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RESUMO

No fim da década de 80, muitas mulheres passaram
a contrair o virus HIV e este fato comecou a delinear
um novo perfil da epidemia da AIDS no Brasil. No
entanto, muitos estudos sobre HIV/AIDS sao realizados
somente com a populacio adulta e dados sobre a
infeccio pediatrica ainda sido bastante escassos. Este é
um estudo transversal que objetiva tracar o perfil da
resposta a terapia antirretroviral em uma populacgao
formada por criancgas e adolescentes. Este trabalho foi
desenvolvido por meio da analise dos resultados dos
testes de genotipagem - disponiveis no banco de dados
do Setor de Biologia Molecular do Laboratério Central
do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN-RS). Por
meio dos testes de genotipagem foi possivel observar
algumas mutacgdes de resisténcia aos antirretrovirais.
O subtipo B apresentou maior prevaléncia, seguido
pelo subtipo C. As mutacdes que ocorreram com
maior frequéncia foram D67N e V118I, pertencentes
a classe de medicamentos Nucleosideos Inibidores da
Transcriptase Reversa (NRTI). Foi possivel observar
que alguns medicamentos apresentaram maiores niveis
de resisténcia simples: Zidovudina e Lamivudina. A
importincia da identificacdo de mutacées de resisténcia
se faz relevante na escolha dos medicamentos que serio
utilizados, aumentando assim, as chances de sucesso da
terapia.
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INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) foi inicialmente registrada pelo Center of Disease
Control, em Atlanta, Estados Unidos, no ano de 1981 ¢ se
alastrou de forma epidémica, atingindo hoje individuos
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de aproximadamente 200 paises nos cinco continentes
(UNAIDS & UNICEEF, 2005). De acordo com a UNAIDS
(Joint United Nations Programme on HIV/AIDS), o nimero
total de pessoas vivendo com HIV/AIDS até dezembro de
2008 ¢ 33,4 milhoes (31,1 — 35,8 milhdes), das quais 15,7
milhdes (14,2 — 17,2 milhdes) sdo mulheres e 2,1 milhdes
(1,2 — 2,9 milhdes) sdo criancas abaixo dos 15 anos. No
Brasil, segundo o Ministério da Satide, os primeiros adultos
afetados foram notificados em 1982 e a primeira crianga em
1984: a faixa etaria mais acometida pela doenca era a de 20
a49 anos, mas a partir de 1985 aumentou progressivamente
o niimero de casos em criangas. Hoje, em nosso pais, os
casos entre criangas menores de 13 anos representam
3,3% do total de casos notificados ao Ministério da Saude
(Ministério da Saude, 2005). Nos ultimos anos da década
de 80 e inicio de 90, a epidemia assumiu um novo perfil:
passou a apresentar a expressiva participagao das mulheres
em sua dindmica, bem como um importante percentual de
casos por transmissdo materno-infantil (Brito et al., 2000).
O aumento do numero de mulheres infectadas pelo HIV ¢
fator relevante devido a transmissdo perinatal. A maioria do
meio milhdo de criangas, abaixo dos 15 anos, que morreu
de doencas relacionadas a AIDS em todo ano de 2005,
contraiu o HIV através da transmissdo de mae para filho
(Ministério da Saude, 2005; Programa Nacional de DST e
AIDS, 2011).

A patogénese da infeccdo pelo HIV1 em criangas
difere da observada em adultos em wvarios aspectos,
sendo geralmente mais grave, com importante impacto
na evolugdo clinica (Bongertz, 2001). Elevadas taxas de
replicacdo viral ocorrem por um periodo mais prolongado,
apos a infec¢do perinatal, com declinio gradual na carga
viral somente apds os dois anos de vida, refletindo a
imaturidade do sistema imune neste periodo (Almeida et
al., 2009; Bongertz, 2001; Cohen et al., 2002; Mullen et
al., 2002). A incapacidade de manter essa supressdo fara
com que ocorra, invariavelmente, a selegdo de variantes
resistentes as drogas em uso (Hermankova et al., 2001;
Jagodzinski et al., 2003).

Para detecgao de resisténcia aos antirretrovirais, dois
tipos de ensaios podem ser realizados: testes genotipicos, que
medem a susceptibilidade ao antirretroviral e indiretamente
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pela detecgdo de mutagdes associadas com resisténcia,
e testes fenotipicos, que medem a susceptibilidade
diretamente (Petropoulos et al., 2000; Lucas, 2005).
Ensaios genotipicos, que detectam mutagdes de resisténcia
na transcriptase reversa e na protease do HIV1, sdo os
ensaios mais utilizados para teste de resisténcia as drogas
(Eshleman et al., 2004). A fim de avaliar a resisténcia aos
antirretrovirais em pacientes com infec¢ao aguda pelo HIV,
a IAS (International AIDS Society - USA) recomenda que
sejam realizados testes genotipicos em até dois anos a partir
da data do diagndstico de infec¢ao (Hirsch et al., 2003).

Este artigo tem por objetivo tracar o perfil da resposta
terapéutica aos antirretrovirais, por meio da analise dos
resultados de testes de genotipagem, envolvendo criangas
e adolescentes infectados pelo HIV1 no Rio Grande do Sul.
O estudo possui a finalidade de demonstrar ndo somente as
mutagdes sofridas pelo HIV1, como também os niveis de
resisténcia apresentados pelos pacientes aos antirretrovirais
pertencentes as classes dos Nucleosideos Inibidores da
Transcriptase Reversa (NRTI), Nao Nucleosideos Inibidores
da Transcriptase Reversa (NNRTI) e Inibidores de Protease
(IP) - amplamente utilizados na terapia antirretroviral. A
relevancia da pesquisa reside no fato de que muitos outros
estudos sobre HIV/AIDS sdo realizados somente com a
populacao adulta e dados sobre a infeccao pediatrica sdo
ainda bastante escassos. Sendo assim, este trabalho vem
auxiliar a composicdo do perfil de infecgdo pediatrica no
Rio Grande do Sul e, por conseguinte, no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho consiste em um estudo transversal
conduzido no Setor de Biologia Molecular do Laboratério
Central do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN/RS),
pertencente a Fundacao Estadual de Producao e Pesquisa em
Saude (FEPPS/RS), Porto Alegre, RS, Brasil. O Governo
do Estado do Rio Grande do Sul realiza gratuitamente o
teste de genotipagem para populagdo infectada pelo HIV.
Sendo assim, o LACEN/RS foi escolhido como local para
desenvolvimento desta pesquisa por ser o laboratorio que
realiza o maior numero de teste de genotipagem no Estado.

Os testes de genotipagem que entraram no estudo
foram realizados através do sequenciador ViroSeq™
Genotyping System (Abbot, Sdo Paulo, BR). Analisaram-
se todos os resultados disponiveis de testes de genotipagem,
que se encontravam armazenados no banco de dados do
Setor de Biologia Molecular - IBP/LACENRS, no periodo
entre abril e setembro de 2006. Do total de 238 testes
realizados, foram selecionados apenas 28 para analise.
Como critério de inclusdo dos testes utilizou-se a idade do
paciente, que deveria ser inferior a 19 anos. As criangas
e adolescentes foram divididos em trés faixas etdrias -
divisdo utilizada pelo Ministério da Satide para realizag@o
do diagnostico sorologico da infecgdo por HIV. Menores
de dois anos compuseram a primeira faixa, a segunda foi
composta por criangas com idades entre trés e 13 anos e a
terceira, pelos adolescentes entre 14 e 19 anos. Nos testes
de genotipagem também foram observados os subtipos
de HIV1 de cada paciente, assim como as mutacdes de
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resisténcia apresentadas a cada classe de medicamentos
(NRTI, NNRTI, IP). Nestes testes os medicamentos foram
classificados quanto ao nivel de resisténcia apresentado.
Assim, foram divididos em: Resisténcia Simples,
Resisténcia Intermediaria ou Sensivel.

RESULTADOS

Do total de 238 testes de genotipagem, 28 (11,8%)
corresponderam a criangas e adolescentes com idades
variando entre seis meses ¢ 19 anos. A Tabela 1 apresenta a
data de nascimento de cada paciente em comparagdo com a
idade que possuia quando recebeu o diagnoéstico da infec¢ao
por HIV. Também podem ser observados os esquemas
terapéuticos que ja foram utilizados pelos pacientes.

A variagdo das idades dos pacientes, quando
diagnosticada a infecg¢@o por HIV, foi de alguns meses de
vida até nove anos de idade. A média de idade da realizag¢ao
dodiagndstico deinfec¢do por HIV foide 2,57 anos. Relativo
aclassificacdo por idade: duas amostras (7,14%) pertenciam
a primeira faixa etaria e 21 amostras (75%) pertenciam
a segunda. Os adolescentes que compuseram a terceira
faixa etaria corresponderam a cinco amostras (17,85%).
O ntimero de amostras analisadas correspondentes ao sexo
feminino foi igual a 18 (64,29%), enquanto 10 amostras
(35,71%) corresponderam a pacientes do sexo masculino.
As idades das criangas e¢ adolescentes do sexo feminino
variaram entre oito meses ¢ 19 anos, enquanto a variagdo
das idades no sexo masculino foi de cinco meses a 15 anos.

Calculou-se a distribuigdo percentual dos subtipos
dos pacientes, ilustrados na Figura 1. Todos os subtipos
encontrados estdo dentro do grupo M para o HIV1. O
subtipo B (37%) apresentou maior prevaléncia, seguido
pelo subtipo C (29%).

Foram identificadas as mutacdes mais frequentes
sofridas pelo virus HIV1 (Figura 2): relacionadas aos
medicamentos NRTI, identificou-se a D67N em 14
pacientes. Outras mutagdes apareceram com menor
frequéncia: K219Q, T69N, T215Y, E44D, L741, V75I,
V75A, Q151M, G33E, A62V, F116Y, D44D, K219R, L411
e T215F/Y. Em referéncia a classe dos NNRTI, a mutagdo
mais frequente foi K103N (oito pacientes). As com
frequéncia inferior a seis pacientes foram: K101E, V106M,
Y181C, V108I, L1001, V79D, K103S, Y318F, Y188L,
G190S e K101Q. Quanto a classe dos IP, as mutagdes mais
frequentes foram: M36I e L63P (nove pacientes), ao passo
que passo que as encontradas com frequéncia inferior a
quatro pacientes foram: V82A, L33F, A71T, V771, L10V,
150V, L10I, D30N, N88D, M46L, F53L, G73C, L110F,
N88S, N771e A711L.

Na Figura 3, pode-se observar quantos pacientes
desenvolveram resisténcia intermediaria, quantos ainda
sd0 sensiveis e quantos desenvolveram resisténcia simples.
Os medicamentos que apresentaram maior indice de
resisténcia simples foram: classe dos NRTI - a Zidovudina
e a Lamivudina com 18 pacientes; classe dos NNRTT -
Nevirapina, com 16 pacientes e classe dos IP - Nelfenavir,
com 12 pacientes.
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Tabela 1. Perfil dos pacientes e esquemas prévios utilizados na terapia.

Paciente Sexo Idade Més/Ano de nascimento Més/ano do diagndstico Esquemas terapéuticos ja utilizados

1 M 7 meses mai/06 jul/06 NI

2 F 11 meses set/06 jan/06 NI

3 F 4 dez/02 mar/03 ZDV+DDI*

4 F 4 out/02 mar/04 AZT+DDI+NLF*

5 F 5 dez/01 mai/02 NI

6 F 6 jul/0o jul/o1 AZT+DDI/D4T+NFV+DDI/ D4T+NVF+DDI

7 F 7 ago/99 ago/00 AZT+DDI+NFV/ D4T+3TC+LPV/r

8 F 7 set/99 abr/01 AZT+3TC+NVP/ D4T+DDI+NFV/ DAT+DDI+LPV/ DAT+DDI+EFZ

9 M 7 mar/99 abr/02 AZT+DDI/ DAT+DDI+EFZ

10 M 8 ago/98 2004 AZT+DDI+EFZ*

11 M 8 ago/98 nov/99 NI

12 M 9 ago/97 ago/97 NI

13 F 9 nov/97 ago/99 AZT+3TC+NVP/ D4T+DDI+EFZ/ D4T+DDI+NFV/APV+LPV+DDI

14 M 9 mar/97 ago/00 AZT+DDI/ DAT+3TC/ DAT+3TC+NVP/ D4T+3TC+NVP+NFV

15 M 10 nov/96 set/97 NI

16 F 10 jan/96 jun/00 NI

17 F 11 jun/96 nov/98 AZT+DDI/ DHT+3TC+NFV/ DHT+DDI+NFV

18 F 12 dez/94 fev/95 NI

19 £ 12 abr/94 nov/96 AZT+DDI/ AZT+3TC/ DAT+EFV+NFV/ DAT+DDI+APV/AZT+
EFV+LPV

20 F 12 out/94 abr/97 AZT/ AZT+3TC/ DAT+3TC+RTV/ DAT+3TC+EFZ/DAT+3TC+NFV

21 F 12 jun/94 jun/98 AZT+DDI/ DAT+3TC+NFV

22 F 13 jul/93 jun/05 AZT+DDI+RTV/ AZT+DDI+NFV/3TC+D4T+EFZ

23 F 13 jun/93 fev/98 AZT+DDI/ AZT+3TC/ DAT+3TC+EFZ

24 M 14 jul/92 nov/99 ZDV+DDI+NFV/D4T+3TC+NFV/ D4T+DDI+LPVR

25 M 15 nov/91 fev/94 AZT/ AZT+DDI/ AZT+3TC/ AZT+3TC+RTV/ D4T+3TC+SQV

26 F 15 mai/91 ago/97 AZT+DDI/ DAT+DDI/ D4T+DDI+NVP/ D4T+DDI+NVP+NVF

27 M 15 jul/91 ago/00 AZT+DDI+NFV/ AZT+DDI+RTV/ Biovir+EFZ

28 F 19 nov/87 nov/87 AZT+DDI/ D4T+3TC+RTV/ D4T+3TC+EFZ/ D4T+DDI

*Pacientes sem terapia prévia; NI- esquema terapéutico ndo informado, AZT- Zidovudina, DDI- Didanosina, D4T- Estavudina, NFV- Nelfinavir, 3TC- Lamivudina, LPV- Lopinavir+Ritonavir, NPV-

Nevirapina, EFV- Efavirenz, APV- Amprenavir, DHT- Dihidrotestosterona, RTV- Ritonavir, ZDV- Zalcitabina, SQV- Saquinavir

Subtipos e variante

HSubtipoB
= Subtipo C
B SubtipoF1

EVarianteBC

Figura. 1 Frequéncia dos subtipos e variante encontrados em criangas e adolescentes infectados pelo HIV1.
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Mutacdes induzidas pelas diferentes classes de
medicamentos antiretrovirais

N de pacientes

Figura. 2 Mutagdes que apareceram com maior frequéncia dentro da classe de medicamentos antirretrovirais. NRTI- Nucleosideos
Inibidores da Transcriptase Reversa, NNRTI- Nao Nucleosideos Inibidores da Transcriptase Reversa e IP- Inibidores de Protease.

Niveis de resisténcia

OlIntermediario @OSensivel M Resistente

Zidovudina 18
Zalcitabina 14

Tenofovir 12
Estavudina 16
Lamivudina 18
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Abacavir 11
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Figura. 3 Frequéncia dos niveis de resisténcia as classes dos NRTI, NNRTTI e IP em relacdo ao nimero de criangas e adolescentes
infectados pelo HIV1. Os niimeros representam a quantidade de pacientes que desenvolveram resisténcia intermediaria,
susceptibilidade e resisténcia simples as diferentes classes de antirretrovirais. NRTI- Nucleosideos Inibidores da Transcriptase
Reversa, NNRTI- Nao Nucleosideos Inibidores da Transcriptase Reversa e IP- Inibidores de Protease
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DISCUSSAO

Em nosso pais e paises limitrofes, como Argentina,
pode ser observada uma proporgdo importante do subtipo
F do HIV1. Segundo Brindeiro e colaboradores, no sul do
Brasil, ao contrario do observado no restante das Américas,
existe a prevaléncia do subtipo C, bem como um crescente
aumento deste subtipo no Rio de Janeiro ¢ Sdo Paulo
(Brindeiro et al., 2003).

No presente estudo, o subtipo B foi encontrado
como prevalente, representando 37% dos pacientes
analisados. Este resultado foi semelhante ao encontrado
por Machado et al., em 2004, no Rio de Janeiro. O subtipo
B prevalece no Brasil, mas outros subtipos como o F1, C e
D ja foram descritos (Cerqueira et al., 2004). No entanto,
sabe-se atualmente que a distribuigdo dos subtipos de HIV1
¢ bastante complexa e dindmica em nosso pais (Sabino et
al., 1996; Brigido et al., 2007).

O principal objetivo da terapia antirretroviral ¢é
conseguir manter a maxima supressao da replicacdo viral,
ou seja, manter ou atingir niveis e percentagens normais
de linfocitos T CD4" (Win et al., 2011). Quando isto ndo
ocorre, acontece a falha terapéutica, ou falha viroldgica,
definida pela impossibilidade do alcance ou da manutengao
de uma carga viral indetectavel (Hermankova et al., 2001;
Nachega et al., 2007). Uma consequéncia indesejada
da terapia antirretroviral ¢ a selecdo de variantes virais
mutantes, que levam a uma diminuigdo da susceptibilidade
aos medicamentos utilizados na terapia antirretroviral
(Mocroft et al., 2003). Pesquisas recentes sugerem que
uma nova infec¢do por uma cepa viral ja resistente aos
medicamentos antirretrovirais tem impacto negativo na
resposta ao tratamento inicial e também diminui o tempo
em que se detecta a primeira falha viroldgica (Little et al.,
2002). O desenvolvimento de resisténcia aos antirretrovirais
¢ fator impactante no tratamento de individuos infectados
pelo HIV, pois pode levar a resisténcia cruzada com outros
antirretrovirais de mesma classe (Wensing & Boucher, 2003;
de Oliveira et al., 2008). Pessoas infectadas pelo virus que
se apresentem resistentes aos medicamentos utilizados na
terapia antirretroviral t€m op¢des de tratamento diminuidas
e podem apresentar também uma pobre resposta terapéutica
(Jagodzinski et al., 2003).

De modo geral, observamos que os pacientes
apresentaram altos indices de resisténcia simples a terapia
antirretroviral e as muta¢des induzidas pelos medicamentos
das classes dos Nucleosideos Inibidores da Transcriptase
Reversa (NRTI), Nao Nucleosideos Inibidores da
Transcriptase Reversa (NNRTI) e Inibidores de Protease
(IP) foram as mesmas relatadas nos estudos de Machado et
al., 2004, no Rio de Janeiro e Machado et al., 2005, em Sao
Paulo - ambos envolvendo uma populagdo composta por
criangas e adolescentes HIV1 positivos.

Observou-se que os medicamentos Zidovudina
(AZT) e Lamivudina (3TC) estavam presentes na maioria
dos esquemas terapéuticos (Tabela 1) e foram justamente os
que apresentaram maior frequéncia de resisténcia simples.
De forma oposta, ¢ conforme o esperado, verificou-se que
os medicamentos Tenofovir (TDF) e Delaviridina (DLV),
que ndo fizeram parte dos esquemas terapéuticos, foram os
que apresentaram os menores niveis de resisténcia simples.
A Delavirdina (DLV) e o Amprenavir (APV), também
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pouco utilizados na terapia, apresentaram-se como 0s mais
sensiveis.

Como justificativa para estes resultados,
Hermankova et al., 2001 e Jagdzinski et al., 2003 afirmam
que a ocorréncia de falha terapéutica levard invariavelmente
a selegdo de variantes resistentes as drogas que estdo sendo
utilizadas na terapia. Observou-se que as mutagdes de
resisténcia aumentaram proporcionalmente a frequéncia de
utilizagdo de determinado antirretroviral. Em seu estudo,
Sayer et al., 2003 afirma que a ndo supressao completa da
replicacdo viral, em vigéncia de esquemas combinados
de antirretrovirais, pode resultar em um complexo de
mutagdes de resisténcia a uma ou mais drogas, além de
resisténcia cruzada a agentes antirretrovirais que nao
tenham sido usados pelo paciente e que poderiam ser
alternativas de tratamento. Wensing & Boucher, 2003
relataram que o desenvolvimento de resisténcia a um
antirretroviral especifico pode levar a resisténcia cruzada
com outros de mesma classe. E possivel que isto possa ter
ocorrido com trés pacientes envolvidos neste estudo, visto
que apresentaram falha terapéutica no primeiro esquema
terapéutico que lhes foi administrado. Acredita-se que eles
tenham sido infectados com cepas de HIV1 ja resistentes,
uma vez que, segundo Little et al., 2002, pacientes que
apresentam infecgdo viral por cepas ja resistentes tem
impacto negativo na resposta ao tratamento inicial, além
de diminuir o tempo em que se detecta a primeira falha
virologica (Little et al., 2002).

Assim, conclui-se que o sucesso do tratamento
com antirretrovirais torna-se desafiador, a medida que
a capacidade do virus HIV de adquirir mutagdes de
resisténcia aos medicamentos antirretrovirais ocorre com
maior velocidade que o langamento de novas drogas
antirretrovirais no mercado. Pode-se dizer que se faz
necessaria a combinagdo de medicamentos das diferentes
classes de antirretrovirais para que se obtenha sucesso
na terapia. Levando em conta a vulnerabilidade destas
populagdes, os testes de genotipagem sao de grande valia na
escolha dos medicamentos mais eficazes para o tratamento.
Com efeito, este trabalho auxilia a composi¢do do perfil
da infec¢do pediatrica de HIV no Rio Grande do Sul e,
por conseqiiéncia, no Brasil. Este estudo pode servir as
politicas publicas de saude, direcionando agdes especificas
para prevengdo e obtengdo do sucesso no tratamento de
pacientes com AIDS.

ABSTRACT

Profile of therapeutic response to antiretroviral drug
treatment among HIV I—infected children and adolescents
in Rio Grande do Sul

In the late 80s, many women began to contract the HIV
virus; this fact began to change the profile of AIDS
epidemic in Brazil. However, many studies of HIV/
AIDS are performed only on the adult population and
data on pediatric HIV infection are still quite scarce.
The aim of this cross-sectional study was to outline
the response of the HIV infection to antiretroviral
therapy in a population composed of children and
adolescents. The work involved analyzing the results
of virus genotyping assays, available in the database
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of the Section of Molecular Biology of the Central
State Laboratory of Rio Grande do Sul (LACEN-RS).
Subtype B was the most prevalent, followed by subtype
C. Through genotyping, it was possible to observe some
antiretroviral resistance mutations. The mutations
that occurred most frequently were D67N and V118I,
which confer resistance to medications of the class of
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTTI).
The highest observed frequencies of resistance were
to Zidovudine and Lamivudine. The identification of
resistance mutations is of great relevance in the choice
of drugs that will be used to treat a particular patient, to
maximize the chance of a successful therapy.

Keywords: Antiretrovirals. HIV antigens. Mutation.
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