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RESUMO

SIMONETTI, Sandra Regina Rodrigues. HIV-1: avaliagdo da resisténcia as
drogas antiretrovirais em pacientes pediatricos. 2009. 125f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental). Faculdade de Ciéncias Médicas.
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro. 2009.

A utilizacao da terapia antiretroviral, atualmente mais amplamente acessivel,
implica na permanéncia da identificagdo da resisténcia viral e monitoramento da
doenca como itens importantes em adultos e pacientes pediatricos infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1. Os principais marcadores da infeccao por
HIV-1, utilizados no monitoramento da infeccdo e curso da doenca, sdo as
contagens de células T CD4+ e a carga viral. Ambos sao Uteis como parametros
indicadores para o inicio da terapia e na avaliacao de sua eficacia. Além disto, a sua
associacao a testes de genotipagem para a identificacao de mutacdes de resisténcia
viral, pode auxiliar na indicacdo da conduta clinica mais adequada. No presente
estudo, analisamos os valores da carga viral e taxas de linfécitos T CD4+ e CD8+ na
avaliagdo do status imunolégico de 25 criangcas com indicacdo para a terapia
antiretroviral, condicionando o regime terapéutico aos resultados do teste de
genotipagem. A identificacdo dos subtipos virais foi feita por analise filogenética e a
genotipagem incluiu a analise dos genes protease e transcriptase reversa do HIV-1.
Dezoito amostras foram agrupadas no subtipo viral B e trés no subtipo F1; cepas
recombinantes também foram observadas, sendo uma BF, duas BD e uma DF.
Dezoito criangas apresentaram mutac¢des conferindo resisténcia viral aos inibidores
da transcriptase reversa analogos de nucleosideo e sete criangas apresentaram
resisténcia aos inibidores ndo-analogos, com seis relatando resisténcia a nevirapina,
delavirdina e efavirenz. Além disto, duas criangas, nas quais a terapia havia sido
descontinuada dois a trés anos antes da avaliacdo do teste de genotipagem,
apresentaram as mutagdes K101E, K103N e G190A, conferindo resisténcia as trés
drogas. As mutacdes mais frequentes para o gene da transcriptase reversa foram
observadas nos codons M41L, M184V e T215FY. Entretanto, dez criancas
apresentaram relevante numero de mutagdes de resisténcia viral, variando entre
cinco a dez, que conferiram resisténcia a no minimo quatro e até onze drogas
antiretrovirais. Para o gene da protease, as mutagbes de resisténcia mais comuns
foram observadas nos codons M46l, D30ON e I54LV. Treze criangas apresentaram
resisténcia viral a, no minimo, duas e até 12 drogas. A adequagado da terapia
antiretroviral altamente potente (HAART), de acordo com o padrdo de resisténcia
viral, permitiu observar aumento dos valores de células T CD4+ em 12 dos 25
pacientes pediatricos, demonstrando melhoria na sua condicao de imunodeficiéncia
associada ao HIV. Decréscimos importantes da carga viral foram observados em 17
criangas, com niveis indetectaveis de RNA HIV alcangados em 13 delas, sendo 11
com linhagens virais resistentes a multiplas drogas. O desenvolvimento de linhagens
virais resistentes é uma das principais razées da falha terapéutica. Mesmo
considerando outros fatores causais, tais como aderéncia, metabolismo e niveis
adequados das drogas, a identificacao do perfil de resisténcia viral € um importante
fator na conduta para a adequacdo de esquemas terapéuticos, dando suporte ao
uso racional das drogas antiretrovirais em programas de tratamento.

Palavras-chave: Genotipagem do HIV-1. Resisténcia viral. Linfocitos T. Populagao
pediatrica.



ABSTRACT

With antiretroviral therapy becoming more widely available nowadays, Human
Immunodeficiency Virus type 1 resistance identification and monitoring of disease
remains of great importance in adults and infected children. The major HIV-1
infection markers usually used for monitoring viral infection and disease course are
CD4+ T cell counts or percentages and HIV viral load. Both of them are helpful
indicating when to start therapy and evaluating its efficacy. Also, their association
with genotyping tests to identify viral resistant mutations may help clinicians for the
most adequate clinical conduct. In the present study, we assessed HIV-1 viral load
and CD4+ and CD8+ T lymphocyte rates for the immunological status evaluation of
25 antiretroviral-treated children managing therapeutic regimens according to
genotyping test results. Drug resistance evaluation was done using genotyping
covering protease and reverse transcriptase genes. Additionally, all of the 25
vertically HIV-1 infected children were assessed for viral subtyping throughout
phylogenetic analysis. Eighteen samples clustered at B subtype and three clustered
at F1 subtype; one BF, two BD and one DF recombinant strains were also observed.
Eighteen children presented, at least, one mutation conferring resistance to the
nucleoside reverse transcriptase inhibitors, and seven children presented resistance
to the non-nucleoside inhibitors, with six resistant to all three drugs, nevirapine,
delavirdine, and efavirenz. In addition, two children in whom the therapy had been
discontinued two to three years before testing presented K101E, K103N, and G190A
mutations conferring resistance to the all three drugs. Reverse transcriptase gene
mutations were more frequently observed at codons M41L, M184V, and T215FY.
However, ten children presented an important number of viral resistance mutations,
ranging from five to ten mutations, conferring resistance to at least four to up to
eleven antiretroviral drugs. Protease gene mutations were more frequently seen at
codons M461, D30N, and I54LV. Thirteen children presented viral resistance to at
least two to up to twelve drugs. The management of the highly active antiretroviral
therapy (HAART) according to viral resistance in our group of pediatric patients
allowed an increase in CD4+ T cell counts and/or percentage in 12 of the 25 children,
showing an improvement in their HIV-associated immunodeficiency status. Important
viral burden declines were observed in 17 children, and HIV RNA undetectable levels
were reached in 13 of them. Among these 17 children, 11 were multi-drug resistant.
The development of resistant viral strains is one of the main reasons for failure of
antiretroviral therapy. Even considering other causal factors such as compliance of
the patient, metabolism of drugs and drug levels, viral resistance profile identification
is an important factor in the management of therapeutic regimens, supporting the
rational use of antiretroviral drugs by treatment programs.

Keywords: HIV-1 genotyping. Drug resistance. T lymphocytes. HIV-infected children
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INTRODUCAO

O mecanismo de resisténcia do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1) as drogas antiretrovirais ocorre, principalmente, através do desenvolvimento
de mutagcbes gendmicas em regides que codificam as enzimas envolvidas no
processo de replicacdo viral e sitios especificos do envelope viral, responsaveis
pela interagao virus-célula. Em consequéncia, as fungdes enzimaticas e estruturais
mantém-se inalteradas na presenca de inibidores virais € 0 processo de replicacao
viral ocorre normalmente, contribuindo para a falha terapéutica.

A prevencéo, controle e caracterizagdo da resisténcia viral estdo suscitando
interesse e estudos cada vez mais crescentes em populacdes pediatricas, uma vez
que criangas infectadas por HIV-1 apresentam comportamento peculiar frente a
infecgdo, com cargas virais plasmaticas superiores aquelas observadas em adultos
e, na auséncia de tratamento, evoluem a doenga mais rapidamente, com média de

tempo de evolugéo a AIDS de 4,8 anos, a partir da infeccao.

O tratamento da doenca inclui os inibidores da transcriptase reversa analogos
de nucleosideo e nucleotideo (NRTIs e NtRTI), inibidores da transcriptase reversa
nao-analogos de nucleosideo (NNRTIs), inibidores de protease (Pls) e, mais
recentemente, foram incluidos os inibidores de fusao, inibidores de entrada, atuando
em co-receptores ligados a penetragdo viral na célula hospedeira, e os inibidores de
integrase. Entretanto, a emergéncia de mutantes HIV, relacionada a falha terapéutica,
tem dificultado possibilidades de esquemas de tratamento.

Testes de resisténcia viral podem ser Uteis, esclarecendo aspectos da
interac@o droga-hospedeiro e, quando associados aos valores de carga viral e células
T CD4(+), podem auxiliar na determinacado de alteracbes de regimes terapéuticos,
objetivando o melhor efeito antiviral, ou na introdugao do regime antiviral.

A decisdo de inicio da terapia em pacientes pediatricos € peculiarmente
criteriosa, considerando-se riscos e beneficios e o potencial de adesdo ao
tratamento.

Determinacdes da resisténcia genotipica do HIV-1, principalmente em
populagbes pediatricas, que consistem em fundamental contribuicAo aos dados
disponiveis na literatura mundial, sdo importantes em determinados ensaios

clinicos, auxiliando a conduta médica ndao s6 em relacao a falha terapéutica como
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também orientando o inicio do tratamento, particularmente em areas onde a
resisténcia primaria as drogas é relevante.

O presente trabalho objetiva, fundamentalmente, detectar e identificar
mutacoes que conferem resisténcia viral as drogas antiretrovirais conhecidas e
disponiveis, utilizadas no tratamento de pacientes pediatricos, infectados
verticalmente por HIV-1, atendidos no Departamento Materno-Infantil do Hospital
Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, UERJ-
RJ, Brasil.

Em adicdo ao seu principal objetivo, aspectos virais especificos serao
analisados na populacao selecionada, tais como subtipos virais identificados através
da analise filogenética, perfil de mutacées em amostras de subtipos B e ndo-B,
presenca de recombinantes virais e avaliagcdo dos valores de carga viral e taxas de
células T CD4(+) relacionados as terapias pregressas e atuais, em funcao dos
resultados do teste de genotipagem.

Temos observado, recentemente, um significativo aumento no numero de
trabalhos cientificos relacionados a genotipagem do HIV-1 em criangas infectadas
verticalmente. Entretanto, o valor destes ensaios, na orientagdo do tratamento
antiretroviral, ndo foi, ainda, estabelecido. Porém, é recomendavel que eles sejam

executados em casos de falha terapéutica, na vigéncia de terapia antiretroviral.
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1 CONSIDERAGOES GERAIS EM VIROLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR

1.1 Morfologia e Estrutura Viral

Os virus da imunodeficiéncia humana (HIV), género Lentivirus, familia
Retroviridae, foram classificados de acordo com propriedades estruturais e
genbmicas em dois tipos, HIV-1 e HIV-2 (Myers & Pavlakis, 1992). O HIV-1,
originalmente descrito por pesquisadores liderados por Luc Montagnier e Robert
Gallo (Barré-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al., 1984), apresenta trés principais
grupos de linhagens similares, designados M (major ou main), O (outlier) e N (new
ou non-M/non-O). A maioria das infec¢gées por HIV-1 é causada por linhagens
agrupadas em M, geneticamente distintas, reconhecidas como subtipos
filogenéticos ou clades. Para o HIV-1 estas linhagens se classificam de “A” a “H”,
“J” e “K” e para o HIV-2 de “A” a “E” (Ayouba et al., 2000; Gao et al., 1994; Gutler et
al., 1994; Simon et al., 1998; WHO, 1994).

Células suscetiveis, linfécitos ou mondcitos, infectadas por HIV-1 e HIV-2
produzem particulas virais bastante similares em sua morfologia € composicao
(Munn et al., 1985). As particulas virais completas, virions, em formato esférico, com
aproximadamente 110 nm de didmetro, apresentam envoltério externo, constituindo
uma membrana lipidica de camada dupla (envoltério ou envelope) circundando o

capsideo e o nucleocapsideo viral, em forma de cone (Figuras 1 e 2).

Figura 1: Microscopia eletrdnica de particulas HIV purificadas. [acesso em
18/07/2007]. Disponivel em: http://www.ovc.uoguelph.caHIVbw.gif247 x 203 44.7kB;
http://www.freerepublic.com609 x 500 - 101k — jpg.
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A  membrana lipidica, derivada da célula hospedeira, contém
aproximadamente 72 espiculas (“spikes” ou “knobs”) com simetria triangular
(Gelderblom, 1991), que se apresentam com 9 a 10 nm de comprimento com
terminacao distal arredondada, com 14 a 15 nm de diametro, contendo quatro
heterodimeros da glicoproteina do envelope, compostos por subunidades de
superficie que interagem com as subunidades transmembrana. As subunidades de
superficie e transmembrana estdo associadas, respectivamente, as glicoproteinas
virais gp120 e gp41 para HIV-1 e gp130 e gp41 para HIV-2, ligadas nao
covalentemente. A glicoproteina de superficie (SU) constitui-se no principal antigeno
viral e a proteina transmembrana (TM) forma o componente interno do envelope
glicoproteico.

ViRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

PARTICULA VIRAL
INCOMPLETA

gp120, SU
41, T
Gag gpdl, TM
Precursor RNA
=
HLA
Class 11, DR
Gag-Pol
Precursor HLA
P Class I
g Lipid
from NIH ARRRPC, 1994
VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA
PARTICULA VIRAL
COMPLETA
gp120, SU
# p17,MA gp41, TM
® p24,CA
- p2 RNA
: p7,NC
pi HLA
p6 Class I1, DR
® Protease
HLA
® RT Class I
: Integrase Lipid

Pre-protease
Leader

from NIH ARRRPC, 1994

Figura 2 - Representagcao esquematica de particulas HIV incompleta e completa.
[Acesso em 18/07/2007]. Disponivel em:
http://www.microbiologybytes.com/virology/Retroviruses.html.
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Durante a etapa de brotamento, no processo de formagao da particula viral,
varias proteinas da membrana celular hospedeira podem ser adquiridas e
incorporadas a membrana viral lipoprotéica, principalmente Pz-microglobulina,
proteinas HLA classes | e Il e ciclofilinas (Arthur et al., 1992; Franke et al., 1994).

Proteinas de ades&o, como a molécula de adeséao intracelular 1 (ICAM-1),
também podem ser incorporadas, facilitando a adesdo a outras células-alvo. Além
disso, pode ocorrer também a incorporagdo de lipideos, havendo a selegao, por
proteinas virais, de regides especificas da membrana plasméatica celular para a
liberacao do nucleocapsideo (Miller et al., 1992).

A regido compreendida entre o envoltério viral e o nucleocapsideo é
denominada regido paranucleoide ou corpo lateral (Yu et al., 1994). A porcao mais
estreita do nucleocapsideo, com 20 nm de largura, estd conectada a membrana
lipidica através de uma estrutura proteica, a ligacao capside-envelope (H6glund et
al., 1992). Cada nucleocapsideo contém duas moléculas de RNA gendmico de
cadeia simples, proteinas de membrana e enzimas virais.

O nucleocapsideo viral (NC) é composto pela proteina p17, constituindo a
matriz (MA) e pelo capsideo viral (CA), que engloba o genoma RNA, as proteinas
p24, p9, p7, a enzima transcriptase reversa (p66/p51), essencial ao processo de
replicacdo viral, a enzima protease (p10), necessaria a maturagdo das particulas
virais e a enzima integrase (p31), responsavel pela integracdo do genoma viral ao
DNA da célula hospedeira. Catalisada pelo polipeptideo In (parte do complexo

RTase), a integracdo é uma reagao altamente especifica em relagdo ao provirus,
mas aleatéria em relagdo ao DNA da célula hospedeira. Moléculas de tRNA
usualmente especificas a triptofano, prolina ou lisina, usadas no inicio do processo
de transcricao reversa, também sao observadas no capsideo viral.

O genoma viral, com 9,7 Kb em extensao, apresenta-se com duas fitas
simples, positivas, associadas a nucleoproteina p7, formando o complexo
ribonucleoproteico.

Em ambas as extremidades, sdo observadas sequéncias nucleotidicas
repetidas (long terminal repeat - LTR). A estrutura LTR € essencial ao processo de
replicagao viral, uma vez que a regido U3 de LTR contém elementos promotores

responsaveis pelo inicio da transcricao do genoma viral.
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1.2 Organizacao do genoma viral

A replicacdo viral, na maioria dos retrovirus competentes, depende da
participacao de genes estruturais (gag, pol, env), genes reguladores ou regulatérios
(tat, rev, nef) e genes acessorios (vpu, vpr, vif, para HIV-1; vpu, vpr, vpx para HIV-
2). Os polipeptidios precursores de proteinas do virion sdo codificados por estas
regides especificas do genoma viral (Figura 3) (Wong-Staal, 1991).

O esquema estrutural classico do genoma retroviral € indicado através da
expressdo 5'LTR-gag-pol-env-LTR3'. As regides LTR representam as duas partes
delimitantes do genoma viral. Sdo conectadas ao DNA celular da célula hospedeira,
apos a integragao, e nao codificam para quaisquer proteinas virais.

O gene gag codifica precursores de proteinas do capsideo viral: a proteina
da matriz (MA), formada pela unidade p17; a proteina do capsideo (CA), formada
pela unidade p24 e a proteina do nucleocapsideo (NC), formada pela unidade p7.

71\ \ gpl20  gp4l
pl7 p24 p

p31 integrase

pl0 p66
prolease transcriptase
reversa

Figura 3 — Representagcao do genoma do HIV, indicando a disposi¢cao de genes
virais essenciais e acessorios. [Acesso em 18/07/2007]. Disponivel em:
http://hivmedicine.aidsportugal.com/ imagens2006/ image004.jpg.
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O gene pol codifica precursores das enzimas protease, transcriptase reversa
e integrase, essenciais ao processo de replicacao retroviral.

A enzima protease (PR), composta pela subunidade p10, atua na maturacao
das particulas virais, no processo de formacado das particulas, e em 11 sitios de
clivagem de poliproteinas precursoras do HIV-1, gag e gag-pol, sendo que trés sitios
envolvem as ligagdes fenilalanina-prolina ou tirosina-prolina, dando origem as
proteinas estruturais codificadas pelo gene gag e enzimas virais codificadas pelo
gene pol (Darke et al., 1988) (Figura 4).

[ Gag-Pol }

| e
ag
e ;

1 -
1] [ P8 ]
8=

Figura 4 — Sitios de clivagem catalisada pela protease do HIV-1

A transcriptase reversa (RT) transcreve o genoma viral RNA de cadeia
simples em DNA proviral de cadeia dupla e € formada por duas subunidades, p51 e
P66.

A subunidade p51 ndo apresenta o dominio RNase H, que € observado
somente como parte da subunidade p66 da enzima transcriptase reversa viral.

Este dominio apresenta como fungédo a degradacao do RNA viral fita simples
nos hibridos RNA-DNA liberando o DNA molde para a sintese do genoma viral
(Prasad & Goff, 1989; Telesnitsky & Goff, 1997).

A enzima integrase (In), formada pela unidade p32, atua na ligagcao covalente
do DNA viral linear de cadeia dupla ao genoma da célula hospedeira (Brown, 1997;
Goff, 1992).

O gene env codifica precursores (gp160) das glicoproteinas de envelope
(gp120 ou subunidade SU) com sitios especificos de ligacdo aos receptores

celulares e glicoproteinas transmembrana (gp41 ou subunidade TM) ligadas a
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fusao virus-célula e célula-célula (Lifson et al., 1986), responsaveis pela inducao de
sincicios em culturas de células.

Variagbes na sequéncia do gene env tém revelado um padrédo de cinco
regides variaveis intercaladas com regides conservadas para a subunidade gp120.
De forma diferente, a subunidade gp41 demonstra menor heterogeneidade e,
portanto, € mais conservada (Myers et al., 1994).

Esta variacdo consiste em alteragcbes em nucleotideos, que resultam em
substituicbes de aminoacidos, pequenas delecdes e insercoes (Leigh-Brown, 1991).
Até 25% dos aminoécidos codificados por env podem variar em linhagens HIV-1 de
regides separadas geograficamente (variagao interpaciente).

Andlises de sequéncias de isolados HIV-2 também demonstram cinco
regides variaveis, intercaladas com sequéncias conservadas na subunidade gp120
(Burns & Desrosiers, 1994). O sequenciamento de isolados HIV-2 revela a existéncia
de, ao menos, cinco distintos subtipos, com pouca relagdo de equidistancia (Gao et
al., 1994).

A selecdo de variantes env produz populacbes de genomas virais
intimamente relacionadas, mas distintas, designadas quasi-species (variantes
intrapacientes) (Wain-Hobson, 1992).

Variagbes nas sequéncias env tém importantes implicagdes ndao sé nas
respostas imunes antivirais, mas também na ligacdo ao CD4, tropismo celular e
citopatogenicidade.

A heterogeneidade na sequéncia genémica pode ocorrer por pressoes
seletivas: 0 escape a anticorpos que neutralizariam a atividade viral e a adaptacao a

diferentes tipos de células (Burns & Desrosiers, 1994).

1.3 Genes virais acessorios e regulatérios

Adicionalmente aos genes gag, pol e env, 0 genoma do HIV codifica outros
genes classificados, anteriormente, como genes acessérios ou auxiliares, uma vez
que ndo eram requeridos nos processos de replicacao in vitro.

Os genes adicionais codificados por HIV-1 sdo os genes acessorios vif, vpr,
vpu e genes regulatorios tat, rev e nef. Para o HIV-2 sdo os genes acessorios Vif,

vpr, vpx e regulatérios tat, rev e nef.
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Os genes regulatérios nef, tat e rev sao produzidos precocemente durante o
ciclo de replicagdo viral.

As sequéncias tat (transativador de transcricdo) e rev (regulador da
expressao viral) codificam a produgdo de pequenas proteinas externas ao virion,
essenciais a replicagao viral. Sao proteinas regulatérias que se acumulam no interior
do nucleo e se ligam em regides definidas do RNA viral.

O gene tat se liga a regiado TAR (elementos de resposta transativacao),
encontrada em LTR; controla a transcricdo da expressao genética, aumentando os
niveis de RNA viral e elevando a transcri¢do inicial e/ou alongamento (Peterlin et al.,
1993). Atua como potente ativador da transcricdo da regidao promotora de LTR e é
essencial para o processo de replicagao viral em quase todos os sistemas de cultura
in vitro.

O gene rev se liga a regiao RRE (elementos de resposta rev), encontrada no
gene env e controla a replicagdo viral em nivel poés-transcricdo, regulando o
processamento e transporte do RNA viral do ndcleo ao citoplasma (Parslow, 1993).

Assim, ambos, tat e rev sdo fundamentais no processo de replicagao viral,
uma vez que estimulam a transcricdo do DNA HIV-1 proviral em RNA, promovem o
alongamento da cadeia de RNA, aumentam o transporte do RNA HIV do nucleo para
o citoplasma e sao essenciais para a traducgao.

O gene rev é, também, um fator de exportagdo nuclear, importante para a
troca de proteinas reguladoras de expressao precoce por proteinas estruturais que
séo sintetizadas posteriormente.

Todos os Lentivirus de primatas codificam nef (fator negativo), ao qual séao
atribuidas diversas fungoes, tais como: aumento da infectividade viral (Bukrinsky et
al., 1991), ativagcéo de células T (Baur et al., 1994) e regulagcédo de CD4 (Aiken et al.,
1994).

A expressao precoce de Nef, no ciclo de replicagao viral, assegura a ativagao
de células T e o estabelecimento de um estado persistente da infecgdo. Além disso,
promove a sobrevivéncia de células infectadas, atuando na expressao de varias
moléculas de superficie, importantes para a funcdo do sistema imune do
hospedeiro. Estas moléculas incluem o complexo principal de histocompatibilidade |
e Il (MHC I e ll), presente em células apresentadoras de antigeno (APCs) e células-
alvo (linfocitos T CD4+, CD28+) (Collins et al., 1998).
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Numerosos estudos tém sido publicados sobre as funcbes dos genes
acessorios, levando em consideracao diversos fatores como: diferencas entre as
linhagens virais, multiplicidade da infeccédo, tipos celulares selecionados para
analise e métodos utilizados para avaliar a replicacao viral. As atribuicdes dadas a
estes genes acessorios sdo descritas a seguir.

O fator de infectividade viral (vif) participa dos processos de replicacao
(Strebel et al., 1987) e maturacdo viral (Hoglund et al., 1992). Dados da literatura
tém ressaltado um importante papel de vif em relagdo a replicacao viral (Mariani et
al., 2003).

Isolados HIV-1 deficientes em vif ndo replicam em células T CD4(+),
determinadas linhagens de células T ndo-permissivas ou em macrofagos. Estes
isolados s&o capazes de infectar células-alvo e iniciar a transcricdo reversa;
entretanto, a sintese do DNA proviral permanece incompleta.

A fuséo in vitro de células permissivas e nao-permissivas leva ao fenétipo
nao-permissivo, sugerindo que a replicacdo do HIV depende da presenca ou
auséncia de um inibidor celular. Este fator inibitério endégeno foi identificado como a
enzima catalitica apolipoproteina B, semelhante ao polipeptideo 3G, atuando na
edicao do mRNA (APOBEC3G) (Sheehy et al., 2002). Esta proteina pertence a
familia de enzimas intracelulares que, especificamente, deaminam a citosina em
uracila no mRNA ou DNA, resultando no acumulo de mutagdes G-A, que leva a
degradacao do DNA viral.

Através da formacao de complexos com APOBEC3G, vif bloqueia a atividade
inibitéria desta enzima, prevenindo a sua incorporacdo as particulas virais
recentemente sintetizadas (Freed, 2004). Assim, inibidores especificos, que possam
bloquear a interacdo de vif com APOBEC3G, ou que previnam a degradacéo
intracelular desta enzima, poderiam representar promissoras op¢oes de tratamentos
futuros, uma vez que, a principio, o bloqueio de estruturas celulares estaria
provavelmente associado ao risco minimo de desenvolvimento de resisténcia, que
pode comprometer a eficacia de agentes antiretrovirais.

Em relacdo aos genes vpr/vpx esta bem definido que o HIV-1 apresenta o
gene vpr (codificante para proteina viral R), enquanto que o HIV-2 contém vpx
(codificante para proteina viral X), relacionada a Vpr por homologia de sequéncias
(Myers et al., 1994).
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Atribui-se a vpx desempenho na adaptacdo do virus a espécies primatas
(Clements & Wong-Staal, 1992) e, estudos para o gene vpr, tém sugerido sua
participacdo na regulacdo da expressao de genes celulares e virais, alterando o
mecanismo da célula hospedeira e facilitando a replicagao viral (Levy et al., 1984).

A proteina Vpr desempenha importante papel na regulagdo da importagéao,
para o nucleo, do complexo de pré-integracdo do HIV-1 e é requerida para a
replicagao viral em macréfagos.

Além disso, a Vpr também é capaz de interferir no ciclo de replicacao celular,
induzindo a apoptose e resultando em disfungcédo imune. O papel imunossupressor é
atribuido a sua capacidade em sequestrar ativadores de transcricdo pro-
inflamatorios no citoplasma (Bukrinsky & Adzhubei, 1999; Muthumani et al., 2006).

O gene vpu (codificante para proteina viral U) est4d presente em HIV-1 e
ausente em HIV-2 e demais lentivirus (Myers et al., 1994). Est4 envolvido no
processo de brotamento das particulas virais e aumento da liberagdo de virions em
células infectadas.

Virus deficientes em vpu replicam em células T CD4* e macréfagos; porém,
ha um declinio acentuado na eficiéncia da liberagdo de virions no meio extracelular
(Klimkait et al., 1990).

1.4 Patogénese da infec¢ao por HIV

Infecgbes por Lentivirus cursam, tipicamente, como doengas cronicas
apresentando longos periodos de laténcia clinica, replicacdo viral persistente e o
envolvimento do sistema nervoso central. Entretanto, o curso da infecgédo por HIV-1
em determinados pacientes pode variar dramaticamente, mesmo em casos de
infecgbes primarias provenientes de origens comuns (Liu et al., 1997).

Em alguns individuos sao observadas infecgbes ndo-progressivas de longo-
termo, que se caracterizam pela auséncia do declinio no ndmero de células T
CD4(+) ou infecgdes cronicas que persistem, no minimo, por sete anos sem o
desenvolvimento de AIDS.

Nestes pacientes foram observados isolados virais identificados como
virions defectivos (Kirchhoff et al., 1995). Assim, a infeccdo com virus defectivos ou
que apresentem reduzida capacidade de replicacdo viral pode prolongar o curso

clinico da infecgao por HIV-1.
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Porém, na maioria dos casos, a infeccao por HIV-1 caracteriza-se pela
presenca de virus com efetiva capacidade de replicacao e elevada taxa diaria de
reposicao de virions.

Fatores do hospedeiro também podem determinar se o curso da infecgao
evoluir, rapidamente, para a imunodeficiéncia clinicamente manifesta ou para o
perfil de ndo-progressores de longo-termo, que representam cerca de 5% de todos
os pacientes infectados (Bello et al., 2005, Buchbinder et al., 1994, Lefrére et al.,
1997).

A identificacdo e caracterizagdo de fatores do hospedeiro que contribuem
para o curso da infec¢ao por HIV, incluindo mecanismos de defesa imunoldgicos e
fatores genéticos, sdo cruciais para a compreensdo da imunopatogénese da
infeccdo por HIV e para o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas e

profilaticas.

1.4.1 Replicacao viral

O ciclo de replicagdo dos Lentivirus de primatas divide-se em duas fases:
inicial e tardia. A primeira inicia-se com a ligagdo do virion aos receptores de
superficie celular, através da ligacao de gp120 aos receptores de superficie celular,
CD4, com posteriores processos de internalizagdo e descapsidacao do
nucleocapsideo no citoplasma da célula (Figura 5).

O dominio CD4 atua como receptor primario para o HIV no processo da
infeccdo viral. Ele consiste em uma glicoproteina monomérica, com 58 kDa,
detectada na superficie celular de cerca de 60% dos linfocitos T, em precursores de
células T na medula déssea e timo, mondcitos, macréfagos, eosindfilos, células
dendriticas e células da microglia do sistema nervoso central.

Sao observadas trés regides distintas em CD4 de células T: o dominio
extracelular, composto de 370 aminoacidos, o dominio hidrofébico transmembrana,
com 25 aminoacidos e a parte citoplasmatica, com 38 aminoacidos.

No dominio extracelular, foram caracterizados quatro dominios semelhantes a
imunoglobulinas, identificados como regides D1-D4. Residuos na regidao V2, que
compreende os aminoacidos 40-55, sdo importantes para a ligacao a gp120 e esta
regiao se sobrepde a parte de CD4 onde ocorre a insercao de seus ligantes naturais

(moléculas HLA classe ).
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Ciclo de replicacao do HIV
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Figura 5 - Etapas do ciclo de replicagao viral.
[acesso em 18/07/2007]. Disponivel em: http://www.web-books.com/.../
Images/ HIV_Cycle. jpg439x361-44k.

A ligagédo de gp120 ao CD4 nédo é apenas uma etapa crucial para a
penetragdo do virus nas células; ela também interfere com a via de transducéo de
sinal intracelular e promove apoptose em células T CD4(+) (Banda et al., 1992).

Receptores de citocinas quimiotaticas (quimiocinas) atuam como
correceptores de CD4 na infeccao celular por HIV.

As quimiocinas e seus receptores tém sido caracterizados em relagdo ao seu
papel em promover a migracdo (quimiotaxia) de leucdcitos e sua atividade pro-
inflamatoéria. O CXCR4 (a-quimiocina) foi descrito como o correceptor para isolados
HIV com tropismo para células T (T-tropicos) (Feng et al., 1996) e o correceptor
CCR5 (B-quimiocina) é necessario para isolados HIV monocitotrépicos (M-trdpicos)
(Deng, 1996; Doranz, 1996; Dragic, 1996).

A ligagédo de gp120 ao CD4 e correceptores celulares induz a alteragdo
conformacional em gp120 que promove uma interagdo mais eficiente da alga V3 de
gp120 com o seu respectivo correceptor. A fusdo da particula viral com a membrana
da célula hospedeira € dependente desta interacdo e também de gp41, uma
glicoproteina transmembrana, parte do envelope glicoproteico gp160.
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Ap6s os processos de adsorcdo da particula viral as células suscetiveis e
fusdo com a membrana da célula hospedeira, ocorre a descapsidacdo do
nucleocapsideo viral no citoplasma celular sendo que as enzimas virais transcriptase
reversa, protease e integrase permanecem associadas ao nucleocapsideo.

Ocorre, a seguir, a etapa de transcricdo reversa: através da acgado da
transcriptase reversa, catalisando a sintese e polimerizagcao do DNA, e da atividade
RNAse H da transcriptase reversa, clivando cadeias de RNA, ocorre a conversdo do
RNA gendmico de cadeia simples em DNA de cadeia dupla.

O processo de transcricdo reversa ocorre no citoplasma da célula, em uma
série de etapas, descritas a seguir (Goff, 2001; Rubbert et al., 2007):

1) um tRNA celular especifico de lisina atua como iniciador (primer) e acopla-
se ao sitio complementar do genoma viral denominado sitio de ligagdo do primer
(primer binding site, PBS);

2) o DNA complementar liga-se, entéo, a regido U5 (regido nao-codificante)
e regiao R do RNA viral (uma repeticdo direta presente em ambas as terminacdes
da molécula de RNA);

3) um dominio da enzima transcriptase reversa, denominado RNAse H,
degrada a terminacédo 5’ do RNA, removendo U5 e R;

4) a sequir, o primer desloca-se para a extremidade 3’ do genoma viral e a
cadeia de DNA recentemente sintetizada acopla-se a regido R complementar no
RNA;

5) a primeira cadeia de DNA complementar (cDNA) é estendida e a maior
parte do RNA viral é degradada pela RNAse H;

6) finalizada esta etapa, inicia-se a sintese da segunda cadeia;

7) ocorre uma nova etapa de deslocamento: o PBS da segunda cadeia
acopla-se ao PBS complementar na primeira cadeia;

8) ambas as cadeias sdo estendidas, resultando no DNA HIV de cadeia
dupla com regides LTR em ambas as extremidades.

Estas formas sdo mantidas em um complexo nucleoproteico, que é
subsequentemente transportado ao nucleo e podem ser integradas ao genoma
hospedeiro pela enzima viral integrase, produzindo o provirus integrado: a integrase
se liga ao DNA viral transcrito e forma o complexo de pré-integracao (PIC). Uma vez
incorporada ao PIC, a integrase atua no terminal 3’ removendo o dinucleotideo GT

de ambas as extremidades do DNA viral. A seguir, o PIC é transportado do
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citoplasma ao nudcleo da célula infectada e a integrase catalisa a reacdo de
transferéncia da cadeia, resultando na incorporacao do DNA viral ao DNA celular.

A ativacgao celular, promovida in vivo por contato com antigenos ou infeccoes
oportunistas, & necessaria para a integracdo do DNA HIV proviral ao genoma da
célula hospedeira apds o transporte do complexo de pré-integragéo ao nucleo.

A segunda fase do ciclo de replicacao viral ocorre com a transcricdo e
processamento do RNA viral a partir do cDNA proviral, contendo nas extremidades
5 e 3, respectivamente, as estruturas cap e poli-A, finalizando com a liberacdo de
particulas virais pelo processo de brotamento.

A transcricdo resulta, inicialmente, na sintese precoce de proteinas
reguladoras do HIV-1, como Tat ou Rev (Freed, 2004).

Tat liga-se ao sitio de elemento de resposta transativagao (TAR), no inicio da
sintese do RNA HIV-1 no nucleo, e estimula a transcricao e formagao de longos
transcritos RNA.

Rev ativa a expressao de genes estruturais e enzimaticos e inibe a producao
de proteinas reguladoras, promovendo, desta maneira, a formagdo de particulas
virais maduras.

As proteinas codificadas pelos genes gag e pol formam o ndcleo das
particulas maduras. As proteinas codificadas pelo gene gag derivam de moléculas
precursoras maiores, com 53kD, clivadas, pela enzima viral protease, em p24, p17,
p9 e p7.

Os produtos codificados por env formam as espiculas gp120 do envelope
viral, a partir de moléculas precursoras maiores, gp160, também clivadas pela
protease do HIV-1 em gp120 e gp41.

Assim, a clivagem de moléculas precursoras é necessaria a geragao de
particulas virais infecciosas (virions) e o processo de formagéo de novas particulas
ocorre em etapas, descritas a seguir:

1) o core das particulas virais é formado por RNA HIV-1, proteinas codificadas
por gag e varias enzimas codificadas por pol.

2) este complexo migra para a superficie da célula, em sitios onde houve a
deposicao de gp120 e gp41.

3) moléculas precursoras maiores sao clivadas pela protease, resultando em
particulas virais (virions) pelo processo de brotamento através da membrana da
célula hospedeira.
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Durante este processo, membranas lipidicas virais podem incorporar varias
proteinas da célula hospedeira, tornando-se enriquecidas em certos fosfolipideos e
colesterol.

Em células T, o brotamento das particulas virais resulta em sua liberacdo no
espaco extracelular e, em mondcitos e macrofagos, resulta no acumulo de virions
em vacuolos celulares.

A replicagdo dos retrovirus € tendenciosa a ocorréncia de erros e
caracterizada por elevada taxa de mutacdes espontaneas.

A enzima transcriptase reversa do HIV-1 ndo possui funcao de edicdo e os
erros que surgem na formagdo do DNA de cadeia dupla constituem a fonte da
extensa heterogeneidade genética do HIV. Estima-se que a taxa de mutacao deste
processo seja de 10 resultando, em média, em um a dez erros por genoma a cada

ciclo completo de replicacéo.

1.4.2 HIV e sistema imune

Apos a penetracao do HIV-1 em células T CD4(+) quiescentes e a finalizacao
da etapa de transcricdo reversa, o genoma viral apresenta-se como DNA proviral
nao integrado. A ativacado de células T CD4(+) é necessaria para a integragdo do
DNA HIV no genoma da célula hospedeira, preferencialmente em genes ativos,
denominados hot spots (Schroder, 2002), e constitui-se pré-requisito para a sintese
de novos virions.

Em relacdo a este aspecto, o micro-ambiente dos tecidos linféides representa
o meio ideal para a replicagcdo de novos virions, propiciando condi¢cdes especiais tais
como o intimo contato entre as células T CD4(+) e células apresentadoras de
antigeno, a presenca de virions infecciosos na superficie de células dendriticas
foliculares e a abundante producao de citocinas pré-inflamatoérias, tais como IL-1, IL-
6 e TNFa, que promovem a inducdo da replicacao viral nas células infectadas e
aumentam esta replicacdo em células ja produtoras de virus (Rubbert et al., 2007).

A replicagao viral em tecidos linféides é, realmente, extensa nos estagios
iniciais da doenca (Embretson, 1993; Pantaleo, 1993). Durante a fase inicial da
infeccdo por HIV-1, observa-se enorme quantidade de particulas virais no plasma,

seguindo-se relativo declinio da viremia, na maioria dos pacientes. Uma forte e
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intensa resposta de células T citotdxicas especificas para o HIV-1 é gerada,
coincidindo com a supressao da viremia plasmatica.

Os virions sdo englobados pela rede de células dendriticas foliculares nos
tecidos linféides e os macréfagos, células T CD4+ ativadas e quiescentes sdo os
principais alvos da infeccdo. Se uma analise sequencial do tecido linféide for
realizada durante o curso natural da doenca causada pelo HIV-1, sera observado
que a progressao da doenca é refletida pela destruicdo da arquitetura do tecido
linféide com um decréscimo no englobamento de particulas virais (Rubbert et al.,
2007).

Varios estudos imunohistoldgicos indicam que o paracértex dos linfonodos
representa o sitio primario, onde a replicacao do HIV-1 € iniciada (Embretson, 1993;
Pantaleo, 1993). A infeccdo de células T CD4(+) circundantes, assim como o inicio
da ativacao de células T por células dendriticas, contribuem para a disseminagéao do
HIV-1 no tecido linféide.

Reservatorios virais permanentes, principalmente em macréfagos e células T
CD4+ latentemente infectadas, sdo estabelecidos na fase precoce da infeccéo e,
provavelmente, representam o principal obstaculo a bem sucedida erradicacao do
HIV (Rubbert et al., 2007). A frequéncia de células que contém o DNA proviral é
cerca de cinco a dez vezes maior em tecidos linféides em relagdo as células
mononucleares do sangue periférico e, a diferenca na replicagao viral, em tecidos
linféides, excede aquela do sangue periférico em dez a cem vezes.

Linfécitos B e T sdo considerados as principais células efetoras da resposta
imune antigeno-especifica. Entretanto, as suas fungdes estdo sob o controle de
células dendriticas, capazes de selecionar antigenos no sangue periférico. O
reconhecimento de antigenos por células T requer o processamento prévio e
apresentagdo de peptideos antigénicos pelas células dendriticas (Rubbert et al.,
2007).

As células T expressam diferentes receptores os quais podem se ligar a
peptideos MHC classe | na superficie de células dendriticas para permitir a ativagao
de células T CD8+ ou moléculas MHC classe |l para a ativacao de células T CD4+.
Assim, a geragao da resposta imune especifica ao HIV é dependente do padréao
individual do sistema HLA, que pode afetar a resposta imune adaptativa.
Dependendo do padrdao de secrecdao de citocinas, as células T CD4+ podem

diferenciar-se em células T helper, Tyl e Ty2. As células T CD4+ Ty1 produzem,
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primariamente, interleucina 2 (IL-2) e interferon gama (IFN,), que representam as
citocinas que dao suporte as funcdes efetoras do sistema imune: linfécitos T
citotdéxicos (CTL), células Natural Killer (NK-cells) e macréfagos. As células Ty2
produzem, predominantemente, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que representam as citocinas
que favorecem o desenvolvimento da resposta imune humoral (Rubbert et al., 2007).

A associagao entre a resposta imune humoral especifica ao HIV e o curso da
doenca € bem menos caracterizada. Individuos nao-progressores de longo-termo
tendem a apresentar ampla atividade de anticorpos neutralizantes dirigidos a uma
variacao de isolados primarios e mostram persisténcia de anticorpos neutralizantes
contra virus aut6logos. Entretanto, ainda é incerto se estes anticorpos representam
parte da protecdo ou se meramente refletem a integridade de um sistema imune
relativamente intacto. Individuos com substancial risco para a infec¢ao por HIV, mas
que sao considerados expostos e nao infectados, representam, por definicao,
aqueles com auséncia de resposta de anticorpos detectaveis contra o HIV-1. Esta
definicdo implica que a resposta humoral sistémica talvez ndo represente um

mecanismo crucial de protecao (Rubbert et al., 2007).

1.4.3 Imunopatogénese da infeccdo por HIV em pediatria

Em criangas infectadas por HIV, através da transmissao vertical, o periodo da
infeccdo aguda € o periodo neonatal, caracterizado por niveis de carga viral
extremamente elevados, que declinam mais lentamente do que em adultos nos
proximos dois anos ou mais, até atingirem um valor de set-point (Tiemessen & Kuhn,
2006). Set-points virais sdo maiores em criangas do que em adultos, consistentes
com a progressao mais rapida da doenca (Shearer et al., 1997).

Na auséncia de terapia efetiva, cerca de um quarto das criangas infectadas
progridem a AIDS e 10% a 15% vao a obito no primeiro ano de vida (Pliner et al.,
1998; The European Collaborative Study, 1994).

A via de contaminagcdao mae-filho envolve, por definicdo, a transmissdao de
virus entre individuos geneticamente similares e esta similaridade pode ser maior
para alelos mais comuns. Uma vez que a resposta imune materna molda a
evolugcao de virus autdlogos e mae e filho sdo geneticamente similares, a crianca
adquire linhagens virais que ja apresentam mutagdes de escape a resposta imune
(Tiemessen & Kuhn, 2006). De forma interessante, criangas que adquirem a
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infeccao por HIV, através de transfusdes sanguineas, tendem a apresentar melhor
prognostico do que criangas que as contrairam por via vertical (Frederick et al.,
1994). Assim, a similaridade genética mae-filho pode desempenhar papel importante
para a explicacao das diferencas observadas na histéria natural da infecgéo por HIV
entre criangas e adultos (Tiemessen & Kuhn, 2006).

O sistema imune de criangas, no inicio da vida, é imaturo uma vez que a
resposta imune especifica ou adaptativa, mediada por células T e B, é pequena ou
quase inexistente, dependendo da exposicao prévia a antigenos e esta capacidade
desenvolve-se com 0 aumento da exposi¢cdao a diferentes estimulos antigénicos. O
sistema imune inato, em contraposicdo, é designado para constituir uma resposta
imediata apds exposicdo a microorganismos, promovida por ceélulas dendriticas,
células Natural Killer, células fagociticas (neutréfilos, monécitos e macréfagos),
mastdcitos e proteinas humorais tais como complemento, citocinas, quimiocinas e
proteinas antimicrobianas. Em decorréncia da alteragdo do ambiente imune no inicio
da vida, tipos celulares, ligados a imunidade inata e adquirida, emergem como
importantes fatores na patogénese da infeccao por HIV em pediatria (Tiemessen &
Kuhn, 2006).

Azzoni et al., 2005 tém demonstrado que a porcentagem e fungao de células
NK e plasmacitéides (principal populacdo celular produtora de IFN-a) e células
dendriticas mieléides encontram-se deterioradas em criangas infectadas por HIV,
independente da carga viral, particularmente naquelas com historia clinica de
porcentagens decrescentes de células T CD4+. Os seus resultados sugerem,
adicionalmente, que podem existir diferencas entre adultos e criancas na
reconstituicdo imune inata, seguida a terapia antiretroviral altamente potente
(HAART).

Outras células que emergem, de maneira critica, na ligacao entre a imunidade
adaptativa e inata sdao as células T Natural Killer, que expressam receptores
especificos para antigenos glicolipidicos e compartilham com células T e células NK
similaridades fenotipicas e funcionais. Estas células tém sido encontradas como alvo
para a infeccdo produtiva por HIV e sao seletivamente depletadas durante o curso
da infec¢do, em adultos e criangas (van der Vliet et al., 2002; Sandberg et al., 2002).

Estudos sobre a imunidade especifica ao HIV tém demonstrado que apenas a
fracdo de células T CD8 especificas ao HIV tem a capacidade de produzir citocinas
e quimiocinas importantes em suas fungdes antivirais (Scott-Algara et al., 2005).
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As células T CD4 desempenham importante papel auxiliando tanto na
resposta de anticorpos como na resposta de linfécitos T citotoxicos. A manutencao
da integridade destas células € crucial para o controle da progressdao da doenca
causada pelo HIV e, tem sido ressaltado por Chakraborty et al., 2005, que respostas
de células Ty CD4(+) especificas ao HIV sdo prontamente detectadas em criangas
nao-progressoras que sobrevivem por periodos prolongados.

1.5 Dinamica viral e quasi-species

A infeccao pelo HIV-1 é um processo dindmico em que se observa equilibrio
entre a producdo e eliminagdo de particulas virais, de acordo com estudos de
quantificacdo da carga viral em plasma e células mononucleares do sangue
periférico de pacientes nos diferentes estagios de AIDS. Em individuos infectados, é
estimado o valor médio de 10° novas particulas virais sendo produzidas e
subsequentemente eliminadas por dia (Ho et al., 1989).

O estado de constante equilibrio e a elevada taxa de mutacdo genémica do
HIV-1 resultam no desenvolvimento de linhagens virais mutantes, selecionadas de
maneira mais eficaz sob condicbes de pressdo seletiva, exercida pelo sistema
imunolégico ou pela intervengao farmacolégica com determinados antiretrovirais.

Estas variantes ndao sao reconhecidas por anticorpos neutralizantes e linfécitos
T citotéxicos e podem apresentar mutagdes nos genes que codificam para as enzimas
envolvidas no mecanismo de replicagdo viral, resultando na substituicdo de
aminoacidos e selecionando as quasi-species resistentes aos antiretrovirais (Wang et
al., 2002). Em decorréncia, estas drogas ndao exercem sua fungéo de forma adequada
e a replicagao viral se processa normalmente.

A resisténcia aos antiretrovirais, assim como outros fatores, tais como
poténcia inadequada da medicacao, niveis farmacolégicos inadequados, nao-
adesdo e/ou interacbes medicamentosas contribuem para o decréscimo da
eficiéncia da quimioterapia antiretroviral (Coffin, 1995), dificultando ndo apenas a

conduta clinica em relacao a doenca viral como também as opg¢des de tratamento.
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2 EPIDEMIOLOGIA
2.1 Infeccao por HIV-1 em pacientes pediatricos

De acordo com the Joint United Nations Program on HIV/AIDS (UNAIDS), até
0 ano 2007, foram notificados 2,5 milhdes de casos de criancas, abaixo de 15 anos
de idade, infectadas por HIV, com 500.000 novos casos registrados e 0 numero de
Obitos por AIDS estimado em 330.000. A maioria da populacdo infectada é
proveniente da Africa sub-Saariana, onde a soroprevaléncia para HIV em mulheres
gravidas é extremamente elevada, e a principal via de infeccdo consiste na
transmissao méae-filho.

Acima de 95% das criangas sao infectadas por transmissdo perinatal
(infeccao vertical) e outros meios de transmissao viral, como por transfusao de
sangue e derivados, transmissdo sexual e abuso de drogas sdao bem menos
prevalentes.

Na maioria dos casos (75-90%), a transmissdao do HIV ocorre periparto ou
intraparto e apenas uma pequena proporcao de criangas é infectada in utero (10-
25%) (Niehues & Lyall, 2007).

Em regides com poucos recursos, a prevencao da transmissao através do
aleitamento materno permanece como o principal foco na pesquisa da transmissao
mae-filho, e esforcos para reduzi-la, através deste meio, incluem a terapia
antiretroviral materna e a profilaxia neonatal durante o periodo de aleitamento ou
modificagdes nas praticas de aleitamento. Por outro lado, em paises mais
desenvolvidos, o advento da terapia antiretroviral altamente potente resultou em
reducdo bastante significativa nas taxas de transmissdo mae-filho, atingindo niveis
equivalentes a 1 a 2%. Além disso, nestes paises, 0 aleitamento materno por maes
reconhecidamente infectadas, é fortemente desencorajado (Niehues & Lyall, 2007).

Assim, foram estabelecidos dois padrées evidentes de epidemia para a
infeccdo por HIV-1 em pacientes pediatricos. Um deles ocorre em paises mais
desenvolvidos ou nos quais tenham sido adotadas politicas diferenciadas de
prevencao e tratamento, e caracteriza-se por baixas taxas de infec¢do, sobrevida
prolongada, complicacées decorrentes da terapia antiretroviral cronica, aderéncia a

medicacao e resisténcia antiretroviral.
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O oposto a este padrao € observado em paises em desenvolvimento, onde a
auséncia do diagnoéstico precoce, o acesso tardio aos cuidados médicos e a
auséncia de opgdes de tratamento resultam em elevada e precoce mortalidade
(Mofenson, 2008).

Na América Latina, foram estimadas, em 2007, 1.600.000 pessoas vivendo
com HIV/AIDS. Deste total, 510.000 eram mulheres e 39.000 eram criangas, abaixo
de 15 anos de idade. Estes dados estéo indicados na tabela 1

O Brasil responde pela maioria do numero de casos totais, tanto em adultos
como na populacao pediatrica.

Em 2005, foram identificados 700 casos de AIDS em menores de cinco anos
de idade, que correspondem a uma taxa de incidéncia de 3,9 para 100.000
habitantes.

Dados do Sistema de Vigilancia Epidemiol6gica dos Estados e Municipios
brasileiros indicam que, de acordo com as regides de residéncia, estas taxas de
incidéncia sado equivalentes a 6,1 para a Regiao Sul, 4,4 para a Regidao Sudeste, 3,1

para a Regiao Nordeste, 2,7 para a Regidao Norte e 2,6 para a Regiao Centro-Oeste.

Tabela 1 - Dados de HIV/AIDS na América Latina, em 2007.

Populagao, 2007 569.000.000
Pessoas vivendo com HIV/AIDS, 2007 1.600.000
Mulheres (>15 anos) com HIV/AIDS, 2005 510.000
Criancas com HIV/AIDS, 2007 39.000
Prevaléncia de HIV em adultos (%), 2007 0,5
Novas infecgbes por HIV, 2007 100.000
Mortes por AIDS, 2007 58.000

Fonte: Population Reference Bureau & UNAIDS. [Acesso em 13/12/2008].

Disponivel em: http://www.unaids.org.
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Em 2007, o numero de pessoas vivendo com HIV/AIDS no Brasil foi estimado
em 730.000, sendo 13.012 criancas abaixo de 12 anos de idade, com 15.000 casos
de mortes de adultos e criancas, de acordo com dados da Organizagdo Mundial de
Saude.

Os numeros referentes a estas duas condigdes, observados no periodo de
1990 a 2007, sao apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Numero estimado de individuos infectados por HIV, no periodo

compreendido entre os anos de 1990 a 2007, no Brasil.

Numero estimado de pessoas
vivendo com HIV no Brasil,

Ano 1990-2007
Valor Valor Valor
médio minimo maximo

1990 300 000 240 000 380 000
1991 360 000 270 000 460 000
1992 420 000 300 000 530 000
1993 460 000 330 000 580 000
1994 500 000 370 000 630 000
1995 530 000 390 000 680 000
1996 560 000 420 000 700 000
1997 580 000 440 000 730 000
1998 610 000 460 000 760 000
1999 620 000 480 000 780 000
2000 640 000 500 000 790 000
2001 660 000 520 000 810 000
2002 670 000 530 000 820 000
2003 680 000 540 000 840 000
2004 690 000 560 000 840 000
2005 710000 570000 870 000
2006 710000 590 000 880 000
2007 730 000 600 000 890 000

Fonte: UNAIDS/WHO, 2008. [Acesso em 13/12/2008]. Disponivel em:
http//:www.unaids.org.
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Tabela 3 - Numero estimado de mortes por AIDS em individuos adultos e criancas,

no periodo compreendido entre os anos de 1990 a 2007, no Brasil.

Mortes por AIDS em adultos e
criangas no Brasil, 1990-2007
Ano Valor Valor Valor
médio minimo  maximo
estimado estimado estimado
1990 8100 5500 13 000
1991 9300 6300 14 000
1992 11 000 7600 16 000
1993 12 000 8500 18 000
1994 14 000 9300 20 000
1995 15 000 9900 21 000
1996 16 000 11 000 23 000
1997 10 000 4000 17 000
1998 11 000 4400 18 000
1999 9400 3100 16 000
2000 11 000 5200 18 000
2001 9400 3500 16 000
2002 11 000 4700 17 000
2003 9600 3700 17 000
2004 8800 3000 16 000
2005 9600 3900 17 000
2006 12 000 6100 19 000
2007 15 000 9700 22 000

Fonte: UNAIDS/WHO, 2008. [Acesso em 13/12/2008]. Disponivel em:

http://www.unaids.org.

2.2 Distribuicao geografica dos subtipos do HIV-1

Estudos em epidemiologia molecular tém demonstrado que, com excec¢ao da
Africa sub-Saariana, onde quase todos os subtipos virais, formas recombinantes
circulantes (CRF) e vérias formas recombinantes unicas (URF) tém sido detectados,
existe um padrao especifico para a distribuicdo geografica dos subtipos de HIV-1
(Hemelaar et al., 2006).

Este padrdo de distribuicdo parece ocorrer tanto em consequéncia da
migragdo viral acidental como da via de transmissdo prevalente na regido,

resultando na predominancia de determinado subtipo naquela populagao.
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Em uma escala global, as formas genéticas mais prevalentes de HIV-1 sdo os

subtipos A, B e C, com o subtipo C respondendo por quase 50% das infeccbes em

todo o mundo, conforme indicado na figura 6.

Figura 6 — Distribuicao geografica global das predominantes formas genéticas do

HIV-1.
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O subtipo A é predominante em areas da Africa central e oriental (Quénia,

Uganda, Tanzania e Rwanda) e nos paises da Europa oriental que constituiam a

Unido Soviética.

O subtipo B é a principal forma genética na Europa central e ocidental, nas

Américas e Austrdlia e é também comum em varios paises do sudeste da Asia,

norte da Africa e Oriente Médio e entre homossexuais masculinos da Africa do Sul e

da Russia.

O subtipo C é predominante nos paises que apresentam indices superiores a

80% de todas as infecgdes globais por HIV-1, tais como Africa do Sul e india.
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A relevancia das CRFs na pandemia da infecgcdo por HIV-1 estda bem
estabelecida, correspondendo a 18% das infecgdes (Osmanov et al., 2002).

Estas formas representam as cepas virais predominantes no sudeste da Asia
(CRF01-AE) e oeste e centroeste da Africa (CRF02-AG) (Motomura et al., 2000;
Montavon et al., 2000).

No Brasil, a maioria de isolados HIV-1 agrupa-se nos subtipos B e F (Morgado
et al., 1994; Sabino et al., 1994). Entretanto, cepas adicionais, tais como os subtipos
A, C e D, e formas recombinantes B/F e CRF_02AG também tém sido reportados
(Barreto et al., 2006; Caride et al., 2001; Couto-Fernandez et al., 2005; De Sa Filho
et al., 2006; Morgado et al., 1998; Soares et al., 2005).
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3 DROGAS ANTIRETROVIRAIS

As classes de drogas mais frequentemente indicadas para o tratamento da
infeccdo por HIV-1 em humanos s&do os inibidores de transcriptase reversa
analogos de nucleosideo e nucleotideo (NRTIs e NtRTI), inibidores de transcriptase
reversa nao analogos de nucleosideo (NNRTIs) e inibidores de protease (Pls).

Os inibidores de integrase, recentemente introduzidos na terapia antiviral,
atuam diretamente sobre esta enzima, responsavel pela integracao do DNA viral ao
genoma da célula hospedeira.

Existem, atualmente, varios inibidores de integrase sob avaliagdo em
ensaios clinicos, e o raltegravir tornou-se o primeiro composto a receber aprovagao
para uso no tratamento antiretroviral, licenciado pelo Food and Drug Administration
(FDA), dos Estados Unidos, em outubro de 2007.

Além destas, que atuam no processo de replicacdo viral, tém sido descritas
drogas que previnem a penetracao do virus na célula, atuando como inibidores de
fuséo e inibidores de coreceptor.

O enfuvirtide (Fuzeon, T-20), peptideo que corresponde aos aminoacidos
638 a 673 da gp41 (dominio HR2 C-terminal) do HIV-1 (Kilby et al., 1998), foi
aprovado pelo FDA como o primeiro inibidor de fusdo virus-célula para uso na
terapia antiretroviral combinada, no tratamento de adultos e criancas a partir dos
seis anos de idade, em estagio avancado da doenca (Lalezari et al., 2003).

Esta droga se liga, competitivamente, ao dominio HR1 promovendo o
blogueio entre ambos os dominios e a inibicdo da alteragcdo conformacional em
gp41, necessaria a fusdo virions-célula hospedeira.

Os inibidores de coreceptor previnem a penetracdo do HIV nas células-alvo.
Os antagonistas do coreceptor CCR5 atuam através da ligacdo especifica a esta
molécula, impedindo a sua interagdo a subunidade viral gp120. Assim, as
alteracdes conformacionais que levam a inser¢ao ao peptideo de fusdo gp41 séo
prevenidas, bloqueando a penetragéo viral.

Os inibidores de integrase e inibidores de coreceptores ndao tém sido
estudados, ainda, em populag¢des pediatricas.

Na figura 7 estdo indicados os sitios de atuagdo dos antiretrovirais,

localizados externa e internamente a célula hospedeira.
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Figura 7 - Ciclo de replicagdo do HIV-1 e sitios de a¢do das drogas antiretrovirais
(Pomerantz & Horn, 2003).

3.1 Inibidores da transcriptase reversa

As primeiras drogas de uso clinico, desenvolvidas para o tratamento da
doenca associada ao HIV-1, foram os NRTIs (Furman et al., 1986), que requerem
fosforilagcdo a forma trifosfato para inibir a enzima viral.

Na figura 8 esta indicada a estrutura quimica de alguns compostos inibidores
da transcriptase reversa analogos de nucleosideo.

O mecanismo de acao destes compostos consiste na atuacdo de formas
trifosfato como inibidores ativos da RT HIV-1, desempenhando a funcdo de
finalizadores de cadeia do processo de transcricdo reversa e, assim, inibindo a
sintese do cDNA viral (Schinazi, 1993), conforme ilustrado na figura 9.
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Figura 8 - Estrutura quimica de alguns inibidores de transcriptase reversa analogos
de nucleosideo: zidovudina (azidotimidina, Retrovir, 3-azido-3-desoxitimidina ou
AZT); lamivudina (3'-tiacitidina, 3TC); zalcitabina (2’,3-didesoxicitidina, ddC);
estavudina (didehidrodesoxi timidina, d4T); didanosina (2’,3’-didesoxinosina, ddl) e
abacavir (1592U89 ou Ziagen, ABC).
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Figura 9 - Estrutura quimica dos compostos zidovudina e estavudina, exemplificando

o0 mecanismo de bloqueio da sintese da cadeia de DNA.

O mecanismo de acao observado para todos os compostos analogos de
nucleosideo é semelhante ao do AZT. Cada droga trifosfato atua como inibidor
competitivo do nucleosideo trifosfato natural e a terminacao de cadeia ocorre apoés a
sua incorporagao.

A didanosina (ddl) é um pré-produto da didesoxiadenosina (ddA) e evita a
toxicidade observada para ddA administrada oralmente. Na célula, ddl € convertida
a ddA e o inibidor ativo da RT HIV é, de fato, a didesoxiadenosina trifosfato (ddA-
TP).

Os compostos ddA, didesoxicitidina (ddC), didehidro-desoxitimidina (d4T) e
tiacitidina (3TC) sao fosforilados por enzimas quinase celulares a trifosfato e
competem com dATP, dCTP, dTTP e dCTP, respectivamente, pela ligagdo a RT
HIV. O abacavir é um analogo de guanosina e compete com dGTP pela

incorporacao (Hanna & Hirsch, 2000).
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Os NNRTIs nao requerem o processo de ativagdo metabdlica e nao
competem com o substrato natural para a ligacdo a RT HIV-1, mas sao capazes de
inativar diretamente a enzima, por alosteria, ligando-se ao sitio hidrofébico na
subunidade p66 de RT, préximo ao sitio enzimatico catalitico (DeClercq, 1997).

Este sitio especifico em RT é funcionalmente relacionado ao sitio de ligagao do
substrato natural (dNTP) e a ligacdo dos NNRTIs pode, indiretamente, afetar a
conformacao de residuos aspartato (Asp-185, Asp-186 e Asp-110), proximos ao sitio
ativo da polimerase (Kroeger et al., 1995), levando a um reposicionamento destes
residuos.

Assim, os NNRTIs podem inibir a RT HIV por bloqueio do sitio ativo em uma
conformacao inativa, remanescente da conformagédo da subunidade p51 da RT HIV
(DeClercq, 1997; Tantillo et al., 1994).

Os NNRTIs ndo apresentam os riscos de efeitos colaterais toxicos,
decorrentes da interferéncia com o metabolismo dos nucleotideos e biossintese de
acidos nucléicos, que estdao associados com os NRTIs, tais como anemia e
neutropenia, e podem atuar logo no inicio da replicagao viral, inativando a RT dentro
do préprio virion (Zhang et al., 1996).

Acima de 25 subclasses diferentes destes compostos tém sido descritas e
mostram grande variedade de estruturas quimicas. Alguns exemplos sao
apresentados na figura 10.

A hidroxietoximetil fenotiotimina (HEPT) foi o primeiro composto NNRTI a ser
identificado como inibidor especifico de HIV-1 (Baba et al., 1989) e 0 MKC-442 é o
seu derivado clinicamente ativo (Baba et al., 1994). Entretanto, a nevirapina (NVP)
foi o primeiro NNRTI aprovado para uso clinico, apos ensaios clinicos multicéntricos
demonstrarem o beneficio de sua adi¢cdo aos regimes com AZT e ddl (D’Aquila et
al., 1996; Montaner et al., 1998), melhorando parametros viroldgicos e imunoldégicos
da doenca por HIV.

Outros NNRTIs aprovados para uso clinico sao delavirdina
(bisheteroarilpiperazina, BHAP, DLV), efavirenz (DMP-266, EFV) e etravirina
(TMC125, ETR). Entretanto, a rapida emergéncia de resisténcia a DLV e EFV (Saag
et al., 1993) e o elevado nivel de resisténcia a ETR, observado em estudos in vitro
(Brillant et al., 2004) tem limitado o seu uso como monoterapia: cada composto
deve ser usado em conjunto a outras drogas antiretrovirais para que haja um

substancial beneficio.
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3.2 Inibidores de protease

Os Pls sao anélogos sintéticos, assemelhando-se aos aminoacidos que sao
reconhecidos e especificamente clivados pela enzima.

A forte ligagédo destes compostos ao substrato enzimatico inibe a atividade da
protease, impedindo a maturacao de particulas virais infecciosas.

Todos os Pls atuam no centro ativo enzimatico, que pode acomodar sete
aminoacidos, responsaveis pela definicio da sequéncia de reconhecimento
requerida pela protease do HIV-1 para proceder a clivagem no ciclo de replicagao
viral.

Esta regido de ligagdo consiste em subregidées menores, designadas S1, S2 e
S3 e cada inibidor da protease liga-se, preferencialmente, a uma ou mais destas
subregides.

A ligacéo dos Pls, interagindo com varios aminoacidos desta regido especifica,
€ dependente do tamanho de sua molécula e as mutacdes selecionadas pelos
antiretrovirais afetam, diretamente, o sitio catalitico enzimatico, causando resisténcia
aos inibidores pelo decréscimo da capacidade de ligacao destes quimioterapicos.

Na figura 11 é apresentada a estrutura quimica de alguns compostos inibidores
de protease. O indinavir € o maior deles e interage com o maior nimero de
aminoacidos no dimero protease e o composto que apresenta a menor estrutura
molecular conhecida é o amprenavir (Flexner, 1998).

O inibidor de protease indinavir foi obtido através de ensaio para avaliar o
processamento de proteinas precursoras, utilizado para selecionar compostos
antivirais potentes, os quais poderiam inibir a funcao da protease do HIV-1 (Flexner,
1998).

O primeiro inibidor de protease aprovado para uso humano foi o saquinavir, em
1995 e, em 1996, foram aprovados ritonavir e indinavir.

Todos os inibidores de protease inibem as enzimas citocromo P450, que
metabolizam estas drogas, sendo o ritonavir o inibidor enzimatico mais potente
(Denissen et al., 1997).

Quando o ritonavir € administrado com outros inibidores de protease, um
consideravel aumento farmacocinético € observado, elevando, significativamente, o

nivel plasmatico de outros Pls (Kempf et al., 1997).
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Figura 11 - Estrutura quimica de alguns compostos inibidores de protease: saquinavir
(SQV), ritonavir (RTV), indinavir (IDV), nelfinavir (NFV), amprenavir (APV).
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3.3 Medicacoes atuais

Desde 1987, quando a zidovudina foi aprovada pelo FDA como o primeiro
antiretroviral a ser utilizado no tratamento de pacientes soropositivos para HIV, vinte
e oito compostos encontram-se, atualmente, licenciados e aprovados, divididos em
diferentes categorias:

1) Inibidores de RT analogos de nucleosideo (NRTIs): abacavir (ABC);
abacavir/lamivudina/zidovudina (Trizivir); abacavir/lamivudina (Epzicom); didanosina
(ddl); emtricitabina (FTC); emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato (Truvada);
lamivudina (3TC); lamivudina/zidovudina (Combivir); estavudina (d4T); zidovudina
(AZT, ZDV).

2) Inibidor de RT anélogo de nucleotideo (NtRTI): tenofovir disoproxil
fumarato (TDF)

3) Inibidores de RT n&o analogos de nucleosideo (NNRTIs): nevirapina
(NVP); delavirdina (DLV); efavirenz (EFV); etravirina (TMC125, ETR).

4) Inibidores de Protease (Pls): amprenavir (APV); atazanavir (ATV);
darunavir (DRV; TMC 114); fosamprenavir (FPV); indinavir (IDV); lopinavir/ritonavir
(Kaletra); nelfinavir (NFV); ritonavir (RTV); saquinavir mesilato (SQV); tipranavir
(TPV).

5) Inibidor de Fuséo (Fl): enfuvirtide (Fuzeon; T-20; ENF).

6) Inibidor de Coreceptor (CRI): maraviroc (Selzentry).

7) Inibidor de Integrase (INI): raltegravir (MK-0518).

Outros compostos que estdo aguardando a aprovacao para o tratamento
incluem: rilpivirina (NNRT]), vicriviroc (CRI) e elvitegravir (GS9137) (INI).

Em 2008, foi aprovado o composto Atripla, que consiste na combinagao tripla
de drogas antiretrovirais, formulada como pilula Unica a ser ingerida uma vez ao dia.

O Atripla contém as drogas tenofovir disoproxil fumarato (NtRTI),
emtricitabina (NRTI) e efavirenz (NNRTI) e apresenta-se ativo também contra o
virus da hepatite B, devido a similaridade enzimatica entre a transcriptase reversa
de ambos os virus, HIV e HBV (De Clercq & Field, 2008).

Em 2009, iniciou-se no Brasil a produgcdo de comprimidos de ATC,
medicacdo que consiste na associacdo de AZT e 3TC em formulacdo infantil,
aguardando, para sua liberacdo, a conclusao de registro na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Alencastro, 2009).
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4 TERAPIA ANTIRETROVIRAL ALTAMENTE POTENTE (HAART)

O virus da imunodeficiéncia humana foi descoberto em 1982, mas as
estratégias para a intervencao farmacolégica foram introduzidas somente cinco anos
apds, com a aprovacgao, pelo Food and Drug Administration nos Estados Unidos, da
zidovudina (AZT) para o tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS).

Os regimes terapéuticos iniciais perduraram como monoterapia com AZT até
1991, com a liberagdo da didanosina (ddl) para o tratamento. A seguir, novos
farmacos inibidores da enzima transcriptase reversa viral foram aprovados e o
esquema terapéutico passou a consistir na associagcdo de dois compostos.
Entretanto, estes esquemas resultavam, frequentemente, em falha no tratamento.

Em 1995, com a aprovacao do primeiro composto inibidor da protease viral,
saquinavir, deu-se inicio a terapia antiretroviral altamente potente (HAART),
consistindo na administragdo de, no minimo, trés agentes antiretrovirais, sendo dois
inibidores da transcriptase reversa e um inibidor de protease.

A partir desta modificagdo, uma consideravel melhoria pode ser constatada no
estado de salude de pacientes submetidos a terapia antiretroviral, caracterizada por
niveis indetectaveis da carga viral que perduravam por periodos prolongados de
tempo (Gulick et al., 1997), elevacao nos niveis de células T CD4(+) traduzindo a
melhoria do estado imunocompetente e uma melhor expectativa de sobrevida e
qualidade de vida dos pacientes (Palella et al., 1998).

Entretanto, a administracao inicial da terapia antiretroviral altamente potente
geralmente incluia drogas com esquemas de dosagens complexos, requerimentos
de restricdo alimentar, efeitos adversos relacionados ao tratamento e a necessidade
da ingestéo diaria de 16 a 20 comprimidos.

Estas barreiras resultavam, frequentemente, em fraca adesédo dos pacientes
ao tratamento, com subsequente faléncia terapéutica e o desenvolvimento de
linhagens virais resistentes aos compostos inibidores da transcriptase reversa e
protease.

A indicacéo para inicio do tratamento e o fornecimento de informagbes sobre
a resposta a terapia baseiam-se em dois principais marcadores: a contagem de
células T CD4(+) e a carga viral (Weller et al., 2008). Normas atuais e informacdes

contidas em manuais especificos sugerem o inicio da terapia em pacientes que
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apresentem sinais e sintomas clinicos definindo a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, independente da contagem de células T CD4(+) ou da carga viral ou em
pacientes assintomaticos, com contagem de células T CD4(+) equivalente a 350
células/mm?® ou abaixo deste valor.

Em pacientes que apresentem contagens superiores a 350 células/mm® e
valores de carga viral acima de 100.000 cépias/mL, a decisdo de inicio da terapia
fica a critério do médico responsavel pelo atendimento ao paciente, sendo que
alguns preferem retardar o tratamento e outros consideram o seu inicio imediato.

O tratamento sera postergado em pacientes que apresentem contagens de
células T CD4(+) acima de 350 células/mm® e cargas virais abaixo de 100.000
cépias/mL.

Quando ha indicacdo para o inicio da terapia, a selegdo dos farmacos
apropriados é baseada em diferentes fatores como: gravidez; presenca de
comorbidades (doenga hepatica, depressdo, doengas cardiovasculares); potencial
de aderéncia (regime de dosagens, quantidade de comprimidos, frequéncia das
doses); restricbes alimentares (dosagens em relacao as refeicoes); efeitos adversos
das drogas; e potencial de interacdo dos antiretrovirais incluidos no tratamento.

Nos Uultimos oito anos, novos agentes antivirais foram introduzidos no
esquema terapéutico, visando propiciar melhorias na aderéncia dos pacientes
submetidos ao tratamento, tais como: dosagens mais convenientes, objetivando a
diminuicdo do numero de comprimidos a ser ingerido; alteragcdes na formulacao e
farmacocinética, resultando em reducdo na frequéncia das dosagens ou na
quantidade de pilulas; e dosagens coformuladas, contendo duas ou mais drogas em
um unico comprimido.

Outros aperfeicoamentos incluiram o aumento da poténcia de novos agentes,
farmacos eficazes contra linhagens virais altamente resistentes, melhorias no perfil
de efeitos adversos (diminuicdo de efeitos gastrointestinais, melhoria do perfil
lipidico) e o reforco dos inibidores de protease com ritonavir, potente inibidor da
acao do citocromo p450.
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4.1 Terapia antiretroviral em criancas infectadas por HIV

4 1.1 ParAmetros imunoldqicos e viroldgicos

Estudos envolvendo criangas infectadas por HIV-1 sdo de grande interesse,
uma vez que elas apresentam comportamento imunolégico especial, demonstrando
elevadas cargas virais e rapida evolugéao a AIDS, na auséncia de tratamento.

Nas criangas infectadas por transmissdo vertical observa-se diferente
evolugao da dindmica viral quando comparada ao padrao apresentado por adultos.

A viremia primaria ocorre, geralmente, no inicio da vida, quando o sistema
imune ndo €, ainda, totalmente competente e picos de viremia podem ser
registrados aos dois meses de vida, atingindo valores muito elevados,
frequentemente superiores a 1.000.000 cépias/mm?.

Além disto, decréscimos da carga viral sdo mais lentos, com taxas de declinio
observadas mesmo na auséncia da terapia antiretroviral, estimadas em 0,6 log/ano
nos primeiros dois anos de vida e 0,3 log/ano até os quatro a cinco anos de idade.

A decisao de inicio da terapia antiretroviral em criancas infectadas por HIV-1
€ bastante critica e devera considerar todos os riscos e beneficios envolvidos, além
do potencial de adesao ao tratamento.

A indicagdo para o inicio da terapia também considera, além da avaliagao
clinica, uma cuidadosa avaliacdo de parametros imunoldgicos, expressos por
valores absolutos e percentuais de linfécitos T CD4(+) e parametros virolégicos,
traduzidos por taxas da carga viral.

Os niveis de carga viral devem estar associados a contagem de células
TCD4+ e evolugao clinica de cada paciente, para melhor definigdo do prognéstico,
principalmente em criangas abaixo dos 30 meses de vida.

Em criangas com idade superior a 30 meses, niveis de carga viral acima de
100.000 copias por mililitro de plasma e contagem de células T CD4+ abaixo de
15% sao preditores independentes de risco aumentado para a progressao clinica ou
oObito.

O declinio da carga viral, apos testes confirmados em uma segunda
determinacdo, € importante sob o0s aspectos clinico e bioldgico, se forem

observadas alteracdes superiores a cinco vezes (0,7 log) em criangas abaixo de
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dois anos de idade e de ao menos trés vezes (0,5 log) naquelas acima de dois
anos.

No Brasil, a classificacdo da infeccdo por HIV, em criangcas, segue
parametros clinicos e imunolégicos propostos pelo Centers for Disease Control and
Prevention, em 1994, com a inclusdo da tuberculose pulmonar como um critério
para a categoria clinica B, devido as suas caracteristicas epidemioldgicas
(Ministério da Saude, 2004).

A classificacado da infeccao por HIV, em populacao pediatrica abaixo de 13
anos de idade esta indicada no quadro 1.

Quadro 1 — Classificagao da infecgcéo pelo HIV em criancas e adolescentes menores

de 13 anos, relacionada a sintomas clinicos e alteragao imunologica.

Alteracao N A B c
imunoldgica
Ausente (1) N1 A1 B1 C1
Moderada (2) N2 A2 B2 Cc2
Grave (3) N3 A3 B3 C3

N: auséncia de sinais e/ou sintomas clinicos. A: sinais e/ou sintomas clinicos leves. B: sinais e/ou
sintomas clinicos moderados. C: sinais e/ou sintomas clinicos graves.

De acordo com o consenso sobre terapia antiretroviral para criancas
infectadas por HIV no Brasil (Ministério da Saude, 2007), a indicacao para o inicio
do tratamento deve levar em consideracdo parametros viroldgicos associados a
sintomatologia clinica e parametros imunoldgicos, adequados a idade da crianga.

As categorias imunolégicas para a classificacdo da infeccao por HIV em

criangas até treze anos de idade estdo indicadas no quadro 2.
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Quadro 2 — Categorias imunoldgicas da classificacao da infeccdo por HIV em

criancas e adolescentes abaixo de 13 anos.

Alteracao Contagem de linfécitos T CD4+ de acordo
imunoldgica com a faixa etaria
< 12 meses 1 a5anos 6 a12anos
Ausente (1) >1.500 (>25%) 21.000 (225%) 2500 (225%)
Moderada (2) | 750-1499 (15-24%)| 500-999 (15-24%) | 200-499 (15-24%)
Grave (3) <750 (<15%) <500 (<15%) <200 (<15%)

Os critérios atuais estabelecidos para inicio da terapia, por faixa etéria, sao
descritos a seguir, observando-se que deverao ser considerados os critérios clinicos
ou os critérios laboratoriais:

1) Criangas até 11 meses:

Critérios clinicos: categoria B (exceto pneumonia intersticial linfocitica,
plaquetopenia, tuberculose pulmonar, febre persistente, pneumonia - Unico episdédio)
ou categoria C: tratar.

Critérios laboratoriais: CD4 < 25% ou < 1.500 céls/mm?: tratar

Carga viral > 1.000.000 cépias/mm?: considerar tratamento.

2) Criancas entre 12 e 35 meses:

Critérios clinicos: categoria B (exceto pneumonia intersticial linfocitica,
plaquetopenia, tuberculose pulmonar, febre persistente, pneumonia - Unico episddio)
ou categoria C: tratar.

Critérios laboratoriais: CD4 < 20% ou < 750 céls/mm?: tratar

Carga viral > 250.000 cépias/mm?: considerar tratamento.

3) Criancas entre 36 € 59 meses:

Critérios clinicos: categoria C: tratar.

Critérios laboratoriais: CD4 < 15% ou < 350 céls/mm?: tratar

Carga viral > 250.000 cépias/mm?: considerar tratamento.

4) Criancas até os 5 anos de idade:

Critérios clinicos: categoria C: tratar.

Critérios laboratoriais: CD4 < 15% ou < 200 céls/mm?: tratar

Carga viral > 250.000 copias/mm?: considerar tratamento.
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4 1.2 Esquemas terapéuticos

A terapia inicial deve ser composta por combinacao de, ao menos, trés drogas
antiretrovirais.

As recomendagoes feitas pelo Grupo Assessor de Terapia Antiretroviral em
Criancas, do Ministério da Saude, 2006 indicam que esta combinacao deve incluir
duas drogas da classe dos Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de
Nucleosideo (zidovudina e lamivudina ou estavudina e lamivudina ou abacavir e
lamivudina) e uma droga da classe de Inibidores da Transcriptase Reversa Nao-
analogos de Nucleosideo (nevirapina, se a crianga tiver menos que trés anos e
nevirapina ou efavirenz se tiver acima de trés anos).

A estavudina devera ser reservada para as situagdes de contra-indicagao
absoluta ao uso da zidovudina, uma vez que apresenta elevado risco de causar
lipoatrofia (Niehues & Lyall, 2007) e a inclusdo dos inibidores de protease ficara
reservada aos casos de regimes de falha terapéutica (Ministério da Saude, 2006).

Alguns efeitos colaterais, relacionados a terapia HAART em criangas, incluem
disfuncdo neuromuscular, cardiomiopatia, pancitopenia, pancreatite e neuropatia.
Efeitos colaterais graves, porém raros, consistem em acidose latica e esteatose
hepatica (Niehues & Lyall, 2007).
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5 MUTAGOES E RESISTENCIA AOS ANTIRETROVIRAIS

Mutacoes relacionadas a resisténcia aos antiretrovirais tém sido relatadas
para todos os compostos usados no tratamento de pacientes infectados e, mesmo
antes da administragdo da terapia antiviral, linhagens resistentes podem estar
presentes, em reduzidos niveis.

Durante a terapia, a manutencao da supressao viral depende do nivel pré-
existente de linhagens resistentes, da taxa de replicagao viral e da frequéncia de
mutagdes necessarias ao desenvolvimento de resisténcia.

A resisténcia primaria as drogas ou resisténcia transmitida € definida como a
resisténcia observada em individuos previamente néo tratados.

Uma vez que a resisténcia aleatéria as drogas ocorre sem exposicao aos
medicamentos, este tipo de resisténcia implica na transmissao de virus mutantes
resistentes, tanto diretamente como através de um ou mais intermediarios, a partir
de individuos com resisténcia adquirida.

Individuos previamente nao tratados incluem pessoas sem tratamento com
evidéncias laboratoriais para a infecgao recente (geralmente no periodo precedente
de seis a 18 meses), os recentemente diagnosticados com infeccdo de duracao
incerta e aqueles previamente diagnosticados com infeccao de duracao incerta.

A infeccao primaria por HIV-1 deve ser distinguida da resisténcia primaria as
drogas. Na infeccdo, o termo “primaria” é usado para descrever pessoas que
tenham sido recentemente infectadas e, na resisténcia, refere-se a individuos com
resisténcia viral transmitida.

A resisténcia secundaria as drogas ou resisténcia adquirida € definida como
a forma de resisténcia desenvolvida em pessoas que tenham sido submetidas a
terapia antiretroviral.

A resisténcia adquirida resulta do surgimento da variagcdo genética da
populagdo de virus no individuo infectado, seguida pela sele¢cdo das variantes
resistentes as drogas durante a terapia.

5.1 Padroes de resisténcia viral

Padrées de mutacdo no gene pol do HIV-1 tém sido relatados para os

compostos NRTIs, NNRTIs e Pls usados no tratamento de pacientes infectados, na
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vigéncia da terapia antiretroviral prolongada (Brenner et al., 2002; Coffin, 1995) ou
em pacientes que nao apresentam tratamento prévio (Ndjera et al., 1995, Pieniazek
et al., 2000).

O nivel de resisténcia aos inibidores de RT analogos de nucleosideo é
proporcional ao numero de mutagbes que ocorrem na regido codificando para a
enzima do HIV-1 (Richman et al., 1991), enquanto que, para os ndo analogos, uma
unica mutagdo € suficiente para conferir resisténcia aos compostos atualmente
utilizados no tratamento antiviral.

As mutacOes primarias sdo, geralmente, selecionadas no inicio do processo
de acumulo de mutagbes que conferem resisténcia aos antiretrovirais; sao
relativamente especificas aos inibidores e podem atuar na suscetibilidade viral a
droga.

As mutacbes secundarias acumulam-se em genomas virais que ja
apresentem uma ou mais mutagdes primarias.

Algumas mutagdes secundarias podem apresentar pouco ou nao
apresentarem, individualmente, efeito consideravel sobre a resisténcia viral;
entretanto, a selecdo pode ocorrer mais pelo fato de poderem estimular a
capacidade de replicacao viral do que pelo decréscimo de ligacdo da droga as
enzimas-alvo.

Em geral, os efeitos clinicos decorrentes de muitas destas mutagbes se
sobrepbem.

5.2 Mutacoes de resisténcia aos NRTIs

O padréo utilizado, até recentemente, para a classificagdo das mutagoes de
resisténcia aos NRTls, apresentava-se dividido em quatro categorias:

1) Mutagbes aos andlogos de timidina (TAMs), selecionadas,
predominantemente, pelo uso de zidovudina e estavudina, mas com resisténcia
cruzada a outros NRTIs.

2) Mutagdes associadas as TAMs que incluiam as mutacbes 44AD, 69DN,
69 _ins, 75TMA e 118l, sendo que as mutagdes E44D e V118I, polimérficas, foram

observadas em cerca de 2% de individuos néo tratados.
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3) Mutagdes discriminatérias (65R, 74VI, 115F, 184VI), que permitem a enzima
RT reconhecer diferencas estruturais entre NRTIs e dNTPs, prevenindo a adicdo dos
NRTIs ao alongamento da cadeia de DNA viral.

4) Mutacdes padrao Q151M, nos codons 62V, 751, 77L, 116Y, geralmente
associadas a Q151M, que confere multiresisténcia aos NRTIs.

Entretanto, em 2007, foram propostas por Shafer et al., consideracdes para o
desenvolvimento de uma lista proviséria de mutagdes de resisténcia viral para
estimativas epidemioldgicas, incluindo mutagdes que causem ou contribuam para a
resisténcia, que sejam desenvolvidas em individuos em tratamento e aplicaveis a
todos os subtipos virais do grupo M.

Neste trabalho, as mutag6es incluidas foram definidas de acordo com trés ou
mais de cinco listas de especialistas sobre resisténcia do HIV-1 aos antiretrovirais:
1) International AIDS Society - USA; 2) Los Alamos HIV Sequence Database; 3)
HIVdb drug resistance interpretation algorithm (version 4.1.9); 4) ANRS drug
resistance interpretation algorithm (version 2005.07) e 5) Rega Institute drug
resistance interpretation algorithm (version 6.4.1).

Assim, uma nova classificacdo de mutacgdes, disponibilizada pelo banco de
dados de resisténcia do HIV aos antiretrovirais, da universidade de Stanford, foi
utilizada para a analise das mutacoes de resisténcia viral observadas no presente
trabalho, agrupadas como descrito a seguir:

1) Mutagdes aos analogos de timidina (TAMs): a nomenclatura foi preservada
para esta classe. As TAMs, também denominadas mutagdes de excisdo de
nucleotideo, promovem o desbloqueio de cadeias de DNA viral interrompidas por
acao dos NRTIs, através de fosforolise via ATP e ocorrem nos cédons : 41, 67, 70,
210, 215 e 219. Os analogos de timidina incluem zidovudina e estavudina.

2) Mutagbes aos ndo-analogos de timidina: referem-se a regimes
terapéuticos incluindo abacavir, didanosina ou tenofovir. Incluem as mutag¢des nos
codons 65, 70, 74,75 e 115.

3) Mutagdes de resisténcia a multiplos NRTIs: ocorrem nos cédons 62, 75, 77
e 116, associadas as mutagdes no cédon 151 que conferem elevados niveis de
resisténcia a abacavir, didanosina, estavudina e zidovudina.

4) Mutagdes adicionais: foram estabelecidas nesta categoria as mutacdes
D67GE, T69DSAING, K70N, V75AS e K219NR.
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5) Mutagbes acessorias: ocorrem com as TAMs e estdo associadas a
reducdes na suscetibilidade a multiplos NRTIs. Estas mutagdes incluem: K43EQN,
E44DA, V118l, H208Y, D218E, H221Y, L228HR e N348lI.

6) Mutacdes de hipersuscetibilidade: varias mutacées estdo associadas a
suscetibilidade aumentada aos NRTIs. A mutacdo M184VI aumenta a
suscetibilidade a zidovudina, tenofovir e estavudina; a L74V estd relacionada a
zidovudina e tenofovir; e as mutagées K65R e K70E aumentam a suscetibilidade a
zidovudina.

Na figura 12 estdo representados alguns sitios de mutacdo na subunidade
p66 de RT conferindo resisténcia aos antiretrovirais.

Sitios de mutacoes que conferem

. an . , . template-5’
resisténcia a varios NRTIs ="

Figura 12 - Representacao esquematica da subunidade p66, com sitios de mutacoes
de resisténcia a varios inibidores de RT. [acesso em 18/03/2007]. Disponivel em:
http://www.hivinsite.ucsf.edu/.

Dentre as mutagdes aos analogos de timidina, as que ocorrem no cédon 215
podem acarretar a substituicdo da treonina por tirosina ou fenilalanina, resultando
em distintos padroes TAM-1 e TAM-2, biologicamente importantes.

No padrdao TAM-1, a mutacao T215Y pode ocorrer sozinha ou em associacao
as mutacoes M41L e L210W.
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No segundo padrao, a mutacao T215F apresenta-se associada as mutacoes
D67N, K70R e K219Q.

De acordo com Hu et al., 2006, virus mutantes T215Y apresentam cinética
de replicacdo mais rapida e fitness relativamente maior, quando comparados a
mutantes T215F, na presencga ou auséncia de zidovudina.

Além disso, apresentam maior infectividade que HIV-1 tipo selvagem, em
diferentes concentragdes de zidovudina, em relagdo aos mutantes T215F, sendo
esta a explicagdo para que a mutagdo T215Y, e ndo a T215F, surja, geralmente,

como a principal mutagédo TAM.

5.3 Mutacodes de resisténcia aos NNRTIs

Para os NNRTIs, o padrao de classificacdo de mutacdes era dividido em trés
classes, de acordo com a posi¢ao das mutagoes:

1) Mutacbes nas posicoes 98-108: 98G, 100l, 101E, 101P, 103NS, 106A,
106M, 108lI.

2) Mutacbes nas posicoes 179-190: 179DE, 181CIV, 188L, 188CH, 190A,
190S, 190EQC.

3) Mutagdes nas posicdes 225-238: 225H, 227L, 230L, 236L, 238TN, 318F.

De acordo com a nova classificacao, temos:

1) Mutacbes de resisténcia aos NNRTIs: incluem A98G, L100I, K101EP,
K103NS, V106AM, V108l, V179DEF, Y181CIV, Y188LHC, G190ASE, P225H,
F227LC, M230L, P236PL, K238T, todas elas conferindo diferentes niveis de
resisténcia a nevirapina, delavirdina e efavirenz, com exceg¢do das mutagdes P225H,
com resisténcia somente a efavirenz e P236L, com resisténcia somente a delavirdina.
Adicionalmente, as mutagdes A98G, L100l, K101EP, V179DEF, Y181CIV, Y188LHC,
G190ASE, F227C e M230L conferem resisténcia a etravirina.

2) Mutagdes adicionais: incluem vdarias mutagdes incomuns, associadas a
terapia com NNRTIs e a suscetibilidade reduzida a estes compostos. S&o as
mutacoes: K101NH, K103TH e G190QCTV.

3) Mutagbes polimorficas: as mutagdes A98S, K101RQ, V106l, E138A, V179l e
K238R sdo substituicdbes polimorficas com pouco efeito sobre a resisténcia aos
antiretrovirais. A excegao a este grupo € a substituicao polimoérfica K103R, que ocorre
em cerca de 1% a 2% de individuos ndo tratados, reduzindo a suscetibilidade, em
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quinze vezes, a nevirapina, delavirdina e efavirenz, quando associada a mutagao
V179D.

4) Mutacbes em posicoes adicionais: incluem E138K, selecionada por
etravirina e causa reducao a suscetibilidade a cada um dos NNRTIs; L234l, também
selecionada por etravirina e atua sinergicamente a mutagdo Y181C na reducgédo a
suscetibilidade a esta droga; L318F, mutacdo nao polimérfica, selecionada pelos
NNRTIs, causando reducdo a suscetibilidade a delavirdina, nevirapina e,
possivelmente, etravirina.

As mutagdes de resisténcia aos NNRTIs sdo encontradas préximas ao sitio
hidrofébico da subunidade p66 de RT. Na figura 13 esta indicado o local para a
ligacdo dos NNRTIs.

Sitios de ligacao para os NNRTIs

Sitios de
ligacdo
NNRTIs

Figura 13 - Sitios de ligacao aos NNRTIs estao proximos ao sitio hidrofébico da
subunidade p66. [acesso em 18/03/2007]. Disponivel em:
http://www.hivinsite.ucsf.edu/.

5.4 Mutacoes de resisténcia aos Pls

As mutacoes selecionadas pelos antiretrovirais inibidores de protease
afetam, diretamente, o sitio catalitico enzimatico (posicbes 25 a 27), causando

resisténcia pelo decréscimo da capacidade de ligagao destes quimioterapicos.
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O padrao de classificagdo das mutacoes de resisténcia aos Pls apresentava-
se dividido em cinco categorias:

1) Mutagdes principais ou primarias: observadas precocemente no tratamento
com Pls, com origem no centro ativo da enzima, reduzindo a capacidade de fixacao
do antiretroviral a enzima. Incluiam as mutagcées nos cédons 30N, 48VM, 50LV,
82ATFSML, 84VAC, 90M.

2) Mutagbes secundarias: localizadas fora do centro catalitico da enzima,
compensando a perda de fitness viral causada pelas mutagdes principais. Incluiam os
codons: 46ILV, 47V, 47A, 53L, 54VATS, 54ML.

3) Mutacbes de exposicdo prévia aos Pls: geralmente atuando como
mutagdes acessorias, foram definidas nos cddons: 231, 241, 321, 33F, 73CSTA, 76V,
88D, 88S.

4) Mutagdes polimérficas: contribuiam para a resisténcia apenas quando
associadas a uma ou mais mutagdes principais, secundarias e de exposi¢ao prévia.
Estas mutacdes eram: 101V, 20RMIVT, 36IVLT, 63P, 71VTI, 771, 93L.

5) Mutacbes de resisténcia a atazanavir, tipranavir ou darunavir: definidas
nos cédons 111, 13V, 35G, 43T, 58E, 60E, 62V, 74SPA, 83D, 85V, 89V.

Na figura 14 estdo indicadas as posicoes em protease para algumas
mutacgdes de resisténcia aos Pls.

Figura 14 - Modelo estrutural do homodimero - protease do HIV-1, com mutagbes de
resisténcia aos Pls indicadas em uma das subunidades (Chen et al., 1994).
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A nova classificacdo para as mutacdées no gene da protease foi estabelecida
como descrito a seguir:

1) Mutagdes de resisténcia aos Pls: incluem as mutagdes L23I, L241, D3ON,
V32l, V33F, M46IL, 147VA, G48VM, I50LV, F53L, I154VTALM, G73ST, L76V,
V82ATFSL, 184VAC, N88DS, L90M.

2) Mutagdes adicionais: varias mutagdes incomuns adicionais, selecionadas
por Pls, incluem L24F, L33I, M46V, F53Y, 154S, G73CA, V82MC e N88TG.

3) Mutacbes acessoérias: mutacdes acessoérias polimorficas ocorrem nos
codons L10IV, 113V, K20RMI, M36l, D60OE, 162V, L63P, A71VT, V771 e 193L,
enquanto que as nao-polimorficas sdo observadas nas posicdes L10FR, Vi1l,
E34Q, E35G, K43T, K45I, K55R, Q58E, A71IL, T74PAS, V75I, N83D, P79AS, 185V,
L89V, T91S, Q92K e CI5F.

Os polimorfismos sao definidos como mutagdes naturais que ocorrem,
frequentemente, em virus ndo expostos a pressdo seletiva das drogas e as
mutagdes nao-polimérficas sdo aquelas que ndo ocorrem na auséncia de terapia.

4) Mutagbes de hipersuscetibilidade: a mutagdo [50L aumenta a
suscetibilidade a todos os Pls, com excecao de atazanavir; 150V e 154L aumentam a
suscetibilidade a tipranavir; N88S aumenta a suscetibilidade a fosamprenavir € a

mutagdo L76V aumenta a suscetibilidade a atazanavir, saquinavir e tipranavir.

5.5 Mutacdes de resisténcia aos inibidores de fusao

Mutagdes no gene env do HIV-1, que codifica para a glicoproteina 41 (gp41),
dominio HR-2, foram relatadas em oito posicbes conferindo resisténcia ao
enfuvirtide.

Estas mutagbes sdo: G36DEVS, 137V, V3BEAMG, Q40H, N42T, N43DKS,
L44M e L45M.

A mutacdo adicional N42S ¢é o unico polimorfismo comum observado entre os
codons 36 a 45. Ela ocorre em cerca de 15% dos isolados virais de individuos ndo
tratados e n&o altera a suscetibilidade ao ENF.

Mutagbes acessorias, em posi¢cdes adicionais na regidao HR-2, incluem
N126K, N137K e S138A.

Estas mutacdes, associadas a outras mutacdes especificas nas posicoes 36

a 45, contribuem para uma capacidade melhor de replicagéo viral.
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5.6 Mutacdes de resisténcia aos inibidores de integrase

Mutacoes de resisténcia aos inibidores de integrase (INIs), selecionadas em
individuos em tratamento com raltegravir ou elvitegravir, tém sido caracterizadas
para a suscetibilidade in vitro.

Mutagcdes de resisténcias as duas drogas foram reportadas nos cddons
E92Q, F121Y, E138AK, G140AS, S147G, Q148HRK, N155HS e E157Q.

As mutagdes T66l, S153Y e R263K estdo relacionadas a resisténcia ao
elvitegravir e a mutacado Y143CHR, ao raltegravir.

Outras mutagdes, selecionadas in vitro ou in vivo por raltegravir incluem as
mutacdes ndo-polimérficas H183P, Y226DFH, S230R e D232N e as mutagles
polimérficas L74M, T97A, V1511, G163R, 1208M e S230N. As selecionadas por
elvitegravir incluem as nao-polimoérficas H51Y, Q95K e Q146P.

Na classe de mutagdes adicionais de resisténcia aos INIs estdo incluidas as
mutagdes nao-polimérficas T125K, A128T, Q146K, N155S e K160D e as
polimérficas V72I, A154l, V165l e V201I.
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6 MODELAGEM MOLECULAR

A farmacoterapia em pacientes infectados por HIV e o desenvolvimento de
regimes antiretrovirais seguros e eficazes tém sido dificultados por iniumeros
fatores, incluindo-se o réapido desenvolvimento de resisténcia viral a terapia, a
estreita faixa terapéutica de compostos medicamentosos e a auséncia de
conhecimento fundamental referente as fontes de variagdo na exposi¢ao e resposta
aos agentes antiretrovirais.

As fontes de variagdo podem incluir fatores tais como diferengas
interpacientes na expressao genética, resposta imunolégica, patogénese, fatores
epidemiolégicos, sécio-econdmicos e demograficos.

Técnicas de modelagem e simulagcdo tornaram-se valiosas alternativas na
identificacdo e quantificacdo da variabilidade na exposi¢cao e resposta aos agentes
antiretrovirais. A sua aplicagdo pode ser um componente essencial no
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da AIDS.

Varios trabalhos estao disponiveis, na literatura cientifica, relacionados ao
tema, abordando ndo s6 o desenvolvimento da resisténcia aos antiretrovirais e a
importancia dos resultados na contribuicdo para a elaboracdo de novos farmacos
como também aspectos elucidativos sobre mecanismos moleculares antag6nicos
entre mutacdes de resisténcia.

Herschhorn et al., 2007 utilizaram a modelagem molecular, em uma pesquisa
desenvolvida em Israel, para a obtengcdo de compostos de amplo espectro
inibidores da replicacéo viral, que pudessem atuar contra cepas virais selvagens e
variantes resistentes as drogas antiretrovirais, desenvolvendo cepas com mutag¢des
de resisténcia na transcriptase reversa do HIV.

Os autores observaram que, de vinte e sete diferentes compostos
sintetizados e analisados, quatro inibiram a atividade DNA polimerase de RT com
valores de ICsy abaixo de 10 uM.

Um dos compostos apresentou valores de ICsy equivalentes a 3,5 pM,
inibindo variantes resistentes de forma mais eficiente do que a nevirapina; além
disto, de forma contréria a nevirapina, o composto demonstrou efeito inibitério sobre
a atividade ribonuclease H de RT com ICsode 20 uM, atuando, assim, sobre ambas

as atividades enzimaticas da transcriptase reversa.
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De acordo com os autores, este novo composto podera ser utilizado como
modelo para a sintese de outros inibidores de RT.

Em um outro estudo, associando-se técnicas de modelagem molecular e
cinética, Parikh et al., 2007 analisaram os mecanismos moleculares de antagonismo
entre as mutagbes em analogos de timidina e a mutacdo K65R na transcriptase
reversa de HIV-1.

A mutagcdo K65R diminui a suscetibilidade a todos os inibidores de RT
analogos de nucleosideo aprovados, com excec¢do da zidovudina, decrescendo
seletivamente a incorporacdo de NRTIs trifosfato em relagdo ao substrato
desoxirribonucleotideo trifosfato natural.

As mutacdes em andlogos de timidina, mutagbes TAM, conferem elevado
nivel de resisténcia a zidovudina e resisténcia cruzada a outros inibidores de RT
andlogos, aumentando a excisdo de NRTIs monofosfato terminadores de cadeia
através de reacgéao de clivagem fosforolitica.

No trabalho citado, os autores buscaram elucidar os mecanismos bioquimicos
e estruturais responsaveis por este antagonismo, analisando a cinética da
incorporacédo de NRTIs trifosfato e excisdo de NRTIs monofosfato por enzimas RT
contendo as mutacdes TAMs ou K65R.

Os resultados demonstraram que, a adicao da mutacao K65R, a dois padroes
de mutacao TAM clinicamente importantes (M41L, L210W, T215Y ou D67N, K70R,
T215F, K219Q), reduziu significativamente a habilidade das enzimas recombinantes
na excisdo de todos os NRTIs monofosfato terminadores de cadeia.

Além disso, os autores observaram que a adicdo de mutacdes TAMs em RT
contendo a mutacdo K65R diminuiu a capacidade enzimatica na discriminacdo aos
andlogos D-nucleotideo mas ndo aos analogos L-nucleotideo restaurando,
parcialmente, o valor maximo de incorporacéo de NRTIs trifosfato.

Na conclusdo do trabalho confirma-se que a mutacdo K65R antagoniza a
atividade de excisdo de NRTIs monofosfato em enzimas RT contendo mutacdes
TAMs e que, por outro lado, as mutagcbes TAMs antagonizam a habilidade de
enzimas RT contendo K65R em discriminar contra os analogos de nucleotideo.

Os autores finalizam considerando que terapias que incluem NRTIs que
selecionam para ambas as mutacdes, TAMs e K65R, podem prolongar a resposta
ao tratamento, através das interagcdes, mutuamente antagonistas, entre estas

mutagdes de resisténcia.
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7 SUBTIPOS VIRAIS E RESISTENCIA AO HIV-1

7.1 Subtipos genéticos do HIV-1

O HIV-1 caracteriza-se por extensa heterogeneidade genética, resultante da
interferéncia de varios fatores, tais como a auséncia da capacidade de edicao da
enzima transcriptase reversa (Roberts et al., 1988), a elevada taxa da dinamica viral
in vivo (Ho at al., 1995), pressbes seletivas exercidas pelo sistema imune do
hospedeiro (Michael, 1999) e os eventos de recombinagdo de genes durante o
processo de replicagao viral (Temin, 1993).

Devido a esta diversidade, variantes do HIV-1 sdo classificadas em trés
principais grupos filogenéticos: grupo M (main), grupo O (outlier) e grupo N (non-
M/non-0O) (Ayouba et al., 2000; Gurtler et al., 1994; Simon et al., 1998).

O grupo M, responsavel pela maioria das infecgdes em todo o mundo, pode
ser subdividido em dez reconhecidos subtipos filogenéticos ou clades,
aproximadamente equidistantes entre si e designados de A a K.

Neste grupo, a média da variabilidade genética intersubtipo € de 15% para o
gene gag e 25% para o gene env (Janssens et al., 1994; Kostrikis et al., 1995;
Myers et al., 1992; Robertson et al., 2000).

Além dos subtipos ja classificados, € possivel identificar, internamente a eles,
grupos de isolados virais que formam clades geneticamente relacionadas,
denominadas subsubtipos (Robertson et al., 2000). Estes grupos apresentam-se
filogeneticamente mais relacionadas entre si do que aos outros subtipos.

Isto ocorre para as clades A e F, com cepas virais atualmente classificadas
em subsubtipos A1 e A2, F1 e F2 (Gao et al., 2001; Triques et al., 2000).

As clades B e D estdo mais intimamente relacionadas entre si do que aos
demais subtipos e a clade D é considerada o precursor da variante clade B africana,
mas suas designacoes originais como subtipos sdo mantidas pela consisténcia de
trabalhos publicados (Gao et al., 1996; Louwagie et al., 1993).

A classificagdo de subtipos do HIV-1 foi originalmente baseada em regides
subgendmicas de genes individuais.

Entretanto, com o aumento do numero de isolados virais disponiveis em todo
o mundo e as melhorias em métodos de sequenciamento, a sua classificacao

filogenética é, atualmente, baseada tanto em sequéncias de nucleotideos derivadas
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de multiplas regides subgendmicas (gag, pol, env) do mesmo isolado, como na
analise da sequéncia do genoma completo.

Este procedimento tem revelado isolados virais, nos quais as relagcdes
filogenéticas, com diferentes subtipos, sao trocadas em seus genomas.

Acredita-se que estas formas recombinantes intersubtipo originaram-se em
individuos infectados com cepas virais de dois ou mais subtipos.

Quando um recombinante viral idéntico € isolado em, no minimo, trés pessoas
nao relacionadas epidemiologicamente e é caracterizado pelo sequenciamento do
genoma completo, ele pode ser designado com uma forma recombinante circulante
(CRF).

Acima de 20 CRFs, cujas origens podem ser rastreadas, em areas onde
linhagens parentais s&o cocirculantes, tém sido reportadas. A cocirculagdo de
multiplos subtipos € CRFs nas mesmas populacées aumenta a probabilidade de
que individuos tornem-se “superinfectados” com diferentes formas genéticas do
HIV-1.

Estas formas podem sofrer trocas de segmentos de seu material genético,
resultando na geragdo de varios recombinantes, chamados formas recombinantes
unicas (URFs) que, se disseminadas a outras pessoas, irdo gerar as CRFs
(McCutchan, 2006).

7.2 Subtipos e resisténcia viral

A variabilidade genética que caracteriza os diferentes subtipos do HIV-1 e
CRFs também afeta os genes da protease e transcriptase reversa que codificam
para as enzimas virais consideradas o0s principais alvos para as drogas
antiretrovirais.

Caso estes polimorfismos confiram resisténcia as drogas, poderdo ser
selecionados pela pressdo seletiva, influenciando, dramaticamente, o resultado
terapéutico.

Alternativamente, os polimorfismos podem nao conferir resisténcia as drogas,
mas podem alterar a barreira genética, definida como o nimero de mutagdes virais
requeridas para desenvolver mutacdes de escape, capazes de manter sob controle

a pressao seletiva das drogas.
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Em geral, varias mutacdes sao requeridas para que o HIV torne-se resistente
aos inibidores de protease (alta barreira genética), enquanto que uma Unica
substituicdo de aminoacidos pode induzir resisténcia aos inibidores de transcriptase
reversa nao analogos de nucleosideo (baixa barreira genética) (Beerenwinkel et al.,
2005).

A frequéncia e padrao, dentre os subtipos de HIV-1, de polimorfismos que
possam induzir a resisténcia ou levar a emergéncia mais rapida de resisténcia as
drogas, sob pressdao farmacoldgica, tém sido avaliados em varios trabalhos
recentes.

Em particular, considerando a pouca informacdo em subtipos n&o-B,
predominantes em paises onde a disponibilidade da terapia antiretroviral & bastante
limitada, maior énfase tem sido dada aos estudos comparativos de subtipos B e
nao-B.

Em um estudo europeu, envolvendo pacientes virgens de tratamento, foram
analisadas aproximadamente 2.000 sequéncias para 0s genes da protease e
transcriptase reversa, das quais 600 eram de subtipo ndo-B. Observou-se que a
barreira genética foi bastante similar para ambos os grupos de subtipo, B e ndo-B,
em todas as posicdes dos codons avaliados (van de Vijver et al., 2006).

Em adicao, dados especificos estdo disponiveis para as classes individuais
de drogas antiretrovirais. Em relacdo as poucas posi¢cdes na sequéncia da protease,
onde foram encontradas diferencgas, tais como os polimorfismos 82A e 82T, a
barreira genética apresentou-se mais baixa para o subtipo C e mais elevada para o
subtipo G, sugerindo que determinados subtipos ndao-B podem requerer ainda mais
mutagdes que o subtipo B para o desenvolvimento de resisténcia.

Além disso, polimorfismos especificos em protease podem conferir maior
suscetibilidade aos inibidores de protease, em outros subtipos n&o-B. Em particular,
virus subtipo C e recombinantes CRF02_AG, de pacientes virgens de tratamento,
demonstraram, in vitro, hipersuscetibilidade a estas drogas (Abecasis et al., 2006).

Diferencas em substituicbes de menor importancia na protease também foram
encontradas entre os subtipos. Estas substituicbes nao dificultam a suscetibilidade
as drogas, mas podem afetar a via genética de resisténcia, apés o desenvolvimento
de relevantes substituicbes principais (Gonzalez et al., 2004, Menzo et al., 2004).
Isto significa que a emergéncia mais rapida de resisténcia a um particular inibidor de

protease poderia ser esperada em alguns subtipos nao-B.
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Em relacdo aos compostos NRTIs, os subtipos ndo-B ndo demonstram uma
barreira genética mais baixa em quaisquer substituicbes associadas a resisténcia,
indicando uma evolucdo ao fendtipo droga-resistente em uma taxa comparavel a
dos isolados subtipo B.

Para as substituicdes relacionadas a resisténcia aos NNRTIs, a informacéo
mais relevante é a barreira genética reduzida para a substituicado V106M no subtipo
C, observada em diferentes estudos e que confere resisténcia em altos niveis a
todos os NNRTIs (van de Vijver et al., 2006).

Em particular, a mutagdo V106M em RT é facilitada, no subtipo C, por uma
unica transicao (GTG para ATG), comparada a duas transicées em virus de outros
subtipos (GTA para ATG).

Alem disso, a resisténcia natural aos NNRTIs tem sido observada em
pacientes com virus HIV-1 do grupo O (Quifiones-Mateu et al., 1998 ) e acredita-se
haver uma base genética relacionada ao polimorfismo natural em RT, Y181C,
similar ao divergente Y181l, observado em HIV-2 naturalmente resistente aos
NNRTIs (Spira et al., 2003).

A auséncia de mutagdes de resisténcia em pacientes virgens de tratamento,
com virus de subtipo ndo-B, e a substancial similaridade entre os subtipos B e nao-
B no grau de probabilidade de desenvolvimento de resisténcia as drogas sao
confirmadas por uma suscetibilidade as drogas geralmente conservada in vivo. De
fato, a eficacia da terapia antiretroviral de primeira linha parece nao ser afetada
pelos subtipos do HIV-1 e, os inibidores de protease e transcriptase reversa,
atualmente disponiveis, sdo igualmente ativos para todos os subtipos virais (Bocket
et al., 2005).

Um estudo global baseado em 3.686 sequéncias de subtipo nao-B
demonstrou que a maioria das posicoes em RT e PR, associadas com resisténcia
as drogas no subtipo B, € selecionada pelos antiretrovirais em um ou mais subtipos
nao-B. Adicionalmente, observou-se ndo haver evidéncias suficientes de que virus
nao-B possam desenvolver resisténcia por mutagées em posi¢ées ndo associadas a
resisténcia em virus com subtipo B (Kantor et al., 2005).

Entretanto, poucas excecdes a esta regra geral tém sido reportadas em
pacientes em tratamento com antiretrovirais. Um estudo sobre a prevencao da
transmissdo mae-filho, em Uganda, mostrou que uma unica dose de nevirapina

induziu a selecdo mais frequente de mutacdes genotipicas, associadas com a
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resisténcia a nevirapina, em mulheres infectadas com o subtipo D do que naquelas

infectadas com o subtipo A (Eshleman et al., 2001).



72

8 OBJETIVOS

8.1 Objetivo primario

= Avaliar a ocorréncia de linhagens virais ou subpopulagbes do HIV-1,
resistentes aos antiretrovirais, em pacientes pediatricos infectados, com indicacao
para a terapia antiretroviral, aplicando-se técnicas de biologia molecular e

sequenciamento gendmico.

8.2 Objetivos secundarios

= Avaliar subtipos virais na populacado em estudo através da analise filogenética
= Analisar o perfil de mutacdes observadas em amostras de subtipos B e ndo-B
= Avaliar a presencga de recombinantes na populagdo em estudo

» Avaliar os valores da carga viral e linfocitos T CD4(+) relacionados as terapias

pregressas e atuais, em fungéo dos resultados de genotipagem
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9 CASUISTICA

9.1 Pacientes

A populacdo de estudo consistiu em criangas, de ambos 0s sexos,

comprovadamente infectadas, nascidas de méaes soropositivas para HIV, atendidas

no Departamento Materno-Infantii do Hospital Universitario Pedro Ernesto,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ, RJ, Brasil).

9.2 Critérios de inclusao

Os pacientes incluidos no estudo preencheram os seguintes critérios:

Criancas, de ambos os sexos, até a idade de 16 anos.

Presenca ou ndo de sinais e sintomas clinicos

Classificagdo em categorias clinicas definidas de acordo com adaptacao
de critérios estabelecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention
(1994) e parametros laboratoriais.

Vigéncia ou indicag¢do para o inicio de tratamento antiretroviral.

9.3 Termo de consentimento

Os pais ou tutores responsaveis pela guarda das criangas foram informados

sobre o0 desenvolvimento deste trabalho e questionados sobre a aprovacdo da

inclus&do da crianga, através do termo de consentimento informado. Os Comités de

Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz e do Hospital Universitario Pedro

Ernesto

aprovaram o protocolo de estudo (CEP IOC/FIOCRUZ CAAE-

0024.0.011.000-04; CEP HUPE CAAE-0049.0.228.000-05).
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10 DESENHO DE ESTUDO E PLANO DE TRABALHO

Trata-se de um ensaio observacional nado-controlado. Foram incluidas no
projeto 25 criangas infectadas por HIV, que atenderam aos critérios de elegibilidade,
sendo 12 criangas do sexo masculino e 13 do sexo feminino. O periodo de
acompanhamento estendeu-se de fevereiro de 2005 a agosto de 2008.

A inclusdo das criangas no estudo foi feita através de fluxo continuo, a
medida que, conforme fossem encaminhadas ao servigo médico de atendimento,
atendessem aos critérios estabelecidos.

Os levantamentos clinico-epidemiolégicos e laboratoriais foram feitos por
consulta as fichas de cada paciente, arquivadas no consultério de atendimento em
pediatria do Departamento Materno-Infantil do Hospital Universitario Pedro Ernesto.

Este levantamento teve como finalidade a obtencdo dos valores de carga
viral e niveis de linfocitos T anteriores a execucao do teste de genotipagem, para
comparagao de resultados, havendo ou nao indicacdo para a alteracdo dos
esquemas terapéuticos.

Os participantes do estudo foram avaliados clinicamente nas visitas pré-
determinadas e encaminhados ao Laboratério Central do Hospital Universitario
Pedro Ernesto para a coleta de amostras de sangue para a execucgao dos testes de
carga viral e avaliacao dos niveis de linfécitos T.

Amostras de sangue para o teste de genotipagem foram coletadas no mesmo
dia das visitas e encaminhadas ao Departamento de Virologia do Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/FIOCRUZ).

Os resultados dos testes de genotipagem foram repassados aos médicos
responsaveis pelo atendimento as criangas, para que fossem feitas as adequadas
alteracoes terapéuticas.
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11 PROCEDIMENTOS E METODOS LABORATORIAIS

11.1 Parametros clinicos

11.1.1 Categorias clinicas

Dentre as 25 criangas incluidas neste trabalho, 12 foram classificadas na
categoria clinica C3, duas na categoria C2 e, as duas restantes, na categoria C1
indicando, em todas elas, a presenga de sinais e/ou sintomas clinicos graves com,
respectivamente, grave alteragdo imunolégica, moderada alteragcdo imunoldgica e
auséncia de alteragéo imunolégica.

Trés criangas foram classificadas na categoria clinica B1, trés na categoria B2
e uma crianca na categoria B3, apresentando moderados sinais e/ou sintomas
clinicos.

Uma das duas criangas restantes foi classificada na categoria A2,
apresentando leves sinais e/ou sintomas clinicos e moderada alteragcao imunolégica
e a outra crianca foi classificada na categoria clinica N3, sem importantes sinais ou

sintomas clinicos, mas com grave alteracao imunolégica.

11.1.2 Terapia antiretroviral

Vinte e uma criangas encontravam-se sob terapia antiretroviral por periodos
prolongados, com variagdao entre dois a dez anos (média 5,5 anos) previamente a
avaliagéo da resisténcia viral por genotipagem.

Os regimes terapéuticos incluiram diferentes possibilidades: a associa¢do de
duas drogas, AZT + ddl ou AZT + 3TC foi administrada a trés criangas. Nos demais
pacientes, a terapia antiretroviral altamente potente (HAART) foi administrada de
acordo com a seguinte associagao: 1) AZT, 3TC associados a NFV ou ABC ou RTV
ou EFV ou NVP ou Kaletra (LPV+RTV); 2) AZT, ddl associados a NVP ou Kaletra; 3)
AZT, TDF, 3TC, RTV; 4) 3TC, d4T associados a APV ou NFV ou Kaletra; 5) 3TC,
ABC, Kaletra. Quatro criangas, virgens de tratamento, tiveram a terapia HAART

iniciada no momento de sua inclusdo no estudo.
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11.2 Procedimentos laboratoriais

11.2.1 Processamento das amostras de sangue

Amostras de sangue, em volume de 5mL, foram coletadas pelo Laboratério
Central do Hospital Universitario Pedro Ernesto para a execugcdo dos testes de
carga viral e metodologia de citometria de fluxo para a avaliagdo dos niveis de
linfocitos T.

Para a execugéao do teste de genotipagem, foram coletadas, de cada criancga,
duas amostras de sangue, em volume de 5mL, encaminhadas ao Departamento de
Virologia do Instituto Oswaldo Cruz, para a separagédo do plasma. As amostras de
plasma foram estocadas a —20°C, até seu processamento para a extracao do RNA

viral.

11.2.2 Carga viral

A avaliagdo da carga viral foi feita utilizando-se conjuntos diagnésticos
comerciais, NucliSens HIV-1 QT (NASBA, bioMerieux Inc., Durham, North Carolina)
com limite minimo de quantificagéo fixado em 80 copias de RNA/mL ou Quantiplex
HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA, Bayer Diagnostics, Walpole, Massachusetts) com
limite minimo de quantificacdo estabelecido em 50 cépias de RNA/mL, de acordo

com as especificagoes dos fabricantes.

11.2.3 Citometria de Fluxo

As subpopulagdes de células T foram avaliadas através da metodologia de
citometria de fluxo para a quantificagdo de células CD4+ e CD8+, utilizando-se
cittmetro FACSCalibur, Becton-Dickinson (FACSCount™), como descrito (de Wolf et
al., 1988).

A metodologia utilizada resume-se, basicamente, no seguinte procedimento: a
partir de amostras de sangue total, células mononucleares do sangue periférico
foram separadas por gradiente de densidade em Ficoll e tratadas com anticorpos

monoclonais especificos para receptores de linfécitos, marcados com fluorocromos.
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As amostras foram introduzidas na camara de fluxo vibratério do separador de
células ativadas por fluorescéncia, que fornece a contagem de linfocitos T CD4+,
CD8+ e CD3+, em numeros absolutos por microlitro de sangue, e a razao
CD4+/CD8+.

11.2.4 rt-PCR e genotipagem

As amostras de sangue de cada paciente foram processadas para a
separacgao do plasma, utilizado para a extragdo de RNA-HIV.

As amostras de plasma apresentando valores de carga viral inferiores a 1.000
copias/mL foram previamente concentradas por centrifuga¢do a 15.000 rpm por 30
minutos e, a seguir, processadas como descrito: o RNA HIV-1 foi extraido utilizando-
se conjunto laboratorial comercial (QlAamp Viral RNA purification, QIAGEN Inc.,
Valencia, CA), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante e estocado a
-20°C até a sua utilizacao.

O produto da extracao viral foi retrotranscrito em cDNA e amplificado em um
unico tubo rt-PCR, através do conjunto laboratorial comercial para a genotipagem
de HIV-1 (TruGene™, Bayer HealthCare, Tarrytown, NY), resultando em um
amplicon de 1.3 kb compreendendo o gene protease (codons 1-99) e o gene
transcriptase reversa (codons 39-244).

As condicGes de otimizacdo da reacado, em cicladores térmicos, foram: um
ciclo de 90°C por 2 min, 50°C por 60 min, 94°C por 2 min; 20 ciclos de 94°C por 30
seg, 57 °C por 30 seg, 94°C por 2 min; 17 ciclos de 94°C por 30 seg, 60°C por 30
seg, 68°C por 2 min e 30 seg e um ciclo de 68°C por 7 min, permanecendo a 4°C
até a execugao da etapa de sequenciamento ciclico.

As reacoes de sequenciamento foram geradas a partir do cDNA ampilificado,
conforme descrito: os amplicons, em volume de 5uL, foram submetidos ao
sequenciamento ciclico por terminacao de didesoxinucleotideos, em volume final de
12uL, através do sequenciamento CLIP™ (OpenGene™, Bayer HealthCare) sob
condicoes térmicas ciclicas.

Os ciclos térmicos foram: 94°C por 5 min; 30 ciclos de 94°C por 20 seg, 56°C
por 20 seg, 70°C por 1min e 30 seg, seguindo-se um ciclo a temperatura de 70°C
por 5 min e permanecendo a 4°C até a execugao da prdxima etapa.
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Cada reacdao de sequenciamento foi submetida ao processamento
automatizado de DNA, com corrida eletroforética em gel de acrilamida 6%
(MicroGene Clipper™, Bayer HealthCare): as amostras foram aplicadas, em
posicdes especificas pré-determinadas, em um sistema constituido por placas de
vidro acopladas, preenchidas com gel de acrilamida a 6%.

Dois primers marcados por coloragdes distintas foram utilizados para a
analise simultdnea de ambas as direcoes do cDNA, para cada uma das quatro
reacdes de sequenciamento. A incorporacdo de bases marcadas (fluorocromos)
possibilitou a sua detecgdo por raio laser, na corrida eletroforética em gel de
acrilamida.

Os ensaios foram submetidos a ordenagédo de bases através do programa
GeneObjects (GeneObjects, Bayer HealthCare) e, a seguir, ao seu alinhamento,
gerando os eletroferogramas através do programa GenelLibrarian (GenelLibrarian,
Bayer HealthCare).

As sequéncias-consenso de nucleotideos de cada amostra dos pacientes
foram comparadas a um banco de dados de sequéncias do HIV-1 tipo selvagem
(HxB2, GenBank KO03455) para a identificacdo de mutacées no RNA HIV-1,
analisando-as em relacao a resisténcia aos antiretrovirais. .

A classificacdo das mutacOes associadas ao decréscimo da sensibilidade as
drogas foi estabelecida de acordo com o consenso de testes de resisténcia aos
antiretrovirais.

Na figura 15 é apresentado um modelo de eletroferograma e as sequéncias

de nucleotideos em andlise.
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Figura 15 - Analise dos eletroferogramas e interpretacao dos resultados

11.2.5 Analise filogenética

Sequéncias de nucleotideos do HIV-1 de pacientes e sequéncias DNA HIV-1
de referéncia para os principais subtipos virais, compreendendo os genes da
protease e transcriptase reversa do HIV-1, foram alinhadas utilizando-se o software
BioEdit Sequence Alignment Editor (v.5.0).

As linhagens de referéncia para HIV-1 foram obtidas através do banco de
dados disponibilizado em HIV Sequence Database, Los Alamos National Laboratory
Web site (http://hiv-web.lanl.gov/content/hiv-db/SUBTYPE_REF/align.html).
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Analises comparativas das sequéncias de pacientes e de referéncia foram
feitas com base no alinhamento de nucleotideos, usando-se o software
CLUSTAL.

As arvores filogenéticas foram construidas, para cada gene analisado, de
acordo com o método neighbor-joining, com intervalos de confiangca bootstrap
calculados em 1.000 heuristic search replicate, utilizando-se a versdao 3.1 do
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Pennsylvania State University,
(MEGA 3.1).

A distancia genética foi determinada pelo método estatistico de distancia
proporcional (Kimura two-parameter), (Kimura, 1980), aplicando-se a delecao de
gaps no pareamento de bases e a igual frequéncia de transicées e transversdes

para as trés posi¢cdes nos cédons.
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12 RESULTADOS

12.1 Genotipagem do HIV-1 e resisténcia viral

Todas as criancas incluidas no estudo apresentaram mutagdes de resisténcia
aos antiretrovirais e/ou polimorfismos nos genes da transcriptase reversa e protease
do HIV-1.

Mutac6es importantes, conferindo resisténcia viral as drogas incluidas no
regime terapéutico de cada crianga foram observadas em 18 das 25 criangas
analisadas.

Dentre as sete criangas restantes, sem evidéncias de resisténcia aos
antiretrovirais, quatro eram virgens de tratamento e nao apresentaram mutacdes
relevantes e, nas trés criancas remanescentes, em tratamento antiretroviral, houve a
deteccdo de polimorfismos nos genes da transcriptase reversa e protease, que nao
conferiram evidéncias de resisténcia.

AlteracOes do regime terapéutico, de acordo com os resultados obtidos no
teste de genotipagem, foram feitas em 16 das 18 criancas que apresentaram
resisténcia aos antiretrovirais, durante o periodo de observacao do estudo.

Modificagdes do regime terapéutico foram feitas, também, para uma das sete

criangas que nao apresentaram evidéncias de resisténcia aos antiretrovirais.

12.2 Resisténcia viral aos NRTIs e NNRTIs

Dezoito entre as 25 criangas apresentaram, no minimo, uma mutacao no
gene da transcriptase reversa, conferindo resisténcia aos NRTIs. Duas criangas
gémeas, com cinco anos de idade (numeros 12 e 13), quatro criangas virgens de
tratamento (ndmeros 18, 19, 21 e 30) e uma paciente com 15 anos de idade
(numero 26) ndo demonstraram evidéncias de resisténcia viral.

Os irmaos gémeos estavam infectados com linhagens HIV-1 subtipadas como
F1. Ambos estavam sob terapia HAART no momento da avaliacdo do teste de
genotipagem e apresentaram as mutag¢des F77L ou V118l no gene da transcriptase

reversa que nao conferiram evidéncias de resisténcia viral.
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A paciente com 15 anos de idade, também em terapia, e as quatro criancas
virgens de tratamento nao apresentaram mutacdes relevantes no gene da
transcriptase reversa do HIV-1.

No grupo das 18 criancas apresentando linhagens HIV-1 resistentes aos
NRTIs, mutacées no gene da transcriptase reversa conferiram resisténcia a, no
minimo, duas e até a onze drogas. Observou-se que, de forma mais importante,
nove destas criangas apresentaram resisténcia viral aos inibidores da transcriptase
reversa variando entre oito a onze drogas.

A resisténcia viral aos NNRTIs foi relatada em sete entre as 18 criangas. Seis
apresentaram linhagens virais resistentes a todas as trés drogas, nevirapina,
delavirdina e efavirenz.

Os regimes NRTIs e NNRTIs administrados as criangcas no momento da
avaliacao genotipica, as mutacdes no gene da transcriptase reversa do HIV-1 e a
resisténcia viral observados neste grupo de pacientes pediatricos estao descritos na
tabela 4.

As mutacdes em analogos de timidina (TAMs) foram detectadas em 16 das 18
criangas. Os “clusters” TAM-1 e TAM-2 foram analisados neste subgrupo e os
resultados indicaram que mutacdes em sequéncias RT do HIV-1 foram compativeis
com o padrdao TAM-1 em oito criangas, enquanto que o padrao TAM-2 foi observado
em cinco criangcas. Em uma crianca (numero 6), a mutacao T215Y foi detectada em
associacao a outras mutacdes diferentes das relacionadas aos “clusters” TAM.

Mutacbes de multipla resisténcia aos NRTIs foram detectadas em quatro
criangas e mutacdes em regimes com nao analogos a timidina foram,
adicionalmente, observadas em duas criangas.

As mutagbes acessorias E44D, V118IV e H208Y foram relatadas, tanto
sozinhas como em associagdo, em 12 criangas. A mutagdo adicional T69D,
selecionada por tratamento, foi detectada em quatro criangas e a mutagcao M184V,
associada a suscetibilidade aumentada ao AZT, TDF e d4T foi detectada em 13
criangas.

Mutacoes de resisténcia aos NRTIs ocorreram mais frequentemente nas
posi¢cdes T215F/Y (14 criangas), M41L (13 criancas) e M184V (13 criangas), e a
distribuicdo das mutacdes de resisténcia aos NNRTIs foi observada conforme
descrito: A98G (duas criangas), K101E (trés criancas), K103N (duas criangas),
V106A (uma crianca) e G190A (trés criancas).
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Tabela 4 - Regime terapéutico com NRTIs e NNRTIs em vigéncia na avaliagdo do
teste de genotipagem, mutagdes em RT e resisténcia viral em pacientes pediatricos

infectados por HIV-1.

Regime . Resisténcia (possivel resisténcia)
Id. Mutagées em RT
NRTIs/NNRTIs aos NRTIs e NNRTIs
AZT, ddI M41L, D67N, K70R, V118Il, T215F, K219Q AZT, ddl, ddC, d4T, ABC, TDF
AZT, 3TC M41L, D67N, V118I/V, T215Y AZT, (ddl), (ddC), d4T, (ABC), (TDF)
AZT, 3TC M184V (ddC), 3TC/FTC
(AZT), (ddC), 3TC/FTC, (d4T), ABC,
5 AZT, 3TC M41L, E44D, M184V, T215Y
(TDF)
(AZT), (ddl), ddC, 3TC/FTC, (d4T),
6 d4T, 3TC AB2V, K65R, M184V, T215Y
ABC, TDF
M41L, E44D, D67N, M184V, L210W, (AZT), ddl, ddC, 3TC/FTC, (d4T), ABC,
7 d4T, 3TC
T215Y TDF
8 AZT 3TC M41L, E44D, D67N, T69D, K70R, A98G, AZT, ddl, ddC, 3TC/FTC, d4T, ABC,
’ M184V, T215F, K219Q TDF, (NVP), (DLV), (EFV)
M41L, E44D, D67N, T69D, V118l, M184V, (AZT), ddl, ddC, 3TC/FTC, (d4T), ABC,
9 AZT, 3TC
L210W, T215Y TDF
(AZT), (ddC), 3TC/FTC, (d4T), (ABC),
10 AZT, 3TC M41L, D67N, K103N, M184V, H208Y
(TDF), NVP, DLV, EFV
M41L, E44D, D67N, T69D/N, M184V, (AZT), ddl, ddC, 3TC/FTC, (d4T), ABC,
11 AZT, 3TC
T215Y (TDF)
12 AZT, 3TC F77L Sem evidéncias de resisténcia
13 AZT, 3TC \ARE:] Sem evidéncias de resisténcia
1 3TC, TDF, M41L, K70R, V75M, F77L, K101E, V118, (AZT), ddl, ddC, 3TC/FTC, d4T,
EFV M184V, G190A, T215F, K219Q (ABC), TDF, NVP, (DLV), (EFV)
15 AZT, 3TC M184V 3TC/FTC
(AZT), (ddl), (ddC), 3TC/FTC, (d4T),
17 d4T, 3TC M41L, M184V, T215Y
ABC, (TDF)
18 AZT, ddl Nao foram detectadas mutagdes relevantes Sem evidéncias de resisténcia
19 AZT, ddl Nao foram detectadas mutagdes relevantes Sem evidéncias de resisténcia
20 AZT,3TC,EFV D67N, K101E, G190A, K219Q (AZT), (d4T), NVP, (DLV), (EFV)
21 Sem terapia Nao foram detectadas mutagdes relevantes Sem evidéncias de resisténcia
A62V, K70R, A98G, V118l, M184V, H208Y,
23 AZT, 3TC (AZT), 3TC/FTC, (d4T), (DLV)
T215C/F, K219Q
AZT, 3TC, (AZT), (ddl), 3TC/FTC, (d4T), (ABC),
24 M41L, K103N, M184V, T215Y
NVP (TDF), NVP, DLV, EFV
M41L, T69N, K70R, K101E, V106A,
25 AZT, ddl AZT, ddl, d4T, TDF, NVP, DLV, (EFV)
G190A, T215F, K219Q
26 AZT, 3TC Nao foram detectadas mutagdes relevantes Sem evidéncias de resisténcia
27 AZT, ddl M41L, D67N, V118I, L210W, T215Y AZT, ddl, d4T, (ABC), TDF
30 AZT, 3TC Nao foram detectadas mutagdes relevantes Sem evidéncias de resisténcia

Criangas 18, 19 e 30: genotipagem foi realizada imediatamente apds a introdugdo da terapia

antiretroviral. Id = n® de identificacao da crianga.
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A distribuicdo das mutagdes de resisténcia aos NRTIs, classificadas de
acordo com a lista de mutagcbes do banco de dados de resisténcia as drogas
antiretrovirais da universidade de Stanford (Stanford HIV Drug Resistance

Database), é apresentada na tabela 5.

Tabela 5 — Distribuigdo da frequéncia das mutag¢oes de resisténcia viral aos NRTIs,
de acordo com a lista de mutagbées do banco de dados da universidade de Stanford
(Stanford HIV Drug Resistance Database).

Mutacoes de resisténcia aos NRTIs

Nao-analogos a

Analogos a timidina timidina

Cédon M41L D67N K70R L210W T215F/Y K219Q K65R V75M
N de

13 9 5 3 14 6 1 1
criancas
) Resisténcia a Hiper-
Acessorias Adicional
multiplos NRTI suscetibilidade
Codon V118I/V E44D H208Y A62V  F77L M184V T69D
N¢ de
_ 5 2 2 2 13 4
criangas

12.3 Resisténcia viral aos Pls

Treze pacientes, dentre os 25 incluidos neste estudo, ndo relataram
evidéncias de resisténcia viral aos Pls. Quatro criangas eram virgens de tratamento
e duas nao apresentavam prescricao de inibidores da protease em seus regimes
terapéuticos, no momento da avaliacao da resisténcia genotipica.

Nas sete criancas restantes, expostas aos Pls, mutacbes polimorficas
associadas ou ndo associadas a L63P foram observadas nos cdédons K20R, M36l,
D60E, A71V e V77l. A mutacdo polimorfica acessoria L63P foi observada como
mutagao Uunica em cinco dentre os 13 pacientes.

Mutagbes no gene da protease, conferindo resisténcia viral aos Pls, com
variagdes entre duas a doze drogas, foram relatadas em doze criangas.
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Os resultados concernentes ao regime com inibidores de protease,
administrado as criangas por ocasido da avaliacdo da resisténcia genotipica, as
mutacdes detectadas no gene da protease do HIV-1 e a resisténcia viral observada
nos pacientes pediatricos infectados por HIV-1 sdo apresentados na tabela 6.

A frequéncia das mutagdes de resisténcia aos Pls, mutacbes acessorias,
adicionais e de hipersuscetibilidade, observadas neste grupo de pacientes
pediatricos, é apresentada na tabela 7.

Mutagbes mais importantes de resisténcia aos Pls foram observadas nos
cédons M46IL (seis criangas), L90M (cinco criangas) e D30N (quatro criangas). As
mutacdes de hipersuscetibilidade 150V e I54L foram detectadas, cada uma, em uma
crianga.

Mutagbes acessorias foram frequentemente relatadas: as mutagbes
acessorias polimorficas L63P e M36IVL foram, respectivamente, detectadas em 19 e
12 criangas e as mutacdes acessorias nao-polimérficas L10F e T74S foram,
respectivamente, detectadas em duas criangas e uma crianga.

Residuos pouco comuns foram registrados para a mutagcdo L89MI e nao
foram descritos critérios para a sua classificacao de acordo com a lista de mutacoes
adotada (Stanford HIV Drug Resistance Database). Portanto, o papel e importancia
destas mutacbes em relagdo a resisténcia antiretroviral serdo discutidos

posteriomente.
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Tabela 6 — Regime terapéutico com inibidores de protease em vigéncia na avaliagéo
do teste de genotipagem, mutacdes em PR e resisténcia viral em pacientes
pediatricos infectados por HIV-1.

Regime terapéutico

Mutac6es em PR

Resisténcia (possivel resisténcia) aos

Pls Pls
1 Sem Pls L63P Sem evidéncias de resisténcia
2 Kaletra L10F, D30N, L33F, M36L, N88D NFV, (ATV)
3 NFV L10l, M36l, L63P, L90M sQv, (IDV), (RTV), NFV, (ATV)
5 NFV L10F, D30ON, M36V, L63P NFV, (ATV)
L10l, K20R, D30N, M36V, L63P,
6 NFV NFV, ATV
A71V, N88D
. APV D30N, L33F, I154L, L63P, A71T, sQv, IDV, RTV, NFV, APV/FPV,
184V, N88D, L90M (LPV/r), ATV
Sem evidéncias de resisténcia, exceto
8 ABC L63P
ATV (evidéncias insuficientes)
9 NEV G16E, K20I, L33V, M36l, M46l, SQV, (SQVrr), IDV, (IDV/r), RTV, NFV,
G73S, L90OM APV/FPV, (APV/r ou FPV/r), ATV
10 ABC M36l, L63P Sem evidéncias de resisténcia
» RTV L10V, M36l, M46l, 154V, L63P, SQV, (SQV/r), IDV, IDV/r, RTV, NFV,
V82S APV/FPV, APV/r ou FPV/r, (LPV/r), ATV
12 NFV M36l Sem evidéncias de resisténcia
13 Sem Pls M36l, V771, L89M Sem evidéncias de resisténcia
" RTV L10I, K201, M36l, M46l, 150V, 154V, SQV, SQV/r, IDV, IDV/r, RTV, NFV,
L63P, A71V, V82A, L89I APV/FPV, APV/r ou FPV/r, LPV/r, ATV
SQvV, (SQV/r), IDV, (IDV/r), RTV, NFV,
L10l, 13V, D60E, L63P, A71V,
15 NFV (APV/FPV), (APV/r ou FPV/r), (LPV/r),
G73S, V771, L90OM
(ATV), (ATV/r)
i7 NEV K20l, M46l, L63P, T74S, V771, SQV, (SQVrr), IDV, (IDV/r), RTV, NFV,
L90M APV/FPV, (APV/r) ou (FPV/r), (ATV)
18 Kaletra L63P, A71V, V771 Sem evidéncias de resisténcia
19 NVP L63P Sem evidéncias de resisténcia
20 EFV K20R, D60E, L63P Sem evidéncias de resisténcia
21 Sem Pls M36l, L89M Sem evidéncias de resisténcia
SQV, (SQVrr), IDV, IDV/r, RTV, NFV,
113V, L24l, L33F, M46L, 154V,
23 RTV APV/FPV, APV/r ou FPV/r, LPV/r, ATV,
L63P, V771, V82A, L89I
ATV/r, (TPV/r)
24 NVP L63P Sem evidéncias de resisténcia
25 NVP L63P, A71T Sem evidéncias de resisténcia
26 Kaletra L63P Sem evidéncias de resisténcia
IDV, (IDV/r), (RTV), APV/FPV,
27 Sem Pls M46L, A71V
(APV/r ou FPV/r)
30 NVP M36l, L63P Sem evidéncias de resisténcia

Criancas 18, 19 e 30: genotipagem foi realizada imediatamente apos a introducao da terapia

antiretroviral; Kaletra = LPV+RTV. Id = n® de identificagao da criancga.
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Tabela 7 — Distribuicdo da frequéncia de polimorfismos e mutagdes de resisténcia
viral aos Pls, de acordo com a lista de mutag¢des do banco de dados da universidade
de Stanford (Stanford HIV Drug Resistance Database).

Mutacoes de resisténcia aos Pls

Codon L24] D30ON M46IL 154V G73S V82SA 184V N88D L9OM
N2 de

, 1 4 6 3 2 3 1 3 5
criancas

Acessorias polimérficas

Codon L10lV 113V G16E K20RI M36IVL D60OE L63P A71VT V77l
N2 de

. 5 2 1 5 12 2 19 7 5
criangas
Acessorias Hiper- L
. o o Adicionais
nao-polimorficas suscetibilidade
Cédon L10F T74S 150V 154L L33V
Ne de

criangas
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12.4 Subtipagem do HIV-1

Subtipos do HIV-1 foram avaliados através da andlise filogenética para todas
as 25 amostras. As arvores filogenéticas foram construidas individualmente para
cada amostra, de acordo com o programa MEGA, verséo 3.1, utilizando-se o método
neighbor-joining, com base em nucleotideos do gene da protease do HIV-1 e
nucleotideos do gene da transcriptase reversa do HIV-1.

A maioria das amostras (18 dentre 25) agrupou-se no subtipo B. Trés
amostras foram subtipadas como F1 e linhagens virais recombinantes, sendo uma
BF, duas BD e uma DF foram, também, observadas.

A fim de comparar os resultados obtidos na analise filogenética, as
sequéncias dos pacientes foram, adicionalmente, submetidas a analise de mutacdes
e subtipos virais, disponivel pela universidade de Stanford, no web site HIVdb:
Genotypic Resistance Interpretation Algorithm, HIV Drug Resistance Database,
http://hivdb6.stanford.edu/asi/deployed/hiv_central.pl?program=hivdb&action=showM
utationForm.

A concordancia para a subtipagem do HIV-1 entre ambas as metodologias foi
relatada para todas as amostras, com excecado das duas linhagens recombinantes
BD, referentes as amostras nimeros 15 e 17, subtipadas como somente B de
acordo com Stanford HIV Drug Resistance Database. Os resultados séao
apresentados na tabela 8.

Os resultados observados nas arvores filogenéticas individuais, para as
amostras discordantes, sdo apresentados nas figuras 16a e 16b para a amostra
HUPE 15 e nas figuras 17a e 17b para a amostra HUPE17.



Tabela 8 - Dados comparativos para a genotipagem do HIV-1: Stanford HIV Drug
Resistance Database e analise filogenética.

Analise filogenética

omiiosso  Fsmroncs buanele  (WEGA neighborioining
da crianca PR () RT() PR (%) RT ()
1 B (94.8%) B (93.9%) B (96) B (99)
2 B (93.8%) B (91.7%) B (86) B (98)
3 B (93.1%) B (95.0%) B (66) B (99)
5 B (94.1%) B (92.5%) B (91) B (95)
6 B (92.6%) B (95.2%) B (94) B (97)
7 B (89.2%) B (93.8%) B (42) B (87)
8 B (94.0%) B (93.0%) B (92) B (91)
9 B (92.4%) B (93.0%) B (86) B (99)
10 B (91.0%) F (90.7%) B (84) F1(70)
11 B (94.4%) B (94.8%) B (82) B (99)
12 F (94.8%) F (92.5%) F1(99) F1(98)
13 F (93.8%) F (95.4%) F1(99) F1(100)
14 B (90.3%) B (91.4%) B/D (59) B (83)
15 B (92.0%) B (94.3%) B/D (65) B(75)/D(85)
17 B (94.8%) B (94.8%) B(76)/D(83) B(87)/D(88)
18 B (94.1%) B (94.9%) B (90) B (73)
19 B (94.1%) B (93.8%) B (73) B (92)
20 B (96.9%) B (94.9%) B (93) B (99)
21 F (95.8%) F (96.1%) F1(95) F1(99)
23 B (91.7%) B (94.9%) B (87) B (99)
24 B (95.1%) B (94.8%) B (93) B (92)
25 B (97.2%) B (94.6%) B (97) B (93)
26 B (97.2%) B (96.0%) B (94) B (98)
27 B (95.1%) B (93.3%) B (94) B (87)
30 D (95.1%) F (96.3%) B/D (76) F1(100)

(%) Similaridade ao isolado de referéncia mais proximo
(°) Valores de bootstrap, indicando a significancia dos agrupamentos
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Figura 16a - Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do gene da protease do HIV-1, indicando os valores de bootstrap, para a

identificacao do subtipo viral da amostra HUPE 15.
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Figura 16b - Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do gene da transcriptase reversa do HIV-1, indicando os valores de bootstrap, para a

identificacao do subtipo viral da amostra HUPE 15.

85

66

B.FR.83.HXB2-LAI-lIB-BRU ACC K03455

D.CD.83.ELI ACC K03454

K.CD.97.EQTB11C ACC AJ249235

63

{ F1.BE.93.VI850 ACC AF077336
91 F2.CM.02.02CM 0016BBY ACC AY371158

G.BE.96.DRCBL ACC AF084936

100

—— A1.KE.94.Q23 17 ACC AF004885
86— A2.CD.97.97CDKTB48 ACC AF286238

—— C.BR.92.BR025d ACC U52953
73 H.BE.93.VI991 ACC AF190127

J.SE.93.SE7887 ACC AF082394

N.CM.02.DJO0131 ACC AY532635

O.BE.87.ANT70 ACC L20587




91

Figura 17a - Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do gene da protease do HIV-1, indicando os valores de bootstrap, para a
identificacao do subtipo viral da amostra HUPE 17.

64

76
83

99

70

HUPE17PR

B.FR.83.HXB2-LAI-IIIB-BRU ACC K03455
D.CD.83.ELI ACC K03454
F2.CM.02.02CM 0016BBY ACC AY371158
F1.BE.93.VI850 ACC AF077336
C.BR.92.BR025-d ACC U52953
G.BE.96.DRCBL ACC AF084936
K.CD.97.EQTB11C ACC AJ249235
A1.KE.94.Q23 17 ACC AF004885
A2.CD.97.97CDKTB48 ACC AF286238
J.SE.93.SE7887 ACC AF082394
H.BE.93.VI991 ACC AF190127
N.CM.02.DJO0131 ACC AY532635
O.BE.87.ANT70 ACC L20587

Figura 17b - Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do gene da transcriptase reversa do HIV-1, indicando os valores de bootstrap, para a
identificacao do subtipo viral da amostra HUPE 17.
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12.5 Perfil de mutacoes em amostras de subtipos B e nao-B

Nas 18 amostras classificadas como subtipo B, a analise do gene RT
mostrou que as mutagcdes aos analogos de timidina (TAMs) mais frequentes foram
observadas nos cdédons M41L (onze criangas) e T215F/Y (ireze criangas). A
mutacdo de hipersuscetibilidade M184V foi relatada em onze criancas. A
distribuicdo da frequéncia de todas as mutagdes de resisténcia aos inibidores da
transcriptase reversa, analogos e nao-analogos de nucleosideos, observadas neste

grupo de pacientes esta ilustrada no grafico 1.

Grafico 1 - Distribuicdo da frequéncia de mutacdes de resisténcia aos NRTIS e
NNRTIs em pacientes pediatricos infectados por HIV-1 subtipo B.
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Sete das 25 criangas incluidas no estudo apresentaram cepas virais que
foram classificadas em formas recombinantes (amostras de quatro criancas) ou no
subtipo F1 (amostras de trés criancas).

Para o subtipo F1, duas em trés amostras apresentaram mutacées em RT. A
mutagdo F77L, observada em uma delas, estd associada ao padrdo Q151M, de
multipla resisténcia para o subtipo B, e a mutacdo V118I/V, observada na outra
amostra, esta associada as TAMs. Nestas duas amostras, entretanto, estas
mutacoes foram detectadas como mutagdes Unicas, sem conferir resisténcia aos
antiretrovirais.

Para os recombinantes B/D (duas amostras), as muta¢des detectadas
seguiram o padrdo observado para o subtipo B, com as muta¢cées M41L e T215F/Y
observadas em uma crianga e a mutagdo M184V em ambas.

O recombinante B/F, detectado em uma crianca, apresentou as mutacoes
M41L, D67N, K103N, M184V e H208Y e o recombinante DF ndo apresentou
mutacoes relevantes de resisténcia viral aos inibidores da transcriptase reversa.

Os resultados da distribuicdo da frequéncia destas mutacdes, relacionadas

aos recombinantes e subtipos virais, encontram-se no grafico 2.

Grafico 2 - Distribuicdo da frequéncia de mutagdes em RT, em pacientes pediatricos
infectados por HIV-1 subtipo F1 e recombinantes virais.
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Para o gene PR, a distribuicdo das mutacdées nas 18 amostras, identificadas
como subtipo viral B, mostrou maior frequéncia de polimorfismos, com alteracbes
nos codons L63P em 15 criangas, M36L/V/I em sete criancas, e L10F/I/V e A71VT
em seis criancas.

Dentre as mutacdes principais de resisténcia viral aos Pls, as mais
frequentes foram observadas nos cdédons M461 (cinco criangas), D30N e 154LV
(quatro criangas). A mutagéo de hipersuscetibilidade aos Pls, 150V, foi registrada em
uma crianca e a mutacao adicional, L33FV, em duas criancas.

A mutacdo no codon 89, observada em duas criangas, apresentou um
residuo incomum, com a substituicAio de leucina por isoleucina, e nao foi
classificada de acordo com a lista de mutagbes adotada pela universidade de
Stanford. Os dados sdo apresentados no grafico 3.

Grafico 3 - Distribuicao da frequéncia de polimorfismos e mutacdes de resisténcia aos
Pls em pacientes pediatricos infectados por HIV-1 subtipo B.
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A distribuicao de polimorfismos e mutagdes de resisténcia aos Pls, nas sete
amostras classificadas em nao-B, foi observada conforme descrito a seguir: nas trés
amostras com subtipo F1, foi registrada a mutacao acessoéria polimérfica M36ILV.
Uma amostra apresentou a mutagao polimérfica V771 e, em duas amostras, foi
observada a mutagdo L89M, ndo classificada de acordo com o padrédo adotado.

As amostras recombinantes BF e DF apresentaram as mutagdes acessérias
polimérficas M36ILV e L63P e, nas duas amostras classificadas como recombinante
BD, foram registradas mutacbées acessérias polimérficas e mutagcdes principais de
resisténcia viral aos Pls. Adicionalmente, a mutagdo acessoéria nao-polimérfica,
T748S, foi relatada em uma criancga.

Os resultados da distribuicdo da frequéncia destas mutagcbes e

polimorfismos, relacionadas aos recombinantes virais e subtipo viral F1, encontram-
se no grafico 4.

Grafico 4 - Distribuicdo da frequéncia de mutagbes e polimorfismos em PR, em
pacientes pediatricos infectados por HIV-1 subtipo F1 e recombinantes virais.
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12.6 Carga viral, avaliacoes de CD4 e CD8 e terapia

As determinacdes da carga viral do HIV-1 e avaliacbes de células T CD4+ e
CD8+ foram feitas, para cada crianca, em intervalos variados, durante diferentes
periodos de acompanhamento, com variagdes entre nove meses a 33 meses (média
de 17,4 meses), com excecao de uma crianga, sem retorno as consultas clinicas,
acompanhada pelo periodo de trés meses.

A avaliacdao dos dados laboratoriais para carga viral e subpopulacbes de
linfécitos T, referente a inclusdo da crianga no estudo, foi definida como a mais
préxima a data da coleta de sangue para a realizacao do teste de genotipagem.

Com o intuito de uniformizar a comparacao de dados, a avaliagcao de declinios
da carga viral foi calculada em escala logaritmica, considerando a diferenca entre o
valor inicial da carga viral, referente a inclusdo da crianga no estudo, e o valor
consecutivo registrado apds a modificagdo do regime antiretroviral.

Diferencas significativas adotadas foram as equivalentes a 0,7 logi, para
pacientes pediatricos até dois anos de idade e 0,5 log1o para aqueles acima de dois
anos de idade.

A classificacdo clinica de cada crianga incluida no estudo foi considerada
aquela relacionada a avaliacao feita na ocasido de sua inclusao, independente da
evolugao do curso clinico.

Esta classificacédo, valores da carga viral, taxas de CD4 e CD8, observados
para cada crianga, e as modificacoes feitas em relacdo aos regimes terapéuticos
estdo indicados na tabela 9.

A avaliacdo dos mesmos dados laboratoriais e clinicos, para o grupo de
criangas que ndo apresentaram alteragdes nos regimes terapéuticos, esta indicada
na tabela 10.
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Tabela 9 - Dados clinicos e laboratoriais referentes as criangcas em terapia HAART,
apresentando modificagées no regime terapéutico.

Idade Categ. Regime terapéutico Carga viral CD4 CD8 CD4/
(anos)  clinica Data Regime Data Copias/mL Log cels/uL (%)  cels/uL (%) CDs8
6 C3 Fev 2005 AZT, ddl Abr 2005 5.300 3,724 435 (12.5)  2.226 (63,9) 0,19
Ago 2005 AZT, 3TC, NVP Set 2005 <80 <1,903 714(22,0) 1.808 (55.8) 0,39

Fev 2006  AZT, 3TC, NVP Fev 2006 3.100 3,491 532 (24,4)  1.049 (48.1) 0,50

Jul 2006  AZT, 3TC, NVP Jun 2006 4.500 3,653 577 (17,1)  2.016 (59,6) 0,28

Out 2006  AZT, 3TC, NVP Set 2006 3.500 3,544 509 1.536 0,33

12 C3 Abr 2005 AZT, 3TC, Kaletra  Mai 2005 83.000 4,919 547 (26,7)  1.155 (56,3) 0,47
Jul 2005  AZT, 3TC, Kaletra ~ Jul 2005 270.000 5,431 307 (23,0) 422 (32,0) 0,72

Set 2005  3TC, Kaletra, EFV  Ago2005 140.000 5,146 424 (25,5) 753 (45,4) 0,56

Dez 2005 3TC, Kaletra, EFV  Dez2005 1.300 3,114 480 (25,5)  1.022 (54,4) 0,46

2006 Mar  3TC, Kaletra, EFV 2006 Mar 1.900 3,279 568 (26.54) 865 (40.42) 0,65

2006 Jul  3TC, Kaletra, EFV 2006 Jul 1.300 3,114 580 (32.22) 668 (37.11) 0,86

Mai 2007  3TC, Kaletra, EFV  Abr2007 19.757 4,296 543 1.107 0,49

Out 2007  3TC, Kaletra, EFV  Jun 2007 80.891 4,908 652 1.644 0,40

Fev 2008 AZT, Kaletra, ABC  Jan 2008 - - 355 704 0,50

10 C3 Mai 2005 AZT, 3TC, NFV Fev 2005 530.000 5,724 78 (4,0) 1.299 (66,9) 0,06
Jul 2005  ABC, 3TC, Kaletra  Ago2005 3.400 3,531 165 (6,6) 1.741 (69,6) 0,09

2006 Jan  ABC, AZT, Kaletra  Fev 2006 73.000 4,863 457 (13,7)  2.359 (70,6) 0,19

2006 Mai  ABC, AZT, Kaletra  Jun 2006 190.000 5,279 376 (16,3)  1.516 (65,9) 0,24

11 C3 Ago2005  AZT, 3TC, NFV Ago2005 24.000 4,380 485 (18,0)  1.826 (69,0) 0,26
Out 2005 AZT, 3TC, NFV Out 2005 14.000 4,146 596 (23,0)  1.602 (63,0) 0,37

Dez 2005 AZT, 3TC, NFV Dez2005 19.000 4,278 439 (17,0)  1.626 (66,0) 0,26

Mar 2006  AZT, ddl, Kaletra Abr 2006 110 2,041 567 (20,2)  1.758 (62,8) 0,32

Ago 2006 AZT, ddl, Kaletra Set 2006 580 2,763 711 2.036 0,34

Set 2007  AZT, 3TC, Kaletra  Ago2007 183 2,262 864 (30,0) 877 (47,0) 0,99

Nov 2007 AZT, 3TC, Kaletra  Out 2007 81 1,908 651 (27,00  1.199 (51,0) 0,54

Mar 2008  AZT, 3TC, Kaletra  Mai 2008 <50 <1,698 708 (24,00 1.565 (54,0) 0,45

4 C3 Out 2005 3TC, d4T, NFV Set 2005 22.000 4,342 787 (38,0) 899 (43,0) 0,87
Mar 2006  3TC, d4T, NFV Jan 2006 20.000 4,301 895 (32,00 1.318 (47,0) 0,67

Ago 2006 3TC, d4T, Kaletra ~ Mar 2006 21.000 4,322  1.081(38,2) 1.262 (44,6) 0,85

Out 2006  3TC, d4T, Kaletra ~ Out 2006 <80 <1,903 1.132 1.554 0,72

10 B1 Dez 2005 AZT, 3TC, ABC Ago2005 18.000 4,255 667 (37,0) 783 (44,0) 0,85
Jan 2006 AZT, 3TC, ABC Nov2005 16.000 4,204 417 (25,7) 518 (31,9) 0,80

Mar 2006 AZT, 3TC, ABC Fev 2006 11.000 4,041 628 (29,9) 935 (44,5) 0,67

Ago 2006 AZT, 3TC, Kaletra ~ Jun 2006 <80 <1,903 1.074 1.372 0,78

Out 2006  AZT, 3TC, Kaletra ~ Set 2006 <80 <1,903 979 1.144 0,85

10 C3 Dez 2005 AZT, 3TC, NFV Set 2005 2.000 3,301 474 (22,0)  1.205 (57,0) 0,39
Fev 2006  AZT, 3TC, NFV Jan 2006 1.400 3,146 452 (21,0)  1.147 (54,0) 0,39

Jun 2006  AZT, 3TC, Kaletra  Jun 2006 <80 <1,903 531 1.423 0,37

Ago 2006 AZT, 3TC, Kaletra ~ Ago2006 140 2,146 520 (19,3) 1.514 (56,1) 0,34

Out 2006  AZT, 3TC, Kaletra ~ Out 2006 100 2,000 624 1.381 0,45
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Tabela 9 - Dados clinicos e laboratoriais referentes as criangcas em terapia HAART,
apresentando modificagcées no regime terapéutico (continuagao).

Idade Categ. Regime terapéutico Carga viral CDh4 CcDs8 CD4/
(anos)  clinica Data Regime Data Copias/mL Log (cels/uL) (%) (cels/uL) (%) CcD8

10 7 B3 Dez 2005  AZT, 3TC, ABC Nov 2005 5.400 3,732 902 (38,5) 1.160 (49,6) 0,77
Abr 2006 AZT, 3TC, ABC Fev 2006 5.700 3,756 861 (35,9) 1.058 (44,1) 0,81

Jun 2006 AZT, 3TC, ABC Mar 2006 12.000 4,079 941 (35,5) 1.274 (48,1) 0,73

Out 2006 AZT, 3TC, ABC Ago 2006 15.000 4,176 851 (38,7) 965 (43,9) 0,88

Jan 2007 AZT, 3TC, Kaletra ~ Mai 2007 <50 <1,698 1.107 1.209 0,92

Ago2007 AZT, 3TC, Kaletra ~ Ago 2007 <50 <1,698 1.232 2.335 0,53

Dez 2007  AZT, 3TC, Kaletra  Dez 2007 <50 <1,698  1.502 (42,0) 1.080 (34,0) 1,39

Abr 2008 AZT, 3TC, Kaletra ~ Abr 2008 81 1,908 1.560 (44,0) 1.108 (33,0) 1,41

13 5 A2 Jun 2006 AZT, 3TC Fev 2006 4.300 3,633 1.419 (47,8) 952 (32,1) 1,49
Out 2006 AZT, 3TC Set 2006 1.200 3,079 703 640 1,10

Jul 2007 AZT, 3TC, EFV Ago 2007 <50 <1,698 1.097 (51,0) 535 (28,0) 2,05

14 8 C3 Ago 2005  EFV,TDF,3TC,RTV  Out 2005 620.000 5,792 347 (16,0) 1.265 (61,0) 0,29
Dez 2005  AZT,TDF,3TC,RTV  Jul 2006 72.000 4,857 40 (4,4) 541 (60,1) 0,07

Out 2006 TDF, 3TC, Kaletra  Set 2006 190.000 5,279 43 949 0,05

15 10 Cc2 Mar 2006  AZT, 3TC, NFV Mar 2006 13.000 4,114 578 (30,3) 935 (48,9) 0,61
Jul 2006 AZT, 3TC, NFV Jun 2006 9.000 3,954 415 (24,9) 1.011 (60,5) 0,41

Nov 2006  AZT, 3TC, NFV Dez 2006 9.000 3,954 509 1.169 0,44

Mar 2007  AZT, 3TC, Kaletra ~ Abr 2007 <50 <1,698 451 977 0,46

Jul 2007 AZT, 3TC, Kaletra ~ Set 2007 <50 <1,698 656 (26,0) 818 (42,0) 0,80

17 4 C1 Mar 2006 3TC, d4T, NFV Fev 2006 220.000 5,342 939 (18,5) 2.031 (39,9) 0,46
Ago 2006  3TC, d4T, NFV Set 2006 100.000 5,000 1. 086 2.358 0,46

Fev 2007 3TC, d4T, NFV Mar 2007 30.234 4,480 781 2.775 0,28

Abr 2007 3TC, d4T, NFV Mai 2007 212.779 5,328 829 1.785 0,46

Out 2007 AZT, 3TC, EFV Fev 2008 44.564 4,649 678 (16,0) 2.672 (63,0) 0,25

20 11 N3 Ago 2006  AZT, 3TC, EFV Abr 2006 57.000 4,756 473 (11,7) 3.180 (78,5) 0,15
Nov 2006  AZT, 3TC, EFV Mai 2006 60.000 4,778 464 3.201 0,14

Ago 2007  AZT, 3TC, Kaletra ~ Ago 2007 105.708 5,024 264 (12,0) 1.400 (63,0) 0,19

Fev 2008 AZT, 3TC, Kaletra  Jan 2008 38.359 4,584 468 (14,0) 2.249 (67,0) 0,21

23 12 C2 Mai 2007 AZT, 3TC, RTV Mai 2007 3.569 3,553 962 1.642 0,59
Set 2007 TDF, 3TC, NFV Ago 2007 <50 <1,698 877 (32,0) 960 (38,0) 0,91

Dez 2007  AZT, 3TC, RTV Abr 2008 253 2,403 1.504 (35,0) 1.728 (37,0) 0,87

Mar 2008 TFV, 3TC, NFV Ago 2008 - - 1.074 1.184 0,91

24 10 B2 Mai 2007 AZT, 3TC, NVP Mai 2007 3.786 3,578 802 1.465 0,55
Set 2007 AZT, 3TC, Kaletra ~ Fev 2008 <50 <1,698  1.308 (33,0) 1.693 (46,0) 0,77

Mar 2008 AZT, 3TC, Kaletra ~ Jul 2008 - - 1. 158 1.604 0,72

25 4 B2 Jun 2007 AZT, ddl, NVP Jul 2007 5.036 3,702 650 (34,0) 1.097 (57,0) 0,59
Set 2007 ABC, 3TC, Kaletra ~ Nov 2007 <50 <1,698 635 (26,0) 972 (35,0) 0,65

Fev 2008 ABC, 3TC, Kaletra  Jul 2008 - - 774 (36,8) 607 (30,1) 1,28

27 6 B1 Ago 2007 AZT, ddl Ago 2007 1.960 3,292 944 1.281 0,74
Out 2007 AZT, ddI Nov 2007 <50 <1,698 785 (29,0) 1.559 (40,0) 0,50

Dez 2007  AZT, 3TC, EFV Mai 2008 <50 <1,698  1.083 (30,0) 1.649 (39,0) 0,66

Id = n? de identificacdo da crianca; Categ. clinica = categoria clinica
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Tabela 10 - Parametros clinicos e laboratoriais referentes as criangas em tratamento
HAART, sem alteragdo do esquema terapéutico.

Idade Cat. Regime terapéutico Carga viral CcDh4 CD8 CD4/

(anos) clin. Data Regime Data Copias/mL Log (cels/uL) (%)  (cels/uL) (%) CDs8

7 8 C3  Out 2005 d4T, 3TC, APV Jul 2005 38.000 4,580 1.053 (22,4) 2.607 (55,5) 0,40

Dez 2005 d4T, 3TC, APV Nov 2005 34.000 4,531 1.061 (23,0) 2.624 (58,0) 0,40

Mar 2006 d4T, 3TC, APV Fev 2006 24.000 4,380 1.228 (22,8) 2.958 (54,9) 0,41

Mai 2006 d4T, 3TC, APV Jul 2006 17.000 4,230 1.466 (25,7) 3.134 (54,9) 0,46

11 10 C3  Dez 2005 AZT, 3TC, RTV Out 2005 1.500 3,176 546 (26,3) 1.076 (51,7) 0,50

Abr 2006 AZT, 3TC, RTV Fev 2006 11.000 4,041 499 (20,3) 1.541 (62,6) 0,32

Out 2006 AZT, 3TC, RTV Set 2006 20.000 4,301 413 1.122 0,37

Mai 2007 AZT, 3TC, RTV Mai 2007 15.134 4,180 523 1.472 0,36

Jul 2007 AZT, 3TC, RTV Jul 2007 49.220 4,692 423 1.033 0,41

12 5 C1 Fev 2006 AZT, 3TC, NFV Fev 2006 8.700 3,940 1.343 (49,4) 982 (36,1) 1,37

Ago 2006 AZT, 3TC, NFV Set 2006 2.400 3,380 967 961 1,01

Jun 2007 AZT, 3TC, NFV Ago2007 <50 <1,698 1.084 (53,0) 551 (25,0) 1,97

18 1 C3  Mai 2006 AZT, ddl, Kaletra Mar 2006 2.000.000 6.301 435 (10,6) 3.001 (72,8) 0,14

Jun 2006 AZT, dd|, Kaletra Jun 2006 160.000 5.204 958 4.411 0,21

19 2 C3  Jun 2006 AZT, ddI, NVP Mai 2006 830.000 5,919 171 2.428 0,07

Ago 2006 AZT, ddl, NVP Jul 2006 99 1,996 563 (9,7) 2.933 (50,6) 0,19

Nov 2006 AZT, ddl, NVP Ago 2006 570 2,756 591 (12,9) 2.517 (54,7) 0,23

Fev 2007 AZT, ddl, NVP Jan 2007 <50 <1,698 969 1.573 0,62

Abr 2007 AZT, ddl, NVP Mai 2007 <50 <1,698 856 1.724 0,50

Set 2007 AZT, ddl, NVP Ago 2007 <50 <1,698 1.397 (15,0) 2.807 (40,0) 0,50

Nov 2007 AZT, ddl, NVP Dez 2007 <50 <1,698 658 (15,0) 1.628 (35,0) 0,40

21 5 B2  Out 2006 Sem terapia Jun 2006 <80 <1,903 353 (14,1) 1.294 (51,8) 0,27

Jan 2007 Sem terapia Jul 2006 350 2,544 585 (17,2) 2.379 (69,9) 0,25

Jun 2007 AZT, 3TC, EFV Mai 2007 <50 <1,698 326 1.129 0,29

Out 2007 AZT, 3TC, EFV Jul 2007 <50 <1,698 298 (16,0) 591 (44,0) 0,50

Fev 2008 AZT, 3TC, EFV Fev 2008 - - 367 (20,0) 695 (33,0) 0,53

26 16 C3  Ago 2007 AZT, 3TC, Kaletra Jul 2007 313.000 5,495 140 (15,0) 538 (57,0) 0,26
Dez 2007 AZT, 3TC, Kaletra Mar 2008 33.400 4,520 108 (9,0) - -

Ago 2008 AZT, 3TC, Kaletra Ago 2008 188.000 5,270 29 (7,0) 269 (64,0) 0,11

30 1 B1  Jan 2008 AZT, 3TC, NVP Ago 2007 >500.000 >5,698 1.961 (27,0) 2.534 (32,0) 0,77

Fev 2008 AZT, 3TC, NVP Out 2007 - - 1.440 (18,0) 3.361 (39,0) 0,43

Abr 2008 AZT, 3TC, NVP Jan 2008 482 2,683 1.866 (32,0) 2.206 (38,0) 0,85

Mai 2008 AZT, 3TC, NVP Mai 2008 <50 <1,698  2.051 (42,0) 1.240 (28,0) 1,65

Id = n? de identificacdo da crianca; Cat. clin. = categoria clinica.
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No grupo das 17 criancas com alteracbes do regime terapéutico, feitas em
funcdo dos resultados do teste de genotipagem, o manuseio da terapia HAART
resultou em decréscimos da carga viral observados tdo precocemente quanto quatro
semanas apos a modificacao terapéutica.

Dentre elas, 16 apresentaram valores significantes, com quedas da carga viral
variando entre 0,513 a 2,439 logio (média 1,752 log1o). A taxa mais baixa registrada
neste grupo (0,513 logio) foi reportada em uma crianga com oito anos de idade,
classificada na categoria clinica C3 com evolucao clinica desfavoravel e que foi a
Obito. Esta crianga apresentou um importante perfil de resisténcia viral a multiplas
drogas, elevados niveis de RNA viral, e contagens muito baixas de CD4, com
valores da relagdo CD4/CD8 téao infimos como 0,05.

Um paciente dentre os 17, classificado na categoria clinica N3 e
acompanhado por um periodo de 20 meses, mostrou 0 menor declinio da carga viral
(0,172 log+0), abaixo do limite estabelecido em 0,5 log1o.

Doze das 16 criancas com queda da carga viral apresentaram importantes
declinios, atingindo niveis de RNA viral abaixo do limite minimo de deteccao do teste
e duas criangas apresentaram retorno da carga viral aos niveis iniciais, apos
estarem recebendo terapia antiretroviral durante onze meses.

Cinco criancas, dentre as oito sem alteracdo do esquema terapéutico,
apresentaram decréscimos da carga viral superiores a 0,5 logi, (média 2,481 log1o)
e, em uma crianga, o decréscimo nao foi significativo (0,225 logio). Nestas seis
criancas foram detectados somente polimorfismos ou mutagdes néo relevantes para
0S genes da transcriptase reversa e protease do HIV-1.

Dentre as duas criangas restantes, com resisténcia aos antiretrovirais, uma
apresentou queda nao significativa da carga viral (0,350 logi) € a outra crianga
apresentou aumento da carga viral, com diferenca da taxa de RNA HIV-1 de 1,516
log1o -

Observamos, portanto, que no grupo de criangas sem alteragdo do esquema
terapéutico, o inicio ou a manutencao do regime antiretroviral permitiu uma redugéao
da carga viral em sete das oito criangas incluidas. Além disto, os niveis plasmaticos
de RNA viral alcangcaram valores significativamente baixos, abaixo do limite minimo
de deteccao do teste em quatro destas criancas, durante o periodo de observagao

do estudo.
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12.7 Linfocitos T CD4+ e imunodeficiéncia associada ao HIV

Os valores de linfocitos T CD4+, utilizados para a classificacdo da
imunodeficiéncia associada ao HIV, mostraram que, independente da idade da
crianga, oito em 25 apresentaram percentuais de CD4 abaixo de 15%,
caracterizando grave imunodeficiéncia.

Sete criancas relataram estes baixos indices no momento de sua primeira
avaliacao laboratorial, referente a sua inclusdo no estudo, e percentagens
decrescentes de CD4 foram observadas em uma crianga durante o periodo de
acompanhamento clinico e laboratorial.

Modificagbes do regime terapéutico ou a sua manutengdo promoveram
aumentos nos percentuais de CD4 em quatro de oito criangas e, nas quatro
restantes, observamos o0s seguintes resultados: uma queda importante de CD4
atingindo 4,44% foi observada na crianga que foi a 6bito no decorrer do estudo; em
outra crianga, acompanhada por um periodo de trés meses, so foi possivel o registro
de uma avaliacado do percentual de CD4, ndo permitindo a comparagao de dados e
em duas criancas foram observados percentuais de CD4 abaixo de 15% durante
todo o periodo de acompanhamento, coincidentes com elevados niveis da carga
viral.

Nas 17 criangas restantes, a avaliagdo de CD4 foi feita de acordo com a faixa
etaria, utilizando-se percentuais de CD4 para criancas com idades entre 12 a 59
meses e contagens de células T CD4+/mL para criangas a partir dos cinco anos de
idade.

Quatro criangas foram incluidas no grupo com idade variando entre 12 a 59
meses, apresentando nivel de imunodeficiéncia associado ao HIV descrito a seguir:
leve (uma crianga), avangado (uma crianga) e nao-significativo (duas criangas).

Neste grupo, alteragcdées ou a manutencao do regime antiretroviral resultaram
em aumento dos percentuais de CD4 nas trés criangas com niveis de
imunodeficiéncia leve ou nao-significativo, promovendo a alteragdo do nivel leve
para nao-significativo ou a manutengéao do nivel nao-significativo, durante o periodo
total de acompanhamento.

A quarta crianca, com percentuais de CD4 iguais a 18,48 e 16,00,

compativeis com avancada imunodeficiéncia associada ao HIV, apresentou
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decréscimos minimos ou elevagdes nas taxas de carga viral, com valores flutuantes
entre 4,480 log1o a 5,342 logo.

No grupo de 13 criangcas com idade igual ou superior a cinco anos, a
distribuicdo do nivel de imunodeficiéncia associada ao HIV, de acordo com a
contagem de células T CD4+, foi observada como descrito: avangado (uma crianga),
leve (trés criangas) e nao-significativo (nove criancgas).

Nas quatro criangas com imunodeficiéncia leve ou avangada, alteragdes ou a
manutengdo do regime antiretroviral resultaram em troca para o nivel néo-
significativo, com aumento nas contagens de células T CD4+.

Sete dentre as nove criangas que apresentaram nivel de imunodeficiéncia
ndo-significativo mantiveram o mesmo grau, demonstrando elevagbes nas
contagens de células ou flutuagbes minimas. Entretanto, duas criangas com nivel
nao-significativo de imunodeficiéncia associado ao HIV evoluiram ao grau leve. Uma
delas, para a qual foram introduzidas modificacbes no regime terapéutico,
demonstrou decréscimos da carga viral, atingindo niveis indetectaveis e a segunda
crianga, que nao teve alteracdes do esquema terapéutico, apresentou elevagdes da
carga viral.

Embora as contagens ou percentuais de células T CD4+ tenham indicado,
na maioria das criancas analisadas, uma melhoria no nivel de imunodeficiéncia
associado ao HIV, as contagens de linfocitos T CD8+ permaneceram
constantemente elevadas ou apresentaram discretas flutuagdes, resultando em
valores da relagdo CD4/CD8 abaixo de um em 20 das 25 criangas incluidas no
estudo.
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13 DISCUSSAO

O advento da terapia antiretroviral altamente potente (HAART) em criangas e
adultos infectados por HIV tem resultado em significativo aumento da expectativa de
vida, com importante retardo na progressdo da doenca (Gortmaker et al., 2001) e
relevante recuperagao imune (Larru et al., 2008).

A disponibilidade e uso de HAART tém promovido declinios marcantes nas
taxas de mortalidade e morbidade (Gona et al., 2006; McConnell et al., 2005) e
reducbes importantes dos niveis da carga viral por periodos prolongados
(Prendergast et al., 2008).

Entretanto, € ainda extremamente dificil obter a completa supresséo viral em
individuos infectados, devido a mudltiplos fatores tais como: fraca ou incompleta
aderéncia a medicacdo, intolerancia a droga, interagdes medicamentosas ou
administragdo em niveis inadequados.

A resposta virolégica depende, fortemente, do  histérico prévio
medicamentoso, refletindo a selegcdo de linhagens virais mutantes resistentes aos
antiretrovirais, como resultado de terapias sub-otimizadas.

A despeito de resultados iniciais promissores, que podem perdurar por muitos
anos em varias criancas, a falha terapéutica tem sido frequentemente reportada,
requerendo a reavaliagdo das opc¢des de tratamento.

Determinagdes da resisténcia genotipica do HIV podem ser (teis,
monitorando a resisténcia as drogas no momento da falha terapéutica ou
previamente ao inicio da terapia (Hirsch et al., 2000).

A informacao referente aos padrdes de resisténcia € importante para decisdes
sobre a associagado de drogas para a obtencédo de um étimo efeito antiviral (Jiménez
et al., 2005; Vigano et al., 2008).

No presente trabalho, observamos um importante declinio da carga viral em
17 criancas, sendo 11 delas com resisténcia viral a multiplas drogas, que tiveram
opcoes terapéuticas alternativas baseadas nos resultados de testes de resisténcia
genotipica para HIV-1.

Niveis indetectaveis da carga viral foram alcancados em 13 das 17 criancgas.
Em sete das oito criangcas restantes, com seis sem evidéncia de resisténcia as
drogas, a introducdo da terapia HAART ou a manutencdo do regime prévio da

terapia antiretroviral resultou em reducao significativa da carga viral, principalmente
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para aqueles pacientes pediatricos virgens de tratamento, que deram inicio a terapia
conforme foram incluidos no estudo.

Em relacdo as células T CD4+ virus-especificas, esta bem estabelecido o seu
papel critico na imunidade antiviral, mantendo as respostas efetivas de linfocitos T
citotoxicos (Janssen et al., 2003; Sherdlock & Shen, 2003).

Em individuos infectados por HIV, ndo tratados, a infeccao viral desenvolve-
se com maciga e precoce deplecdo destas células (Douek et al., 2002; Wahren et
al., 1987), o que pode contribuir para a auséncia de efetivo controle imune da
replicagcéo viral e para a progressdo da doencga associada ao HIV, uma vez que o
estado de ativacdo imune cronica poderia contribuir para a exaustdo das funcdes
imunes e para a perda de linfocitos T CD4+, levando a progressao da doenca
(Derdeyn & Silvestri, 2005; Giorgi et al., 1999).

Em pacientes pediatricos infectados por HIV, abaixo dos cinco anos de idade,
o percentual de células T CD4+ reproduz o monitoramento mais consistente da
doenca, uma vez que este parametro tende a mostrar menor variabilidade
relacionada a idade quando comparado a contagem de células. Assim, definicdes
tém sido formuladas com base na faixa etaria da populagdo pediatrica para a
supressao imune, provendo orientacdes para o monitoramento da progressao da
doenca (Ministério da Saude, 2004).

O manuseio da terapia HAART de acordo com a resisténcia viral, no grupo de
pacientes pediatricos avaliados neste estudo, permitiu observar um aumento nas
contagens e/ou percentuais de células T CD4+ em 12 das 25 criangas,
demonstrando melhorias nos niveis de imunodeficiéncia associada ao HIV.
Entretanto, 20 entre as 25 criangas infectadas por HIV apresentaram taxas elevadas
de linfocitos T CD8+, independente do sucesso da terapia HAART.

A populacdo de células T CD8+ apresenta uma capacidade constitutiva
antiviral, que poderia responder pelo controle da replicacdo viral em raros adultos
infectados por HIV que, persistentemente, apresentam cargas virais plasmaticas
indetectaveis na auséncia de terapia antiretroviral, referidos como “HIV controllers”
(Saez-Cirion et al., 2007). Esta bem estabelecido, também, que a infeccao por HIV
influencia a expressao de células T CD8+, causando sua ativagdo imune e expansao
celular (Paul et al., 2005). Assim, uma vez que a doenca causada pelo HIV
caracteriza-se pela ativagao imune crbnica, a persisténcia da carga viral, mesmo em

niveis baixos ou nao detectaveis, poderia atuar constantemente como estimulo
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antigénico, resultando em niveis sustentados de células T CD8+ (Derdeyn &
Silvestri, 2005).

Em relagdo aos topicos relacionados a biologia molecular observamos, no
presente estudo, que todas as 25 criancas infectadas por HIV-1 apresentaram
linhagens virais carreando, no minimo, uma mutagdo polimérfica ou mutacao de
resisténcia antiretroviral nos genes da protease ou da transcriptase reversa.

Linhagens virais resistentes aos inibidores da transcriptase reversa analogos
de nucleosideo, inibidores ndo-andlogos e inibidores de protease foram,
respectivamente, observadas em 18, 7 e 13 criangas. Esta distribuicdo apresentou
uma pequena diferenga em relacdo aquela observada em um estudo prévio
conduzido por nés, na andlise de uma populacdo semelhante (Simonetti et al.,
2003).

Dentre as 18 criangcas apresentando resisténcia viral aos NRTIs, mutacées no
gene RT foram detectadas com maior frequéncia nos cédons T215F/Y (14 criangas),
M41L (13 criancas) e M184V (13 criancas).

Mutagdes nos cdédons 41 e 215, juntamente a outras mutacées em RT, nos
cbédons 67, 70, 210 e 219 sdo denominadas mutagdes de resisténcia aos analogos
de timidina (TAMs).

Elas ocorrem gradualmente sob a pressao seletiva de analogos de timidina,
tanto zidovudina como estavudina, e podem promover resisténcia a quase todos os
andlogos de nucleosideo e nucleotidio, dificultando o manuseio de regimes
antiretrovirais (Shafer et al., 2000; Hu et al., 2006).

No presente estudo, 17 dentre as 18 criancas apresentando resisténcia viral aos
NRTIs estavam em tratamento com regimes contendo zidovudina ou estavudina, no
momento da avaliagcao da resisténcia genotipica.

Varios estudos tém sugerido que as TAMs dividem-se em dois grupos distintos:
o grupo TAM-1 engloba mutagdes que ocorrem juntamente com T215Y, incluindo
M41L e L210W, enquanto que mutagdes que ocorrem juntamente com T215F,
incluindo D67N, K70R e K219Q constituem o grupo TAM-2 (Hanna et al., 2000;
Marcelin et al., 2004).

A divisdo destas mutagbes em dois grupos tem importante significado clinico.
Linhagens virais resistentes "a zidovudina, carreando mutagdes do padrdao TAM-1

apresentam, comumente, resisténcia cruzada a didanosina e tenofovir, enquanto
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que aquelas carreando mutacbées TAM-2 sdo, geralmente, suscetiveis a eles
(Marcelin et al., 2005; Miller et al., 2000).

No presente estudo, as oito criancas agrupadas em TAM-1 apresentaram
resisténcia cruzada a didanosina e tenofovir. Entretanto, para as cinco criangas
agrupadas como TAM-2, os resultados mostraram que apenas uma era suscetivel a
didanosina e tenofovir. Dentre as quatro criangcas restantes, apresentando
resisténcia a didanosina e tenofovir, trés estavam em terapia com regimes contendo
estas drogas, atuando como pressdo seletiva na emergéncia de linhagens virais
resistentes.

A mutacao de hipersuscetibilidade M184V foi frequentemente observada dentre
0s pacientes pediatricos incluidos neste estudo.

Ela aumenta a suscetibilidade viral a zidovudina, tenofovir e estavudina,
parcialmente revertendo a resisténcia mediada por T215Y (Shafer et al., 2000;
Whitcomb et al., 2003).

Entretanto, esta mutagao causa, “in vitro”, alto nivel de resisténcia a lamivudina
(acima de 100 vezes) e emtricitabina. Ela €, geralmente, selecionada em regimes
terapéuticos contendo abacavir (Miller et al., 2000) e menos comumente com ddl
(Winters et al., 1997) causando baixo nivel de resisténcia “in vitro” (cerca de duas
vezes) a cada um destes compostos.

As mutagbes acessorias V118IV, E44D e H208Y, detectadas em 12 criancas
neste estudo, ocorrem com mutacées do padrdo TAM e estdo associadas com
redugdes da suscetibilidade a multiplos NRTIs.

Em particular, a mutacdo V118l ocorre com frequéncia aumentada em
individuos em tratamento com mdultiplos NRTIs, causando resisténcia em baixo nivel
a lamivudina e a outros NRTIs quando presente com a mutacdo E44AD e outras
TAMs.

Em relacdo a mutacado H208Y, dados da literatura indicam a existéncia de forte
associagcao entre esta mutagdo e a experiéncia com NRTIs, principalmente em
individuos com linhagens HIV-1 subtipo B, carreando multiplas mutagcbes de
resisténcia aos NRTIs (Nebbia et al., 2007).

Todas as 12 criangas que exibiram estas mutagdes acessorias demonstraram
um perfil de resisténcia viral compativel com o que foi mencionado, com excecao de

uma crianga (numero 13), que estava em tratamento terapéutico com regime
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incluindo zidovudina e lamivudina, na ocasidao da avaliacao genotipica, e apresentou
uma unica mutacao, V118I, que ndo conferiu evidéncias de resisténcia viral.

Esta crianca era um dos gémeos que apresentaram cepas HIV-1 subtipadas
como F1 e ambos estavam em continua terapia antiretroviral por um periodo de
tempo equivalente a cinco anos.

A outra crianga (numero 12) também apresentou um perfil singular. Ela estava
em tratamento antiretroviral com regime terapéutico que incluia zidovudina,
lamivudina e nelfinavir, durante a realizacdo do teste de resisténcia genotipica, e
apresentou somente a mutagao F77L que néo conferiu evidéncias de resisténcia as
drogas. Em individuos com isolados HIV-1 do subtipo B, a presengca da mutagéo
F77L resulta em aumento da resisténcia a multiplos nucleosideos, causada pela
mutacdo Q151M, quando associada a V75l ou F116Y. Entretanto, o seu efeito na
auséncia de Q151M nao é, ainda, conhecido.

Além das amostras com subtipo F1, observamos, no presente estudo, quatro
amostras subtipo ndo-B, classificadas como recombinantes virais.

Nas duas amostras BD, o perfil de muta¢des seguiu o padréo observado para o
subtipo B, com as mutagcdes M41L e T215F/Y observadas em uma crianca e a
mutagdo M184V em ambas.

O recombinante B/F, detectado em uma criangca, apresentou as mutagdes
M41L, D67N, K103N, M184V e H208Y e o recombinante DF n&o apresentou
mutacdes relevantes de resisténcia viral aos inibidores da transcriptase reversa.

O conhecimento sobre a resisténcia do HIV-1 as drogas antiretrovirais €&
baseado, principalmente, em estudos envolvendo amostras de subtipo B e,
mutagdes conhecidas e definidas para este subtipo, também ocorrem nos demais
subtipos. As evidéncias atuais sugerem comparavel evolugcdo da resisténcia as
drogas em pacientes HIV-1 carreando distintos subtipos (Kantor et al., 2005; Kantor,
2006; van de Vijver et al., 2006). Entretanto, tem sido relatado também que
polimorfismos naturais ocorrem, frequentemente, em isolados HIV-1 com subtipos
nao-B, em posi¢cdes com reconhecida associagao a resisténcia as drogas, em virus
com subtipo B (Kantor, 2006).

Estas diferengcas podem modificar a suscetibilidade as drogas, afetando a
interpretacao de testes para a avaliacdo da resisténcia genotipica e a capacidade
em aplicar estes resultados ao tratamento dos pacientes (Holguin et al., 2006;
Kantor et al., 2005; Kantor, 2006; van de Vijver et al., 2006).
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Em relacdao aos NNRTIs, observamos, no presente estudo, que sete criancas
apresentaram cepas virais (seis subtipo B e um recombinante BF) carreando
mutagdes que conferiram resisténcia a delavirdina (uma crianca) ou as trés drogas,
nevirapina, delavirdina e efavirenz.

Trés criangas (numeros 14, 20 e 24) estavam em tratamento com regimes que
incluiam nevirapina ou efavirenz, no momento da avaliagdo do teste de
genotipagem, e apresentaram mutagdes especificas que conferiram niveis de
resisténcia viral, intermediarios a elevados, a todas as trés drogas.

Duas outras criangas (numeros 8 e 23) apresentaram a mutacao A98G. Esta
mutagdo ocorre em cerca de 1% de individuos com regimes terapéuticos que nao
incluem os NNRTI e causa resisténcia a nevirapina, em baixo nivel.

As criangas que apresentaram esta mutagdo estavam em regime terapéutico
sem NNRTIs mas, ao invés de apresentarem resisténcia viral a nevirapina, os
resultados indicaram, em uma crianga, resisténcia viral, em baixos niveis, as trés
drogas e, na outra crianga, resisténcia somente a delavirdina.

As duas criancgas restantes (numeros 10 e 25) também ndo estavam recebendo
NNRTIs no momento da avaliagdo genotipica porém, haviam recebido regimes
antiretrovirais contendo nevirapina dois a trés anos antes da realizacao do teste.

Uma delas (numero 10, recombinante BF) apresentou a mutagcdo K103N e a
outra (nimero 25) apresentou as mutagcdes K101E e G190A, que conferiram
resisténcia viral as trés drogas, em ambas as criancas.

A possivel explicacdo para o que foi observado é que as mutagbes de
resisténcia aos NNRTIS, uma vez selecionadas, sdo geralmente detectadas no
plasma de individuos infectados, em periodos de tempo que se estendem por meses
a anos, apés a descontinuidade da medicacgao (Joly et al., 2001; Soriano, 2006).

Dentre as 12 criangas que apresentaram resisténcia aos Pls, mutagdes no gene
da protease foram observadas, mais frequentemente, nos coédons M46IL (seis
criangas), L90M (cinco criangas) e D30N (quatro criangas).

Mutagdes na posigao 46 contribuem para a resisténcia viral a cada um dos Pls,
decrescendo a suscetibilidade a IDV, NFV, FPV, LPV, ATV, TPV e, possivelmente,
SQV e DRV quando presente com outras mutacdes. Esta mutacdo tem sido
comumente relatada durante terapias com IDV, RTV, APV e NFV (Condra et al.,
2000).
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As seis criangas que apresentaram a mutacao M46IL estavam em terapia com
regimes contendo NFV ou RTV, no momento da avaliagao do teste de genotipagem,
com excecao de uma crianca (numero 27) que jamais havia recebido regimes
terapéuticos contendo Pls. Em adicdo a mutagcdo M46L, ela apresentou o
polimorfismo A71V, que ocorre em 1-2% de pessoas ndo tratadas, mas que tem se
tornado muito mais frequente em individuos em tratamento com Pls.

A mutacdo L90OM confere resisténcia a NFV, SQV, ATV e IDV (Dronda et al.,
2001). Quando presente a outras mutagdes, compromete adicionalmente a atividade
de FPV, LPV e TPV. Todas as cinco criangas apresentando esta mutagéo
mostraram um importante perfil de resisténcia viral a multiplas drogas, variando entre
cinco a doze Pls.

Residuos ndo comuns foram relatados na posicao 89. A mutagdo L89M foi
observada em duas criancas em tratamento sem a inclusdao de Pls, carreando
linhagens virais subtipo F1 e sem evidéncias de resisténcia aos Pls. Esta mutacao é
uma substituicao polimérfica que ocorre naturalmente em subtipos F e outros nao-B,
que pode levar ao desenvolvimento precoce de resisténcia as drogas em pacientes
infectados com subtipos ndo-B (Sanches et al., 2007).

A mutacao L89I foi detectada em duas criancas infectadas por HIV-1 subtipo B,
que estavam recebendo terapia com regime contendo RTV e apresentaram
resisténcia viral a multiplas drogas.

Tem sido relatado que, para os subtipos C, F e G, o cddon tipo selvagem em 89
€ M, comparado a L para o subtipo B, e que a mutacdo M89Il é, de maneira
significativa, mais frequentemente observada em pacientes tratados com Pls do que
em pacientes ndo tratados, apresentando mutag¢des de resisténcia principais a estes
antiretrovirais (Abecasis et al., 2005).

Além das amostras com subtipo F1, observamos que a presenca de mutacoes
no gene da protease, em amostras de subtipo nédo-B, obedeceu a seguinte
distribuicdo: recombinantes BF e DF apresentaram as mutagdes acessorias
polimorficas M36ILV e L63P, que n&o conferiram evidéncias de resisténcia aos Pls.

Nas duas amostras classificadas como recombinante BD, foram registradas
mutagdes acessorias polimorficas e mutagdes principais de resisténcia viral aos Pls.
Adicionalmente, a mutacdo acessoOria nao-polimoérfica T74S, provavelmente

associada a resisténcia a multiplos Pls, foi relatada em uma crianga.
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Deve ser observado que a maioria dos pacientes analisados neste estudo
apresentou linhagens HIV-1 classificadas no subtipo B. Andlises adicionais sao
requeridas para incrementar as informacdes relativas ao papel de substituicoes
polimoérficas e mutagdes incomuns sobre a resisténcia viral as drogas em outros
subtipos ndo-B.

Estudos sobre a resisténcia viral, envolvendo criangas infectadas por HIV-1,
sao de particular importancia e consistem em relevante contribuicdo aos dados
disponiveis na literatura mundial.

A informacao sobre os padrbes de resisténcia é de fundamental importancia
em definir decisbes sobre a combinagcdo de drogas, objetivando o melhor efeito
antiviral.

Além disto, a vigilancia da resisténcia viral referente aos niveis regionais,
podera fornecer orientacées basicas ao uso racional das drogas antiretrovirais em
programas de tratamento.

Adicionalmente, estudos sobre a resisténcia viral sdo importantes ndo sé
para o monitoramento epidemioldégico da infeccdo como também para o

desenvolvimento de vacinas.
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14 CONCLUSOES

e As mutagbes de resisténcia viral, detectadas no grupo de pacientes
pediatricos incluidos neste estudo, conferiram significativos niveis de
resisténcia aos diferentes compostos antiretrovirais, inibidores de
transcriptase reversa e de protease.

e O perfil de resisténcia viral caracterizou-se por relevante numero de mutagoes
em importantes codons de resisténcia, contribuindo para o desenvolvimento
de linhagens virais resistentes a multiplas drogas em 18 das 25 criangas
analisadas.

e Importante declinio da carga viral foi observado em 17 criangas, sendo 11
delas com resisténcia viral a mudltiplas drogas, que tiveram opcdes
terapéuticas alternativas, baseadas nos resultados de testes de resisténcia
genotipica para HIV-1. Niveis indetectaveis da carga viral foram alcan¢ados
em 13 das 17 criancgas.

e Além do declinio da carga viral, observou-se aumento nas contagens e/ou
percentuais de células T CD4+ em 12 criangas, apds alteracdo do esquema
antiretroviral, demonstrando melhorias nos niveis de imunodeficiéncia
associada ao HIV.

e A deteccdo de mutagdes no genoma viral, através da genotipagem, é
importante em estabelecer o significado clinico de isolados resistentes e a
associacao desta metodologia a carga viral e contagens de células CD4
podera orientar na introducdo e alteracbes do esquema terapéutico,

contribuindo para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

