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Resumo

Introdugdo: A transmissdo a crianga de estirpes resistentes de virus da imunodeficiéncia humana tem sido documentada e
condiciona a eficacia da terapéutica antirretroviral combinada. Pretendeu-se descrever as resisténcias primarias em criangas
com infegdo pelo virus da imunodeficiéncia humana 1 adquirida por transmissao mae-filho ou por outra via.

Meétodos: Estudo de coorte retrospetivo das criangas com diagnéstico de infecgdo por virus da imunodeficiéncia humana 1 entre
2000 e 2013, com estudo genotipico de resisténcias a antirretrovirais prévio ao inicio de terapéutica antirretroviral combinada.
Resultados: Foram avaliadas 32 criangas com diagndstico de infe¢do entre o nascimento e os 14 anos, 53,1% do sexo feminino,
20 origindrias de Portugal e 12 de paises africanos de lingua oficial portuguesa. A transmissdo mae-filho ocorreu em 27 (84,4%)
casos. Ndo houve acesso ao perfil de resisténcias maternas. Identificaram-se resisténcias primarias em 5/32 (15,6%) casos;
4/27 (14,8%) no grupo transmissdo mae-filho e 3/12 (25,0%) no subgrupo submetido a profilaxia de transmissdo mae-filho. A
mediana da idade a data do estudo genotipico de resisténcias aos antirretrovirais foi 2,4 meses no grupo transmissdao mae-filho
com resisténcia identificada e 17,1 meses no grupo transmissdao mae-filho sem resisténcia identificada. A resisténcia primaria
a lamivudina ocorreu em 2/6 casos expostos a profilaxia com o farmaco, ndo se registando resisténcias primarias a zidovudina
(0/9) ou nevirapina (0/2) nas criangas expostas aos mesmos profilaticamente.

Discussdo: Nesta coorte identificou-se uma prevaléncia significativa de resisténcias primadrias, confirmando a importancia
do estudo genotipico de resisténcias aos antirretrovirais nas maes e nas criangas com infe¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana, tdo precocemente quanto possivel. E tranquilizadora a inexisténcia de resisténcias a zidovudina, o antirretroviral pre-
ferencial na profilaxia de transmissdo mae-filho.
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Abstract

Introduction: Children may acquire HIV drug resistant
strains, interfering with the efficacy of combined antire-
troviral treatment (cART). We aimed to characterize pri-
mary antiretroviral (ARV) resistance among HIV1-infec-
ted children assisted at our hospital.

Methods: HIV1-infected children diagnosed between
2000 and 2013 with a genotyping drug resistance test
(ARV-RT) performed prior to initiating cCART were selected.
Results: Thirty-two infected children were enrolled. Age
at diagnosis ranged from birth to 14 years; 53.1% were
female; 20 were from Portugal and 12 from Portuguese-
speaking African countries. Mother-to-child transmis-
sion (MTCT) occurred in 27 cases (84.4%). No informa-
tion was available on mothers’ drug resistance tests.
Drug resistance was present in 5/32 (15.2%) patients,
4/27 (14.8%) cases of MTCT and 3/13 (23.1%) children
who underwent MTCT prophylaxis. The median age at
ARV-RT was 2.4 months in the MTCT group with iden-
tified primary drug resistance and 17.1 months in the
MTCT group with no identified resistance.
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Resistance to lamivudine (M184V) was present in 2/6
cases treated by lamivudine; no resistance to zidovudine
(0/9) or nevirapine (0/2) was found in patients under-
going prophylaxis with these ARVs.

Conclusion: The overall rate of primary drug resistance
in our population was not insignificant, highlighting the
importance of performing mother and child ARV-RT as
soon as possible. The absence of primary resistance to
zidovudine, a first choice ARV for MTCT prophylaxis, is
reassuring.

Keywords: Child; Anti-HIV Agents; Drug Resistance,
Viral; HIV Infections; Antiretroviral Therapy, Highly
Active; Drug Therapy, Combination; Infectious Disease
Transmission, Vertical; HIV-1

Introducao

A terapéutica antirretroviral combinada (TARc) permi-
tiu uma importante redugdo da morbilidade e mortali-
dade associadas a infecdo pelo virus da imunodeficiéncia
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humana (VIH). O seu uso na gestac¢do, associado a outras
medidas preventivas estabelecidas durante e apds o parto,
permitiram que a transmissdo mae-filho (TMF) no con-
junto dos nove anos de 2005 a 2013 seja inferior a 2%.%?
Contudo, os doentes sob TARc em faléncia viroldgica
serdo responsaveis pela emergéncia e transmissao de
virus resistentes na populagdo,® afetando a eficacia dos
esquemas de quimioprofilaxia e de TARc.*

A infecdo materna por virus resistentes, bem como a
selecdo de estirpes resistentes durante a quimioprofila-
xia periparto, devem ser consideradas na TMF.>%°

Estd, por isto, indicada a realizagdo do estudo de resis-
téncias antes do inicio da terapéutica antirretroviral.

As estreitas ligacdes de carater econdmico e social que
Portugal mantém com os paises africanos de lingua ofi-
cial portuguesa (PALOP) e o Brasil, resultam num perfil
de infecdo VIH distinto do da maioria dos paises da
Europa. Este facto motivou o estudo das estirpes circu-
lantes e resisténcias primarias aos antirretrovirais numa
populacdo adulta portuguesa, que revelou uma preva-
Iéncia de resisténcias primarias aos antirretrovirais de
7,78% em 2003.* Porém, desconhece-se a prevaléncia
de resisténcia primaria aos antirretrovirais na populagao
pediatrica portuguesa.

Este estudo teve como objetivo principal o conhecimento
da prevaléncia e perfil de resisténcias primarias nas crian-
¢as infetadas por TMF, pesquisar a existéncia de associa-
cdo dessas resisténcias com a quimioprofilaxia periparto,
o estudo de resisténcias e a TARc da mae. Como objetivos
secundarios, pretendeu-se determinar a prevaléncia de
resisténcias primarias a antirretrovirais em criancas infe-
tadas por vias de transmissdo nao vertical.

Métodos

Estudo retrospetivo de coorte de criangas seguidas na
consulta de infe¢do VIH de um centro pediatrico. Foram
incluidas todas as criangas com os seguintes critérios:

- Diagnoéstico de infecdo VIH-1 entre os anos 2000 e
2013;

- Estudo genotipico de resisténcias aos antirretrovirais
(ER-ARV) prévio ao inicio de TARc.

Foi feita a consulta individual de cada processo clinico
com registo de informag¢do num formulario de recolha
de dados, que incluiu dados demograficos, clinicos,
laboratoriais e terapéutica prescrita.

O tratamento dos dados foi efetuado recorrendo aos
programas informdticos Microsoft Excel® e Statistical
Package for the Social Sciences®, versdo 19.

As genotipagens realizadas até 2005 e depois de
2010 foram efetuadas pelo método de sequenciagdo

direta das regides da protease (PR) e da transcriptase
reversa (RT) através da metodologia TruGene HIV-1
Kit e OpenGene DNA Sequencing Systems (Siemens) —
sequenciacdo em gel de poliacrilamida. Entre os anos
2006 e 2010 a genotipagem foi efetuada por sequencia-
¢do direta das regides da PR e da RT gene pol do VIH-1
por metodologia in house.

Num doente transferido de outro centro hospitalar
o método utilizado nesse centro foi a sequenciagdo
direta das regides da PR e da RT através da metodologia
Abbott Molecular Viro Seq HIV-1 Genotyping System
(Abbott) — sequenciagdo capilar.

Em todos os casos a caracterizagdo do subtipo e a ana-
lise de mutacdes de resisténcia foi realizada com recurso
a Stanford HIV Drug Resistance Database!? e REGA HIV-1
Subtyping Tool v2.0.

Resultados

Dados demograficos e epidemioldgicos

Trinta e duas criangas seguidas na consulta de VIH
preenchiam os critérios de inclusdo no estudo. Destas,
17 (53,1%) eram do sexo feminino, 20 (62,5%) eram de
origem portuguesa e 12 oriundas dos PALOP. A idade
de diagndstico variou desde recém-nascido até aos 14
anos, sendo a mediana da idade no diagndstico de 13,4
meses. A via de transmissdo foi TMF em 27 (84,4%)
criangas, outra via em trés (9,4%) criangas e ndo foi pos-
sivel a sua identificagdo em dois (6,2%) casos.

Subtipos de VIH-1
Os subtipos de VIH-1 identificados estdo descritos na
Tabela 1.

Resisténcia primaria aos antirretrovirais

A data do primeiro ER-ARV, 17 (53,1%) criangas encon-
travam-se assintomaticas ou ligeiramente sintomaticas
[categorias clinicas N ou A da classificagdo do Center
for Disease Control and Prevention (CDC)], sendo a
mediana da carga viral log, 5,51 cdpias/mL (Q3 - Q1:
Iog10 6,22 - Iog10 4,74). Nos casos de TMF, a mediana da
idade a data da pesquisa de resisténcias foi de 10 meses
(Tabela 2).

Identificaram-se cinco (15,6%) casos de resisténcia pri-
maria a antirretrovirais, quatro dos quais em criancas
que adquiriram a infe¢cdo por TMF, correspondendo a
uma prevaléncia de resisténcias primdrias de 14,8% das
criancas infetadas por TMF (Tabela 3). Nestas quatro
ultimas criangas, em cada uma foi identificada apenas
uma mutagdo de resisténcia a antirretrovirais, trés das
quais condicionavam resisténcia a analogos nucledsidos
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Tabela 1. Subtipos de VIH-1 identificados

Subtipo de VIH-1 n (%)

AG 10 (31,2)

G 9(28,1)
A 3(9,4)
B 2(6,3)
c 2(6,3)
D 1(31)
F 1(3,1)

L Desconhecido 4(12,5) )

VIH - virus da imunodeficiéncia humana.

Tabela 2. Caracteristicas da populagdo a data do ER-ARV (categoria

clinica, carga viral e idade)

Categoria clinica CDC [n (%)]

N 11 (34,4)

A 6(18,7)

B 11 (34,4)

C 4(12,5)

Carga viral (mediana) (cépias/mL) 5,51 log,,

Idade (mediana) (meses)

TMF 10

TMF com resisténcia identificada 2,4

TMF sem resisténcia identificada 17,1
LTransmissz?m horizontal ou desconhecida 111,5 )

TMF - transmissdo mae-filho; ER-ARV - Estudo Genotipico de Resisténcias aos Antirretrovirais;
CDC - Center for Disease Control and Prevention.

inibidores da transcriptase reversa (NITR) e uma res-
ponsavel por resisténcia a ndo nucledsidos inibidores da
transcriptase reversa (NNITR). Em trés destas criangas
o teste de resisténcia genotipica foi realizado antes dos
3 meses de vida e na quarta crianga aos 3 meses de
vida. Estas quatro criangas eram filhas de mae portu-
guesa. No quinto caso de resisténcia primaria (infe¢do
adquirida por via horizontal) foram identificadas quatro
mutagGes, condicionando resisténcia a NITR e NNITR.
Na crianga #1, com mutagdo de resisténcia primaria a
efavirenze e nevirapina, desconhece-se a terapéutica
antirretroviral materna na gestagdo, tendo cumprido
profilaxia intraparto e pds-parto apenas com zidovudina
(AZT). As criangas #2 e #4, com mutacdo de resisténcia
a lamivudina, haviam sido expostas a este farmaco na
profilaxia periparto ou na gestagdo. A crianga #3 ndo
fora exposta a qualquer ARV.

Das 27 criangas que adquiriram a infecdo por TMF,
foram encontradas mutagdes em trés de 13 (23,1%)
gue tinham sido expostas a antirretrovirais em algum
momento da gestacdo, parto e/ou pds-parto e numa de
14 (7,1%) ndo expostas a ARV. A idade média no ER-ARV
nestes dois grupos foi de 4,2 meses no grupo exposto
a ARV e de 63,4 no grupo nao exposto a ARV. Nas sete
criangas expostas a profilaxia com lamivudina em com-
binagcdo com outros farmacos, foram identificados dois
(28,6%) casos de resisténcia primaria a este farmaco.
Ndo foram encontradas resisténcias primarias a AZT
nas 13 criangas expostas a profilaxia com este farmaco
(nove em monoterapia e quatro em terapéutica com-
binada), nem resisténcias primarias a nevirapina nas
duas criancas expostas a profilaxia com combinacgdes
terapéuticas incluindo este farmaco.

Tabela 3. Resisténcias primarias a antirretrovirais identificadas e profilaxia da TMF

Crianga #1 #2
Mutagdes K103N M184V
Resisténcia EFV, NVP 3TC, FTC
Classe farmacoldgica NNITR NITR
Subtipo VIH B G
Via de transmissdo TMF TMF
ARV na gestagdo ND AZT, 3TC
ARV intra-parto AZT ND
ARV recém-nascido AZT ND
Idade no estudo de 33 26
\resisténcias (meses)

#3 #4 #5

M41L M184V K65R, H221Y, Y181C, V108l
AZT, d4T 3TC, FTC TDF, ddl, ABC, d4T, NNITR

NITR NITR NITR e NNITR

G ND AG
TMF TMF Horizontal

Nao Nao NA

Nao AZT NA

Nao AZT, 3TC, NVP NA

L 2,0 172,1

J

3TC - lamivudina; ABC - abacavir; ARV - antirretrovirais utilizados em profilaxia da transmissdo; AZT - zidovudina; d4T — estavudina; dd| - didanosina; EFV - efavirenze; FTC - emtricitabina; NA - ndo
aplicavel; ND - ndo disponivel; TDF - tenofovir; NNITR - ndo nucledsido inibidor da transcriptase reversa, NITR - nucleésido inibidor da transcriptase reversa; NVP — nevirapina; TMF - transmissdo

mae-filho; VIH - virus da imunodeficiéncia humana.
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Em nenhum dos casos de TMF houve acesso a resulta-
dos de estudo genotipico de resisténcia da mae.

Evolucdo das resisténcias

Das 23 criancas com infecdo adquirida por TMF sem
resisténcia primaria identificada, 10 foram submetidas a
TAR in utero e/ou em RN. Destas, cinco foram estudadas
depois dos 3 meses de vida e quatro iniciaram TARc. Aos
12 meses de terapéutica, trés tinham carga viral dete-
tavel, atribuida a ma adesdo. Em duas delas o estudo
de resisténcia revelou a mutagdo M184V, que confere
resisténcia a lamivudina, a qual tinham sido expostas na
gestagdo / profilaxia de TMF e no regime de TARc.

Discussao

Estudos na populagdo adulta portuguesa com infegdo
VIH, ja haviam demonstrado que Portugal apresenta
um perfil de infecdo VIH distinto da maioria dos paises
da Europa Ocidental e Central, com uma elevada pre-
valéncia de subtipos ndo-B em circulagdo.'*** Contudo,
contrariamente aos estudos na populag¢do adulta por-
tuguesa, em que o subtipo B permanecia como o mais
prevalente, seguido do subtipo G,'** na populacdo
pediatrica aqui avaliada, os subtipos AG (31,2%) e G
(28,1%) foram os mais prevalentes, sendo o subtipo B
responsavel por apenas 6,3% dos casos. Os subtipos
AG e G s3o prevalentes em paises da Africa Ocidental
e Central,* pelo que os valores encontrados poderdo
relacionar-se com as estreitas ligacdes que Portugal
mantém com os PALOP, de onde eram oriundas 37,5%
das criangas estudadas.

Identificou-se uma prevaléncia de resisténcias prima-
rias a antirretrovirais de 5/32 (15,6%) na populagdo
estudada, 4/27 (14,8%) no subgrupo de criangas que
adquiriram a infecdo por transmissdo vertical, um
valor superior ao valor de resisténcias primarias de
7,78% identificado na populagdo adulta portuguesa.'!
Comparando com outros estudos realizados na idade
pedidtrica, a prevaléncia de resisténcias primarias a
antirretrovirais encontrada é superior a identificada
em alguns estudos realizados no Brasil (0-12,8%),"
Argentina (9%)® e América Latina (8,7%),° mas infe-
rior a relatada em estudos em Franga (20%),” Estados
Unidos da América (19,1-23,8%),'%2° Brasil (26,9%)?! ou
Tanzania (28%).2?

Contudo, a pequena dimensado das coortes estudadas e
as diferentes bases de dados utilizadas na interpretacdo
das mutagbes de resisténcia encontradas, tornam dificil
a comparagdo entre estudos.

Além destes fatores, o tempo decorrido entre a infe-

¢do e a realizagdo do teste de pesquisa de resisténcias
pode ter condicionado os resultados encontrados. Com
efeito, nesta coorte, nas criangas infetadas por TMF, a
mediana da idade de realizagdo do teste de pesquisa
de resisténcias foi de 2,4 meses naquelas em que foi
identificada resisténcia primaria a antirretrovirais, mas
de 17,1 meses nas criangas em que ndo foram identifica-
das resisténcias primarias (Tabela 2). O tempo decorrido
até a realizagdo do teste de resisténcia neste segundo
grupo, na auséncia de pressao seletiva farmacoldgica,
pode ter permitido que algumas mutacGes de resistén-
cia primdria se tornassem indetetaveis, assim subes-
timando a verdadeira taxa de resisténcias primarias.
Um exemplo é o da mutacdo M184V que tem elevados
custos de fitness viral motivando que, na auséncia de
pressdo seletiva antirretroviral, haja uma substituicdo
por estirpes selvagens.®?* Contudo, nas duas crian-
¢as expostas a lamivudina, tanto na profilaxia da TMF
como no primeiro esquema de TARc, sem resisténcias
identificadas no primeiro teste (efetuado mais de dois
meses apds contacto com o farmaco), a faléncia viral
subsequente foi associada a ma adesdo. Ndo se pode
assim inferir que a mutagdao M184V detetada se tenha
desenvolvido no ambito da profilaxia instituida.

A confirmar-se essa hipdtese, uma pesquisa mais pre-
coce de resisténcias primarias nestas criancas poderia
ter permitido a identificagdo da mutagdo, possibilitando
a opgdo por esquemas terapéuticos alternativos eficazes
e evitado a faléncia da TARc.

Nas criangas #1, #2 e #4, as resisténcias primarias iden-
tificadas poderdo resultar da pressdo seletiva de antir-
retrovirais utilizados na gestacdo e/ou profilaxia intra ou
pds-parto (Tabela 3). Contudo, os dados em falta sobre
a terapéutica materna e a auséncia de informacdo sobre
pesquisa de resisténcias a antirretrovirais na mae, ndao
permitem confirmar a origem das mutagGes identifica-
das. As criangas #3 e #5 ndo foram expostas a antirretro-
virais, indicando a transmissao de estirpes resistentes.
Noutros estudos, a profilaxia da TMF com AZT associou-
-se a taxas de 9-30% de resisténcias primdrias a este
farmaco.” Contudo, na coorte estudada, ndo foram
identificadas resisténcias primdrias ao AZT nas criangas
expostas a profilaxia com este farmaco, tanto em tera-
péutica combinada, como em monoterapia, sugerindo
gue, no nosso contexto, este se mantém como uma boa
opcao para utilizacdo na profilaxia da TMF.

Ndo foram detetadas resisténcias primarias a inibidores
da protease, que é uma classe de farmacos nao utilizada
na profilaxia de TMF, e também a que possui maior bar-
reira genética para a aquisi¢do de resisténcias.

O carater retrospetivo do estudo constituiu uma impor-
tante limitacdo, ndo permitindo obter informacdes
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completas sobre a profilaxia da TMF utilizada em todos
0s €asos ou a presencga de resisténcias aos antirretrovi-
rais nas maes. A pequena dimensdo da coorte estudada
ndo permite a extrapolagdo dos resultados obtidos para
a realidade nacional, a qual é necessario analisar. No
entanto, a identificagdo de uma prevaléncia de resistén-
cias primarias de 15,6% na coorte estudada, confirma
a importancia da pesquisa de resisténcias nas maes e
nas criangas com infecdo VIH, que deve ser efetuada
tdo precocemente quanto possivel apds a confirmagdo
da infecdo.
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