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aos antirretrovirais entre criangas infectadas pelo HIV-1
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among HIV-1-infected children
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Resumo

Objetivo: Avaliar a genotipagem e subtipagem em
criancas experimentadas e virgens de tratamento, assi-
mcomoperfis de resisténcia a medicamentos através da
genotipagem nessas criangas.

Métodos: Estudo retrospectivo de criancas HIV po-
sitivas virgens de tratamento e HIV positivas que ndo
responderam ao tratamento pela terapia antirretroviral
altamente ativa (HAART), acompanhadas na Santa Casa
de Sao Paulo (SP). A genotipagem foi realizada com
produtos purificados de reacio em cadeia da polimerase
(PCR) de RNA retrotranscrito, utilizando-se o kit comer-
cial Viroseq HIV-1 Genotyping System 2.0 ou a técnica
de nested PCR in-house. O sequenciamento foi realizado
com equipamento automadtico (ABI 3100). As mutagdes
de resisténcia antirretroviral (ARV) foram analisadas no
Stanford HIV Drug Resistance Database e a subtipagem
realizada no U.S. National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI), utilizando-se o programa de andlises
SimPlot, juntamente com a andlise filogenética.

Resultados: Nao foi detectada nenhuma mutagao de re-
sisténcia primdria ARV nas 24 criancas virgens de tratamen-
to, embora tenham ocorrido muta¢des que podem contribuir
para a resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa ana-
logos de nucleosideos (ITRN) (12,5%) e aos inibidores da
protease (IP) (95,8%). Para as 23 criangas que ndo responde-
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Abstract:

Objective: To evaluate genotyping and subtyping in
antiretroviral (ARV) naive and experienced children, as
well as drug resistance profiles through genotyping in
these children.

Methods: This retrospective study assessed ARV-
naive HIV children and HIV children failing highly acti-
ve antiretroviral treatment (HAART) followed up at San-
ta Casa de Sao Paulo. Genotypingwas performed using
purified polymerase chain reaction (PCR) products from
retrotranscribed RNA using Kit Viroseq HIV-1 Genoty-
ping System 2.0 or nested PCR in-house. Sequencing
was performed using automatic equipment (ABI 3100).
ARV resistance mutations were analyzed in the Stanford
HIV Drug Resistance Database and subtypingwas per-
formed at the National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI), using SimPlot analysis, together with
phylogenetic analysis.

Results: No primary ARV resistance mutationwas de-
tected in the 24 ARV-naive children, although there were
mutations that may contribute to resistance to nucleoside
analogue reverse transcriptase inhibitors (NRTI) (12.5%)
and to protease inhibitors (PI) (95.8%). For the23chil-
dren failing HAART, we found ARV resistance mutatio-
ns to NRTI in 95.6% and to non-nucleoside analogue re-

Médica assistente, Servigo de Infectologia Pedidtrica, Santa Casa de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP.
Médico responsavel, Servico de Infectologia Pedidtrica, Santa Casa de Sao Paulo, Sao Paulo, SP.
Médica responsével, Laboratério de Genotipagem, Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.

Médico assistente, Servi¢o de Infectologia Pedidtrica, Santa Casa de Sao Paulo, Sdo Paulo, SP.
Médica p6s-graduanda, Faculdade de Ciéncias Médicas, Santa Casa de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP.
Biomédica, Laboratério de Genotipagem, Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP.

Como citar este artigo: Almeida FJ, Berezin EN, Rodrigues R, Safadi MA, Arnoni MV, Oliveira C, et al. Diversity and prevalence of antiretroviral genotypic
resistance mutations among HIV-1-infected children. J Pediatr (Rio J). 2009;85(2):104-109.

Artigo submetido em 08.09.08, aceito em 21.01.09.
doi:10.2223/JPED.1877

(1) Articulo original de Brasil, publicado en el Jornal de Pediatria (Rio J.) 2009; 85: 104-9 y que fue seleccionado para su reproduccion en la XV
Reunidn de Editores de Revistas Pediatricas del Cono Sur. Paraguay 2010

Rev Soc Bol Ped 2011; 50 (3): 186 - 93

186



ram a HAART, foram encontradas mutacdes de resisténcia
ARV aos ITR Nem 95,6% e aos inibidores da transcriptase
reversa ndo-andlogos de nucleosideos (ITRNN) em 60,8%.
Para os IP, foram observadas mutacdes de resisténcia ARV
em 95,7%,47.8% das quais apresentavam apenas polimor-
fismos. Nas andlises de subtipagem,78,3%das sequéncias
agruparam-se no subtipo B do HIV-1,4,3% no C, 13% no F
e 4.4% em formas recombinantes.

Conclusoes: Nossos resultados mostrambaixas taxas
de resisténcia primdria em criangas virgens de tratamento
e altas taxas de resisténcia emcriangas que ndo respon-
deramao tratamento ARV, o que € compativel com o uso
ARV nesses pacientes.

Palabras Claves:
Rev Soc Bol Ped 2011; 50 (3): 186-93: HIV, resistén-
cia, gendtipo, crianga, terapia antirretroviral.

Introducao

A introdug¢do da terapia antirretroviral altamente ati-
va (highly active antiretroviral treatment, HAART)
tem reduzido as taxas de morbimortalidade em
criancas infectadas pelo HIV-1. No Brasil, a terapia
antirretroviral (ARV), assim como o acesso a tes-
tes de monitoramento como a contagem de células
TCDA4, carga viral e genotipagem, sdo oferecidos
gratuitamente pelo governo a todos os pacientes in-
fectados pelo HIV-1'.

O surgimento de virus resistentes a medicamentos
pode limitar a eficdcia do tratamento ARV. Apesar do
crescente nimero de agentes antirretrovirais disponi-
veis, as op¢Oes para as criancas infectadas pelo HIV-1
que ndo respondem a terapia ARV permanecem limi-
tadas, especialmente para os inibidores da transcrip-
tase reversa andlogos de nucleosideos (ITRN), que
eram os antirretrovirais de primeira linha disponiveis
e sdo os mais usados. Embora tenham sido demons-
tradas taxas elevadas de resisténcia ARV em criangas
que ndo respondem a terapia ARV*?, ainda sdo limita-
das as informacdes sobre resisténcia a medicamentos
na populacdo pedidtrica, assim como sobre o impacto
dos testes de resisténcia.

Nos ultimos 10 anos, a prevaléncia de resisténcia
primdria ao HIV tem variado de 0 a 25%, com taxas
mais elevadas e crescentesempaises com acesso a

verse transcriptase inhibitors (NNRTT) in 60.8%. For PI,
we found ARV resistance mutations in 95.7%, 47.8% of
which had only polymorfisms. In the subtyping analyses,
78.3% of the sequences clustered in HIV-1 subtype B,
4.3% in C, 13% in F and 4.4% in recombinant forms.

Conclusion: Our results show low rates of primary
resistance in ARV-naive children and high rates of resis-
tance in children failing ARV treatment, which is compa-
tible with ARV use in these patients.

Key words:

Rev Soc Bol Ped 2011;50 (3): 186-93: HIV, resistance,
genotype, child, antiretroviral therapy.

terapia ARV®!2, No Brasil, apesar da terapia ARV
ser gratuita, nos dltimos 10 anos, ainda observamos

13-19

baixas taxas de resisténcia primaria'>'’, mas nao ha

informacdes disponiveis sobre as criangas.

O papel da diversidade viral na transmissdo e res-
posta a tratamento permanece nao esclarecido. O
HIV-1 pode ser classificado em trés grupos: M, O e
N. O grupo M € responsdvel pela pandemia e, com
base na distincia genética, pode ser classificado em
11 subtipos e 37 formas recombinantes circulantes
(circulating recombinant forms, CRF). No Brasil,
predomina a infec¢do por HIV-1 do subtipo B, com
a cocirculacio do subtipo F como uma variante me-
nor; com excecdo da Regido Sul, onde prevalece o
subtipo C. Esse cendrio favorece a recombinacao in-
tersubtipo e diferentes mosaicos, incluindo as CRF
BF e BC, tém sido descritos.

Este estudo tem por objetivo comparar a genotipa-
gem e subtipagem do HIV-1 em criancas experimen-
tadas e virgens de tratamento e comparar os perfis
de resisténcia aos medicamentos usados através da
genotipagem nessas criangas.

Métodos

A Santa Casa é um hospital de referéncia, locali-
zado na area central da cidade de Sdo Paulo (SP),
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com 150 leitos pedidtricos. Em seu ambulatério,
em torno de 80 criancas e adolescentes infectados
pelo HIV-1 sdo acompanhados. O protocolo de es-
tudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Santa Casa e do Instituto Adolfo Lutz. Todos
pacientes assinaramumtermo de consentimento li-
vre e esclarecido.

O estudo foi conduzido entre novembro de 2000 e
margo de 2004. Foram selecionadas criangas infec-
tadas pelo HIV-1 virgens de tratamento e criancas
previamente tratadas (experimentadas) que ndo res-
ponderam a terapia ARV (falha viroldgica).

As fichas dos pacientes foram examinadas para co-
leta de dados demogréficos, contagem de células
CD4, carga viral, genotipagem e histérico ARV.

O grupo virgem de tratamento ARV era composto
por criangas de 0 a 16 anos no momento do diagnds-
tico de infeccdo pelo HIV. O grupo experimentado
em tratamento ARV era composto por criancas de 0
a 16 anos em HAART (definida como, pelo menos,
3 ARV) por ao menos 3 meses e que apresentavam
falha virolégica (definida como uma reducdo < 1
log,, ap6s 12 semanas do inicio da HAART ou um
aumento > 0,5 log, ).

Provas laboratoriais

- Quantificagdo do RNA do HIV-1: a carga viral foi
medida utilizando-se o teste COBAS Amplicor
HIV-1 Monitor Test 1.5, com uma quantificagao
de 400 copias/mL.

- Genotipagem e subtipagem do HIV-1: a genoti-
pagem foi realizada utilizando-se produtos puri-
ficados de reacdo em cadeia da polimerase (poly-
merase chain reaction, PCR) de RNA retrotrans-

crito, utilizando-se o kit comercial Viroseq HIV-1
Genotyping System 2.0 ou a técnica de nested
PCR in-house®. O sequenciamento foi realiza-
do com equipamento automédtico (ABI 3100). As
mutagdes de resist€ncia ARV foram analisadas
no banco de dados de resisténcia do HIV a medi-
camentos da Universidade de Stanford (Stanford
HIV Drug Resistance Database). A subtipagem
foi realizada no Centro Nacional de Informagao
em Biotecnologia dos Estados Unidos (National
Center for Biotechnology Information, NCBI),
utilizando-se o programa de andlises SimPlot,
juntamente com a andlise filogenética. Andlises
moleculares mais detalhadas de partes das amos-
tras foram descritas em outro estudo?.

- Andlise das mutacdes de resisténcia aos medica-
mentos: mutacdes da transcriptase reversa (TR)
associadas a resisténcia foramidentificadas de
acordocoma Sociedade Internacional de AIDS
(International AIDS Society, IAS)* e o Stanford
HIV Drug Resistance Database®.

Resultados

Nossa amostra total foi composta por 47 criancas,
das quais 24 eram virgens de tratamento e 23 ndo
responderam a terapia ARV. Todos os pacientes ad-
quiriram o HIV por transmissdo vertical. A Tabela 1
apresenta as caracteristicas da populagdo de estudo.

No grupo de criangas virgens de tratamento, todas
as amostras foram obtidas na confirmagdo do diag-
néstico. Os 24 pacientes eram filhos de maes ndo
tratadas durante a gravidez. Apenas duas receberam
AZT profilatico nas primeiras 6 semanas de vida.

Tabela 1 - Caracteristicas da populacao de estudo

Criancas virgens de tratamento

Criancas tratadas

Idade média na inclusdo (meses)
Idade média no diagnéstico (meses)
Média de CD4 (célula/mm3)

Média de CV (log10)

CV = carga viral.

(n = 24) (n=23)
21,5 102
21,5 61
888 402
5,30 5,04
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No grupo que nao respondeu a terapia ARV, a du-
racdo média do tratamento ARV foi de 60 meses
(3-120) e o nimero médio de tratamentos ARV foi
quatro (1-10). Sete pacientes receberam monotera-
pia, e 10 receberam terapia dupla anteriormente. Os
seis restantes iniciaram tratamento pela HAART.

No momento da genotipagem, todos os pacientes,
exceto dois, estavam em tratamento pela HAART.
Dezessete pacientes ja haviam sido expostos aos
inibidores da transcriptase reversa nao-andlogos
de nucleosideos (ITRNN) e 16 aos inibidores da
protease (IP).

Todos os pacientes haviam recebido ou estavam
recebendo AZT; 91,3%, DDI; 82,6%, 3TC e D4T,;
47.8%, Efavirenz; 34,7%, Nevirapina; 54,1%, Rito-
navir; 60,8%, Nelfinavir; 8,6%, Amprenavir; 4,3%,
Indinavir, Saquinavir e Lopinavir. Os esquemas
ARV observados no momento da coleta da amos-
tra foram: esquema duplo de ITRN (AZT+DDI) em
8,6% das criancas, 2 ITRN + 1 ITRNN em 30,4%,
1 ITRN + 1 ITRNN + 1 IPem 17,3%, 2 ITRN + 1
IPem 43,4%.

No grupo de virgens de tratamento, ndo foram ob-
servadas mutacdes de resisténcia principal em nen-
hum dos tratamentos ARV, mas foram encontradas
mutacdes secunddrias que contribuem para a resis-
téncia aos ITRN (12,5%) e IP (95,8%). As mutagdes
de resisténcia mais frequentes foram L10I (16,7%),
K20R (12,5%), M361 (33%), L63P (37,5%), A71T
(8,3%), VTT1 (25%), V821 (4%), 193L (12,5%),
V1181 (8,3%), K219N (4,1%).

No grupo de criangas experimentadas, todas as
amostras (95,6%), exceto uma, tiverammutagoes
que conferem resisténcia aos ITRN e 14 amostras
(60,8%) aos ITRNN. As mutacdes mais comuns aos
ITRN foram T215 (69,6%), M184 (56,5%), D67
(47,8%), M41 (43,5%), K219 (34,8%); e aos ITR-
NN foram K103 (39,1%) e Y181 (17,4%). Encon-
tramos mutacdo por excisdo de nucleotideos (nu-
cleotide excision mutation, NEM) em 17 pacientes
(73,9%), com uma média de trés mutagdes/paciente
(0-5). Na protease, 95,7% tiveram mutacoes, 47,8%

das quais apresentaram apenas polimorfismos nos
codons 10, 20, 36, 63, 71, 77,93 e 47,8% tiveram
mutagdes primdrias que conferem resisténcia aos
IP. As mutagdesmais comuns foramV82, 154, 1.90
(21,7%), M46 (17,4%). A Tabela 2 mostra o perfil
da resisténcia ARV de acordo com o Stanford HIV
Drug Resistance Database.

Nas andlises de subtipagem, 78,3% das sequéncias
agruparam-se no subtipo B do HIV-1,4,3% no sub-
tipo C,13% no F e 4,4% nos mosaicos BF.

Discussao

No grupo de criangas virgens de tratamento nao
foram encontradas mutacdes que confiram resis-
téncia primdria aos ITRN, ITRNN ou IP, mas ape-
nas mutacdes secunddrias que contribuem para a
resisténcia. No gene TR, dois pacientes tiveram
V1181 e outro teve K219N. Este dltimo tinha rece-
bido AZT profilético nos primeiros 45 dias de vida,
0 que pode explicar a presenca dessa mutacdo.Na
protease,umpaciente, agrupado como B, teve V82I;
essa mutagdo é mais freqiiente em subtipos ndo-B
(1%), conferindo baixa resisténcia aos IP?*%8,

Os estudos que avaliaram a resisténcia primdria ao
HIV demonstraram uma prevaléncia que varia de 0
a 25%"%". No Brasil, apesar da terapia ARV ser gra-
tuita, nos ultimos 10 anos, ainda observamos baixas
taxas de resisténcia primdria, com excecdo de algu-
mas cidades do pais, como Santos (SP)!*".

Nossos dados ndo mostraram taxas de resisténcia
elevadas entre os pacientes virgens de tratamento.
Um aspecto que pode ter contribuido para isso € o
fato de que todos os pacientes eram filhos de maes
ndo tratadas, que nao haviam recebido o diagndstico
da infeccdo pelo HIV antes da gravidez.

No grupo que nao respondeu a terapia ARV, obser-
vamos uma taxa elevada de resisténcia genotipica,
com um padrdo varidvel de mutacdes. Outros estu-
dos brasileiros que também avaliaram criancas que
nao responderam a terapia ARV encontraram taxas

similares>*'?.
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Tabela 2 - Perfil da resisténcia aos antirretrovirais, de acordo com o Stanford HIV Drug Resistance
Database, no grupo de criangas experimentadas (n = 23)

Antirretroviral Resi(s(;jncia
Abacavir 8,6
Didanosina 17,4
Emitricitabina 56,5
Estavudina 43,5
Lamivudina 52,1
Tenofovir 0
Zidovudina 48
Delavirdina 56,5
Efavirenz 56,5
Etravirina 4.3
Nevirapina 65,2
Atazanavir 4.3
Darunavir 0
Fosamprenavir 4.3
Indinavir 13
Lopinavir 0
Nelfinavir 30,4
Ritonavir 13
Saquinavir 8,6
Tipranavir 0

Considerando os ITRN, as mutagées mais fre-
quentes foram T215 (69,6%), M184 (56,5%), D67
(47 8%), M41 (43,5%), K219 (34,8%). E comum
encontrar quatro, cinco e até seis NEM em pacien-
tes que ndo respondem a muitos tratamentos ARV.
Esse fato reduz a susceptibilidade a muitos ITRN,
principalmente ao AZT, DAT e Abacavir; mas tam-
bém ao DDI e Tenofovir?>?,

O AZT é o medicamento usado com mais frequéncia
na populagdo pediatrica. Todos os pacientes foram
expostos a0 AZT e 74% deles tiveram mutacdes as-
sociadas a resisténcia.

Outros estudos com criangas que nao responderam
a terapia ARV apresentaram taxas similares de re-
sisténcia ao AZT (64-85%)%%.

Também observamos uma alta taxa de mutagdes de
resisténcia ao D4 Tempacientes expostos (68.,4%) e
nao-expostos (74%). Resultados diferentes foram

Resisténcia intermediaria Suscetivel
(%) (%)
86,9 4.3
65,2 17,4

13 30,5
30,5 26
17,4 30,5

74 26

26 26
43 39,1
4,3 39,1
56,5 39,1

0 39,1
43,4 52,1
30,4 69,5
39,1 56,5
30,4 56,5
43,4 56,5
17,4 52,1
30,3 56,5
39,1 52,1
34,8 65,2

encontrados na literatura, com uma prevaléncia de
resisténcia variando de 0 a 20% em criancas expos-
tas*9%°, Essa discrepancia nos resultados pode ser
explicada pelas diferencas nos critérios de inclusao
com relacdo as mutacdes de resisténcia ao DA4T.
O primeiro estudo* considerou apenas a mutagio
V75T; enquanto o segundo 5 considerou as mu-
tacoes T215Y, M184V, K70R, D67N; o terceiro®
considerou as mutagdes Q151M e 69I; e o tltimo*
ndo mencionou as mutagdes consideradas. A defi-
nicdo de resisténcia varia entre os estudos e algorit-
mos de interpretacdo desenvolvem-se ao longo do
tempo. Em nosso estudo, consideramos as mutacdes
41,210,215,75T, 151, 69SS, publicadas pela IAS*
e pela Universidade de Stanford?.

O 3TC € também um ITRN frequentemente usado
para criancas. Nove de nossos pacientes foram ex-
postos previamente ao 3TC, sendo que 11 pacientes
estavam em uso do medicamento, porum periodo
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médio de 31 meses. Encontramos mutacdo M184
em 63% de nossos pacientes expostos ao 3TC e em
25% dos nao-expostos. Essa baixa taxa de mutagao
em pacientes ndo-expostos com mutacdo de resis-
téncia ao 3TC pode ser explicada pela especificida-
de da M184 a esse ITRN.

Para o DDI, quando consideradas as mutacdes 65,
74,75T, encontramos L74V em apenas um pacien-
te exposto (4,8%), que estava em uso do medica-
mento no momento da genotipagem. Em pacientes
ndo-expostos ndo foi encontrada nenhuma mutacao.
Foram observados resultados diferentes na literatu-
ra, com taxas mais altas de mutacdo de resisténcia
emcriangas expostas e ndo-expostas>”. Esse resulta-
do também pode ser explicado por dificuldades nos
critérios de inclusdo com relacdo as mutacdes de
resisténcia, como acontece com o D4T. A mutacdo
M184 nio foi considerada para o DDI, com base na
publicacdo da TAS*. Nesse relatério, a M184 nao
estd associada a resisté€ncia ao DDI in vivo. Esse fato
foi demonstradoemdiferentes estudos?®!**. Operfil de
resisténcia ao DDI conforme o Stanford HIV Drug
Resistance Database também revelou umabaixa
taxa de resisténcia (17,4%), mas, quando considera-
da a resisténcia intermedidria, chegou a 65,2%.

Muitas mutagdes conferem resisténcia cruzada a
diversos antirretrovirais dentro dos ITRN. Esse
fato pode ser demonstrado através de nossos re-
sultados, jd que pacientes sem exposicao ao Aba-
cavir e Tenofovir tiveram mutacdes associadas a
resisténcia a esses inibidores. Padrdes similares de
resisténcia também foram apresentados em outros
estudos pedidtricos>%.

Para os ITRNN, as mutagdes mais frequentes foram
K103 (39,1%) e Y181 (17,4%). Essa classe também
¢ frequentemente usada na populacdo pedidtrica.
Tivemos 12 pacientes que ndo responderam a tera-
pia ITRNN e todos apresentaram alguma mutacao
que confere resisténcia aos ITRNN, confirmando a
baixa barreira genética dessa classe. Nao encontra-
mos mutacdes nos ITRNN em pacientes que nunca
tinham feito uso do medicamento.

Para os IP as muta¢des mais frequentes foram V82,
154,190 (21,7%) e M46 (17 ,4%). Os IP usados com
mais frequéncia em nossas criancas, no momento
da realizacdo do estudo, foram o Ritonavir e Nel-
finavir. Embora outros IP ndo tenham sido usados,
observamos resisténcia cruzada a alguns deles, com
exce¢do do Lopinavir/r, Tipranavir e Darunavir,
sugerindo um potencial beneficio dessas drogas na
terapia de resgate. Os polimorfismos mais frequen-
tes foram L63 (73,9%), M36, L10 ¢ V77 (34,8%).
Opolimorfismo L63 é realmente o mais freqiiente
na literatura, variando de 50 a 90%?>%.

O subtipo B do HIV-1 predomina na América
Latina, incluindo o Brasil, mas outros subtipos,
como o F e C, também circulam, favorecendo
as CRF. Estudos brasileiros®* incluindo criangas
apresentam taxas de 67 a 78% do subtipo B e de 6
a 15% do subtipo F; similares aos nossos resulta-
dos (78% do B e 13% do F). Entretanto, conside-
randose o subtipo C, observamos uma taxa mais
alta (4,3%). Esse fato estd ocorrendo na Regido
Sul do Brasil, com taxas de 29 a 70%"333¢, re-
velando uma distin¢do epidemioldgica naquela
regido. As CRF foram encontradas em 4,4% das
criancas de nosso estudo (B/B-F em 2,2% e F/B
em 2,2%), mas € necessdrio sequenciar o gene
completo para descartar novas recombinagdes em
regides gendmicas.

Em conclusao, foi observado um extenso perfil de
resisténcia em criancas que ndo responderam aos
esquemas ARV, com 95% das amostras apresen-
tando resisténcia a pelo menos uma classe de me-
dicamentos.

A falta de mutacdes principais em criangas virgens
de tratamento estd de acordo com trabalhos ante-
riores documentando baixa prevaléncia dessas mu-
tacdes em nosso pafs, assim como a presenga de
polimorfismos.

Sao necessdrios estudos mais detalhados em criancas
para confirmar esses achados e avaliar a prevaléncia
e importancia da resisténcia do HIV.
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