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Resumo

Objetivo: avaliar a genotipagem e subtipagem em

crianças experimentadas e virgens de tratamento,

assim como perfis de resistência a medicamentos

através da genotipagem nessas crianças.

Métodos: estudo retrospectivo de crianças HIV

positivas virgens de tratamento e HIV positivas que não

responderam ao tratamento pela terapia antirretroviral

altamente ativa (HAART), acompanhadas na Santa

Casa de São Paulo (SP). A genotipagem foi realizada

com produtos purificados de reação em cadeia da

polimerase (PCR) de RNA retrotranscrito, utilizando-se

o kit comercial Viroseq HIV-1 Genotyping System 2.0

ou a técnica de nested PCR in-house. O

sequenciamento foi realizado com equipamento

automático (ABI 3100). As mutações de resistência

antirretroviral (ARV) foram analisadas no Stanford HIV

Drug Resistance Database e a subtipagem realizada

no U.S. National Center for Biotechnology Information

(NCBI), utilizando-se o programa de análises SimPlot,

juntamente com a análise filogenética.

Resultados: não foi detectada nenhuma mutação de

resistência primária ARV nas 24 crianças virgens de

tratamento, embora tenham ocorrido mutações que

podem contribuir para a resistência aos inibidores da

transcriptase reversa análogos de nucleosídeos (ITRN)

(12,5%) e aos inibidores da protease (IP) (95,8%). Para

as 23 crianças que não responderam à HAART, foram

encontradas mutações de resistência ARV aos ITRN

em 95,6% e aos inibidores da transcriptase reversa

não-análogos de nucleosídeos (ITRNN) em 60,8%.

Para os IP, foram observadas mutações de resistência

ARV em 95,7%, 47,8% das quais apresentavam apenas

polimorfismos. Nas análises de subtipagem, 78,3%

das sequências agruparam-se no subtipo B do HIV-1,

4,3% no C, 13% no F e 4,4% em formas

recombinantes.

Conclusões: nossos resultados mostram baixas taxas

de resistência primária em crianças virgens de

tratamento e altas taxas de resistência em crianças

que não responderam ao tratamento ARV, o que é

compatível com o uso ARV nesses pacientes.
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Summary

Objective: to evaluate genotyping and subtyping in

antiretroviral (ARV) naïve and experienced children, as

well as drug resistance profiles through genotyping in

these children.

Methods: this retrospective study assessed ARV-naïve

HIV children and HIV children failing highly active

antiretroviral treatment (HAART) followed up at Santa

Casa de São Paulo. Genotyping was performed using

purified polymerase chain reaction (PCR) products

from retrotranscribed RNA using Kit Viroseq HIV-1

Genotyping 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 subtyping was performed at the National

Center for Biotechnology Information (NCBI), using

SimPlot analysis, together with phylogenetic analysis.

Results: no primary ARV resistance mutation was

detected in the 24 ARV-naïve 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 the 23 children failing HAART, we found ARV

resistance mutations to NRTI in 95.6% and to

non-nucleoside analogue reverse transcriptase

inhibitors (NNRTI) 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-naïve children and high rates of

resistance in children failing ARV treatment, which is

compatible with ARV use in these patients.
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Introdução
A introdução da terapia antirretroviral altamente ativa
(highly active antiretroviral treatment, HAART) tem re-
duzido as taxas de morbimortalidade em crianças infec-
tadas pelo HIV-1. No Brasil, a terapia antirretroviral
(ARV), assim como o acesso a testes de monitoramento
como a contagem de células TCD4, carga viral e genoti-
pagem, são oferecidos gratuitamente pelo governo a to-
dos os pacientes infectados pelo HIV-1 (1).

O surgimento de vírus resistentes a medicamentos
pode limitar a eficácia do tratamento ARV. Apesar do
crescente número de agentes antirretrovirais disponí-
veis, as opções para as crianças infectadas pelo HIV-1
que não respondem à terapia ARV permanecem limita-
das, especialmente para os inibidores da transcriptase
reversa análogos de nucleosídeos (ITRN), que eram os
antirretrovirais de primeira linha disponíveis e são os
mais usados. Embora tenham sido demonstradas taxas
elevadas de resistência ARV em crianças que não res-
pondem à terapia ARV (2-5), ainda são limitadas as infor-
mações sobre resistência a medicamentos na população
pediátrica, assim como sobre o impacto dos testes de
resistência.

Nos últimos 10 anos, a prevalência de resistência
primária ao HIV tem variado de 0 a 25%, com taxas mais
elevadas e crescentes em países com acesso à terapia
ARV (6-12). No Brasil, apesar da terapia ARV ser gratui-
ta, nos últimos 10 anos, ainda observamos baixas taxas
de resistência primária (13-19), mas não há informações
disponíveis sobre as crianças.

O papel da diversidade viral na transmissão e respos-
ta a tratamento permanece não esclarecido. O HIV-1 po-
de ser classificado em três grupos: M,Oe N.O grupo M é
responsável pela pandemia e, com base na distância ge-
nética, pode ser classificado em 11 subtipos e 37 formas
recombinantes circulantes (circulating recombinant

forms, CRF). No Brasil, predomina a infecção por
HIV-1 do subtipo B, com a cocirculação do subtipo F
como uma variante menor; com exceção da Região Sul,
onde prevalece o subtipo C. Esse cenário favorece a re-
combinação intersubtipo e diferentes mosaicos, incluin-
do as CRF BF e BC, têm sido descritos.

Este estudo tem por objetivo comparar a genotipa-
gem e subtipagem do HIV-1 em crianças experimenta-
das e virgens de tratamento e comparar os perfis de re-
sistência aos medicamentos usados através da genotipa-
gem nessas crianças.

Métodos
A Santa Casa é um hospital de referência, localizado na
área central da cidade de São Paulo (SP), com 150 leitos
pediátricos. Em seu ambulatório, em torno de 80 crian-
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ças e adolescentes infectados pelo HIV-1 são acompan-
hados. O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comitê
de Ética e Pesquisa da Santa Casa e do Instituto Adolfo
Lutz. Todos pacientes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido.

O estudo foi conduzido entre novembro de 2000 e
março de 2004. Foram selecionadas crianças infectadas
pelo HIV-1 virgens de tratamento e crianças previamen-
te tratadas (experimentadas) que não responderam à
terapia ARV (falha virológica).

As fichas dos pacientes foram examinadas para cole-
ta de dados demográficos, contagem de células CD4,
carga viral, genotipagem e histórico ARV.

O grupo virgem de tratamento ARV era composto
por crianças de 0 a 16 anos no momento do diagnóstico
de infecção pelo HIV. O grupo experimentado em trata-
mento ARV era composto por crianças de 0 a 16 anos em
HAART (definida como, pelo menos, 3 ARV) por ao
menos 3 meses e que apresentavam falha virológica (de-
finida como uma redução < 1 log10 após 12 semanas do
início da HAART ou um aumento > 0,5 log10).

Provas laboratoriais

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

� Genotipagem e subtipagem do HIV-1: a genotipa-
gem foi realizada utilizando-se produtos purificados
de reação em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction, PCR) de RNA retrotranscrito, utilizando-se
o kit comercial Viroseq HIV-1 Genotyping System
2.0 ou a técnica de nested PCR in-house (20). O se-
quenciamento foi realizado com equipa mento auto-
mático (ABI 3100). As mutações de resistência ARV
foram analisadas no banco de dados de resistência do
HIV a medicamentos da Universidade de Stanford
(Stanford HIV Drug Resistance Database). A subti-
pagem foi realizada no Centro Nacional de Informaç-
ão em Biotecnologia dos Estados Unidos (National
Center for Biotechnology Information, NCBI), utili-
zando-se o programa de análises SimPlot, juntamente
com a análise filogenética. Análises moleculares
mais detalhadas de partes das amostras foram descri-
tas em outro estudo (21).

� Análise das mutações de resistência aos medica-
mentos: mutações da transcriptase reversa (TR) as-
sociadas à resistência foram identificadas de acordo
com a Sociedade Internacional de AIDS (Internatio-
nal AIDS Society, IAS) (22) e o Stanford HIV Drug
Resistance Database (23).

Resultados

Nossa amostra total foi composta por 47 crianças, das
quais 24 eram virgens de tratamento e 23 não responde-
ram à terapia ARV. Todos os pacientes adquiriram o
HIV por transmissão vertical. A Tabela 1 apresenta as
características da população de estudo.

No grupo de crianças virgens de tratamento, todas as
amostras foram obtidas na confirmação do diagnóstico.
Os 24 pacientes eram filhos de mães não tratadas duran-
te a gravidez. Apenas duas receberam AZT profilático
nas primeiras 6 semanas de vida.

No grupo que não respondeu à terapia ARV, a duraç-
ão média do tratamento ARV foi de 60 meses (3-120) e o
número médio de tratamentos ARV foi quatro (1-10).
Sete pacientes receberam monoterapia, 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. De-
zessete pacientes já haviam sido expostos aos inibidores
da transcriptase reversa não-análogos de nucleosídeos
(ITRNN) e 16 aos inibidores da protease (IP).

Todos os pacientes haviam recebido ou estavam re-
cebendo AZT; 91,3%, DDI; 82,6%, 3TC e D4T; 47,8%,
Efavirenz; 34,7%, Nevirapina; 54,1%, Ritonavir;
60,8%, Nelfinavir; 8,6%, Amprenavir; 4,3%, Indinavir,
Saquinavir e Lopinavir. Os esquemas ARV observados
no momento da coleta da amostra foram: esquema duplo
de ITRN (AZT + DDI) em 8,6% das crianças, 2 ITRN +
1 ITRNN em 30,4%, 1 ITRN + 1 ITRNN+1 IP em
17,3%, 2 ITRN+1 IP em 43,4%.

No grupo de virgens de tratamento, não foram obser-
vadas mutações de resistência principal em nenhum dos
tratamentos ARV, mas foram encontradas mutações se-
cundárias que contribuem para a resistência aos ITRN
(12,5%) e IP (95,8%). As mutações de resistência mais
frequentes foram L10I (16,7%), K20R (12,5%), M36I
(33%), L63P (37,5%), A71T (8,3%), V77I (25%), V82I
(4%), I93L (12,5%), V118I (8,3%), K219N (4,1%).

No grupo de crianças experimentadas, todas as
amostras (95,6%), exceto uma, tiveram mutações que
conferem resistência aos ITRN e 14 amostras (60,8%)
aos ITRNN. As mutações mais comuns aos ITRN foram
T215 (69,6%), M184 (56,5%), D67 (47,8%), M41
(43,5%), K219 (34,8%); e aos ITRNN foram K103
(39,1%) e Y181 (17,4%). Encontramos mutação por ex-
cisão de nucleotídeos (nucleotide excision mutation,
NEM) em 17 pacientes (73,9%), com uma média de três
mutações/paciente (0-5). Na protease, 95,7% tiveram
mutações, 47,8% das quais apresentaram apenas poli-
morfismos nos códons 10, 20, 36, 63, 71, 77, 93 e 47,8%
tiveram mutações primárias que conferem resistência
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aos IP. As mutações mais comuns foram V82, I54, L90
(21,7%), M46 (17,4%). A Tabela 2 mostra o perfil da re-
sistência ARV de acordo com o Stanford HIV Drug

Resistance Database.
Nas análises de subtipagem, 78,3% das sequências

agruparam-se no subtipo B do HIV-1, 4,3% no subtipo
C, 13% no F e 4,4% nos mosaicos BF.

Discussão
No grupo de crianças virgens de tratamento não foram
encontradas mutações que confiram resistência primá-
ria aos ITRN, ITRNN ou IP, mas apenas mutações se-
cundárias que contribuem para a resistência. No gene
TR, dois pacientes tiveram V118I e outro teve K219N.
Este último tinha recebido AZT profilático nos primei-
ros 45 dias de vida, o que pode explicar a presença dessa
mutação. Na protease, um paciente, agrupado como B,
teve V82I; essa mutação é mais freqüente em subtipos
não-B (1%), conferindo baixa resistência aos IP (24-28).

Os estudos que avaliaram a resistência primária ao
HIV demonstraram uma prevalência que varia de0a
25% (6-12). No Brasil, apesar da terapia ARV ser gratuita,
nos últimos 10 anos, ainda observamos baixas taxas de
resistência primária, com exceção de algumas cidades
do país, como Santos (SP) (13-19).

Nossos dados não mostraram taxas de resistência
elevadas entre os pacientes virgens de tratamento. Um
aspecto que pode ter contribuído para isso é o fato de que
todos os pacientes eram filhos de mães não tratadas, que
não haviam recebido o diagnóstico da infecção pelo
HIV antes da gravidez.

No grupo que não respondeu à terapia ARV, obser-
vamos uma taxa elevada de resistência genotípica, com
um padrão variável de mutações. Outros estudos brasi-
leiros que também avaliaram crianças que não respon-
deram à terapia ARV encontraram taxas similares (2-4,19).

Considerando os ITRN, as mutações mais frequen-
tes foram T215 (69,6%), M184 (56,5%), D67 (47,8%),
M41 (43,5%), K219 (34,8%). É comum encontrar qua-
tro, cinco e até seis NEM em pacientes que não respon-

dem a muitos tratamentos ARV. Esse fato reduz a sus-
ceptibilidade a muitos ITRN, principalmente ao AZT,
D4T e Abacavir; mas também ao DDI e Tenofovir (22,23).

O AZT é o medicamento usado com mais frequência
na população pediátrica. Todos os pacientes foram ex-
postos ao AZT e 74% deles tiveram mutações associa-
das à resistência.

Outros estudos com crianças que não responderam à
terapia ARV apresentaram taxas similares de resistência
ao AZT (64-85%) (22,23).

Também observamos uma alta taxa de mutações de
resistência ao D4T em pacientes expostos (68,4%) e
não-expostos (74%). Resultados diferentes foram en-
contrados na literatura, com uma prevalência de re-
sistência variando de0a 20% em crianças expostas
(4,5,29,30). Essa discrepância nos resultados pode ser expli-
cada pelas diferenças nos critérios de inclusão com re-
lação às mutações de resistência ao D4T. O primeiro es-
tudo (4) considerou apenas a mutação V75T; enquanto o
segundo (5) considerou as mutações T215Y, M184V,
K70R, D67N; o terceiro (29) considerou as mutações
Q151M e 69I; e o último (30) não mencionou as mutações
consideradas. A definição de resistência varia entre os
estudos e algoritmos de interpretação desenvolvem-se
ao longo do tempo. Em nosso estudo, consideramos as
mutações 41, 210, 215, 75T, 151, 69SS, publicadas pela
IAS (22) e pela Universidade de Stanford (23).

O 3TC é também um ITRN frequentemente usado
para crianças. Nove de nossos pacientes foram expostos
previamente ao 3TC, sendo que 11 pacientes estavam
em uso do medicamento, por um período médio de 31
meses. Encontramos mutação M184 em 63% de nossos
pacientes expostos ao 3TC e em 25% dos não-expostos.
Essa baixa taxa de mutação em pacientes não-expostos
com mutação de resistência ao 3TC pode ser explicada
pela especificidade da M184 a esse ITRN.

Para o DDI, quando consideradas as mutações 65,
74, 75T, encontramos L74V em apenas um paciente ex-
posto (4,8%), que estava em uso do medicamento no
momento da genotipagem. Em pacientes não-expostos
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Tabela 1. Características da população de estudo

Crianças virgens de tratamento (n = 24) Crianças tratadas (n = 23)

Idade média na inclusão (meses) 21,5 102

Idade média no diagnóstico (meses) 21,5 61

Média de CD4 (célula/mm3) 888 402

Média de CV (log10) 5,30 5,04

CV: carga viral.



não foi encontrada nenhuma mutação. Foram observa-
dos resultados diferentes na literatura, com taxas mais
altas de mutação de resistência em crianças expostas e
não-expostas (2-5). Esse resultado também pode ser ex-
plicado por dificuldades nos critérios de inclusão com
relação às mutações de resistência, como acontece com
o D4T. A mutação M184 não foi considerada para o
DDI, com base na publicação da IAS (22). Nesse relató-
rio, a M184 não está associada à resistência ao DDI in
vivo. Esse fato foi demonstrado em diferentes estudos
(31-34). O perfil de resistência ao DDI conforme o Stan-
ford HIV Drug Resistance Database também revelou
uma baixa taxa de resistência (17,4%), mas, quando
considerada a resistência intermediária, chegou a
65,2%.

Muitas mutações conferem resistência cruzada a di-
versos antirretrovirais dentro dos ITRN. Esse fato pode
ser demonstrado através de nossos resultados, já que pa-
cientes sem exposição ao Abacavir e Tenofovir tiveram
mutações associadas à resistência a esses inibidores.
Padrões similares de resistência também foram apresen-
tados em outros estudos pediátricos (5,29).

Para os ITRNN, as mutações mais frequentes foram
K103 (39,1%) e Y181 (17,4%). Essa classe também é
frequentemente usada na população pediátrica. Tive-
mos 12 pacientes que não responderam à terapia ITRNN
e todos apresentaram alguma mutação que confere re-
sistência aos ITRNN, confirmando a baixa barreira ge-
nética dessa classe. Não encontramos mutações nos
ITRNN em pacientes que nunca tinham feito uso do
medicamento.
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Tabela 2. Perfil da resistência aos antirretrovirais, de acordo com o Stanford HIV Drug Resistance Database, no
grupo de crianças experimentadas (n = 23)

Antirretroviral Resistência

(%)

Resistência intermediária

(%)

Suscetível

(%)

Abacavir 8,6 86,9 4,3

Didanosina 17,4 65,2 17,4

Emitricitabina 56,5 13 30,5

Estavudina 43,5 30,5 26

Lamivudina 52,1 17,4 30,5

Tenofovir 0 74 26

Zidovudina 48 26 26

Delavirdina 56,5 4,3 39,1

Efavirenz 56,5 4,3 39,1

Etravirina 4,3 56,5 39,1

Nevirapina 65,2 0 39,1

Atazanavir 4,3 43,4 52,1

Darunavir 0 30,4 69,5

Fosamprenavir 4,3 39,1 56,5

Indinavir 13 30,4 56,5

Lopinavir 0 43,4 56,5

Nelfinavir 30,4 17,4 52,1

Ritonavir 13 30,3 56,5

Saquinavir 8,6 39,1 52,1

Tipranavir 0 34,8 65,2



Para os IP as mutações mais frequentes foram V82,
I54, L90 (21,7%) e M46 (17,4%). Os IP usados com
mais frequência em nossas crianças, no momento da rea-
lização do estudo, foram o Ritonavir e Nelfinavir.
Embora outros IP não tenham sido usados, observamos
resistência cruzada a alguns deles, com exceção do Lo-
pinavir/r, Tipranavir e Darunavir, sugerindo um poten-
cial benefício dessas drogas na terapia de resgate. Os po-
limorfismos mais frequentes foram L63 (73,9%), M36,
L10 e V77 (34,8%). O polimorfismo L63 é realmente o
mais freqüente na literatura, variando de 50 a 90% (22,23).

O subtipo B do HIV-1 predomina na América Lati-
na, incluindo o Brasil, mas outros subtipos, comooFe C,
também circulam, favorecendo as CRF. Estudos brasi-
leiros2-4 incluindo crianças apresentam taxas de 67 a
78% do subtipo B e de 6 a 15% do subtipo F; similares
aos nossos resultados (78% do B e 13% do F). Entretan-
to, considerando-se o subtipo C, observamos uma taxa
mais alta (4,3%). Esse fato está ocorrendo na Região Sul
do Brasil, com taxas de 29 a 70% (13,35,36), revelando uma
distinção epidemiológica naquela região. As CRF foram
encontradas em 4,4% das crianças de nosso estudo
(B/B-F em 2,2% e F/B em 2,2%), mas é necessário
sequenciar o gene completo para descartar novas
recombinações em regiões genômicas.

Em conclusão, foi observado um extenso perfil de
resistência em crianças que não responderam aos esque-
mas ARV, com 95% das amostras apresentando re-
sistência a pelo menos uma classe de medicamentos.

A falta de mutações principais em crianças virgens
de tratamento está de acordo com trabalhos anteriores
documentando baixa prevalência dessas mutações em
nosso país, assim como a presença de polimorfismos.

São necessários estudos mais detalhados em crian-
ças para confirmar esses achados e avaliar a prevalência
e importância da resistência do HIV.
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