com-
mittees of the Instituto Adolfo Lutz, Hospital das Clinicas da
Universidade de S3o Paulo and Instituto de Infectologia Emilio
Ribas. All patients signed written informed consent forms at par-
ticipating clinical sites.

3. Results

All 69 patients with confirmed virological failure using a RAL-
containing regimen submitted to our laboratory from 2009 to 2013
were included. The most common OBT used by these patients was
lamivudine, tenofovir and darunavir/ritonavir (81%). Additional
new ARV classes included enfuvirtide in 6 patients (9%), etravirine
in 4 patients (6%) and maraviroc in 1 patient (1.4%). The integrase
gene subtype was B in 61 patients (88%), Fin 5 patients (7%), BFin 2
patients (3%) and D in 1 patient (1%). In five cases a discordant sub-
type was observed in the protease or reverse transcriptase. Baseline
characteristics of the patients according to RAL susceptibility at
failure of the salvage regimen are shown in Table 1.

In 22 patients (32%), albeit with detectable viraemia, the inte-
grase genotyping test did not detect any drug resistance mutation
(DRM) to RAL. One or more DRM was observed in 47 (68%) of the
samples tested, with a DRM pattern that would also predict resis-
tance to elvitegravir in most cases (62%; 43/69) (Fig. 1).

3.1. Evolution of CD4 cell counts and quantification of viral load

Plasma HIV-1 RNA and CD4 cell counts obtained between Weeks
12 and 24 were available in 57 cases. Most patients remaining
RAL-susceptible at failure had a significantly lower VL (median
1.76log19) compared with cases with RAL resistance (median
3.85logqp; P=0.005) (Table 2). Patients with viruses susceptible
to RAL at failure more frequently had a decrease in VL at Weeks
12-24 compared with those with RAL DRMs (median —1.06logq
vs. —0.411logqg) but the difference was not significant (P=0.063).
There was no major difference in the CD4 cell gain between the two
groups of patients during Weeks 12-24 of the salvage regimen.

3.2. Exposure to raltegravir

The median duration of exposure to RAL in patients with DRMs
was ca. 113 weeks compared with 94 weeks for those without a
DRM (P=0.161). The cumulative duration on detectable viraemia
(VL>50 copies/mL) during a RAL-containing salvage regimen was
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Table 1
Patient baseline characteristics according to identification of raltegravir (RAL) drug resistance mutations.*
Characteristic Total patients (n=69) Susceptible to RAL (n=22) Resistant to RAL (n=47) P-value
Age (years) 42 (22-49) 44 (21-52) 42 (22-48) 0.661
Sex male [n (%)] 46 (67) 16 (73) 30 (64) 0.465
Nadir CD4 count (cells/mm?3)° 65 (12-155) 40 (7-176) 75(17-161) 0.374
Zenith viral load (logqo)* 5.33(4.72-5.70) 5.08 (4.40-5.59) 5.43 (4.86-5.70) 0.078
No. of regimens (n=61) 7 (6-9) 7 (6-9) 7 (5-9) 0.693
No. of drugs used (n=62) 12 (10-14) 12 (10-14) 12 (11-14) 0.939
Treatment time (n=62) 13(11-15) 12 (11-15) 13(11-15) 0.605
GSS1 (n=48)¢
<2 drugs [n (%)] 38(79) 10(67) 28(85) 0.248
>2 drugs [n (%)] 10(21) 5(33) 5(15)

GSS, genotypic sensitivity score.

Whenever data were not available for all cases, the number of observations is described alongside the variable.

2 Data are median (interquartile range) unless otherwise stated.
b Lowest value observed during follow-up.
¢ Highest viral load observed during follow-up.

d GSS for the predicted (based on the Stanford University HIV Drug Resistance Database) GSS of the optimised background therapy regimen (the sum of all GSS for the
antiretrovirals used in the RAL-containing regimen as follows: susceptible or potential low-level resistance = 1; low-level resistance = 0.50; and intermediate resistance or

resistance =0).

significantly higher among those developing a detectable RAL DRM
(86 weeks vs. 32 weeks; P=0.001).

3.3. Evaluation of the genotypic sensitivity score

Few patients had an HIVdb GSS score more than two in GSS1
(33% among those without a RAL DRM and 15% among those with a
RAL DRM; P=0.248). Similarly, darunavir activity (GSS1=1) was
limited to 60% and 33% (P=0.275), respectively. However, both
darunavir activity (69% vs. 3%; P<0.001) and GSS2 of OBT at the
time of integrase genotype testing (47% vs. 0%; P<0.001) were sig-
nificantly lower among those failing with a RAL DRM. Mutations to
darunavir more frequent among patients with a DRM to RAL were
V321 (67%), L33F (48%), 147V (44%), 154ML (48%) and 184V (56%).

3.4. Mutations associated with resistance to raltegravir

Major mutations associated with resistance to RAL observed
among patients resistant to this drug were Q148H/R/K (21/47;
45%), N155H (14/47; 30%), Y143R/H/C (3/47; 6%) and E92Q (1/47;

2%). Three patients had the mutations E92Q+N155H (3/47; 6%),
two had Y143H+Q148H (2/47; 4%) and one had Y143C+N155H
(1/47; 2%). Also, the mutation F121Y causing intermediate resis-
tance to RAL was observed in one patient, evolving to Y143R in a
follow-up sample [9]. In 79% of cases (11/14) of sequences show-
ing a resistance mutation in codon 155 the mutation V1511 was
also present. Other mutations observed with N155H were T97A,
E92Q, E138D and G163Q/R. Most samples with Q148H/R/K also
showed G140S/A/C (21/47; 45%). In some sequences the muta-
tions V54I, L74M, T97A, Y143H, E138A/K, V1511 and G163R were
present along with mutation at codon 148. Intermediate resis-
tance to RAL was predicted for a sample that showed mutations
L74M+T97A+V1511+G163R. Although not statistically significant,
patients carrying virus with a mutation at codon 155 tended to have
a lower median VL (3.3510g;g vs. 3.9210g19; P=0.059) and a some-
what higher CD4 count (360 cells/mL vs. 253 cells/mL; P=0.114)
compared with individuals who had RAL resistance due to mutation
at codon 148. The exposure time to RAL among patients carrying
virus with a mutation in codon 155 (144 weeks) was not differ-
ent compared with those with a mutation in codon 148 (98 weeks;
P=0.131).

Table 2
Clinical and laboratory outcome of raltegravir (RAL)-containing salvage therapy.?
Variable Total patients (n=69) Susceptible to RAL (n=22) Resistant to RAL (n=47) P-value
CD4 cell count (cells/mm?)
At RAL initiation (n=56) 190 (46-461) 199 (38-475) 189 (43-459) 0.765
At weeks 12-24 of RAL (n=55) 282 (111-491) 269 (112-517) 282 (92-515) 0.685
At sample collection (n=66) 244 (89-464) 179 (51-449) 252 (86-512) 0.577
HIV RNA level (logo)
At RAL initiation (n=57) 4.42 (3.71-4.76) 3.89(3.50-4.74) 4.46 (3.99-4.83) 0.207
At weeks 12-24 of RAL (n=57) 3.23(1.70-4.23) 1.76 (1.70-3.25) 3.85(2.16-4.41) 0.005
At sample collection (n=69) 3.92(3.24-4.42) 3.89(3.17-4.33) 3.92(3.24-4.47) 0.827
RAL exposure (weeks) 111 (61-154) 94 (38-140) 113 (76-161) 0.161
Time with viraemia (weeks) 71(26-128) 32 (7-65) 86 (46-143) 0.001
GSS2 (n=56) [n (%)]°
<2 drugs 48 (86) 9(53) 39(100) 0.001
>2 drugs 8(14) 8(47) 0(0)
Current clinical scenario (n=55) [n (%)]
Asymptomatic 42 (76) 13(76) 28 (74) 0.806
Symptomatic 13 (24) 4(24) 10(26)

GSS, genotypic sensitivity score.

Whenever data were not available for all cases, the number of observations is described alongside the variable.

2 Data are median (interquartile range) unless otherwise stated.

b GSS2 for the predicted (based on the Stanford University HIV Drug Resistance Database) GSS of the background optimised regimen (the sum of all GSS for the antiretro-
virals used in the RAL-containing therapy regimen as follows: susceptible or potential low-level resistance =1; low-level resistance =0.50; and intermediate resistance or

resistance =0) at the sample used for integrase resistance evaluation.
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Fig. 1. Proportion of patients with one or more (A) major and (B) minor mutations
associated with raltegravir (RAL) resistance according to the International Antiviral
Society — USA (IAS-USA) and Stanford University HIV Drug Resistance Database.
Major mutations determined RAL resistance and therefore were observed only in
RAL-resistant patients (RAL-resistant, n=47), whereas for minor mutations patients
without major resistance mutations (RAL-susceptible, n=22) were also included
(n=69).

4. Discussion

In this study, a high frequency (68%) of integrase inhibitor resis-
tance mutations was found among HIV-1-infected patients using
RAL-containing salvage therapy. The present study represents a
larger series of integrase resistance evaluations outside the context
of clinical trials from HIV-infected patients using RAL-containing
salvage regimens in Latin America. Only a prior small Brazilian
observational cohort with reported virological failure in 10 patients
using a RAL-containing salvage regimen documented the presence
of the mutations Q148H+G140S in 2 of them [13].

Although this population probably will not represent patients
failing an initial RAL-containing highly active ARV therapy regimen,
they represent cases that will be progressively found in clinical sett-
ings of low- and middle-income countries, where first ARV therapy
is mostly composed of generic, less-expensive drugs, with new class
medication usually reserved for salvage therapy of patients, many
at late stage of disease. One of the main characteristics of this group
is the limited ARV options of active drugs to compose the salvage
regimen. The attempt to rescue patients recycling same class drugs
is common in most low- and middle-income countries. However,
a recent Brazilian observational prospective study reported 83%
virological success in 92 three-class ARV-experienced HIV-infected
patients. All these patients received a darunavir-based scheme (83%
with full sensitivity to darunavir), including 72% with RAL [10].
This result indicates that similar results to those reported in high-
income countries are possible in low- and middle-income countries
and reinforces the importance of progressive scaling-up of third-
line ARVs in this setting.

In this study, most patients had less than two active drugs in the
OBT regimen, with no significant association with RAL DRM emer-
gence. However, a significant association was identified between
RAL DRMs and a low GSS2 of the OBT at the sample obtained at
the RAL-containing regimen failure. Lower predicted activity of
darunavir, a commonly used protease inhibitor used in salvage
therapy, was also significantly associated with RAL mutation emer-
gence. Determination of GSS1 was based on reports from previous
genotyping tests, available medical records, with incomplete data
and testing in some cases performed in other services. On the
other hand, GSS2 data were obtained from the same sample used
for integrase genotyping, with a significant correlation of low GSS
with RAL resistance. Recently, a larger series from a French multi-
centre cohort study with 468 HIV-infected treatment-experienced
patients receiving a RAL-containing regimen showed that the num-
ber of new drugs associated with RAL was an independent variable
associated with virological failure [14]. These results support the
notion that the composition of the salvage regimen always should
consider not only the number of drugs but principally its potency
and resistance profile, particularly of the best available protease
inhibitor.

In the current study, a long cumulative duration of detectable
viraemia (VL > 50 copies/mL) was identified for most cases (median
of 71 weeks). This is a worrisome situation and could explain at
least in part the presence of integrase inhibitor mutations. The
proportion of RAL DRMs in randomised clinical trials is lower
than reported here, but the French study, also in a clinical set-
ting, also found a high prevalence of resistance with 27/63 (43%)
with RAL-associated resistance mutations [15]. Most demographic
and clinical characteristics do not show any association with
RAL DRMs (Table 1), but a CD4 cell count gain was observed
both in those evolving with mutations to RAL as well as those
without detectable mutations after the RAL-containing regimen
(Table 2). Importantly, the cumulative duration of detectable
viraemia (VL > 50 copies/mL) using RAL was significantly associated
with resistance to this drug, which suggests that patients without
resistance to RAL may accumulate mutations with time. A prior
study reported that the emergence of integrase inhibitor muta-
tions can occur during episodes of low-level viraemia in patients
receiving RAL-containing regimens [15]. Thus, opportune genotyp-
ing to evaluate integrase-related mutations is necessary in order
to structure a salvage regimen and if feasible avoid lost future
therapeutic options. In conclusion, in this study a high frequency
of RAL DRMs was identified. These results reinforce the impor-
tance of close monitoring of RAL-containing regimens in order to
reduce the time of failure and the consequent risk of resistance
accumulation.
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Objectives: Dolutegravir is a second-generation integrase strand transfer inhibitor (InSTI) that has been recently
approved by the FDA to treat antiretroviral therapy-naive as well as treatment-experienced HIV-infected indivi-
duals, including those already exposed to the first-generation InSTI. Despite having a different mutational profile,
some cross-resistance mutations may influence its susceptibility. The aim of this study was to evaluate the
impact of a raltegravir-containing salvage regimen on dolutegravir activity.

Patients and methods: Blood samples of 92 HIV-infected individuals with virological failure (two or more viral
loads >50 copies/mL after 6 months of treatment) using raltegravir with optimized background therapy were
sequenced and evaluated according to the Stanford University HIV Drug Resistance Database algorithm.

Results: Among the 92 patients analysed, 32 (35%) showed resistance to dolutegravir, in most cases associated
with the combination of Q148H/R/K with G140S/A mutations. At genotyping, patients with resistance to dolute-
gravir had viral load values closer to the highest previously documented viral load.

Conclusions: Changes in viraemia during virological failure may indicate the evolution of raltegravir resistance
and may predict the emergence of secondary mutations that are associated with a decrease in dolutegravir
susceptibility. Early discontinuation of raltegravir from failing regimens might favour subsequent salvage with

dolutegravir, but further studies are necessary to evaluate this issue.

Keywords: HIV, antiretroviral resistance, integrase inhibitors, Brazil

Introduction

Dolutegravir (Tivicay®; GlaxoSmithKline) is a promising, new inte-
grase strand transfer inhibitor (InSTI), recently licensed by the FDA
for clinical use in treatment-naive! =3 or treatment-experienced sub-
jects,* including those exposed to InSTL.” In contrast to the first-
generation integrase inhibitors, dolutegravir has a high genetic
barrier,® and has been proven effective against strains resistant to
raltegravir and elvitegravir.” Resistance mutations to dolutegravir
are not yet thoroughly established, but some mutations selected
in vitro and in vivo by first-generation InSTI were associated with a
decrease in dolutegravir susceptibility.>”# Although dolutegravir
may be used in raltegravir-experienced patients, drug activity in this
situation is expected to be influenced by intraclass cross-resistance
that may compromise its potency. In the VIKING-3 study, patients
exposed to raltegravir showed a reduced response to dolutegravir
when resistance mutations, especially at codon Q148, were present
with two or more other mutations (including L741, E138A/K or
G140S/A).> We and others®*? have documented important raltegravir
resistance in two distinct clinical settings.* As could be expected, the
time of virological failure correlates to resistance accumulation that

may impact further the use of the same class of drugs.” We evalu-
ated integrase sequences from treatment-experienced patients with
advanced disease failing a raltegravir-containing salvage regimen to
assess the predicted activity of dolutegravir.

Patients and methods

Patients

Blood samples from 92 HIV-infected patients with confirmed virological
failure during the use of a raltegravir-containing regimen (two or more
viral loads >50 copies/mL after 6 months of treatment) were included in
this study. Samples were collected at clinical sites in Sdo Paulo State from
July 2009 to July 2013 and processed in the Retrovirus Laboratory at the
Adolfo Lutz Institute.

PCR and genomic sequencing

Sequences were obtained from viral RNA, extracted from plasma using a
commercial kit (QIAamp Viral RNA Mini Kit, Qiagen, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Amplification and sequencing of the com-
plete integrase gene was performed as previously described,” with an
RT-PCR assay using SuperScript® III (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and

© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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Platinum® Taq DNA Polymerase, High Fidelity with corrective action
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), followed by a nested PCR. The PCR product
was then direct-sequenced using a BigDye® v.3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems®, Austin, TX, USA) and resolved in an ABI 3130XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, Austin, TX, USA). Sequences
were edited using Sequencher 4.7 (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI, USA).

Determining genotypic resistance, antiretroviral
susceptibility and genotypic susceptibility score (GSS)

The mutations associated with resistance to InSTI were analysed accord-
ing to the Stanford University HIV Drug Resistance Database algorithm
(http://hivdb.stanford.edu/index.html) and the International Antiviral
Society-USA (IAS-USA) resistance list.!! The susceptibility to integrase
inhibitors was determined according to the Stanford University HIV Drug
Resistance Database algorithm and the five interpretations generated
were dichotomized in our analyses as: (i) no resistance, for those with sus-
ceptible, potential low-level resistance or low-level resistance prediction;
and (i) resistance, for those with intermediate or high resistance predic-
tion. The GSS of the optimized background therapy (OBT) was calculated

at the beginning of the raltegravir-containing regimen (GSS1) from previ-
ous genotyping tests, and from a subsequent genotypic test of the same
sample used to determine raltegravir resistance, collected during salvage
therapy failure (GSS2). The OBT GSS was the sum of each individual drug.
Activity was predicted according to the Stanford University HIV Drug
Resistance Database algorithm; GSS scores were defined as: susceptible
or potential low-level resistance=1; low-level resistance=0.50; and inter-
mediate resistance or high resistance=0. Raltegravir susceptibility was
not included in the calculation of the GSS.

Statistical analysis

Data were analysed using STATA statistical software version 13.0
(StataCorp LP, College Station, TX, USA) and GraphPad software
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA), using a level of statistical sig-
nificance of 0.05.

Ethical approval

This study was approved by the Ethical and Research Committees of the
Adolfo Lutz Institute, Secretary of Health of S&o Paulo, Brazil and

Table 1. Demographic, clinical and laboratory data from patients included in the study

Variable Total patients (n1=92) DTG susceptible (n=60) DTG resistant (n=32) P
Age (years), median (IQR) 44 (23-50) 44 (23-50) 44 (28-49) 0.982
Male, n (%) 62 (67) 41 (68) 21 (66) 0.792
Nadir CD4 count (cells/mm?), median (IQR) 51 (13-143) 63 (21-143) 20 (11-141) 0.140
CD4 cell count (cells/mm?), median (IQR)

at RAL initiation 181 (49-451) 150 (42-465) 229 (55-449) 0.925

at weeks 12-24 of RAL 314 (126-515) 282 (118-498) 316 (83-445) 0.544

at sample collection 221 (89-448) 241 (111-435) 198 (31-448) 0.359
HIV RNA level (logqp), median (IQR)

at RAL initiation 4.44 (3.72-4.82) 4.41 (3.61-4.77) 4.47 (4.09-4.84) 0.420

at weeks 12-24 of RAL 3.04 (1.70-4.21) 2.71 (1.70-4.07) 3.83 (1.92-4.27) 0.120

at sample collection 3.99 (3.21-4.58) 3.82 (3.18-5.54) 4.36 (3.63-7.84) 0.011
Delta viral load —1.07 (-0.66 to —1.88) —-1.31(=0.75 to —2.15) —0.89 (—-0.31 to —1.53) 0.033
RAL exposure (weeks) 115 (70-161) 114 (62-155) 122 (75-171) 0.794
Time of viraemia (weeks) 75 (33-132) 71 (29-139) 77 (52-179) 0.655
Number of regimens 7(7-9) 7 (6-9) 6 (4-8) 0.279
GSS1, n (%)

<2 drugs 38 (79) 24 (77) 14 (82) 0.923

>2 drugs 10 (21) 7 (23) 3(18)
GSS2, n (%)

<2 drugs 50 (81) 30 (71) 20 (100) 0.391

>2 drugs 12 (19) 12 (29) 0 (0)

RAL, raltegravir; DTG, dolutegravir.

Patients were grouped according to predicted susceptibility to dolutegravir as resistance (intermediate or high resistance) or susceptible (low or no resist-
ance) according to the Stanford University HIV Drug Resistance Database algorithm (http:/hivdb.stanford.edu/index.html).

Delta viral load is the difference between the highest documented viral load for each patient minus the viral load at genotyping.
GSS corresponds to the sum of the predicted activity of each individual antiretroviral drug used in the salvage therapy excluding raltegravir (OBT). Activity
was predicted according to the Stanford University HIV Drug Resistance Database algorithm; GSS scores were defined as: susceptible or potential low-
level resistance=1; low-level resistance=0.50; and intermediate resistance or high resistance=0. GSS1 is the OBT GSS at the time of initiation of the
raltegravir-containing regimen and GSS2 is the OBT GSS at the time of genotyping.

Values highlighted in bold indicate P< 0.05.

2 of &4

GTOZ ‘9T Afenuer uo 1s9nb Aq /Bio'seulnolpiosxo-dels:dny woly pepeojumoq


http://hivdb.stanford.edu/index.html
http://hivdb.stanford.edu/index.html
http://hivdb.stanford.edu/index.html
http://hivdb.stanford.edu/index.html
http://hivdb.stanford.edu/index.html
http://hivdb.stanford.edu/index.html
http://jac.oxfordjournals.org/

Dolutegravir resistance after raltegravir

JAC

participating institutions. All patients signed a written informed consent
form at participating clinical sites.

Results and discussion

Among the integrase sequences obtained from 92 patients, 32
(35%) showed an important loss of dolutegravir susceptibility
(27 with intermediate resistance and 5 with high-level resistance).
All patients had advanced disease, with a low CD4 and with most
starting raltegravir-containing salvage therapy with a low opti-
mized background genotypic score, after a median of seven pre-
vious regimens (Table 1). Cases with dolutegravir resistance
tended to have a decrease in CD4 after initial gain. Moreover,
patients with resistance to dolutegravir, as compared with those
without resistance, had a higher viral load at the time of collection
for genotypic testing (P=0.011). At genotyping, patients with
resistance had viral load values closer to the highest previously
documented viral load than those with no resistance (delta viral
load of —0.89 versus —1.31, P=0.033), suggesting some recovery
of replicative fitness. Moreover, although not statistically signifi-
cant, patients with viraemia higher than 1000 copies/mL between
12 and 24 weeks after initiation of treatment with raltegravir
tended to show resistance to dolutegravir (P=0.072). The time
of virological failure correlates with the number of mutations
(Spearman correlation r=0.57, P=0.0036); it was observed in
both resistance and susceptible cases and, although longer for
those with dolutegravir resistance, the difference from those
who were susceptible is not significant. All patients with resistance
to dolutegravir had amino acid substitution at position 148
(glutamine to histidine, arginine or lysine). It was almost invari-
ably accompanied by G140S/A, present in 94% (30/32) of cases.
Samples from patients who had G140S/A associated with
Q148H/R/K had a higher average viral load at the time of genotyp-
ing for integrase compared with those without these two muta-
tions (4.26 logyo versus 3.73 logqo; P=0.012). The mutation
G140S/A generally emerges when Q148H/R/K is selected, and its
presence has been related to improved viral fitness,*# which may
explain this increase in viral load. We also observed the accessory
mutations L741in 16% (5/32) and E138K/A in 19% (6/32) of these
patients. The mutation F121Y was found in a single previously
reported case® and G118R was not observed. These mutations
have been associated in vitro with cross-resistance to all InSTL.**
A strong association was observed between the presence of
mutations G140S/A (P<0.001) and E138A/K (P<0.001) and
dolutegravir resistance. Accordingly, our study found that the
number of secondary mutations is associated with a worse pre-
dicted response to dolutegravir (P=0.006), a prediction that is
supported by the clinical observations in the VIKING-3 study,
which showed a worse response for patients with two or more
resistance-associated mutations, such as G140S/A, L741 and
E138A/K.°> Saladini et al.® documented the presence of variants
G140S/Q148H in the integrase sequences obtained from patients
using a raltegravir-containing regimen, although at a lower rate
(17.5%) than found in this study. Our study documents that an
important proportion of patients failing a raltegravir-containing
regimen in public services in Sdo Paulo, Brazil, have intermediate
or high resistance to dolutegravir. Changes in viraemia during viro-
logical failure may indicate the evolution of raltegravir resistance
and may predict the emergence of secondary mutations that are
associated with a decrease in dolutegravir susceptibility. As

treatment options for patients with advanced disease are very
limited, it is conceivable that prompt discontinuation of raltegravir
upon identification of virological failure may favour salvage ther-
apy with dolutegravir, but proper clinical studies are necessary to
address this issue.

Funding

This work was supported by Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sdo Paulo (FAPESP) (grant 2011/21958-2); J. d. S. C. was supported by a
student scholarship from Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) (D06/12).

Transparency declarations
None to declare.

References

1 Raffi F, Rachlis A, Stellbrink H et al. Once-daily dolutegravir versus ralte-
gravir in antiretroviral-naive adults with HIV-1 infection: 48 week results
from the randomised, double-blind, non-inferiority SPRING-2 study.
Lancet 2013; 381: 735-43.

2 Walmsley SL, Antela A, Clumeck N et al. Dolutegravir plus abacavir-
lamivudine for the treatment of HIV-1 infection. New Engl J Med
2013; 369: 1807-18.

3 Clotet B, Feinberg J, van Lunzen J et al. Once-daily dolutegravir versus
darunavir plus ritonavir in antiretroviral-naive adults with HIV-1 infection
(FLAMINGO): 48 week results from the randomised open-label phase 3b
study. Lancet 2014; 383: 2222-31.

& Cahn P, Pozniak AL, Mingrone H et al. Dolutegravir versus raltegravir in
antiretroviral-experienced, integrase-inhibitor-naive adults with HIV:
week 48 results from the randomised, double-blind, non-inferiority
SAILING study. Lancet 2013; 382: 700-8.

5 Castagna A, Maggiolo F, Penco G et al. Dolutegravir in antiretroviral-
experienced patients with raltegravir- and/or elvitegravir-resistant HIV-1:
24-week results of the phase III VIKING-3 study. J Infect Dis 2014; 210:
354-62.

6 Kobayashi M, Yoshinaga T, Seki Tet al. In vitro antiretroviral properties of
SIGSK1349572, a next-generation HIV integrase inhibitor. Antimicrob
Agents Chemother 2011; 55: 813-21.

7 Seki T, Kobayashi M, Wakasa-Morimoto C et al. S/GSK1349572 is a
potent next generation HIV integrase inhibitor and demonstrates a super-
jor resistance profile substantiated with 60 integrase mutant molecular
clones. In: Abstracts of the Seventeenth Conference on Retroviruses
and Opportunistic Infections, San Francisco, CA, 2010. Abstract 555.
Foundation for Retrovirology and Human Health, Alexandria, VA, USA.

8 Quashie PK, Mesplede T, Han YS et al. Characterization of the R263K
mutation in HIV-1 integrase that confers low-level resistance to the
second-generation integrase strand transfer inhibitor dolutegravir. J Virol
2012; 86: 2696-705.

9 de Souza Cavalcanti J, de Paula Ferreira JL, Vidal JE et al. HIV-1-infected
patients with advanced disease failing a raltegravir-containing salvage
regimen in Sdo Paulo, Brazil. Int J Antimicrob Agents 2014; 43: 287-91.

10 Marcelin AG, Delaugerre C, Beaudoux C et al. A cohort study of
treatment-experienced HIV-1-infected patients treated with raltegravir:
factors associated with virological response and mutations selected at
failure. Int J Antimicrob Agents 2013; 42: 42-7.

11 Wensing AM, Calvez V, Gunthard HF et al. 2014 update of the drug
resistance mutations in HIV-1. Top Antivir Med 2014; 22: 642 -50.

3of4

GTOZ ‘9T Afenuer uo 1s9nb Aq /Bio'seulnolpiosxo-dels:dny woly pepeojumoq


http://jac.oxfordjournals.org/

de Souza Cavalcanti et al.

12 Delelis O, Malet I, Na L et al. The G140S mutation in HIV integrases from
raltegravir-resistant patients rescues catalytic defect due to the resistance
Q148H mutation. Nucl Acids Res 2009; 37: 1193-201.

13 Souza Cavalcanti J, Minhoto Lanca A, de Paula Ferreira JL et al. In-vivo
selection of the mutation F121Y in a patient failing raltegravir containing
salvage regimen. Antiviral Res 2012; 95: 9-11.

14 Malet I, Gimferrer Arriaga L, Artese A et al. New raltegravir resistance
pathways induce broad cross-resistance to all currently used integrase
inhibitors. J Antimicrob Chemother 2014; 69: 2118-22.

15 Saladini F, Meini G, Bianco C et al. Prevalence of HIV-1 integrase muta-
tions related to resistance to dolutegravir in raltegravir naive and
pretreated patients. Clin Microbiol Infect 2012; 18: E428-30.

4of 4

GTOZ ‘9T Afenuer uo 1s9nb Aq /Bio'seulnolpiosxo-dels:dny woly pepeojumoq


http://jac.oxfordjournals.org/

	In-vivo selection of the mutation F121Y in a patient failing raltegravir  containing salvage regimen
	Funding
	Appendix A Supplementary data
	References

	HIV-1-infected patients with advanced disease failing a raltegravir-containing salvage regimen in São Paulo, Brazil
	1 Introduction
	2 Patients and methods
	2.1 Patients
	2.2 Quantification of viral load (VL) and CD4 cell count
	2.3 PCR and genomic sequencing
	2.4 Determining genotypic resistance, susceptibility to antiretrovirals and genotypic sensitivity score (GSS)
	2.5 Statistical analysis
	2.6 Ethical approval

	3 Results
	3.1 Evolution of CD4 cell counts and quantification of viral load
	3.2 Exposure to raltegravir
	3.3 Evaluation of the genotypic sensitivity score
	3.4 Mutations associated with resistance to raltegravir

	4 Discussion
	Acknowledgments
	References



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /PageByPage
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile ()
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 524288
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo false
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings false
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Preserve
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
    /Courier
    /Courier-Bold
    /Courier-BoldOblique
    /Courier-Oblique
    /Helvetica
    /Helvetica-Bold
    /Helvetica-BoldOblique
    /Helvetica-Oblique
    /Symbol
    /Times-Bold
    /Times-BoldItalic
    /Times-Italic
    /Times-Roman
    /ZapfDingbats
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 175
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50286
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG2000
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 20
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 175
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50286
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG2000
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 20
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages true
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 175
  /MonoImageDepth 4
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50286
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /ENU ()
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




