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RESUMO

O desenvolvimento de mutagdes de resisténcia a antirretrovirais (DRMs) é a principal
causa de falha terapéutica em pessoas vivendo com HIV e aids (PVHA). Portanto, o
monitoramento dessas mutagdes € a principal estratégia para reduzir possiveis
prejuizos a terapia e quadro clinico das PVHA em aderéncia. O Brasil € um pais de
grande extensao territorial, com padrdes diversos de genotipos do HIV-1 e DRMs em
suas diferentes regides geograficas. Apesar disso, o conhecimento sobre as DRMs
circulantes permanece extremamente escasso em regides como o Nordeste, apesar
da importancia epidemiologica e de saude publica da epidemia de HIV/aids. Desse
modo, esse estudo buscou identificar possiveis variagdes que essa regiao possui em
relacdo apenas ao estado da Bahia, caracterizando o potencial representativo desse
estado para a regido. Analisamos 7.096 sequéncias parciais do gene pol do HIV-1 de
amostras entre 2008 e 2017 em toda a regido Nordeste e considerando apenas o
estado da Bahia (N = 1.429; 20,13%). As mutacdes foram identificadas utilizando a
ferramenta Stanford HIVdb Program, e os dados resultantes foram analisados
considerando fatores sociodemograficos e subtipos virais relacionados a cada
sequéncia analisada. No geral, identificamos frequéncias de DRMs em 83,20% (N =
5.904) das sequéncias no Nordeste e 79,77% (N = 1.140) na Bahia, a medida que o
numero de sequéncias genotipadas elevou a cada ano. As mutagdes mais
frequentes identificadas (especialmente M184V, K103N e M41L) foram similares
entre Nordeste e Bahia apesar de seguirem magnitudes diferentes, exceto por V82A,
154V e K219Q que foram encontradas frequentes no Nordeste, mas n&o na Bahia.
Esse estado foi o terceiro em maior numero de sequéncias, mas poucas dessas
apresentaram DRMs em frequéncia relativa. Apesar de esse cenario apresentar
informacdes valiosas a literatura e compreensao da dinamica de resisténcia em
individuos genotipados no Nordeste e Bahia, limitagcdes no acesso a e falta de dados
informados devem ser consideradas para as analises realizadas e analises

estatisticas precisam ser detalhadas para inferéncias mais robustas.

Palavras-chave: mutacgdes; resisténcia; antirretroviral; HIV-1; Bahia; Nordeste;

Brasil.



ABSTRACT

The development of antiretroviral resistance mutations (DRMs) is the main cause of
therapeutic failure in people living with HIV and AIDS (PLWHA). Therefore,
monitoring these mutations is the primary strategy to minimize potential harm to
therapy and the clinical condition of PLWHA in adherence. Brazil is a country with a
vast territory, exhibiting diverse patterns of HIV-1 genotypes and drug resistance
mutations (DRMs) across its different geographical regions. Despite this diversity,
knowledge about circulating DRMs remains extremely scarce in regions such as the
Northeast, despite the epidemiological and public health significance of the HIV/aids
epidemic. Thus, this study aimed to identify possible variations that this region presents
in comparison to Bahia state, characterizing the representational potential of this state
for the region. We analyzed 7,096 partial HIV pol gene sequences from samples
collected between 2008 and 2017 across the Northeast region, considering only the
state of Bahia (N = 1,429; 20.13%). Mutations were identified using the Stanford HIVdb
Program, and the resulting data were analyzed, considering sociodemographic factors
and viral subtypes associated with each analyzed sequence. Overall, we identified
DRM frequencies in 83.20% (N = 5,904) of sequences in the Northeast and 79.77%
(N = 1,140) in Bahia, as the number of genotyped sequences increased each year.
The most frequently identified mutations (especially M184V, K103N, and M41L) were
similar between the Northeast and Bahia, although they followed different magnitudes,
except for V82A, 154V, and K219Q, which were frequently found in the Northeast but
not in Bahia. This state had the third-highest number of sequences, yet relatively few
of these presented DRMs. Although this scenario provides valuable information for the
literature and a better understanding of resistance dynamics in genotyped individuals
in the Northeast and Bahia, limitations in access to and lack of reported data should
be considered for the analyses performed. Additionally, statistical analyses need to be
further detailed to make more robust inferences regarding whether Bahia can be

considered representative of the Northeast during the analyzed period.

Keywords: mutations; resistance; antiretroviral; HIV-1; Bahia; Northeast; Brazil.
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1 INTRODUGAO

Renomeado Lentivirus Humimdefi em 2025 (ICTV, 2025), o virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) representam uma das maiores emergéncias de saude publica global da
segunda metade do século XX e inicio do século XXI, afetando milhdes de individuos
em todo o mundo e causando uma carga significativa para os sistemas de saude e as
comunidades afetadas (WHO, 2022). Desde a sua descoberta na década de 1980, o
HIV/aids tem sido objeto de intensa pesquisa, resultando em avangos substanciais no
diagnostico, tratamento e compreensao da patogénese da doenca. Atualmente, mais
de 38 milhbes de pessoas vivem com HIV em todo o mundo (UNAIDS, 2024),
enquanto no Brasil, entre 2007 e junho de 2024, ja foram registrados mais de 500 mil
casos de novos de infecgdo pelo virus e mais de 382 mil ébitos notificados até 2023
(MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

A principal estratégia para o controle da infeccdo € a terapia antirretroviral
(TARV), que reduz a replicacdo viral e melhora a qualidade de vida das pessoas
vivendo com HIV/aids (PVHA). No entanto, a emergéncia de mutacdes de resisténcia
aos antirretrovirais (DRMs) representa um dos principais desafios para a eficacia do
tratamento, tornando essencial o monitoramento dessas variantes virais ao longo do
tempo (BRASIL, 2024).

O Brasil € um pais de grande extensao territorial, composto por cinco
macrorregides com caracteristicas epidemiologicas diversas (IBGE, 2023). O
Nordeste, segunda maior regiao do pais em populacao e terceira em numero de casos
notificados de HIV, é formado por nove estados: Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhéao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe. Essa regidao apresenta
particularidades genéticas distintas em relagao ao HIV-1, com padrdes de diversidade
viral que incluem alta prevaléncia do subtipo F e da recombinacao BF, além do subtipo
B (Gréaf et al, 2021; Da Costa et al, 2020; Delatorre et al, 2017; Santos et

al, 2011, Monteiro-Cunha et al, 2011). Apesar da importancia epidemiologica do
nordeste para a epidemia de HIV/aids no brasil, ha uma escassez de dados sobre as
DRMs circulantes nessa regido, o que limita a compreensao da dindmica da

resisténcia viral e a otimizagdo das estratégias terapéuticas. Assim, investigacdes
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detalhadas sobre a distribuicdo dessas mutagOes sao essenciais para subsidiar

politicas de saude publica e aprimorar a efetividade do tratamento antirretroviral.

Seguindo uma tendéncia global, no Brasil, o inicio da epidemia de AIDS esteve
restrito aos grandes centros urbanos, afetando inicialmente grupos populacionais
especificos. Entretanto, nas ultimas duas décadas, a epidemia passou a apresentar
um novo padrao de disseminacao, atingindo cidades de médio e pequeno porte, em
um fendmeno descrito como interiorizagdo. Apesar dessa expansao, a concentragcao
da epidemia ainda permanece majoritariamente nos grandes centros urbanos. Nesse
contexto, a Bahia, estado mais populoso do Nordeste e sua capital, possui um papel
estratégico para entender a dinamica regional da epidemia e suas implicagcdes no

surgimento e disseminac¢ao das DRMs.

Este estudo foi conduzido na expectativa de elucidar dados pouco explorados
sobre as mutacgdes de resisténcia a antirretrovirais em PVHA genotipadas no Nordeste
como um todo e no estado da Bahia, a fim de estabelecer possiveis conexdes sobre

a representatividade desse estado na regiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar a variacao no perfil das mutacgdes de resisténcia antirretroviral em
isolados de HIV-1 encontrados em pessoas vivendo em todos os estados do Nordeste

do Brasil e apenas no estado da Bahia.

2.2 Especificos

Identificar mutagbes virais de resisténcia antirretroviral mais frequentes na regiao

Nordeste do Brasil e estado da Bahia;

. Descrever grupos sociodemograficos, subtipos virais e carga viral dos individuos na

regiao Nordeste do Brasil e estado da Bahia;

. Tracgar a dindmica de frequéncia total de individuos estudados e apenas aqueles
apresentando virus com mutagdes de resisténcia antirretroviral, cronologicamente,
entre 2008 e 2014.

. Quantificar niveis de resisténcia aos antirretrovirais do conjunto de dados,

correspondentes a regidao Nordeste do Brasil e estado da Bahia;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos moleculares do virus

Assim como o SIV, o virus HIV-1 pertence a ordem Ortevirales, familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Lentivirus. O material
genético viral é formado por duas fitas simples de RNA idénticas
(Holffman&Gallant, 2007). Cada fita de RNA contém aproximadamente 10 mil

nucleotideos, que podem ser divididos em nove genes (Figura 1).

Figura 1. Estrutura morfolégica do virion de HIV-1.

env
SU (superficie, GP120)

TM (transmembrana, GP41)

pol gag
MA (matriz)
NC (nucleocapsideo)

CA (capsideo, p24)

PR (protease)
RT (transcriptase reversa)

IN (integrase)

. ssRNA
vif, vpr, vpu, nef

Fonte: Figura adaptada a partir do repositério do BioRender (https://app.biorender.com/).

Os genes estruturais gag, env e pol, também comuns aos demais retrovirus,
sao responsaveis por codificar poliproteinas que sao clivadas e formam o capsideo
(gag) e envelope viral (env), como a gp120 e gp41. Além disso, o gene pol
também é responsavel pela codificacdo das enzimas integrase (IN ou p32), protease
(PR ou p11) e transcriptase reversa (TR ou p66/p51), que sao fundamentais no
processo de replicagcdo (IN e TR), amadurecimento viral e clivagem de
poliproteinas (PR) (Holffman&Gallant, 2007). Os demais genes sao acessorios,

nomeados Vif, vpr e vpu (ou vpx no HIV-2), e regulatérios, nomeados
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tat, rev e nef (Figura 2). Esses genes tém funcdes associadas a atividades como
regulacao de expressoes génicas (Frankel et al., 1998), mecanismos de adaptacao e
escape do sistema imune e transporte do DNA pro-viral para o nucleo da célula
infectada (Frankel et al., 1998; Peter, 1998).

Figura 2. Mapa genético do HIV-1, organizacdo do genoma referéncia HXB2. Disponivel no Los

Alamos HIV sequence database (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html).
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Fonte: Los Alamos HIV sequence database (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/
landmark.html).

3.2 Diversidade genética do HIV-1

A origem do HIV esta relacionada a multiplos eventos de transmissao zoonética
do virus da imunodeficiéncia simia (SIV) para seres humanos (Sharp&Hahn, 2010;
2011). Analises filogenéticas sugerem que eventos independentes de transmissao
do hospedeiro animal para o ser humano, ao longo de varias décadas de
exposicao, permitiram que o SIV se adaptasse ao ser humano, originando diferentes
linhagens do HIV. O HIV-1 esta dividido em quatro grupos principais: M (main/major),
N (non-M, non-0), O (outlier) e P (Plantier, 2009). Entre esses, o grupo M é o
responsavel por estabelecer a pandemia de HIV-1 no mundo (Hemelaar, 2013) e foi
o primeiro a ser identificado no mundo na década de 1980, apesar de ter
surgimento datado entre os anos 1910 e 1930 (Korber et al., 2000; Faria et al.,
2014).

O grupo M divide-se em dez diferentes subtipos virais, nomeados A-D, F-H, J,
K e L (Robertson et al, 2000; Yamaguchi et al., 2020). O subtipo A ainda se divide
em sub-subtipos A1-A8 (Silva et al., 2021), e o subtipo F em F1 e F2
(Dumitrescu et al, 1994; Robertson et al, 2000). Além disso, ainda podem ocorrer
e recombinagbes genéticas entre os subtipos, que acontecem quando uma célula é

coinfectada por particulas virais de diferentes subtipos, € no momento da replicagao
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de enzimas virais produzem uma fita hibrida entre os dois subtipos (Vuilleumier
et al., 2015; Song et al.,, 2018). Essa classificacdo € feita baseada na variagcédo
genbmica entre os subtipos, que pode atingir até 35% de diferenca dependendo dos

subtipos e regides observadas no genoma viral (Korber et al., 2001).

A historia epidemiolégica do HIV-1 envolve aspectos sociodemograficos,
culturais e biolégicos que permitiram o maior sucesso na disseminagdo de alguns
subtipos do virus em relagdo a outros, criando uma configuragcdo heterogénea da

diversidade genética desse virus mundialmente (Hemelaar, 2013).

Apesar da prevaléncia do subtipo B em paises desenvolvidos, mais de 40%
das infecgbes recentes nesses paises ocorrem por subtipos ndo-B, devido a atividade
migratoria de individuos provenientes de outros paises menos desenvolvidos, onde

outros subtipos sdo mais frequentes (Tebit&Arts, 2011).

3.3 Epidemiologia do HIV-1 no Brasil

O HIV-1 foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1987 por pesquisadores do
Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, através de amostras biolégicas de PVHA
(Galvao-Castro, 1987). Esse marco permitiu que o pais avancasse em estudos sobre
caracterizagdes moleculares e epidemioldgicas, tornando o Brasil uma das principais
referéncias mundiais na antecipacdo de politicas publicas para tratamento da
infeccdo por HIV-1 (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Desde o inicio da pandemia de HIV-1, o Brasil soma mais de 1 milhdo de casos
de infeccdo notificados e mais de 392 mil casos de ébitos tendo o HIV ou aids como
causa basica, desde o inicio da pandemia. Entre 2007 e junho de 2024, o Brasil
registrou a maior concentracdo de casos notificados nas regides Sudeste (41,0%),
Nordeste (21,9%), Sul (18,7%), seguida pelas regides Norte (10,4%) e Centro-Oeste
(8,0%), o que condiz com a distribuicdo demografica do pais por regido (MINISTERIO
DA SAUDE, 2024). Apesar disso, assim como no nimero de casos de deteccéo de
aids, observa-se que o coeficiente de mortalidade também vem apresentando redugao
durante a ultima década, evoluindo de 5,7 6bitos em 2013 para 3,9 6bitos em 2023,
por 100 mil habitantes em todas as regides do pais, exceto nos estados Roraima e
Rondbnia na regidao Norte, e Alagoas e Sergipe na regido Nordeste, onde uma
tendéncia de reducéo nao foi vista (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).
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Nos ultimos anos, a razao da taxa de deteccdo de aids entre homens e
mulheres € crescente em todas as regides do Brasil e a deteccdo dos casos
permanece mais comum em homens. Em 2023, a maior parte dos casos detectados
nesse género ocorreram entre 25 e 29 anos, enquanto mulheres apresentam maior
deteccdo de casos de 40 a 44 anos de idade. Dez anos antes, a idade com maior
deteccdo de casos era maior para homens (30 a 34 anos) e a mesma para mulheres.
Fatores como diferentes introdu¢des do HIV-1 no pais, diferentes
caracteristicas regionais e demograficas permitiram que a distribuicdo genética do
virus se estabelecesse em padroes heterogéneos ao longo das regides
(Hemelaar, 2019). Os subtipos B, C e F1 e as formas recombinantes BC e BF sao
responsaveis por 99% da diversidade genética do Brasil (Graf et al., 2021). O
subtipo B € prevalente em cerca de 70-90% das infecgbes na maioria dos
estados Dbrasileiros, principalmente aqueles localizados nas regides norte,
nordeste, sudeste e centro-oeste do pais. Nos estados da regiao sul, o subtipo C é

prevalente e responsavel por cerca de 40% das infecgdes (Gréaf et al., 2021).

Figura 3. Distribuicao nacional dos subtipos e formas recombinantes de HIV-1 em um retrato
de 2015 a 2017 (GRAF et al., 2021).
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Fonte: Gréaf et al, 2021

3.4 Epidemiologia molecular do HIV-1 no Nordeste do Brasil

A regidao Nordeste do Brasil € composta por nove estados (Alagoas, Bahia,
Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, e Sergipe) que
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juntos representam 21,9% dos casos de HIV notificados na ultima década. O censo
demografico do pais também apresenta a regido como a segunda mais populosa do

Brasil, apenas atras da regido Sudeste (IBGE, 2024).

Uma ampla variagdo na prevaléncia dos subtipos de HIV-1 é vista nos
diferentes estados do Nordeste do Brasil, indicando um padrdo epidemiologico
molecular complexo nessa regiao do Brasil (Santos et al, 2011; Delatorre et al, 2017;
Da Costa et al, 2020). A maioria dos estudos de epidemiologia molecular conduzidos
na regiao Nordeste do Brasil indicam que a epidemia € majoritariamente definida
pelo subtipo B (70-90%), seguido por recombinantes BF1 (4-20%) e pelo subtipo
F1 (5-10%) (Figura 3) (Graf et al, 2021; Da Costa et al, 2020; Delatorre et al, 2017;
Santos et al, 2011). Nesse cenario, € importante destacar que alguns estudos
defendem a classificagdo de altas frequéncias do subtipo F1 na regido, que foram
reclassificados como BF 1 posteriormente, apds caracterizagdo do genoma completo
ou cobertura proxima. De forma geral, outros subtipos como C e D e formas
recombinantes como BC e AG também ja foram reportados na literatura em baixa
frequéncia na regido (Da Costa et al, 2020; Delatorre et al, 2017; Pessba et al, 2015).
Por outro lado, alguns estudos evidenciam que as frequéncias do subtipo C (Figura
4) e recombinante BC estdo elevando ao longo dos anos na regiao (em especial no
estado de Alagoas), sugerindo uma futura potencial mudangca da dindmica dos

subtipos encontrados no Nordeste do Brasil.

Apesar de o subtipo B ser o mais frequente na regido, dados presentes da
literatura sugerem que o estado da Bahia apresenta particularidades relacionadas a
uma frequéncia relativa menor para esse subtipo em relagdo aos demais subtipos.
Nesse estado, o subtipo F1 e recombinante BF sdo encontrados em frequéncias
elevadas, principalmente quando comparados aos demais estados da regido (>11%
até 740,0%) (Graf et al, 2021; Delatorre et al, 2017; Filho&Brites, 2017).

Em 2017, Delatorre e colaboradores conduziram um estudo de meta-analise
indicam que a Bahia e foi o estado com maior numero de amostras e sequéncias
nucleotidicas na maioria dos estudos da literatura. Isso pode indicar grande
consolidacdo estatistica as descrigbes moleculares encontradas para esse
estado, principalmente. Em concordéncia, o estado da Bahia € o 4° com maior
valor populacional relativo ao censo demografico estadual do Brasil (IBGE, 2024).
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Apesar disso, € importante considerar que existe uma extensa variagcao
entre as regides gendmicas analisadas nos diferentes estudos, contribuindo para
possiveis incompatibilidades de informagbes na caracterizagdo da diversidade
genética entre os estados da regido, especialmente na sensibilidade de deteccao de

recombinacgoes.

Figura 4. Distribuicdo dos subtipos e formas recombinantes de HIV-1 nos estados do Nordeste do
Brasil, em um retrato de 1999 a 2019 (COSTA et al., 2019).
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Fonte: Costa et al, 2019

3.5 Biossintese viral

O HIV infecta células que apresentam a molécula CD4" em sua membrana,
como linfocitos T, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e da microglia. A
infecgdo se inicia na etapa de adsorgdo, quando a glicoproteina gp120 do envelope
viral se liga ao receptor CD4* e aos correceptores CCR5 ou CXCR4 da célula
hospedeira, embora exista um maior tropismo por CCR5. Essa interagcao provoca
mudancgas conformacionais na estrutura viral, aproximando o virus da célula e
permitindo a exposi¢cao das regides hidrofébicas da gp41. Isso facilita a fusdo entre
as membranas viral e celular, permitindo a entrada do virus (Qadir & Malik, 2010).
Uma vez no interior da célula, o capsideo viral passa por um processo de
desnudamento, no qual proteinas acessorias e regulatorias do proprio virus auxiliam
na liberagdo do material genético viral no citoplasma. Em seguida, o RNA do HIV é
convertido em DNA pro-viral por meio da transcricdo reversa e, posteriormente,

incorporado ao genoma da célula hospedeira.
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Esse processo de integracdo pode interromper genes celulares
essenciais, o0 que pode contribuir para os efeitos patologicos da infecgao pelo
HIV (Sierra et al., 2005).

Diversas enzimas virais participam desse ciclo, mas a transcriptase reversa (RT)
desempenha um papel central ao converter o RNA viral em DNA, enquanto a integrase
possibilita a incorporagdo desse DNA ao genoma do hospedeiro. Apds essa
integracdo, a maquinaria celular transcreve e traduz o genoma pro-viral. Um complexo
contendo a RT, a integrase, a protease e duas copias do RNA viral desloca-se até a
membrana celular, onde interage com proteinas estruturais, como a p24, responsavel
pela formagdo do capsideo, e a p17, componente da matriz viral. Lipidios da
membrana celular e glicoproteinas virais, como gp120 e gp41, também séo
incorporados a estrutura do virus. Por fim, ocorre o brotamento do virion imaturo na
membrana da célula, seguido pelo processamento das proteinas virais mediado pela
protease, resultando no amadurecimento da particula viral e tornando-a infecciosa
(Sierra et al., 2005; Hoffman & Gallant et al., 2007).

O HIV-1 sofre, em média, uma mutagao por genoma a cada ciclo de replicagdo
(Mansky et al., 1998). Essa elevada taxa de mutagcado contribui para sua rapida
evolucdo e extensa diversidade genética. Diversos fatores influenciam esse
fendmeno, incluindo: (I) a auséncia de um mecanismo de correcdo de erros pela
enzima transcriptase reversa (RT) durante a replicagao viral, (ll) a alta taxa replicativa
do virus, que pode produzir entre 10" e 102 novas particulas virais diariamente, (Ill)
a pressao exercida pelo sistema imunologico do hospedeiro e (IV) a ocorréncia de
recombinacdo genética no processo replicativo (Preston et al., 1988; Perelson et al.,
1996; Sharp et al., 2011). Devido a essa rapida taxa de evolugao, esses mecanismos

naturalmente resultam em uma grande diversidade genética.

3.6 Patogénese

Ao longo do tempo, a replicagdo descontrolada do HIV e a ativagao continua do
sistema imunoldgico levam a reducao progressiva dos linfécitos T CD4+, resultando
em imunossupressao. Na fase mais avangada da infec¢do, conhecida como aids, o
individuo torna-se vulneravel a infecgbes oportunistas e neoplasias (Figura 5)
(Hoffmann et al., 2007).

O inicio da infeccdo é marcado pela fase aguda, caracterizada por uma alta
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carga viral. Essa fase pode ser assintomatica ou apresentar sintomas semelhantes
aos da gripe. Durante esse periodo, o virus se multiplica rapidamente, se espalha pelo
organismo e desencadeia a ativacao de linfocitos T citotdxicos, que atuam no controle
da viremia. E nesse momento que ocorre a soroconversao, quando os anticorpos anti-
HIV comegam a ser detectaveis em exames soroldgicos. No entanto, a presenca
desses anticorpos nao significa controle da infecgao, pois o HIV tem a capacidade de
escapar das defesas imunoldgicas e persistir no organismo, principalmente atraves

de reservatorios virais (Mellors et al., 1995; Mcmichael et al., 2010).

A resposta do sistema imune exerce uma pressao seletiva sobre o virus,
favorecendo o surgimento de mutacées e adaptacbes que permitem sua evasao
imunologica (Kawashima et al., 2009). Ap6s essa fase inicial, a infeccdo entra em um
periodo de laténcia, que pode durar anos sem manifestagcbes clinicas evidentes.
Nesse estagio, ha um aparente equilibrio entre a replicagcdo viral e a resposta
imunoldgica (Figura 5). Entretanto, o virus continua se multiplicando, promovendo
gradualmente o enfraquecimento do sistema imune do hospedeiro (Hoffmann et al.,
2007).

Sem um tratamento eficaz para controlar a replicacdo do HIV, a infec¢ao evolui
para a fase sintomatica avangada, caracterizada pela aids. Nessa etapa, os niveis de
linfocitos T CD4+ podem cair abaixo de 200 células/pL, e o paciente passa a
apresentar manifestacdes clinicas frequentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Figura 5. Histdria natural da infec¢gdo por HIV-1 na auséncia de TARV. Adaptado de Maartens
e colaboradores (2014).
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3.7 Tratamento

O controle da carga viral e a preservagao da saude de pessoas vivendo com
HIV (PVHA) sao realizados por meio da Terapia Antirretroviral (TARV), que,
atualmente, possibilita que esses individuos tenham uma expectativa de vida
comparavel a de pessoas sem a infecgao (Trickey et al., 2017). Com a reducao
da carga viral, os antirretrovirais (ARVs) interrompem a progressdao da doenca,

prevenindo a exaustao do sistema imunoldgico.

Os ARVs comecgaram a ser desenvolvidos nos anos 1980 e possuem diferentes
mecanismos de acao para inibir a replicagdo do HIV. Atualmente, existem seis
categorias principais desses medicamentos: inibidores de fusdo, inibidores de
entrada, inibidores nucleosideos e nao nucleosideos da transcriptase reversa (TR),
inibidores de protease e inibidores de integrase (NATIONAL INSTITUTES
OF HEALTH, 2022).

As classes de inibidores da TR atuam impedindo a agdo dessa enzima na
etapa de transcrigdo reversa do RNA viral. Os inibidores nucleosideos da TR
(NRTIs) funcionam ao sofrerem fosforilagdo dentro da célula, permitindo sua
incorporacao ao sitio catalitico da enzima TR, interrompendo a adicao de novos
nucleosideos e impedindo a sintese do DNA viral (Cihlar&Ray, 2009). Os NRTIs
foram os primeiros ARVs aprovados para tratar o HIV, com exemplos como
Zidovudina (AZT, analogo a timina), Lamivudina (3TC, analogo a citosina) e
Tenofovir (TDF, analogo ao nucleotideo adenina) (NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH, 2022).

Por outro lado, os inibidores ndo nucleosideos da TR (NNRTIs) atuam
de maneira distinta, ligando-se a um sitio alostérico da enzima TR. Isso provoca
uma modificagdo estrutural que impede sua funcionalidade no processo de
replicagao do HIV (Furman et al., 1986). Entre os principais farmacos dessa classe,
destacam-se Efavirenz (EFV), Nevirapina (NVP) e Etravirina (ETR).

Os inibidores de protease (Pls) funcionam de forma semelhante aos NNRTIs,
mas atuam sobre a enzima protease, impedindo que ela realize o processamento
das proteinas precursoras virais. Esse bloqueio resulta na producao de particulas

virais imaturas e nao infecciosas, reduzindo a disseminac¢do do HIV no organismo
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(Dreyer et al., 1989). Essa classe de medicamentos € amplamente utilizada na TARV
e inclui farmacos como Lopinavir (LVP), Atazanavir (ATV), Darunavir (DRV) e
Ritonavir (/r), sendo este ultimo frequentemente usado como potenciador da agéo de
outros Pls. Um dos esquemas terapéuticos comuns envolve a combinacado de
Lopinavir com Ritonavir (LVP/r) (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Outras classes envolvem os inibidores da integrase (INSTIs), que agem
bloqueando a acao da integrase e impedindo a incorporagdo do DNA viral ao genoma
da célula hospedeira, o que interrompe o ciclo replicativo do HIV e leva a degradacgao
do DNA viral pela célula infectada (Espeseth et al., 2000; Rossetti et al., 2021). Ja os
inibidores de entrada e os inibidores de fusdo atuam impedindo a invasao do HIV na
célula-alvo. Os inibidores de fusdo sdo compostos peptidicos hidrofébicos que se
ligam a glicoproteina gp41, bloqueando a fus&do entre as membranas viral e celular. O
Enfuvirtida (T-20) € um medicamento dessa classe, administrado por via subcuténea
(Fumakia et al., 2016). Os inibidores de entrada, por sua vez, impedem a interagcao

da proteina viral gp120 com os receptores celulares.

No Brasil, o tratamento antirretroviral comecou nos anos 1990 com a
monoterapia com AZT. Embora nao tenha sido desenvolvido originalmente para tratar
o HIV, esse farmaco mostrou beneficios clinicos para PVHA. No entanto, sua eficacia
era limitada, pois o virus desenvolvia rapidamente resisténcia, reduzindo a resposta
ao medicamento (assunto detalhado no topico 3.8) (Fischl et al., 1987). Além disso, o
uso prolongado de AZT causava efeitos adversos significativos, como anemia,
neutropenia e danos musculares e hepaticos (Richman et al., 1987). Isso levou a
busca por novas alternativas terapéuticas, resultando na comercializagdo de outros
ARVs das classes NRTI, NNRTI e Pl ainda na década de 1990.

Em 2008, o Brasil adotou o esquema de terapia dupla, estabelecendo a primeira
linha terapéutica para o HIV-1, composta por dois NRTls combinados a um terceiro
medicamento de outra classe, preferencialmente um NNRTI. Caso ocorressem falhas
no tratamento ou interagdes medicamentosas, o esquema poderia ser substituido por
farmacos da segunda linha, pertencentes a classe dos PlIs. A persisténcia de falha na
segunda linha indicava a necessidade de uma terapia de resgate com outras classes
de ARVs. O uso de diferentes classes de medicamentos tem o objetivo de atuar em

varios pontos do ciclo replicativo do HIV, aumentando a eficacia do tratamento e
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Reduzindo o risco de resisténcia. Com o passar do tempo, as terapias foram
aprimoradas, substituindo medicamentos e atualizando protocolos para reduzir efeitos
adversos e melhorar a adesao ao tratamento (PCDT, 2018). Atualmente, novos arvs
continuam sendo pesquisados e desenvolvidos com o objetivo de proporcionar uma
supressao viral mais rapida, além de maior tolerabilidade, eficacia e
biodisponibilidade. Esses avangos nao apenas otimizam a tarv, mas também
contribuem para melhorar a adesao ao tratamento (Ramgopal et al.; Marzinke et al.,
2023).

No Brasil, desde 1996, o Sistema Unico De Saude (SUS) garante acesso
universal e gratuito a tarv, além de exames de monitoramento da carga viral, do
sistema imunologico e, mais recentemente, da genotipagem do hiv (detalhada no
topico 3.8.1). Essa politica contribuiu para uma queda de aproximadamente 50% na
mortalidade e 80% na incidéncia de infec¢oes oportunistas no final dos anos 1990
(Agostini et al., 2019). Em 2022, cerca de 83% das pessoas diagnosticadas com hiv
estavam em tratamento antirretroviral no brasil, embora nao haja dados detalhados
sobre a ades&o e a carga viral desses pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).
Outra iniciativa importante foi a decisdo pioneira do brasil, em 2013, de oferecer tarv
a todos os recém-diagnosticados, independentemente da contagem de cd4,
antecipando uma recomendacgdo da organizagdao mundial da saude. Antes dessa
mudanca, o tratamento so era iniciado quando o paciente apresentava menos de 350

células/mm? de CD4 ou sintomas clinicos avancados (PCDT, 2008).

Além disso, estratégias como a Profilaxia Pré-Exposicao (PREP) e a Profilaxia
Pos-Exposigcao (PEP) sédo essenciais na prevencao do HIV, estando disponiveis no
brasil desde 2017 e 2010, respectivamente. A PREP consiste no uso diario de arvs
por pessoas com maior vulnerabilidade a infeccdo pelo HIV-1, utilizando a
combinacao de TDF e FTC para bloquear a replicagdo viral em caso de exposicao. Ja
a PEP deve ser iniciada em até 72 horas apds uma exposi¢ao de risco e mantida por
28 dias, com um esquema padrao contendo tdf, 3tc e um terceiro agente, como DTG
(PCDT, 2018; 2024).

Apesar dos avancgos, a falha terapéutica ainda pode ocorrer em PVHA em uso
de ARVs. A falha virolégica é o primeiro sinal, caracterizando-se pela carga viral

detectavel (>200 cépias/mL) apds seis meses de tratamento. Essas falhas estao,
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geralmente, associadas a baixa adesao, interagbes medicamentosas ou limitagdes na
biodisponibilidade dos farmacos (Hemelaar, 2013; Silva et al., 2015). Além disso,
uma terapia sub-6tima, onde ha replicagao basal do virus, esta também associada ao
surgimento acelerado de mutagdes de resisténcia aos farmacos em uso levando a
falha terapéutica completa e degradacdo da saude de PVHA (Hemelaar, 2013;
PCDT, 2018).

3.8 Mutacgoes de Resisténcia

Devido a rapida taxa de evolucao do HIV, € comum que variantes virais contendo
mutagdes associadas a resisténcia (DRMs) surjam durante o processo replicativo e
sejam favorecidas em ambientes onde os ARVs exercem forte pressao seletiva.
Quando ha uso inadequado desses farmacos, a replicagdo basal do virus pode gerar
diversidade genética suficiente para o surgimento de DRMs, permitindo que a TARV

atue selecionando variantes resistentes (Katusiime et al., 2014).

Essas mutagcdes modificam a composicdo genética do HIV e podem
comprometer sua suscetibilidade a um ou mais medicamentos, total ou parcialmente.
Algumas DRMs reduzem a eficacia de determinados ARVs, enquanto aumentam a
sensibilidade a outros, como ocorre na mutagcdo M184V. Nesse caso, a substituicao
do aminoacido metionina por valina na posi¢cao 184 do gene pol resulta em resisténcia
a lamivudina (3TC) e ao abacavir (ABC), mas torna o virus mais suscetivel ao AZT
(Whitcomb et al., 2002; Melikian et al., 2012).

No geral, a presenca de DRMs tende a reduzir o fitness viral em comparagao ao
HIV de tipo selvagem. Por exemplo, uma mutagdo na transcriptase reversa pode
comprometer sua eficiéncia enzimatica, ao mesmo tempo em que impede a ligagao
de um inibidor da classe dos NNRTIs (Melikian et al., 2012). Dessa forma, essas
mutagdes conferem vantagem competitiva apenas quando ha uso continuo de TARV.
Caso o tratamento seja modificado ou o virus seja transmitido para um individuo sem

exposicao a ARVs, essas mutacdes podem reverter.

O impacto das DRMs na susceptibilidade aos ARVs é um fator determinante para
a definicdo da barreira genética de cada farmaco. Esse conceito envolve a dificuldade

do HIV em desenvolver resisténcia a um medicamento e depende de diversos fatores,
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como a quantidade e o tipo de mutagdes necessarias para que a resisténcia ocorra, a
tolerancia da enzima-alvo a essas alteragdes e a capacidade replicativa do virus na
presenca do ARV (Katusiime et al., 2014). De modo geral, quanto maior a barreira
genética de um farmaco, mais dificil serd para o HIV desenvolver resisténcia,
garantindo maior durabilidade da terapia ao longo do tempo. Essa barreira genética
ndo € homogénea entre as classes de ARVs e pode apresentar variagoes
significativas dentro de uma mesma classe, sendo um aspecto fundamental na

escolha dos tratamentos (Tang & Shafer, 2012).

As DRMs podem ser classificadas como transmitidas ou adquiridas. As
transmitidas referem-se a mutagdes que sdo passadas de uma pessoa para outra,
geralmente por meio da infecgdo por um virus ja resistente a determinados ARVs, o
que pode limitar as opgoes terapéuticas iniciais e dificultar o controle da infeccao
(WHO, 2014). Ja as adquiridas ocorrem durante a TARV, quando a replicagao viral
persistente, frequentemente associada a adesao inadequada ao tratamento ou a
presenca de niveis subétimos de medicamentos, favorece o surgimento de mutagoes
que tornam o virus resistente aos farmacos utilizados. Essas mutagdes podem
emergir em diferentes momentos do ciclo replicativo do HIV, reduzindo a eficacia da
terapia (PCDT, 2024; D’ettorre et al., 2011). Ambas as formas de resisténcia
representam desafios para o controle da infeccdo, exigindo abordagens terapéuticas

cada vez mais sofisticadas para garantir a eficacia do tratamento.

No Brasil, as DRMs adquiridas sao responsaveis por aproximadamente 90% dos
casos de falha virologica, enquanto as transmitidas sdo menos frequentes. No
entanto, um aumento na taxa de resisténcia transmitida, especialmente aos NNRTIs,
foi observado na ultima década (PCDT, 2018; 2024). A prevaléncia média de DRMs
em individuos recém-infectados e sem uso prévio de TARV no Brasil € de 9,5%
(Arruda et al., 2018).

As mutagdées mais frequentes no pais ocorrem, principalmente, nos genes
relacionados a resisténcia aos NRTIs, seguidos pelos NNRTIs e Pls. Esse padrao
pode ser explicado pelo uso predominante de inibidores da transcriptase reversa na
TARV em comparacgao a outras classes de medicamentos (PCDT, 2018; 2024).
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Estudos recentes indicam que cerca de 80% das PVHA apresentaram alguma
DRM nos ultimos anos, com maior incidéncia entre as mutagdes associadas aos
NRTIs (T68%), NNRTIs (T57%) e Pls (T25%) (Diaz et al., 2015; Pereira et al., 2023).

Apesar da grande diversidade genética do HIV-1, os protocolos terapéuticos séo
padronizados para todos os subtipos virais. Embora a maioria das DRMs identificadas
no subtipo B também ocorra em subtipos ndo-B, a frequéncia e os impactos dessas
mutagcdes podem variar entre os diferentes subtipos (Hemelaar, 2013; Martinez-
Canjas et al., 2009). Uma lista atualizada anualmente com todas as DRMs
reconhecidas pode ser acessada no banco de dados da Stanford University:
https://hivdb.stanford.edu/.

3.8.1 Monitoramento das DRMs no Brasil

O monitoramento continuo das mutagbes de resisténcia a TARV, realizado
principalmente por meio do sequenciamento e analise dos genes-alvo do HIV
(genotipagem), € fundamental para a manutencao da estabilidade clinica PVHA. No
Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza gratuitamente esse servico para
grupos especificos, incluindo: (I) individuos com falha virologica; (1) gestantes vivendo
com HIV; (lll) criangas infectadas pelo virus; (IV) pessoas recém-diagnosticadas cujo
parceiro (atual ou anterior) esteja em uso de TARV; e (V) individuos co-infectados com

HIV e tuberculose.

Entre 2001 e 2018, esse servico foi oferecido pela Rede Nacional de
Genotipagem (RENAGENO), um consoércio de laboratérios vinculados a instituicoes
publicas em diferentes regides do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2001; PCDT, 2018).
A RENAGENQO realizava testes de genotipagem para identificar mutagdes nas regides
do gene pol associadas as enzimas transcriptase reversa e protease, além da regiao
da integrase quando havia indicagao clinica. Atualmente, o servigo é terceirizado. O
banco de dados da RENAGENO, composto por informac¢des sociodemograficas —
coletadas por meio de formularios preenchidos antes da realizagdo dos testes — e
sequéncias genéticas do HIV de dezenas de milhares de pacientes, constitui uma

fonte valiosa para o estudo da dinamica de aquisicado de DRMs no Brasil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Esse estudo é uma derivagdo de um projeto maior que possui aprovagao no Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto Gongalo Moniz/Fiocruz-BA sob registro n°
15300719.5.0000.0040. Os metadados fornecidos ndo compreendem a identificagao
do participante da pesquisa, portanto, sua identidade se manteve sigilosa durante toda
a analise desse estudo. Esse estudo teve dispensa do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido dos pacientes (TCLE).

O conjunto de dados analisados nesse estudo teve carater retrospectivo de
pacientes amostrados pela Rede Nacional de Genotipagem do Brasil (RENAGENO),
que foram cedidos pelo Departamento de Doencas de Condi¢cdes Cronicas e
Infecgcdes Sexualmente Transmissiveis, da Secretaria de Vigildncia em Saude do
Ministério da Saude. Esse banco de dados agrupa sequéncias nucleotidicas do gene
pol, de regides correspondentes a protease (PR) e transcriptase reversa (RT) do virus,
totalizando uma cobertura de aproximadamente 1000 pares de bases em cada
sequéncia nucleotidica. Esse gene € o principal ponto de acdo da TARV e também
onde ocorrem as mutagbes de resisténcia, sendo assim o foco do servico de

genotipagem durante o periodo desse estudo.

Inicialmente, o banco de dados agrupava 54.851 sequéncias de pacientes que
utilizaram o servigo de genotipagem uma unica vez ou multiplas vezes entre 2007 e
2018. Para esse estudo, uma selecao foi feita incluindo sequéncias referentes apenas
a primeira genotipagem de cada individuo. Adequando-se aos objetivos desse estudo,
esses dados foram, ainda, filtrados em dois diferentes conjuntos para incluir apenas
individuos de: a) regido Nordeste do Brasil; e b) somente estado da Bahia. Apenas
amostras coletadas entre 2008 e 2017 foram incluidas, ja que os anos 2007 e 2018
apresentaram dados temporalmente incompletos e, por isso, podiam representar viés
de amostragem. Todos os dados contrarios a esses estabelecidos participaram de
critério de exclusao. Esses critérios sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6. Critérios de sele¢do do conjunto de dados para estudo a partir do banco de dados da
RENAGENO.

Sequéncias totais da RENAGENO (N = 54,851)

l

Filtradas sequéncias referentes apenas ao primeiro
exame de genotipagem de cada paciente

(N = 48,005)

|

Filtradas apenas sequéncias de 2008 - 2017
correspondentes a a) regido Nordeste e b) ao
estado da Bahia

Fonte: Autora

Além das sequéncias virais, o banco de dados contém metadados
sociodemograficos e moleculares para cada individuo, considerando idade, UF de

residéncia, género, estado de gestacao, estado de tratamento e carga viral.

Todas as sequéncias analisadas neste estudo ja haviam sido previamente
avaliadas quanto a qualidade e aos subtipos do HIV-1 em um trabalho anterior do

grupo de pesquisa, descrito por GRAF et al., 2021.

4.2 Identificagao de DRMs e padroes de resisténcia

Devido a grande quantidade de dados, a ferramenta Seqtk v1.4 r122 (H Li et al,
2013) foi utilizada para filtrar sequéncias de interesse e verificar duplicatas, e Seqkit
v2.9.0 (Shen W et al, 2016) foi utilizada para dividir os dados em 12 arquivos menores
em formato FASTA, com aproximadamente 4,000 sequéncias cada, para serem
submetidos ao algoritmo de identificacdo de DRMs.

A presenca de DRMs foi investigada utilizando o algoritmo desenvolvido pelo
HIVdb Program v.9.4.1, da Universidade de Stanford (Tang et al., 2012). Esse

algoritmo analisa sequéncias nucleotidicas da regido po/ do HIV-1 e procura por



30

mutacgodes de resisténcia ja descritas para ARVs de todas as classes. Neste trabalho,
utilizamos a versao web serverdo algoritmo e a analise foi realizada selecionando as
opc¢oes de outputreferentes as informagodes relacionadas a todos os ARVs disponiveis

no algoritmo.

Como resultado, foram obtidos arquivos finais em formatos CSV e JSON com
dados referentes ao sumario de DRMs encontradas e seus respectivos niveis de
resisténcia a cada ARV disponivel para avaliagdo no algoritmo, respectivos a cada
sequéncia submetida. Esse ultimo é categorizado em cinco diferentes niveis de
carater progressivo, onde resumidamente, indicam especificagcdes definidas pelo
algoritmo (disponiveis em hivdb.stanford.edu). As interpretacdes de resisténcia a
antirretrovirais sdo fornecidas pelo algoritmo da Stanford db (TANG et al, 2012)
separadamente para cada classe de medicamentos: para a protease (PR), sao
consideradas as drogas inibidoras de protease potencializadas com ritonavir (boosted
Pls); para a transcriptase reversa (RT), sdo avaliados sete inibidores nucleosideos da
transcriptase reversa (NRTIs) e quatro inibidores ndo nucleosideos da transcriptase
reversa (NNRTIs); e, para a integrase (IN), trés inibidores da integrase (INSTIls) sédo

considerados.

A resisténcia é classificada em cinco niveis (/evel):
e suscetivel (nivel 1)
e resisténcia potencial de baixo nivel (nivel 2)
e resisténcia de baixo nivel (nivel 3)
e resisténcia intermediaria (nivel 4)

e resisténcia de alto nivel (nivel 5)

Essa categorizagdo baseia-se em scores calculados a partir da soma das
penalidades atribuidas as combinagdes de mutagbes associadas a cada
medicamento. Scores inferiores a 10 indicam suscetibilidade; scores entre 10 e 14
indicam resisténcia potencial de baixo nivel; entre 15 e 29, resisténcia de baixo nivel;
entre 30 e 59, resisténcia intermediaria; e scores iguais ou superiores a 60 indicam

resisténcia.
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4.3 Analises estatisticas

A analise dos dados obtidos foi realizada através do programa estatistico R v4.3.3
(Grolemund&Wickham, 2017; R CORE TEAM, 2021), através do Rstudio
v2023.12.1+402. Alguns pacotes foram principalmente usados, como Dplyr
(Wickham H et al, 2023), gtsummary (Sjoberg DD et al, 2021) e ggplot2 (Wickham H
et al, 2016) para exploracgéao e visualizagao de dados.

Inicialmente, a analise estatistica descritiva foi realizada para caracteristicas
demograficas e moleculares através de calculos de frequéncia absoluta e relativa para
cada uma das variaveis. A distribuicdo dessas caracteristicas foi analisada para toda
a populagdo do conjunto de dados e também considerando apenas individuos
apresentando DRMs, considerando a regidao Nordeste e somente o estado da Bahia

separadamente.

A caracterizagao estatistica analitica foi realizada através dos mesmos pacotes
do R descritos anteriormente, através do RStudio. As mutag¢des mais frequentes foram
avaliadas quando apresentaram > 5% de frequéncia no dataset. Além disso, para
identificacao territorial dos dados avaliados, mapas foram criados através do pacote

Microsoft Excel Professional Plus, versdo 2019.
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5 RESULTADOS

5.1 Descrigao da populagao do estudo

Apods a selecado dos dados, 7.096 sequéncias de PVHA amostradas entre
2008 e 2017 no Nordeste do Brasil foram consideradas para compor o estudo, sendo
1.429 (20,13%) referentes apenas ao estado da Bahia.

O conjunto de dados analisado foi composto principalmente por: a) Individuos
de sexo biologico masculino (57,90% para o Nordeste e 50,94% para a Bahia); b) de
idade entre 40-59 anos (41,37% para o Nordeste e 39,81% para a Bahia) e ¢) Em
tratamento com antirretrovirais (99,14% para o Nordeste e 98,81% para a Bahia). Das
caracteristicas virais, o subtipo B foi o mais frequente em ambas localidades (75,32%
para o Nordeste e 46,74% para a Bahia), seguido pelo subtipo F1 (12,11%) e pela
recombinacao BF (8,01%) no Nordeste. Na Bahia, por outro lado, foi identificada maior
frequéncia da recombinacdo BF (13,36%) em relacdo ao subtipo F1 (11,40%). A
mediana da carga viral foi 21.250 cépias/mL no Nordeste e 25.969 cépias/mL

considerando apenas o estado da Bahia (Tabela 1).

Tabela 1. Medidas descritivas da populacao de estudo no Nordeste e na Bahia
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Carga Viral
Mediana (copias/mL)

Subtipo
B

C

F1

BC

BF

Outros
Idade

< 14 anos

15 - 24 anos
25 - 39 anos
40 - 59 anos

> 60 anos

Nao Informado

Sexo

Gestantes

Em tratamento

NORDESTE

BAHIA

GENOTIPADOS
(N =7.096)

21.250 (IQR: 5.509 — 81.620)

75,32% (5.345)
3,02% (215)
12,11% (860)
0,81% (58)
8,01% (569)

0,69% (49)

11,69% (830)
6,31% (448)
37,13% (2.625)
41,37% (2.936)
3,55% (252)

0,07% (5)

Masculino (N = 4.109; 57,90%)

Néo (N = 6.889; 97,08%)

Sim (N = 7.035; 99,14%)

APRESENTANDO DRM
(N = 5.904; 83,20%)

20.815 (IQR: 5.516 - 79.450)

76,22% (4.500)
2,64% (156)
12,08% (713)
0,66% (39)
7,79% (460)

0,61% (36)

9,33% (551)
5,70% (337)
37,78% (2.231)
43,32% (2.558)
3,77% (223)

0,06% (4)

Masculino (N = 3.575; 60,55%)

Nio (N = 5.813; 98,45%)

Sim (N = 5.845; 99,00%)

GENOTIPADOS
(N = 1.429)

25.969 (1Q: 5.766 - 110.000)

46,74% (668)
6,15% (88)
11,40% (163)
0,34% (5)
13,36% (191)

0,97% (14)

11,96% (171)
7,27% (104)

36,17% (517)

39,81% (569)

4,75% (68)

0

Masculino (N = 728; 50,94%)
Nio (N = 1.354; 94,75%)

Sim (N = 1.412; 98,81%)

APRESENTANDO DRM
(N = 1.140; 79,77%)

26.898,5 (IQ: 6.224 - 111.800)

68,33% (779)
5,87% (67)
11,22% (128)
0,43% (5)
13,24% (151)

0,877% (10)

9,21% (105)
6,49% (74)

35,78% (408)

43,07% (491)

5,43% (62)

0

Masculino (N = 626; 54,91%)
Nio (N = 1.140; 97,19%)

Sim (N = 1.123; 98,50%)

DRM: Mutacao de Resisténcia relacionadas aos Antirretrovirais (Do inglés, Drug Resistance Mutations);
IQR: Intervalo Interquartil;

5.2 Frequéncia das Mutagoes de Resisténcia

De forma geral, o conjunto de dados estudado revelou uma prevaléncia total

de sequéncias apresentando alguma DRM encontrada isolada ou em combinacgao
com outras correspondente a 83,20% (N = 5.904) no Nordeste e 79,77% (N = 1.140)

na Bahia. Entretanto, essas prevaléncias mudaram significativamente ao longo dos
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anos do periodo estudado aqui. Conforme o numero de sequéncias totais genotipadas
aumenta, observamos a reducao sutil da frequéncia de sequéncias com alguma DRM
(Figura 7).

No Nordeste, 0 ano de 2010 apresentou 0 menor numero de sequéncias totais
(N = 206) e 2016 foi o ano com mais sequéncias totais (N = 1.661). Inversamente,
2008 foi o ano com maior propor¢gao de sequéncias com alguma DRM (86,41%) e

2017 foi o ano com menos (77,53%).

Especificamente na Bahia, entre 2008 e 2011, foram registrados apenas 4,
31, 1 e 4 individuos genotipados, respectivamente (Anexo 1). Esses valores parecem
alcancar uma estabilidade somente a partir de 2013 devido ao aumento do tamanho
amostral no conjunto de dados, sendo 2016 o ano com mais sequéncias totais (N =
425). A partir de 2013, percebe-se, também, uma diminui¢do na frequéncia geral de
DRMs ao longo dos anos (92,35% em 2013 e 72,70% em 2016). Apesar disso, em
2017 a Bahia parece mostrar tendéncias de crescimento na frequéncia de DRMs
(78,59%).

Figura 7. Numero de sequéncias no banco de dados (barras) e da frequéncia relativa de sequéncias
apresentando alguma DRM (linhas) por ano de amostragem. A regido Nordeste é representada pela
cor azul e o estado da Bahia pela cor vermelha.
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Para verificar o cenario detalhado do estado da Bahia em relagdo a regidao Nordeste,
foi realizado uma analise estatistica sobre cada estado dessa regido. A frequéncia de
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sequéncias genotipadas indica que a Bahia foi o terceiro estado com mais sequéncias

genotipadas no periodo estudado (N = 1.429; 20,14%), atras apenas dos estados Ceara.

(CE) (N = 1.737; 24,48%) e Pernambuco (PE) (N = 1.561; 22,00%) (Figura 8A). Apesar
disso, a Bahia foi o segundo estado com menor frequéncia de DRMs em relagdo aos
demais (AL: 79,15%; BA: 79,78%) (Figura 8B).

Figura 8. Distribuicado do numero de sequéncias (A) e frequéncia relativa de DRMs (B) no estado do
Nordeste. Mapas representativos referentes a configuracdo regional politica do Brasil.

Mapa politico do Brasil

Sequéncias (N = 7.096) S % DRMs
I 1737 m 88,06

173 79,15

Fonte: Autora

Para descrever as DRMs mais frequentes, foram selecionadas apenas mutagdes com
frequéncia = 5% em cada localidade. Essa analise revelou uma diversidade de 19

mutagdes encontradas no Nordeste e 16 encontradas apenas na Bahia. De forma geral,
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em todo o Nordeste NRTIs foram vistas em 68,50% (N = 4.861) das sequéncias, NNRTIs
em 72,90% (N =5.173) e Plsem 18,46% (N = 1.310), enquanto que na Bahia NRTIs foram
vistas em 66,89% (N = 956) das sequéncias, NNRTIs em 67,87% (N = 970) e Pls em
14,97% (N = 214). Em resumo, ambas localidades seguiram a ordem: NNRTI, NRTl e Pls.
Apesar de apresentarem frequéncias diferentes, todas as mutagées encontradas no
Nordeste também foram vistas na Bahia, exceto por V82A (6,72%), 154V (6,21%) e K219Q
(5,28%) (Figura 9). As mutacdes mais frequentemente encontradas em ambas localidades
foram M184V (60,52% no Nordeste e 55,21% na Bahia) e K103N (41,14% no Nordeste e

40,16% na Bahia), respectivamente.

Figura 9. Frequéncia relativa das DRMs mais encontradas no conjunto de dados do Nordeste e Bahia.
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5.3 Analise de resisténcia aos antirretrovirais

Em ambos conjuntos de dados estudados, a analise mostrou que a regido
Nordeste e a Bahia possuiram o mesmo padrao nos niveis de resisténcia aos
antirretrovirais. Na escala progressiva de 1-5, a classe dos NRTls, Lamivudina (3TC)
e Entricitabina (FTC) mostraram maior nivel de resisténcia (nivel 5 — alta resisténcia),
seguidos por Abacavir (ABC) e Didanosina (DDI) (niveis 3 e 2 — baixa e potencial

resisténcias, respectivamente) (Figura 4A).
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Também foram encontrados niveis de resisténcia 5 para NNRTIs Efavirenz (FTC) e
Nevirapina (NVP), além de nivel 2 para Dorunavir (DOR) (Figura 4B). Demais
drogas, incluindo aquelas referentes a classe de Pls, ndo apresentaram nivel de

resisténcia consideravel (1 - susceptivel) (Figura 10).

Figura 10. Niveis de resisténcia (Score) a cada antirretroviral disponivel no Stanford HIVdb. (A) NRTIs,
(B) NNRTIs, (C) PIs.
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6 DISCUSSAO

O Brasil € um pais de grande extens&o territorial, com padrdes diversos de
gendtipos do HIV-1 em suas diferentes regides geograficas. O Nordeste do pais € a
terceira regido com mais casos notificados de HIV-1 no pais (BRASIL, 2024),
correspondendo a distribuicdo populacional do pais por regido. Apesar disso, o
conhecimento sobre as DRMs circulantes permanece extremamente escasso nessa
regiao, apesar da importancia epidemiolégica e de saude publica da epidemia de
HIV/aids. De modo geral, a falta de dados moleculares sobre o HIV-1 na regido
evidencia os grandes desafios para gerar dados cientificos sélidos em areas
desfavorecidas como essa. Nesse cenario, o Nordeste apresenta uma diversidade
genética que se estabeleceu em padrdées unicos quando comparados as demais
regioes (Graf et al, 2021; Monteiro et al, 2019), onde o subtipo F e recombinacdo BF
sdo altamente predominantes além do subtipo B, especialmente no estado da Bahia
— capital da regido Nordeste (Graf et al, 2021; Monteiro et al, 2019; Delatorre et al,
2017; Santos et al, 2011).

Neste estudo, buscamos identificar o padrao de variabilidade na frequéncia
de DRMs em uma comparagdo entre a Bahia e a regido Nordeste como uma
totalidade. De forma geral, ndés detectamos pouca diferenga nas prevaléncias de
DRMs entre Nordeste e Bahia (83,20% e 79,77%, respectivamente) e similaridade na
descricdo da frequéncia de cada uma das mutacdes identificadas nessas
localidades. Nesse estudo, foi avaliado o periodo de uma década completa entre
2008 e 2017. De forma geral, a frequéncia de individuos genotipados compondo o
conjunto de dados cresceu ao longo do tempo. Apesar disso, € importante destacar
qgue uma estabilidade no valor amostral do conjunto de dados s6 foi alcancada a
partir de 2013 na Bahia. Os anos anteriores podem demonstrar possivel viés
amostral quando analisados separadamente. A partir de 2013, também identificamos
a tendéncia de declinio na frequéncia de sequéncias apresentando alguma DRM nas
duas localidades analisadas. Apesar de nao ter sido encontrado outro estudo que
avalie essa temporalidade no Nordeste e na Bahia no mesmo periodo analisado
aqui, essa reducao foi observada em todas as demais regides do Brasil (Santos-
Pereira et al, 2021; Brites et al, 2016) e em outros paises ao redor do mundo, como
Portugal e Canada (Pingarilho et al, 2020; Rocheleau et al, 2018).
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Noés sugerimos que esse fendmeno € associado como resposta a melhora na
eficacia do tratamento e ao aumento da acessibilidade a TARV no Brasil, fatores que
contribuem para a adesao a terapia (BRASIL, 2024). Além disso, um conjunto de
politicas publicas podem ser atribuidas a esse feito: desde 2013, o pais ampliou o
inicio da TARV para todas as pessoas diagnosticadas com o virus independente da
contagem de CD4"* e expandiu a genotipagem pré-tratamento para criangas vivendo
com HIV-1 com idade menor que 12 anos, casos de coinfecgdo por tuberculose,
gestantes e novos diagndésticos cujos conhecimento sobre as DRMs circulantes
permanece extremamente escasso nessa regido, apesar da importancia
epidemiologica e de saude publica da epidemia de HIV/aids. De modo geral, a falta
de dados moleculares sobre o HIV-1 na regido evidencia os grandes desafios para
gerar dados cientificos solidos em areas desfavorecidas como essa. Nesse cenario,
o Nordeste apresenta uma diversidade genética que se estabeleceu em padrbes
unicos quando comparados as demais regides (Graf et al, 2021; Monteiro et al, 2019),
onde o subtipo F e recombinacao BF sao altamente predominantes além do subtipo
B, especialmente no estado da Bahia — capital da regido Nordeste (Graf et al, 2021;
Monteiro et al, 2019; Delatorre et al, 2017; Santos et al, 2011). Neste estudo,
buscamos identificar o padrdo de variabilidade na frequéncia de DRMs em uma
comparacgao entre a Bahia e a regido Nordeste como uma totalidade. De forma geral,
nos detectamos pouca diferenca nas prevaléncias de DRMs entre Nordeste e Bahia
(83,20% e 79,77%, respectivamente) e similaridade na descricdo da frequéncia de
cada uma das mutacgoes identificadas nessas localidades.

Nesse estudo, foi avaliado o periodo de uma década completa entre 2008 e
2017. De forma geral, a frequéncia de individuos genotipados compondo o conjunto
de dados cresceu ao longo do tempo. Apesar disso, € importante destacar que uma
estabilidade no valor amostral do conjunto de dados s6 foi alcancada a partir de 2013
na Bahia. Os anos anteriores podem demonstrar possivel viés amostral quando
analisados separadamente. A partir de 2013, também identificamos a tendéncia de
declinio na frequéncia de sequéncias apresentando alguma DRM nas duas
localidades analisadas. Apesar de nao ter sido encontrado outro estudo que avalie
essa temporalidade no Nordeste e na Bahia no mesmo periodo analisado aqui, essa
reducao foi observada em todas as demais regides do Brasil (Santos-Pereira et al,

2021; Brites et al, 2016) e em outros paises ao redor do mundo, como Portugal
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e Canada (Pingarilho et al, 2020; Rocheleau et al, 2018). Nés sugerimos que esse
fendmeno € associado como resposta a melhora na eficacia do tratamento e ao
aumento da acessibilidade a TARV no Brasil, fatores que contribuem para a adesao a
terapia (BRASIL, 2024). Além disso, um conjunto de politicas publicas podem ser
atribuidas a esse feito: desde 2013, o pais ampliou o inicio da TARV para todas as
pessoas diagnosticadas com o virus independente da contagem de CD4* e expandiu
a genotipagem pré-tratamento para criangas vivendo com HIV-1 com idade menor que
12 anos, casos de coinfeccao por tuberculose, gestantes e novos diagnosticos cujos
parceiros sexuais ja estejam em TARV (BRASIL, 2013). Somado a isso, a
genotipagem passou a ser recomendada quando a PVHA apresentava carga viral
>1.000 copias, reduzindo a contagem dos anos anteriores (> 2.000 copias virais), o
que pode ter influenciado na tendéncia geral de diminuicao da frequéncia de DRMs e

aumento no numero de individuos genotipados ao longo dos anos.

Apesar de ser o estado mais populoso da regido (IBGE, 2023), a Bahia
apresentou um numero inferior de sequéncias genotipadas em comparagdo com o
Ceara e Pernambuco, ocupando a terceira posicdo em termos de genotipagens.
Alguns estudos também apresentam distribuicées parecidas, onde esses dois estados
possuem destaque nos dados disponiveis de sequéncias nucleotidicas (Lima et al,
2016; Arruda et al, 2011; Inocéncio et al, 2009). Aliado a isso, sabe-se que a
epidemia de aids estabeleceu a interiorizacdo, espalhando-se para locais de
tamanhos médios e pequenos geograficamente ao longo do tempo (Brito et al, 2001),
mas permanece majoritariamente concentrada em centros urbanos e capitais no
Brasil (Grangeiro et al, 2010).

Por outro lado, o Sistema de Agravos de Notifica¢des do Brasil registrou, entre
2008 e 2017, as maiores taxas de notificacdo de casos de aids desde 1993, com a
seguinte ordem de notificagdes: Pernambuco (N = 13.126), Bahia (N = 12.176), Ceara
(N = 9.551) (Anexo A), contrariando as tendéncias de numero de genotipagens

realizadas no mesmo periodo nesse estudo.

Também destacamos que, mesmo com um volume consideravel de amostras
analisadas, o estado da Bahia apresentou uma das menores frequéncias relativas de

DRMs, sendo o segundo estado com os niveis mais baixos. Esse fator pode estar
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relacionado ao acesso facilitado a instrugao ou as estruturas de saude no estado da
Bahia. No entanto, também pode indicar uma menor aderéncia a terapia antirretroviral
no estado, em comparag¢ao aos demais, como sugerido por Moura et al., em 2015,
para o Maranhdo - outro estado nordestino. Um consenso sobre a prevaléncia de
DRMs na Bahia em relagdo a outros estados da regido ndo € esclarecido para
comparagao, por falta de descricdo desses dados na literatura. Apesar disso, €
importante notar que, por esse estudo tratar-se de dados referentes a PVHA
direcionadas a genotipagem, € comum que uma alta frequéncia de DRMs sejam

identificadas.

Detectamos uma frequéncia predominante das mutac¢des de transcriptase
reversa M184V e K103N para o Nordeste e Bahia, concordando com descri¢cdes vistas
previamente na literatura dos respectivos locais no periodo respectivo a esse estudo
(Brites et al, 2016; Medeiros et al, 2007; Filho&Brites, 2017) e do Brasil,
considerando as demais regides (Santos-Pereira et al, 2021; Inocencio et al, 2009).
M184V é uma mutacao selecionada pelos farmacos Lamivudina (3TC) e Emtricitabina
(FTC), que compdbe a primeira linha terapéutica de TARV desde 2008 até atualmente.
Essa mutacao é associada a reducao da replicagao viral e principalmente encontrada
em individuos com falha virolégica. K103N é uma mutacao selecionada em regimes de
tratamento contendo Nevirapina (NVP) e Efavirenz (EFV) e causa resisténcia a esses
medicamentos. O EFV compés a primeira linha terapéutica recomendada pelos PCDTs
entre 2008 e 2018 (PCDT, 2018). Portanto, a identificagdo de mutagbes comuns como

essas ja era esperada no conjunto de dados.

Além dessas, os mesmos estudos citados mostram que outras mutagoes
relacionadas a NRTIs como M41L, D67N e T215Y também apresentam destaque
similar ao identificado nesse estudo. Essas DRMs causam primariamente resisténcia
ao AZT, porém, quando associadas, podem também causar resisténcia a TDF, que
compde a primeira linha terapéutica no Brasil (BRASIL 2008; 2013; 2024). Ambas
DRMs ja foram encontradas difundidas pelas regides do Brasil, especialmente no
Nordeste e na regido Sul (Brites et al, 2016; Leal et al, 2020 Esse cenario pode estar
relacionado a ampla circulagdo do subtipo B no pais. Em 2011, Monteiro- Cunha
conduziu um estudo que caracterizou as DRMs relacionadas a recombinagdo BF no

estado da Bahia que identificou frequéncia consideravel apenas para M41L, K103N e
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M184V e nao para as demais identificadas aqui. Estudos mais aprofundados podem

ser relevantes para melhor compreender o impacto dessas mutagdes no subtipo F.

Além disso, DRMs como L210W e L90M ja foram reportadas na literatura com
alta frequéncia nos anos anteriores ao periodo analisado (Medeiros et al, 2007) e no
periodo analisado (Brites et al, 2016), enquanto foram encontradas com frequéncia
baixa ou ndo frequente (< 5%) nesse estudo. De forma geral, a frequéncia de DRMs
seguiu a ordem de RTIs e Pls; que também é um dado concordante com a literatura
mencionada. Todas as mutag¢des encontradas no Nordeste também foram as mais
frequentes no estado da Bahia, com excecdo de V82A, 154V e K219Q, nao

encontradas frequentes no estado.

Nesse cenario, a falta de informacgao sobre o esquema viral e aderéncia de
cada PVHA do conjunto de dados € um fator que limita esse estudo na descri¢do de
possiveis causas e historico da resisténcia antirretroviral. Apesar disso, a analise de
niveis de resisténcia baseada na combinagdo de mutagdes individual de cada
sequéncia mostra maiores médias de resisténcia para os farmacos 3TC e FTC
(NRTIs) e EFV e NVP (NNRTIs), sugerindo menor barreira genética desses
medicamentos ou maior utilizagdo desses em esquemas de TARV. Um estudo
conduzido por Brites et al. (2016), que avaliou uma coorte no mesmo periodo
analisado neste trabalho, identificou maiores taxas de resisténcia aos farmacos 3TC
e ABC (NRTIs), além de EFV e NVP (NNRTIs). Os achados deste estudo vao ao
encontro desses resultados, reforcando a tendéncia observada na pesquisa, com
excecao de Abacavir (ABC). Além disso, os niveis altos de resisténcia encontrados
para esses antirretrovirais corroboram com as mutagcdes de resisténcia mais
frequentes identificadas, refletindo coeréncia com os esquemas de tratamento

vigentes no periodo analisado.

Ademais, as principais DRMs reportadas pela Organizagdo Mundial da Saude
no sumario atualizado do HIV Drug Resistance Database coincidem com as
encontradas com maior frequéncia neste estudo (Como M184V, K103N e M41L, por
exemplo), indicando possivel carater ainda atual desse cenario apesar da mudanca
de protocolo, atualiza¢des de politicas publicas e otimiza¢des de tratamento. A versao
mais recente desse relatéorio € de 28 de marco de 2024 (Disponivel em
https://cms.hivdb.org/prod/downloads/resistance-mutation-handout/resistance-

mutation-handout.pdf ou na pagina inicial do site hivdb.sanford.edu).
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Por fim, fatores interessantes foram encontrados nas analises descritivas: foi vista
maior frequéncia de sequéncias e mutagées no subtipo B seguido de F1 no
Nordeste, mas na Bahia encontra-se maior frequéncia de sequéncias e DRMs para a
recombinagcdo BF, correspondendo a epidemiologia molecular da recombinacao no
estado (Monteiro-Cunha et al, 2011). Outros fatores como género, idade e mediana
de carga viral do estado da Bahia em comparacao ao Nordeste merecem analises
estatisticas mais sofisticadas para entendimento da relevancia para o estudo

realizado aqui.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

As analises nesse estudo foram conduzidas ao longo de 7.096 sequéncias
nucleotidicas de PVHA, um valor amostral consideravelmente maior que os demais
descritos em estudos similares na literatura que reforca uma caracteristica robusta
dos dados analisados. Apesar disso, limitagbes foram encontradas relacionadas a
dados faltantes e pouca descricdo dos metadados provenientes da ficha de
genotipagem da RENAGENO. Informagbes como forma de transmissao, contagem de
CD4+, ano de diagndstico e esquema terapéutico das PVHA nao séo descritas e
tornam inviaveis analises mais aprofundadas sobre o cenario das DRMs no Brasil,

assim como para a comparagao entre Nordeste e Bahia proposta nesse estudo.

Apesar dos fatores limitantes, o conjunto de dados analisado estabelece uma
rica caracterizagao sobre a dinamica de DRMs em um pais tado diverso do ponto de
vista molecular do virus. Especialmente, esse estudo visualizou uma tendéncia de
similaridade ou pouca divergéncia entre o comportamento das DRMs no Nordeste e
no estado da Bahia, sugerindo que a Bahia uma localidade satisfatoriamente

representativa dessa regiao.

Do mesmo modo, as mutagdes mais frequentemente identificadas, como M184V
e K103N ainda representam um risco potencial a efetividade dos esquemas terapéuticos
em vigor, incluindo a PrEP e PEP, e por isso o monitoramento deve ser continuo e
indispensavel. Essa € uma estratégia fundamental para o controle epidemioldgico e
compreensao do cenario de estabelecimento das DRMs no Nordeste e Bahia, refletindo

na manutengao do sucesso terapéutico em PVHA nesses locais.
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Apéndice A. Numero de sequéncias no banco de dados por ano de
amostragem no estado da Bahia. Figura suplementar ampliada adicional a
Figura 7.
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Anexo B. Casos de aids notificados na regido nordeste do Brasil, incluindo o
periodo 2008-2017. Dados retirados do Sistema de Agravos de Notificacao
(SINAN, DATASUS), disponivel para consulta em: datasus.saude.gov.br.

Casos de aids identificados no Brasil

Fregiiéncia por Ano Notificagdo segundo Regido/UF Res.
Regido Res.: Regido Nordeste
Regido Not.: Regido Nordeste
Periodo: 2008-2017

gzgiaofUF 1997|2001/(2003| 2004 |2005|2006||20082009(2010|(2011 (20122013 2014||20152016||2017 |2018/2019 |2020(2021 20222023 | Total
TOTAL 1 b3 1 2 1] 2||2.933|4.014||5.076||5.5586.079||6.741||6.570||6.141/5.987||6.528|1.679|| 688| 496 508 397| 163)|59.566
ﬁ?)?:iae(;te 1 i 1] 2 1] 2|(2.933|4.014||5.076|5.558|6.079||6.741||6.570||6.1415.987|6.528|1.679|| 688| 496| 508 397/ 163|59.566
.. Maranh3o 0 ] 0 0 0 306| 598| 465| 752|| 869| 829 872)|1.032|| 996 919 221 66| 114 32 83 44| 8.199
.. Piaui 0 0 0 0 0 0 95| 236| 296| 246 382| 405|| 451| 289| 255 298 48 8 3 3 5 2| 3.022
.. Ceara 0 0 0 0 4] 0|| 446| 609| 842 758| 986|1.047(1.213| 952||1.089||1.151]| 186 92 58 61| 41 20| 9.551
.. Rio

Grande do 1] 0 0 0 0 0| 142| 250\ 243|| 274| 267|| 336\ 461| 315 297| 463 125 74 94 64 39 16| 3.460
Norte

.. Paraiba 0 f 0 0 4] 1| 189| 264| 287|| 335| 361| 316| 352| 486 188| 545 95| 94 18 21 28 4| 3.585
= 1 0 1 2 1 0| 745| 796((1.249|/1.401/|1.382|1.554((1.439|/1.206/1.099|(1.111| 569| 195| 101|| 162 79 33|13.126
Pernambuco

.. Alagoas 0 0 0 0 [4] 0|| 232| 258| 319|| 354| 381|| 420| 313 245| 479| 520 92 37 14 20 25 8| 3.717
.. Sergipe 0 0 0 0 0 0| 199| 174| 265| 241| 231|| 283| 252|| 357| 280| 361 34 18 8 11 10 6| 2.730
.. Bahia 0 0 0 0 0 0| 579| 829|1.110|1.197/1.220||1.551|1.217|(1.259||1.304||1.160| 309| 104 86| 134 87 30/|12.176

Fonte: Brasil. Ministério da Saude. Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo (SINAN/DATASUS), 2008-
2017. Acesso em: 9 jan. 2024.
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