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RESUMO

Introdugdo: Este trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil de resisténcia
aos antirretrovirais (ARV), de pares maes - filhos infectados pelo HIV e avaliar os
perfis de mutagcbes de resisténcia (MR) ao HIV, associadas aos inibidores de
integrasse (INI), em pacientes pediatricos, em falha virolégica, acompanhados em
servigos de referéncia em HIV/AIDS, no Nordeste do Brasil. Métodos: Trata-se de
um estudo transversal, descritivo, sobre caracterizagdo genotipica do HIV,
realizado com 15 pares maes-filhos infectados pelo HIV e analise do perfil de
mutagcdo de resisténcia (MRD) associados aos INI, em trinta e um pacientes
pediatricos, em falha viroldgica, acompanhados nos servicos de referéncia de
HIV/AIDS, dos Estados do Maranhdao e Pernambuco, no periodo de 2007 a 2022.
A pesquisa foi desenvolvida, dos meses de outubro de 2021 a setembro de 2024 e
os dados coletados sobre carga viral (CV), contagens de linfécitos T CD4+/CD8+,
genotipagem e dispensacédo de medicamentos foram obtidos dos bancos de dados
do Ministério da Saude (LACEN, SISGENO, SISCEL e SICLOM). As analises
incluiram descricdes dos perfis de mutacao de resisténcia ARV das maes e filhos,
determinacao de subtipos e analises filogenéticas, além de analise de mutagéo de
resisténcia aos INI, em pacientes pediatricos. Resultados: A idade mediana dos
pacientes pediatricos com perfil de resisténcia associada aos INI foi de 12 anos. A
média da contagem de CD4+ foi de 999 células/mm?® e a CV mediana foi de 19.235
copias/mL. O subtipo B e MRD aos INI foram detectados em 74,5% e 64,5% dos
pacientes, respectivamente. Em relagcao ao perfil de resisténcia nos 15 pares maes-
filhos, sete pares exibiram perfis de mutacdo semelhantes, com 3 néo
apresentando mutagdes e quatro exibindo mutagdes semelhantes nas classes de
medicamentos inibidores da transcriptase reversa nucleosidicos (ITRN) e nao
nucleosidicos (ITRNN). Entre quatro pares, foram observadas semelhangas de
mutagcdes para apenas uma classe de medicamentos ARV. Nos outros 4 pares,
notaram-se perfis de mutagao distintos, com duas criangas apresentando mutagdes
em 2 ou trés classes de medicamentos e suas maes exibindo nenhuma ou uma
mutacao. A substituicdo M184V foi detectada em quatro maes e trés de seus filhos.
Uma mae e seu filho exibiram uma mutacdo no caminho 1 da mutagcdo dos
analogos de timidina. A substituicdo K103N, associada a resisténcia aos NNRTIs,

foi identificada em quatro mées, mas apenas em dois de seus filhos. Por outro lado,



a substituicdo G190A esteve presente em duas maes e seus filhos. Mutagbes
conferindo resisténcia a efavirenz, nevirapina, lamivudina, abacavir e didanosina
foram frequentemente observadas em ambos os grupos. Treze pares (86,6%)
foram identificados com o subtipo B do HIV-1, enquanto dois (13,3%) foram
identificados com o subtipo F1 do HIV-1. Conclusdes: Diferengcas nos perfis de
mutacéao e resisténcia ARV para as classes de medicamentos ITRN e ITRNN foram
observadas em metade dos pares mae—filho, enfatizando a importancia de
estratégias terapéuticas individualizadas. Além disso, foi identificada uma alta
frequéncia de mutagcbes associadas a resisténcia aos INI (70,9% associada ao

RAL), indicando a necessidade de vigilancia continua nessa populagéao.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia Antirretroviral; Genotipagem; Variantes do HIV;

Sequenciamento Genético; inibidores de integrase; Mutagao de resisténcia; HIV-1
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1. INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um retrovirus de acido
ribonucleico (RNA), que, pela acdao da enzima polimerase do acido
desoxirribonucleico (DNA), a transcriptase reversa (TR), € capaz de copiar seu
genoma de RNA em uma fita dupla de DNA, e se integrar ao genoma da célula
hospedeira, tendo dessa forma, alto grau de variabilidade genética, que esta
relacionado a muitos fatores biolégicos, tais como as altas taxas de erros de
transcricdo da TR, além da recombinagdo genética em células coinfectadas com
diferentes linhagens virais, que dao origem as inumeras mutagdes, e consequente
resisténcia aos antirretrovirais (ARV) (Veronesi, 2021; Pinto; Struchiner, 2006;
Rambaut et al., 2004)

O conhecimento do ciclo replicativo do HIV permitiu o desenvolvimento de
ARV eficazes, que sao utilizadas em esquemas de tratamento, compostos de
combinagdes de varios medicamentos, que atuam nas diferentes etapas de
replicagcao e que podem ser divididas em: inibidor de transcriptase reversa analogos
de nucleosideo (ITRN), inibidor de transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideo
(ITRNN) inibidor de protease (IP), inibidor de integrase (INI), inibidores de fuséo e
inibidores de entrada (Dash; Boix, 2021; Moss; Felton; Nanzigu, 2016; Maga et al.,
2010; Zhengtong; Yuan; Wang, 2015). Essas medicagdes sao capazes de suprimir
carga viral (CV), podendo torna-la indetectavel. Dessa forma, os ARV passaram a
ser entendidos, ndo apenas como terapia, mas como forma de prevencido da
transmissao horizontal e vertical, e a infecgdo pelo HIV, se tornou uma doenca
crénica. (Deeks; Lewin; Havlir, 2013).

Criancas infectadas pelo HIV, em sua maioria, possuem historico de
exposicao aos ARV desde a vida intrauterina (transplacentaria) e apos o nascimento,
consequentemente, podendo apresentar resisténcia, antes mesmo do inicio do
tratamento, com maiores chances de apresentar falha terapéutica, virologica,
imunoldgica ou clinica. (Koay; Kose-Otieno; Rakhmanina, 2021; Luz; Eulalio, 2018)

Além disso, a selecdo de mutantes virais associada a resisténcia aos
medicamentos, pode levar a faléncia virolégica, a resisténcia secundaria e a

transmissao de cepas resistentes (Koay; Kose-Otieno; Rakhmanina, 2021).
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O sequenciamento de &acidos nucleicos € o método padrdao ouro, para
identificar mudancgas criticas nos nucleotideos, que possam provocar uma perda na
funcdo da proteina. Este método permite identificar variantes genéticas dos genes
virais, associadas as terapias antirretrovirais. Essa mudanca em um par de base
pode causar a substituicdo de um aminoacido, o que altera a fungao da proteina
resultante. Essa pequena alteracdo pode impedir a ligacdo dessa proteina, com
determinada droga, possibiltando o surgimento dos virus resistentes aos
antirretrovirais (Veronesi, 2021).

Vale ressaltar que tem-se verificado um aumento na detecgao de gestantes
portadoras do HIV em todas as regides do pais, com excegdo do Sudeste. No
entanto, apesar disso, a detecgdo em menores de 5 anos, teve queda de 42%,
passando de 3,5 casos /100.000 habitantes para 2 casos/100.000 habitantes em
2017 (Brasil, 2023).

Diversas evidéncias demonstraram uma reducgao significativa na transmissao
vertical do HIV (TVHIV) com muitos paises desenvolvidos alcangando uma taxa de
transmissdo anual de zero. Apesar desse sucesso, eliminar a TVHIV globalmente
continua sendo um desafio, particularmente em paises de baixa e média renda. A
Organizagdo Mundial da Saude estima que, em 2023, aproximadamente 120.000
novas infecgées por HIV ocorreram em criangas em todo o mundo; dessas, 86%
ocorreram na Africa Subsaariana (UNAIDS, 2024).

Assim, identificar os padrdes de mutacdo que caracterizam resisténcia do
HIV-1 ao tratamento antirretroviral (TARV), tem-se mostrado util no desenvolvimento
de novas terapias capazes de reduzir a carga viral, de forma mais eficaz e
duradoura.

Dessa forma, este trabalho buscou caracterizar os aspectos genotipicos e
perfil de resisténcia, de pares maes - filhos, cujos filhos foram infectados
verticalmente pelo HIV, e analisar o perfil de resisténcia aos inibidores de integrase
de criancas com infecgcao vertical, em uso de terapia antirretroviral e em falha

virolégica, no Nordeste do Brasil.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Introdugao ao HIV e aspectos clinicos da Sindrome da imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS)



18

Os primeiros casos de aidsforam descritos em 1981, por um grupo de
pesquisadores que relataram a ocorréncia de doengas incomuns, em cinco
individuos, aparentemente saudaveis. Os Centros de Controle e Prevengdo de
Doengas (CDC) dos Estados Unidos publicaram relatos desses casos incomuns de
pneumonia por Pneumocystis carinii (atualmente P. jirovecii) e sarcoma de Kaposi
em homens jovens, previamente saudaveis, residentes em grandes centros urbanos
como Los Angeles, Sdo Francisco e Nova lorque (CDC, 1981). Esses casos
revelaram um padrdo epidemioldgico inédito de imunossupressdo grave em
individuos, sem causas identificaveis, levantando inicialmente hipoteses
relacionadas a comportamentos de risco e uso de drogas (Gottlieb et al., 1981).

O HIV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Lentivirus, que inclui virus caracterizados por causar infecgcoes persistentes, com
longo periodo de incubagao e evolugao progressiva (Cribbs; Crothers; Morris, 2020).
E um retrovirus envelopado, esférico, com didmetro aproximado de 100 nm, cujo
genoma €& composto por duas fitas idénticas de RNA fita simples. Uma de suas
principais caracteristicas € a presenga da enzima transcriptase reversa (TR), que
permite a transcricdo do RNA viral em DNA, possibilitando a integragdo ao genoma
da célula hospedeira, um processo que é essencial para a replicagao viral (Le Grice
et al.,, 2012). Aléem da TR, o HIV possui outras enzimas fundamentais: a integrase,
responsavel por inserir o DNA proviral no genoma do linfécito, e a protease, que
participa do processamento das proteinas virais durante a montagem de novos
virions (Veronesi, 2021)

Atualmente, sdo reconhecidas duas principais espécies de HIV: o HIV-1 e o
HIV-2. O HIV-1 é o mais prevalente mundialmente, e esta associado a maioria dos
casos de aids. O HIV-2, identificado inicialmente na Africa Ocidental, apresenta
menor viruléncia e menor capacidade de transmissdo, sendo responsavel por um
numero restrito de casos, principalmente em regides especificas da Africa e, em
menor escala, na Europa (Clavel et al., 1986).

A infeccao pelo HIV caracteriza-se por um curso clinico definido, geralmente
dividido em trés estagios principais: infecgdo aguda, fase de laténcia clinica e aids
propriamente dita. A fase inicial, chamada de infec¢do aguda pelo HIV, ocorre
geralmente entre duas e quatro semanas apos a exposi¢ao ao virus e € marcada por
uma intensa replicacio viral, acompanhada de viremia elevada e queda abrupta na

contagem de linfocitos T CD4+ (Cohen et al., 2011). Clinicamente, muitos individuos
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podem apresentar um quadro semelhante ao de uma sindrome mononucleose-like,
com febre, linfadenopatia, mialgia, artralgia, faringite e feridas bucais, exantema e
sintomas inespecificos, embora uma parte dos pacientes permaneca assintomatica
nesse estagio (Mayo Clinic, 2024).

Apods a fase aguda, inicia-se a fase de laténcia clinica, também denominada
fase assintomatica ou crénica. Esse periodo pode durar de alguns anos a mais de
uma década, dependendo de fatores virais, imunoldgicos e do acesso a TARV.
Durante essa fase, o paciente pode permanecer assintomatico ou apresentar
manifestacdes leves, como linfadenopatia generalizada persistente. Apesar da
relativa auséncia de sintomas, o HIV continua se replicando ativamente,
principalmente nos tecidos linfoides, o que pode conduzir a progressiva destruicao
das células CD4+ e ao comprometimento do sistema imunolégico (Pantaleo; Fauci,
1995).

Na auséncia de tratamento, a queda sustentada da contagem de linfocitos T
CD4+ culmina na fase avancada da doenca, caracterizada pela instalagcdo da aids,
definida, clinicamente, pela presenca de infeccbes oportunistas, neoplasias
associadas ou contagem de CD4+ inferior a 200 células/mm? (Castro, 1993). Entre
as infecgdes oportunistas mais comuns destacam-se a pneumonia por Pneumocystis
jirovecii, a toxoplasmose cerebral, a criptococose, a candidiase esofagica e
infecgdes disseminadas por micobactérias, além de complicagbes virais como
retinite por citomegalovirus (Kaplan et al., 2009). Além disso, algumas neoplasias
sdo consideradas definidoras de aids, como o sarcoma de Kaposi, linfomas nao
Hodgkin e o cancer do colo do utero invasivo (Veronesi, 2021).

Com a introducédo e expansao da TARV combinada, a expectativa de vida das
pessoas vivendo com HIV (PVHIV) aumentou significativamente, modificando o perfil
clinico da infecgao. Atualmente, muitas complicacées da aids podem ser prevenidas,
desde que haja diagnostico precoce, adesao ao tratamento e acompanhamento
regular (Deeks; Lewin; Havlir, 2013). No entanto, desafios persistem, como a
deteccao tardia, coinfecgdes — especialmente tuberculose e hepatites virais —,
falhas terapéuticas decorrentes de resisténcia viral e dificuldades de adesdo ao
tratamento, que podem comprometer o controle da infeccdo e aumentar o risco de
progressao para aids (BRASIL, 2023).

2.2 Aspectos epidemiolégicos e diversidade viral do HIV
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Desde sua identificagdo, em 1981, a infecgédo pelo HIV configurou-se como
uma das mais relevantes pandemias historicas, com impacto global significativo em
termos de mortalidade, morbidade e repercussdes sociais. Acredita-se, que a
transmissao ao ser humano tenha ocorrido através de multiplos eventos de zoonose,
a partir de virus de primatas ndo humanos, sobretudo o virus da imunodeficiéncia
simia, com registros que remontam ao inicio do século XX, na Africa Central (Sharp;
Hahn, 2011).

Apos os primeiros casos clinicos descritos nos Estados Unidos, o HIV
rapidamente se disseminou para outros continentes, através de fatores como
deslocamentos populacionais, globalizagdo, mudangas nos padrbes de
comportamento sexual e limitagdes nos primeiros programas de prevenc¢ao (Dancy
et al., 2014; Govender et al., 2019; Van Staden; Badenhorst, 2009). Estima-se que,
até o final de 2024, aproximadamente 41 milhdes de pessoas estejam vivendo com
HIV, e que 65% estejam na regido africana da OMS. Além disso, a doenga tem
causado, aproximadamente, quarenta e quatro milhdes de mortes, em todo o mundo
(WHO, 2025).

A distribuicdo global do HIV é heterogénea. Dessa forma, regibes como a
Africa Subsaariana concentram cerca de dois tercos de todos os casos atuais,
enquanto em paises da América Latina, Asia e Europa Oriental, observa-se um
crescimento preocupante em populagdes vulneraveis, como aquelas que praticam
atividades sexuais sem uso de preservativo, utilizam alcool e/ou drogas durante as
praticas sexuais; que compartiiham agulhas, seringas e outros materiais
perfurocortates contaminados; e que tenham outras infecgdes sexualmente
transmissiveis (IST) associadas (WHO, 2025)

Em relacio as regides brasileiras, observa-se uma concentragao historica dos
maiores coeficientes de deteccao nas regides Sul e Sudeste (Batista et al., 2023).
No entanto, a regido Nordeste tem apresentado tendéncia crescente no numero de
casos em areas urbanas e no interior, o que revela um processo de interiorizagao da
epidemia (Souza; Carmo; Welch, 2023). A regiao Nordeste responde por cerca de
16% dos casos registrados no pais, com variagdes importantes entre os estados.
Estados como Pernambuco, Bahia e Ceara concentram os maiores numeros
absolutos de notificacbes, mas taxas proporcionais elevadas, também sao

observadas em estados de menor densidade populacional, evidenciando a
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necessidade de estratégias regionais diferenciadas (Brasil, 2024; Coélho et al.,
2022).

No Nordeste, fatores socioeconémicos, desigualdades no acesso aos
servicos de saude, fluxos migratorios e contextos culturais especificos exercem
influéncia significativa sobre a dindmica da transmissdo (UNAIDS, 2021). O padréo
de disseminagao ainda reflete a vulnerabilidade de determinadas populagbes, a
exemplo de jovens, mulheres em contextos de vulnerabilidade social, além de casos
de transmisséo vertical — embora em declinio, gragas a ampliacéo da testagem pré-
natal e do acesso ao tratamento profilatico (Passos; Souza, 2015; Brasil, 2024).

De acordo com o Boletim Epidemiolégico de AIDS (Brasil, 2024), do Ministério
da Saude, entre 2015 e junho de 2024, foram notificados no Sinan 68.152 casos de
criangas expostas ao HIV no Brasil. O Nordeste representou a segunda posi¢cao na
frequéncia destes casos, com 16.131 (23,7%). O Sudeste respondeu por 24.287
casos (35,6%), o Sul, por 15.616 (22,9%), o Norte, por 8.110 (11,9%) e o Centro-
Oeste, por 3.996 casos (5,9%).

No periodo analisado (2015-jun/2024), 50,4% das criangas expostas ao HIV
eram do sexo feminino e 97,5% tinham menos de 1 ano de vida, com 92,0%
notificadas com menos de 7 dias de vida. Nao houve diferenga significativa na
distribuicao etaria segundo o sexo da crianga.

Em 2023, foram notificados 6.732 casos de criancas expostas ao HIV. O
Nordeste foi responsavel pela segunda posi¢do, com 1.581 (23,5%) casos; O
Sudeste contabilizou 2.206 (32,8%); 1.555 (23,1%) no Sul; 950 (14,1%) no Norte e
439 (6,5%) no Centro-Oeste. As UF que mais notificaram casos neste mesmo ano
foram Sao Paulo (14,9%), Rio Grande do Sul (11,9%) e Rio de Janeiro (11,0%). O
Maranhao notificou 203 (3,01%) e Pernambuco, 311 casos (4,61%).

O HIV apresenta elevada diversidade genética, que se tornou um importante
marcador para entender a dinamica de transmissdo e evolucdo da epidemia. E
classificado em dois tipos principais: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 é responsavel por mais
de 95% das infecgbes mundiais e se subdivide em grupos (M, N, O e P). O grupo M
(Major) é o mais predominante e, por sua vez, subdivide-se em diversos subtipos (ou
clados) — como A, B, C, D, F, G, H, J e K — e formas recombinantes circulantes
(CRFs) (Hemelaar, 2012). No Brasil, predominam os subtipos B, F e C, além de

diversas formas recombinantes, o que reflete a grande diversidade genética do virus
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no pais e impde desafios adicionais para o monitoramento molecular, diagnédstico e
resposta ao tratamento (Sanabani et al., 2009).

A distribuicdo dos subtipos apresenta importante variagdo geografica. O
subtipo B, por exemplo, é predominante na América do Norte, Europa Ocidental e
em grande parte da América Latina. J&4 o subtipo C, responsavel por cerca de
metade das infeccdes globais, predomina na Africa e india. Na América do Sul,
destaca-se a circulagao de subtipos B, F1 e C, além de recombinantes BF e BC,
refletindo padrdes migratorios e contextos locais de transmissao (Arrais et al., 2021,
Bello; Soares; Schrago, 2011; Luz et al., 2025).

De acordo com o Boletim Epidemiolégico HIV/AIDS 2023, do Ministério da
Saude, estima-se que o Brasil tenha cerca de 1 milhdo de pessoas vivendo com HIV,
com uma taxa de deteccdo de aproximadamente 17,5 casos por 100 mil habitantes
em 2022. Apesar dos avancgos significativos no acesso a testagem, a terapia ARV
gratuita e ao acompanhamento clinico, o pais ainda convive com desafios
relacionados a detecgédo tardia, ao estigma e as barreiras no rastreamento de
populagcdes mais vulneraveis, como homens que fazem sexo com homens,

populagao trans e profissionais do sexo (Brasil, 2023).

2.2.1 Transmissao vertical do HIV (TVHIV)

Embora a taxa de detecgéo de casos de AIDS, por 100 mil habitantes esteja
estabilizada no Brasil, em torno de 20 casos/100 mil habitantes, nos ultimos anos
verificou-se um aumento da detecgéo de gravidas vivendo com HIV (GVHIV) em
todas as regides do pais, com excec¢éo do Sudeste (BRASIL, 2017).

No Brasil existem, aproximadamente, 15.900 criangas menores de 13 anos,
infectadas pelo HIV-1, das quais 92,8% adquiriram o HIV através de TV. A estimativa
mais recente de prevaléncia do HIV-1 em gravidas é de 0,4% e a taxade TV é 3,6%
no pais (Andrade, 2017).

Apesar do baixo indice de TV no pais, apenas 75% e 81% das mulheres
receberam TARV durante a gravidez e parto, respectivamente. Ao mesmo tempo,
apenas 87% dos neonatos receberam TARV nas primeiras 24 horas de vida, e 2,8%
foram amamentados. (Domingues et al, 2018; Bailey et al., 2017) — colocar

referéncias mais recentes.



23

Com o tratamento das gestantes, a ocorréncia de resisténcia primaria
(infecgao da crianga por cepas resistentes) tem aumentado. (Veronesi, 2021)

Todas as gestantes devem realizar exames de triagem para HIV, na primeira
consulta de pré-natal e em consultas subsequentes, e caso o resultado seja
reagente, deve-se realizar exame de CV-HIV, contagem de LT-CD4+ e genotipagem
pré-tratamento. (Yeganeh, 2018)

Estima-se que a TVHIV ocorre entre quinze a 40% dos casos, durante a
gestacdo, parto ou amamentagéo, se nao for tomada nenhuma medida preventiva.
No entanto, esse risco é reduzido para menos de 2%, quando sao realizadas
adequadas intervencodes, durante o pré-natal, parto e amamentacao. (Ahmad, 2017).

Além do diagndstico precoce do HIV e inicio oportuno de TARV, durante a
gestacédo, outras medidas de prevengao da TV, s&o: uso de AZT injetavel durante o
trabalho de parto (administrado em GVHIV com CV-HIV detectavel na 34 semana
de gestacao), clampeamento imediato do corddao umbilical apds o parto, aspiragcao
gastrica de liquido amnidtico do recém nascido, restricdo da amamentagéo, uso de
cabergolina no pdés-parto e a profilaxia pés exposigdo ofertada ao recém-nascido,
durante 30 dias, apo6s o parto. (Veronesi, 2021; BRASIL, 2023; Pimentta, 2018).

O diagndstico de HIV em criangas é orientado de acordo com a faixa etaria.
A metodologia para o diagnostico de HIV em menores de 18 meses, nascidos de
gestantes infectadas, difere do diagndstico das mées, e deve ser realizado com
coleta de CV imediatamente apds o parto, antes do inicio da profilaxia e confirmado
com nova coleta de CV-HIV (> 100 copias/mL) ou com um exame de DNA pro-viral
reagente na segunda coleta, contraindicando-se assim, a realizacdao de testes
imunologicos, para o diagnostico em criangas até 18 meses de vida, tendo em vista
que a mae infectada pode transferir ao feto anticorpos anti-HIV, que podem ser
detectados nos testes rapidos ou exames sorolégicos, e néo significar infecgdo. Essa
confirmacédo de resultado da carga viral € importante, porque 62% das criangas
infectadas no periparto, podem ter CV-HIV indetectavel, nas primeiras 48h de vida.
(BRASIL, 2023).

Apesar de os ARV serem medicacdes eficazes no controle da replicagao do
HIV, criangas infectadas por esse retrovirus, em sua maioria, possuem historico de
exposicdo aos ARV desde a vida intrauterina e apds o nascimento,
consequentemente, podendo apresentar resisténcia antes mesmo, do inicio do

tratamento, inclusive a NVP e a AZT, medicamentos disponiveis para essa faixa
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etaria, com maiores chances de apresentar falha terapéutica, falha viroldgica,
imunoldgica ou clinica (Andrade, 2017).

Dados mostram que nos Estados Unidos, a taxa de transmissdo do virus
resistente passou de 12 a 19%. Porém, nem sempre a resisténcia esta associada a
drogas as quais a mée foi exposta, para profilaxia da TV. Dados de estudos de
coorte espanhol revelaram 13% de resisténcia em criangas virgens de tratamento,
enquanto nos Estados Unidos (EUA) e na Europa, 18% de adolescentes recém-
infectados sao resistentes (Veronesi, 2021)

Embora a prevaléncia de resisténcia transmitida a medicamentos ainda seja
baixa no Brasil, tem aumentado significativamente, especialmente no Sudeste,
regido mais populosa do pais. Isso reforca a necessidade de estudos
epidemiologicos sobre grupos vulneraveis a infeccdo no Brasil (Silveira Gouvéa,
2023).

Por se tratar de grupos vulneraveis a infec¢ao pelo HIV, esta recomendada a
coleta de genotipagem pré-tratamento tanto para todas as criangas, antes do inicio
da TARV, quanto para todas as gestantes diagnosticada com HIV, durante a
gestacdo, com o intuito de orientacdo terapéutica eficaz, com maxima supressao
viral. (Pimentta, 2018).

As genotipagens sdo sequenciamentos de acido nucleico. E o método
padrdo, para identificar as mutagdes genéticas no genoma viral, associada a
susceptibilidade reduzida aos ARV e perfil de resisténcia. E um exame recomendado
a todos os pacientes, nas seguintes situagdes: a) em falha terapéutica (CV-HIV >
500 copias/ mL) apds o esquema inicial de TARV ou apds varios tratamentos, b) as
gravidas infectadas pelo HIV, diagnosticadas durante a gestacgéo; c) aos pacientes
coinfectados HIV-Tuberculose, virgens de tratamento d) as criangas infectadas pelo
HIV por transmissao vertical, logo apds o0 nascimento e e) aos pacientes que se
contaminaram pelo HIV, em vigéncia do uso de Profilaxia pré-exposi¢do (PrEP),
como forma de conhecer o perfil genotipico e mutagdes de resisténcia desses
pacientes, e assim, otimizar o tratamento. (PCDT HIV adulto, 2024; PCDT
transmisséo vertical, 2021)

Além do exame de genotipagem convencional, que avalia mutagdes para TR
e IP, podem ser solicitadas genotipagem da integrase nos casos de falha virolégica
atual ou pregressa, com esquemas com RAL ou DTG ou nos casos de uso prévio de
INI pela méae. (Marca, 2023).
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A supressao viral na GVHIV é um fator determinante na reducéo da TV,
principalmente se a gestante tiver em uso regular de ARV e se a CV materna estiver
suprimida proxima ao parto. A indicag&o da via de parto depende da CV. (Veronesi,
2021).

Para gravida vivendo com HIV em uso de ARV, com supressdo da CV-HIV
sustentada (< 50 copias/mL), caso ndo haja indicagao de cesarea por outro motivo,
indica-se parto vaginal. Em gravidas com CV entre 50 a 1.000 copias/mL, o parto
pode ser vaginal, se ndo houver contraindicagdo por outro motivo. (PCDT
transmissao vertical, 2021). Em GVHIV que estdo na 342 semana de gestacdo com
CV-HIV desconhecida ou > 1.000 cépias/mL, a cesariana eletiva deve ser indicada
apo6s 38 semanas de gestagao. (PCDT HIV transmisséo vertical, 2023).

O parto vaginal € a via de escolha nas gestantes com CV-HIV menor que
1.000 cépias/mL a partir da 342 semana. Abaixo dessa contagem, a cesariana nao &
fator estatisticamente relevante para prevencédo de TV-HIV e se mostra como
importante causa de morbidade nessa populagéo. (Saloméo, 2023)

O esquema preferencial para o inicio de tratamento em GVHIV é Lamivudina
(3TC) + Tenofovir (TDF) + Dolutegravir (DTG), devido a sua barreira genética,
tolerabilidade, supressao da CV e resposta imunolégica. (PCDT HIV transmissao
vertical, 2023).

Todos os RN expostos ao HIV devem receber profilaxia pds-exposicdo ao
HIV. O esquema recomendado para os RN, depende da classificacdo de risco. Sao
consideradas com baixo risco de transmissao vertical, criangas nascidas de maes
com HIV, com os seguintes critérios, simultaneamente: a) uso de TARV na gestagao,
b) CV - HIV indetectavel, a partir da 282 semana gestagao e c) gestante sem falha de
adesdao a TARV. Esses RN recebem, como profilaxia, apenas a AZT (Salomao,
2023).

Criancas consideradas com de alto risco de TV, sao aquelas em que as
maes possuem, pelo menos um, dos seguintes critérios: a) nao realizaram pré-natal,
b) ndo usaram TARV, durante a gestagao; c) tinham indicagdo de AZT, durante o
parto, mas nao receberam; d) iniciaram a TARV apés a 22 metade da gestacao; e)
fizeram uso de ARV, apenas no intraparto (AZT); f) tiveram infecgdo aguda pelo HIV,
durante a gestacdo ou aleitamento; g) mantiveram CV-HIV detectavel (> 50

copias/mL) no 3° trimestre de gestagao (com TARV, ou nao); g) possuem CV-HIV
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desconhecida; h) foram diagnosticadas com HIV, no momento do parto. (PCDT, HIV
criangas, 2024; Nota técnica CGAHV/.DATHI/ SVSA/MS 78/2024).

A viremia materna ao longo da gestacédo e periparto € um dos fatores de
maior risco para TVHIV. A infecgdo materna pelo HIV, durante a gestacdo ou
aleitamento, também esta associada a um maior risco de TVHIV, se comparadas a
mulheres com infecg¢ao cronica, devido ao pico de viremia e a queda na contagem de
CD4, que ocorrem no momento da infecgdo primaria. Porém, comparando a
gestacédo e aleitamento, a crianga tem maior risco de infec¢do, quando infec¢ao
aguda pelo HIV ocorre durante a lactagao, devido ao rapido aumento da CV-HIV e
queda na contagem de LT-CD4+ materno. (BRASIL, 2024)

As criancas de alto risco de infeccao pelo HIV, devem receber profilaxia, de
acordo com a idade gestacional: a) IG < 34 semanas: apenas AZT; b) IG entre 34 e
37 semanas: AZT + 3TC + NVP; ¢) IG > 37 semanas: AZT + 3TC + RAL. (PCDT, HIV
criangas, 2024).

A imunodepresséo é monitorada por meio da contagem absoluta de linfécitos
T (LT)-CD4+ e LT-CD8+. Nas criangas, o valor percentual de TC-CD4+, também é
utilizado para avaliagdo, sendo o valor absoluto, até os 5 anos de idade, priorizado
em relacdo ao valor percentual. E importante, também destacar, que nos primeiros 5
a seis anos de vida, ocorre diminuicao natural, dos valores de LT-CD4+. (BRASIL,
2023).

A terapia ARV deve ser iniciada, em toda crianca, independentemente da
contagem de LT-CD4+ e da CV-HIV, logo que confirmada a infecgdo. O esquema de
TARV inicial, para criangas e adolescentes, varia de acordo com a idade e é
composto de 2 ITRN, devido a étima eficacia, barreira genética e seguranga e um
terceiro ARV. (MARCA, 2023)

De acordo com o PCDT de HIV em criangas e adolescentes (2024),
atualmente, os esquemas de tratamento propostos para criangas, sao:

a) 1 més de vida:

. Preferencial: (AZT + 3TC) + RAL;

o Alternativo: (AZT + 3TC) + Lop/r, a partir do 14° dia de vida);

b) 2 meses a trés anos:

o Preferencial: (AZT + 3TC) ou (ABC + 3TC) + DTG; ABC devendo ser usado
apenas, a partir do 3° més de vida.

o Alternativo: (AZT + 3TC) + Lop/r
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c) 3a6anos:

o Preferencial: (ABC + 3TC) + DTG;

o Alternativo: (AZT + 3TC) ou (TDF + 3TC) + Lop/r ou DRV + RTV;
d) 6a12anos:

o Preferencial: (ABC + 3TC) + DTG;

o Alternativo: (AZT + 3TC) + ou (TDF + 3TC) + Lop/r ou DRV + RTV,
e) A partir de 12 anos:

° Preferencial: TDF + 3TC + DTG;

. Alternativo: (ABC + 3TC) + ou (AZT + 3TC) + DRV + RTV;

(PCDT HIV crianga, 2024)

Alguns ARV podem estar associados a uma resposta imunoldgica
comprometida, como por exemplo, a associagdo de TDF com ATV.

A zidovudina pode comprometer a elevacao do valor de LT-CD4+, mas nao a
sua porcentagem, e alguns medicamentos, como corticoides, quimioterapicos e
determinadas condigdes clinicas (hepatite C, TB, desnutricdo, sindrome de Sjogren,
sarcoidose, sifilis, infecgéo viral aguda) estdo associadas a menores valores de LT-
CD4+. (PCDT de HIV, em Criancas e Adolescentes, 2024).

Importante destacar, que a progressao da infeccao pelo HIV é mais rapida
em criancas do que em adultos e os parametros laboratoriais, como CV-HIV e LT-
CD4+, nédo apresentam a mesma sensibilidade em predizer risco de progressao da
doenca. (Marca, 2023)

A infeccdo pelo HIV em menores de 12 meses, devido a imaturidade
imunoldgica, apresenta evolugdo mais rapida para fases avangadas da doenga. A
manutencdo da replicacido viral pode acarretar processo inflamatério persistente e
desenvolvimento de doenga cardiovascular, renal e hepatica, além de outras
doencas, sendo necessario controlar a replicagao viral, precocemente. O controle da
replicagao viral precoce favorece a preservagao do sistema imune, previne a
resisténcia viral e a progressdo para imunodeficiéncia avangada (PCDT HIV em
criancas e adolescentes, 2024).

A determinacdo da variabilidade genémica do HIV-1 em criangas, dentre
outras vantagens, ajuda na compreensao da dindmica epidémica local. Sanabani et
al. (2013) identificaram, em criangas e adolescentes, a presenca dos subtipos B

(52.4%), BF1 (38,1%) e F1 (9,5%). Os autores salientaram que a alta propor¢do de
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recombinantes BF1 pode estar relacionada a transmissdo da infecgdo entre os
cbnjuges, favorecendo o processo de recombinagao viral

Alta taxa de resisténcia ARV (9,3%) foi detectada em gestantes no Estado
de Goias (LIMA et al. 2016), refletindo a importdncia no monitoramento da
resisténcia do HIV-1 em gestante e seus respectivos neonatos a fim de uma
constante otimizagado do TARV para evitar a transmissao.

Simonetti et al. (2003) relataram a detecgao de mutagdes de resisténcia ARV
entre criancas tratadas e ndo-tratadas, enfatizando a alta dispersdo de cepas virais
com resisténcia. Diaz et al. (2008) observaram que na infecg¢ao vertical pelo HIV-1,
logo apds a transmissao, ocorre aumento gradual de mutagdes na populagao viral no
hospedeiro.

Assim, a caracterizacdo temporal, espacial, molecular e clinica da dispersao
do HIV-1 em criangas e maes permite, fornecer dados sobre a dindmica da epidemia
do HIV-1 na regido Nordeste, sua influéncia na prevaléncia do virus em diversas
populagdes, seu papel na origem de recombinantes e resisténcia ARV.

Dessa forma, compreender os padrboes de resisténcia em criangas é
fundamental, pois estes dados podem auxiliar os médicos na selecdo de um
esquema de tratamento mais potente e com mais chance de resposta

favoravel.(Yeganeh, 2018)

2.2.1 Dados epidemiolégicos sobre a transmissao vertical do HIV

Estima-se que a cada minuto, uma crianca seja infectada pelo HIV ao redor
do mundo, e que cerca de 1.000 6bitos sejam registrados (UNAIDS, 2007). A maioria
dessas criangas hascem em paises que possuem recursos limitados, pois cerca de
90% das mulheres gravidas que precisam de antirretrovirais para prevenir
transmissao vertical, estéo situadas na Africa Subsaariana, e no leste, sul e sudeste
asiaticos (UNAIDS, 2008).

No Brasil, tem-se destacado um crescimento nos casos decorrentes de
relagdes heterossexuais nas duas ultimas décadas. Essa mudanca pode estar
associada ao crescimento da infeccdo no sexo feminino, incluindo mulheres em
idade fértil, o que reforca a necessidade de atengao direcionada para esse grupo
vulneravel (BRASIL, 2019; BRASIL, 2017). Ainda nesse mesmo periodo, mais de
140 mil casos de gestantes com HIV foram registrados, refletindo uma situacao
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epidemioldgica preocupante. Em relagdo a distribuicao regional, a regido sudeste
lidera o numero de casos com 37,4%, em seguida Sul, com 29,5%; Nordeste, com
18,3%; Norte, com 8,9% e Centro-Oeste, com 5,9%. A disparidade regional revela a
capacidade de resposta dos sistemas de saude locais, que constantemente
enfrentam desafios a partir de condigdes socioecondmicas e infraestrutura (Araujo et
al., 2025).

Entre 2010 e 2020 observou-se um aumento de mais de 30% na taxa de
detecgdo do HIV em gestantes, Esse crescimento pode ser explicado pelo aumento
da frequéncia de diagndstico durante o pré-natal e intensificagdo dos métodos de
prevencdo da transmissdo vertical. E importante destacar que a amplicacdo do
acesso aos servigos de saude, especialmente na busca do diagndstico precoce,
evidencia um impacto positivo de politicas publicas a saude reprodutiva. Porém, vale
salientar que essa evolucdo nao foi homogénea entre as regides do Brasil: as
regides Norte e Nordeste apresentaram os maiores aumentos proporcionais da
deteccao de casos na ultima década, sendo 111,3% e 73,8% respectivamente. Isso
evidencia a necessidade de ampliar agdes preventivas e assistenciais em regides
mais suscetiveis a fim de mitigar as desigualdades regionais no enfrentamento da
epidemia de HIV (BRASIL, 2019; BRASIL, 2017; Lopes et al., 2023)

A transmissao vertical do HIV pode acontecer em diferentes periodos: durante
a gestacao, no periparto (durante trabalho de parto e nascimento), ou no pdés-parto,
através da amamentacdo. Estima-se que cerca de 35% das transmissbes
acontecam no periodo intrauterino, principalmente nas Uultimas semanas de
gestacado; 65% ocorram durante o periparto, e entre 7% e 22% durante a
amamentacao (BRASIL, 2019; Kleinubing, 2019). O manejo adequado durante o
parto e orientacbes para evitar amamentacdo podem ser importantes, quando
necessarios, para mitigar os riscos de transmissao.

No Brasil, tanto a AIDS quanto a infecgdo pelo HIV fazem parte da Lista
Nacional de Notificagdo Compulséria de Doengas. A AIDS foi incluida em 1986,
enquanto que a infecgao pelo HIV foi apenas em 2014, o que reflete evolugéo da
vigilancia epidemioldogica no pais. A progressdao dos casos de HIV/AIDS em
mulheres com idade reprodutiva contribuiu para o aumento de taxas de transmissao
vertical, revelando um grande desafio para a saude publica atual (BRASIL, 2019;
Kleinubing, 2019).
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A presenca do HIV durante a gestagao tem influéncia importante na qualidade
de vida das mulheres, 0 que gera repercussdes negativas para mée e recém-
nascido, principalmente quando o diagnostico € realizado tardiamente. Como
consequéncia disso, 0 acesso ao tratamento oportuno torna-se mais dificil, o que
afasta a possibilidade do alcance da eliminagdo da transmissao vertical do HIV
(Ayala; Moreira; Francelino, 2019; Silva; Silva; Ferreira, 2019)

Varios fatores tém sido associados ao aumento da transmissdo vertical do
HIV, incluindo alta carga viral materna, ndo ades&do ao tratamento com TARV,
ruptura prolongada das membranas amniéticas (> 4 horas), via de parto vaginal,
prematuridade do recém-nascido e uso de substancias psicoativas. Mulheres jovens,
com baixo nivel socioecondmico e baixo nivel de escolaridade, formam um grupo de
alto risco para a infeccdo perinatal (Bick et al., 2018; BRASIL, 2019; Silva;
Vasconcelos; Alves, 2021). Além disso, € importante destacar que esses fatores séao
agravados pela desigualdade de género e pela dificuldade no acesso a servigos de
saude de qualidade, o que requer acdes articuladas e incluivas pelo sistema de
saude.

Diante desse cenario, € importante que haja uma aplicacdo de uma
abordagem ampla e integrada para lidar com HIV em pacientes gestantes, levando
em consideracao especificidades locais, bem como, adesdo de estratégias
preventivas durante pré-natal. A vigilancia epidemiolégica possui papel crucial, pois
permite acompanhar a evolugdo dos casos ao longo do tempo e identificar
problemas na assisténcia, possibilitando adogao de medidas preventivas e corretivas
em tempo oportuno. Ainda, a vigilancia continua é essencial para analisar a
dimensao do problema em diferentes contextos, e assim, direcionar agdes para

controle da transmisséao vertical.

2.3 Organizacao gendmica e replicagao do HIV-1

O genoma do HIV-1 é composto por duas fitas idénticas de RNA. Esta
associado a enzimas virais essenciais, envoltas por um capsideo icosaédrico
formado principalmente pela proteina p24, que confere estabilidade estrutural ao
complexo ribonucleoproteico (German Advisory Committee Blood, 2016).

A infeccdo se inicia com a adsorcdo dos virions na superficie celular mediado

pela interagdo entre o dominio gp120 do HIV-1, e receptores celulares (Moore et al.,



31

1993; Weiss, 1993). O CD4 é o principal receptor para o HIV-1 e sete receptores
transmembrana de quimiocinas, entre eles, CCR5 e CXCR4, sdo os principais
correceptores do HIV-1 in vivo (Clapham; McKnight. 2002). Apds a ligagao realizada
pelos correceptores, membranas do virus e da célula hospedeira se fusionam e o
nucleo viral é liberado para o interior citoplasmatico. O desnudamento viral envolve
fatores celulares e proteinas virais Nef e Vif. O genoma de RNA é retrotranscrito em
um DNA dupla fita proviral pela TR, cuja fidelidade de reagédo é influenciada pela
proteina celular APOBEC3G (ou CEM15) (Harrich; Hooker, 2002; Hirsch;Curran,
1990). Esse material genético € organizado em genes estruturais (Gag, Pol e Env) e
genes acessorios/regulatérios (Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev e Nef). Cada um
desempenhara fungdes importantes tanto para a replicacdo viral quanto para a
evasdo imune e progressao da infeccdo. Além dos genes, o DNA é flanqueado nas
extremidades por sequéncias de repeticdo terminal longa (LTR). A regido 5 LTR
codifica o promotor para a transcricao dos genes virais (German Advisory Committee
Blood, 2016; Zhang; Crumpacker, 2022) (figura 1).

Figura 1. Genoma do HIV-1 evidenciando seus principais genes.
0 1 2 3 4 5 6 7 8 g kb

gag | [vir ] | env
pol nef

Fonte: German Advisory Committee Blood (2016), p. 204.

Em detalhe, o gene Vif é responsavel pela neutralizagdo do efeito ARV da
proteina APOBEC3G por impedir sua expressao e a incorporacdo de novos virions
(Kao et al., 2003; Mariani et al., 2003; Marin et al., 2003; Sheehy et al., 2002). O Vpr
gerara o complexo de pré-integracdo do DNA, que o guiara ao nucleo hospedeiro,
adentrando-o através dos poros de membrana. Além da proteina Vpr, a MA p17
também possui papel relevante nesse contexto e outras proteinas associadas do

virus, como a TR, a integrase e proteinas do hospedeiro como a LEDGF/p75,
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importinas, BAF e Nup153 (Farnet; Haseltine, 1991; Haffar; Bukrinsky, 2005; Le
Rouzic; Benichou, 2005; Popov et al., 1998).

O gene env codifica a glicoproteina precursora gp160, posteriormente clivada
em duas subunidades: gp120 e gp41 (Blumenthal; Durell; Viard, 2012). A gp120 é
responsavel pelo reconhecimento e ligacdo ao receptor CD4 e aos correceptores
CCR5 ou CXCR4 na superficie de células T auxiliares, macréfagos e células
dendriticas (O’Connel; Kim; Excler, 2014). Ja a gp41 medeia a fusdo da membrana
viral com a membrana plasmatica da célula alvo, permitindo a entrada do capsideo

no citoplasma (Blumenthal; Durell; Viard, 2012).

2.4 Mecanismos de resisténcia do HIV

A variabilidade genética viral pode ser conferida através de erros no
processamento pela TR, por recombinagcdo quando ocorre infecgcdo de uma célula
hospedeira por mais de uma variante, bem como acumulo de variantes no decorrer
da infeccdo (Abram et al., 2010; Coffin, 1995; Levy et al., 2004; Mansky, 1996;
Perelson; Ribeiro, 2013). Sendo assim, a sele¢cao de variantes resistentes a drogas
depende da continuagao da replicagao viral durante a terapia incompleta, resultado
da aquisicdo de MRD e replicacéo viral. E importante salientar que em pacientes ndo
tratados ha surgimento também de virus HIV resistentes a droga. Entretanto, seus
niveis sdo indetectaveis quando comparados as particulas suscetiveis, pois ndao ha
pressao seletiva (Perelson; Ribeiro, 2013).

Muitas diferengas nas caracteristicas biologicas das variantes virais e suas
interagcbes com o hospedeiro sdo causadas pela diversidade do HIV-1 (Leal and
Villanova, 2010), tais como as diferengas entre variantes que ocorrem em termos de
adaptacéo evolutiva (Leal et al., 2008), as taxas de mutagéo, o tropismo celular (Leal
and Villanova, 2010), as respostas a TARV (Geretti et al., 2009), a aquisicao de
resisténcia a drogas (Diaz et al., 2008), os niveis de células T antes da TARV
(Soares et al., 2007), a progressao da doenga (de Brito et al., 2006), as respostas as
vacinas (Ferreira, 2012) e as taxas de transmissao entre individuos em diferentes
categorias de exposigao populacional (Collinger et al., 2013).

O aparecimento de resisténcia € induzida pela pressao seletiva exercida

sobre o virus, principalmente aos ITRN e aos IP. (Santos et al., 2009).
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Nesse contexto, pode-se classificar MRD, em primarias, que sao aquelas que
reduzem a suscetibilidade a drogas, e em MRD acessorias, que aumentam a aptidao
de variantes que contém MRD primarias e contribui para redug¢des profundas na
suscetibilidade a droga. Ndo ha resisténcia cruzada, pois quando ha resisténcia a
uma classe de ARV, havera suscetibilidade a outra classe ainda ndo adotada
(Larder, 1994). Por outro lado, estudos apontam que pode haver resisténcia cruzada
dentro de uma mesma classe de ARV (Melikian et al., 2012; Melikian et al., 2014;
Rhee et al, 2010; Tang; Shafer, 2012; Whitcomb et al., 2003). Ainda nessa
perspectiva, € importante destacar que ha MRD que s&o resistentes e
suscetibilidade a diferentes ARV da mesma classe (Whitcomb et al., 2002). Por isso,
da-se importancia para uso de ARV de mesma classe em combinagcdo ou em
sequéncia para avaliacao do perfil de mutacdo de resisténcia. Além disso, estudos
tém mostrado que taxas de resisténcia a drogas tém sido mitigadas a partir do
monitoramento precoce do rebote virolégico, com uso de aconselhamento de
adesao ou modificagdo do regime, conforme necessario, antes da evolugdo para
multiplas mutagdes de resisténcia. (Charest et al., 2014; Gupta et al., 2009; Gregson
etal., 2016).

Muitos regimes de TARV séao suficientes, em primeira linha, para bloquear a
replicacdo do HIV-1 e manter longos periodos de supresséao viral. Como resultado,
estudos tém mostrado que casos de falhas virologicas e resisténcia emergem a
partir da aderéncia incompleta ao tratamento (Chi et al., 2007; Geretti et al., 2013;

Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2016).

2.6 Resisténcia ARV em criangas e adolescentes

Taxas elevadas de resisténcia a ITRNN sado relatadas entre mulheres que
vivem em locais com recursos limitados, e isso contribui para o aumento significativo
de transmissao de resisténcia a drogas (TRD) entre bebés e criangas vivendo com
HIV. Estudo sul-africano (2011 a 2012) tém detectado um perfil de resisténcia a
ITRNN em 65% das GVHIV (Samuel et al., 2016). Além disso, outro estudo
utilizando uma grande coorte de pares maes-criancas nos paises da Africa do Sul,
no Brasil e na Argentina evidenciou a maior propensao de TRD por mulheres de

viremia detectavel, comparadas com aquelas em supressao virolégica (Yeganeh et
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al., 2018). Isso revela a importancia de otimizar os regimes de TARV para manter a
supressao virologica, durante toda a gravidez.

Em estudos europeus (1993-2017), a prevaléncia de TRD por ITRN, ITRNN e
IP tém sido relatada entre 3,6 a 14,6%, 17,9 a 26% e 0 a 10,4% respectivamente,
entre criangas vivendo com HIV (Frange et al., 2018; Rojas Sanchez et al., 2018). As
taxas de resisténcia geral a drogas, em criangas vivendo com HIV em locais com
recursos limitados durante 2004 a 2015 foram relatadas em 13-40%, e 34-79% em
criangas que sofreram exposi¢ao prévia ao TARV (Boerma et al., 2017; Kuhn et al.,
2014; Inzaule et al., 2018; Louis et al., 2019; Poppe et al.,2017). Além disso, uma
meta-analise de 2016, que incluiu dados oriundos de 19 estudos, resultando em um
total de 2.617 criancas vivendo com HIV, encontrou uma alta prevaléncia de
resisténciaa a drogas antes do tratamento em 42,7% naquelas expostas ao TARV. A
resisténcia aos |IP pré-tratamento, em bebés e criangas com HIV também tém sido
relatadas, entretanto em taxas mais baixas de prevaléncia (<3%), exceto o que tém
sido encontrado em um estudo europeu (10,4%) (Boerma et al., 2017; Frange et al.,
2018; Inzaule et al., 2018; Kuhn et al., 2014; Rojas Sanchez et al., 2018). Até o
momento, ndo ha informagdes sobre TRD por INI, em bebés ou criangcas com HIV,
em cenarios com recursos limitados.

As taxas de resisténcia medicamentosa, em criancas ou adolescentes
vivendo com HIV perinatal, sdo geralmente elevadas tanto em contextos favorecidos
financeiramente como em recursos limitados, provavelmente devido a uma
combinacao de exposi¢ao prolongada ao TARV e sua n&do adesdo. Em uma coorte
de 234 criangas e adolescentes com HIV perinatal nos EUA (2007 a 2009), 61%
delas possuiam resisténcia a pelo menos um ITRN, 45% a pelo menos um ITRNN e
34% a pelo menos um IP, e 18% possuiam resisténcia as trés classes (Van Dyke et
al., 2016). Ja outro estudo, realizado na Africa Subsaariana, com 47 criancas e
adolescentes, relatou uma prevaléncia de 87,2% com = 1 mutacao de resisténcia a
ITRN, 65,9% com = 1 mutacao de resisténcia a ITRNN e 63,8% com =3 mutacdes de
resisténcia a IP (Corrigan et al., 2018). Além disso, tém sido relatado que
adolescentes com diagndstico recente de HIV adquirido horizontalmente no EUA
(2003-2005) apresentavam elevada prevaléncia de mutagdes de resisténcia (18%),
particularmente de ITRNN (15%) (Viani et al., 2006).

2.6.1 Resisténcia aos inibidores de integrase



35

Os inibidores de integrase (INI) representam uma das classes mais recentes e
eficazes de antirretrovirais utilizados no tratamento da infecgdo pelo HIV, atuando
por meio do bloqueio da integracdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira,
etapa essencial para a replicagdo viral e estabelecimento da infeccdo crénica. A
interrupcao deste processo impede a formagao do provirus integrado, resultando em
falha da replicacdo viral e posterior supressdo da carga viral plasmatica (Espeseth et
al., 2000; Trivedi et al., 2020).

Do ponto de vista clinico, os INI tornaram-se pilares da terapia antirretroviral
combinada (TARV), sendo recomendados como parte dos esquemas de primeira
linha pelas principais diretrizes internacionais, devido a sua elevada poténcia
antiviral, alto nivel de barreira genética a resisténcia e perfil favoravel de efeitos
adversos (Gallant et al.,, 2017; Saag et al., 2020). Estudos demonstram que
esquemas baseados em INI alcangam supressdo viral mais rapida, quando
comparados a regimes contendo inibidores de transcriptase reversa né&o
nucleosideos ou inibidores de protease (Jacobson; Ogbuagu, 2018; Saag et al.,
2020).

O primeiro farmaco desta classe aprovado para uso clinico foi o raltegravir
(RAL), seguido pelo elvitegravir (EVG), que introduziu o conceito de coadministragao
com potenciadores farmacocinéticos, como o cobicistate (Temesgen, 2012). A
segunda geracéo de INI, representada pelo dolutegravir (DTG) e bictegravir (BIC),
elevou a poténcia e a barreira a resisténcia, além de apresentar boa tolerabilidade e
posologias mais convenientes (Brar et al., 2025; Oliveira et al., 2018). Mais
recentemente, o cabotegravir (CAB) tornou-se o primeiro INI disponivel em
formulacdo injetavel de longa agdo, ampliando as possibilidades terapéuticas e
representando um avancgo significativo para pacientes com dificuldades de adesao
ao tratamento diario (Zeuli et al., 2022).

A evolugdo cronoldgica desses farmacos acompanha o aprofundamento do
conhecimento sobre a estrutura e o funcionamento da integrase do HIV. A
compreensao detalhada dessa enzima e de suas etapas cataliticas foi importante
para o aprimoramento progressivo dos INIl, permitindo o desenvolvimento de
compostos com maior eficacia antiviral, elevada barreira genética a resisténcia e

perfis farmacocinéticos mais favoraveis (Li et al., 2023).
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A IN é uma enzima viral essencial no ciclo de replicacao do HIV, ela catalisa a
insercao do DNA viral recém-sintetizado no genoma da célula hospedeira, um passo
critico para a formacédo do provirus (Craigie, 2012). Esse processo de integragcéo
compreende basicamente duas reagdes sequenciais catalisadas pela integrase:
primeiro, o processamento da extremidade 3’ (3-processing), e, em seguida, a
transferéncia de cadeia (strand transfer) (Delelis et al., 2008).

No processamento da extremidade 3’, a integrase remove nucleotideos terminais
das extremidades 3' do DNA viral (tipicamente di- ou trinucleotideos), expondo
grupos hidroxila (—OH) nas bases invariantes (como um dinucleotideo CA) que seréo
usados na etapa seguinte (Hare; Maertens; Cherepanov, 2012). Na transferéncia da
cadeia, uma vez que as extremidades 3' do DNA viral estdo preparadas, a integrase
utiliza os grupos —OH recém-gerados para atacar e trocar liga¢des fosfodiéster no
DNA alvo da célula hospedeira, promovendo a covalente insercao dos terminais
virais no genoma da célula (Craigie, 2012).

Os INIs atuam principalmente bloqueando a etapa de transferéncia de cadeia.
Esses farmacos se ligam ao sitio ativo da integrase (na forma do intasoma,
complexo da integrase com o DNA viral), coordenando ions metalicos (como Mg?*) e
competindo com o DNA alvo, o que impede a reagao de transferéncia da cadeia
(Zhao et al., 2022).

A eficacia dos INIs pode ser comprometida pelo surgimento de mutacdes de
resisténcia na integrase viral. Essas mutagdes sado classificadas em principais
(major), que reduzem diretamente a suscetibilidade ao farmaco, e secundarias
(accessory), que por si s6 ndao conferem alta resisténcia, mas podem compensar o
impacto na capacidade replicativa do virus. Além disso, podem aumentar o nivel de
resisténcia quando combinadas com mutagdes principais (Zhao et al., 2022).

Padrdes classicos de resisténcia tém sido inicialmente caracterizados para os
INIs de primeira geragéo, como raltegravir (RAL) e elvitegravir (EVG). As mutagdes
mais frequentes ocorrem nas vias envolvendo os residuos Y143, Q148 e N155,
especialmente Y143R/H/C, Q148H/K/R e N155H (com mutagdes acessoérias como
G140S/A, E138K, T97A, entre outras) que aumentam a resisténcia e, as vezes,
restauram a capacidade de replicagéo viral (Blanco et al., 2011).

Quando se trata dos INIs de segunda geracao, dolutegravir (DTG), bictegravir
(BIC) e cabotegravir (CAB), a barreira genética a resisténcia é significativamente

maior. No entanto, mutagdes como R263K e G118R tém sido identificadas. A
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mutacdo R263K, por exemplo, foi descrita em casos clinicos com DTG, muitas vezes
com custo de fithess para o virus, o que limita sua propagag¢do, mas ainda pode
causar resisténcia intermediaria (Llibre et al., 2015). A mutacdo G118R tem efeito
ainda mais pronunciado: estudos in vitro mostram que ela reduz fortemente a
suscetibilidade ao DTG e pode surgir como via de escape mesmo em pacientes
naive a INI (Rhee et al., 2022).

Além disso, ha resisténcia cruzada entre diferentes geragdes de INIs. Por
exemplo, em pacientes que falham com CAB (formulagdo de longa agao), mutagdes
como Q148R, N155H, G118R e R263K foram detectadas, sugerindo que variantes
resistentes a DTG ou outros INIs podem comprometer também a eficacia do
cabotegravir (Rhee et al., 2022).

A diferencga entre a barreira genética dos INIs € um dos fatores centrais para
entender por que determinados farmacos geram resisténcia rapidamente enquanto
outros mantém eficacia mesmo diante de pressdes seletivas prolongadas. Nesse
sentido, a emergéncia de mutagbes como R263K e G118R, apesar de rara,
evidencia que mesmo agentes de segunda geragdo podem selecionar vias de
escape apos periodos prolongados de replicagdo viral residual. Isso reforca a
importancia clinica de se compreender as distintas barreiras genéticas entre as
drogas dessa classe.

A diferenca entre a barreira genética dos INIs torna-se ainda mais evidente
quando se observa a frequéncia e o impacto das mutagdes emergentes. Estimativas
recentes indicam que, enquanto os inibidores de primeira geracao (como raltegravir
e elvitegravir) continuam a apresentar baixa barreira genética, os mecanismos de
resisténcia surgem com relativa rapidez sob pressao terapéutica (Ferrer et al., 2025).

Além disso, dados de vigilancia global evidenciam uma tendéncia
preocupante: a mutagdo R263K, associada a segundo geragao (DTG, BIC e CAB),
tem sua prevaléncia aumentando em amostras de RNA ao longo de anos recentes
(0,5% para 1,5% entre 2018 e 2024) (Kagan et al., 2025). Essa observagdo mostra
que, embora a barreira genética desses inibidores seja elevada, ela ndo é absoluta,
e vias de escape especificas podem se tornar mais relevantes com uso prolongado
ou falhas intermitentes.

No que se refere ao cabotegravir (CAB), estudos genotipicos identificaram
mutacdes de resisténcia emergentes em pacientes com falha virolégica ao regime

injetavel. Um trabalho de Rhee et al. (2022) detalha correlatos genéticos da
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resisténcia a integrase para o CAB, identificando posicées como G118R e R263K
entre as mais criticas para a redugao da suscetibilidade.

Além disso, uma meta-andlise recente avaliou a falha virolégica e a
emergéncia de resisténcia em esquemas com cabotegravir + rilpivirina de longa
acao (CAB/RPV). Apesar das taxas globalmente baixas de falha (~1% em regimes
de manutengdo), quando ocorre falha, aproximadamente 40-70% dos casos
genotipados apresentam mutagdes de resisténcia a integrase, com resisténcia
cruzada para dolutegravir em muitos deles (Navarro et al., 2025).

Esses dados tém implicagdes clinicas importantes, como no ambito da falha
virologica e persisténcia da replicagédo, que mesmo com drogas de barreira alta, a
emergéncia de mutagdes como R263K e G118R pode comprometer a supressao
viral, especialmente em pacientes com aderéncia subdtima ou interrupcoes,
resultando em replicagao persistente e risco de progressao da doencga. A escolha de
esquemas de resgate € muito importante, pois a presenga de mutagdes de
resisténcia especificas pode guiar a selecdo de novas opgdes terapéuticas. Por
exemplo, a detecgdo de resisténcia cruzada entre CAB e DTG implica que, em
pacientes que falharam com CAB, simplesmente trocar para DTG pode néao
restaurar totalmente a eficacia, exigindo avaliagao genotipica cuidadosa. Além disso,
embora ainda pouco frequente, ha aumento na detec¢cao de mutagdes associadas a
resisténcia a INIs em populag¢des previamente tratadas e, em alguns contextos, pode
haver transmissdo dessas variantes. A vigilancia genotipica nacional ou local torna-
se, portanto, cada vez mais relevante. Por exemplo, em um estudo chileno com mais
de 5 mil amostras, os autores relataram resisténcia adquirida para CAB mesmo
antes da incorporagdo deste farmaco em guias nacionais, sugerindo possiveis
mecanismos de resisténcia cruzada (Ferrer et al., 2025).

Essas implicagbes clinicas destacam n&o apenas o impacto individual das
mutagdes de resisténcia, mas também a necessidade de estratégias robustas para
identifica-las, interpreta-las e monitora-las ao longo do tempo. Para tanto, os
métodos de deteccdo da resisténcia assumem papel central: sejam pela
identificagdo por sequenciamento populacional tradicional (Sanger), seja pelo
emprego de tecnologias mais sensiveis, como o sequenciamento de nova geragao
(NGS), estratégias que permitem rastrear variantes com potencial clinico relevante
(Revollo et al., 2022; Zhou et al., 2024). Essas ferramentas se articulam com bancos
de dados interpretativos como o Stanford HIVdb, ANRS e IAS-USA, que traduzem
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perfis genotipicos em orientagcbes terapéuticas. Além disso, a vigilancia
epidemioldgica continua, com avaliagdo da prevaléncia de resisténcia a INIs em
diferentes populacbes e contextos, torna-se vital para detectar tendéncias
emergentes e apoiar politicas de saude publica. Por fim, a fronteira futura desse
campo envolve ndo apenas o desenvolvimento de novos INIs, como formulagdes
long-acting (como cabotegravir injetavel), mas também estudos aprofundados sobre
a compensacao de fitness viral, dado que mutantes resistentes podem adquirir
adaptagdes que restauram sua replicacdo e desafiam os regimes terapéuticos

vigentes (Ciccacci et al., 2025; Underwood et al., 2022).

3. HIPOTESE

A vigilancia da disseminagao de mutacdes de resisténcia e a determinagéo da
variabilidade gendmica do HIV-1 ajuda na compreensao da dindmica epidémica local
e representa uma estratégia essencial, para o controle desses retrovirus, bem como

influencia na prevaléncia do virus na origem de recombinantes e resisténcia ARV.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil de resisténcia, de pares maes - filhos infectados pelo HIV e
avaliar os perfis de mutagdes de resisténcia ao HIV, associadas aos inibidores de
integrase, em pacientes pediatricos, em falha virolégica, acompanhados em servigos
de referéncia em HIV/AIDS, dos Estados do Maranhao e Pernambuco, no periodo de
2007 a 2022.

4.2 Objetivos especificos

a) Descrever a transmissao de variantes resistentes do HIV-1, em pares maes-filhos
acompanhados nos ambulatérios de referéncia em HIV/AIDS, nos anos de 2007 a

2022, nas cidades de Recife-Pernambuco e S3o Luis-Maranhéao;

b) Analisar o perfil de mutagdo de resisténcia aos inibidores de integrase, em

pacientes pediatricos, infectados verticalmente, pelo HIV, e em falha viroldgica,
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através de sequéncias de genotipagem, disponibilizadas pelo Ministério da saude.

c) Caracterizar, filogeneticamente, as cepas virais em pares méaes-filhos de Recife-
PE e S0 Luis-MA;

d) Conhecer a relagdo do status de mutagéo de resisténcia das criangas infectadas
pelo HIV;

e) ldentificar acumulo de mutacdo de resisténcia aos inibidores de integrase,

correlacionando-os a progresséo laboratorial do HIV;

f) Determinar a frequéncia de subtipos do HIV-1 em maes e criangas infectadas;
g) Avaliar as taxas de recombinac&o e caracteristicas filogenéticas entre diferentes
cepas do subtipos B, F e C e recombinantes BF do HIV-1, na populagao de criangas

e maes infectadas pelo HIV, no Nordeste do Brasil.

5 METODOLOGIA

5.1 Desenho do estudo, local e periodo

Trata-se de um estudo transversal, descritivo, sobre caracterizacao
genotipica do HIV, realizado com 15 pares maes-filhos infectados pelo HIV e trinta e
uma criancas com perfil de mutacdo de resisténcia associados aos inibidores de
integrase, e em falha virolégica, acompanhados nos servicos de referéncia de
HIV/AIDS, dos Estados do Maranhdo e Pernambuco, dos anos de 2007 a 2022.

A pesquisa foi desenvolvida, dos meses de Outubro de 2021 a Setembro de
2024, nos Estados do Maranhdo e Pernambuco, especificamente nos servigos de
referéncia (SAE materno e infantil) das cidades de S&o Luis - MA e Recife - PE, nas
seguintes instituicbes: Maternidade de alto risco de Imperatriz, ambulatério de
infectologia pediatrica do HUUFMA, e ambulatério de Infectologia pediatrica do
HUOC-UPE.

5.2 Populagao

5.2.1 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusdo dos participantes na pesquisa foram,
simultaneamente: ter diagnostico de HIV; estar em acompanhamento especializado
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nas unidades de referéncia selecionadas para o estudo, compor par mae e filho,
cujo filho tenha sido infectado por TV, ter realizado exame de genotipagem e ter
dados disponibilizados pelo MS.

Foram incluidas na pesquisa, tanto as gestantes virgens de tratamento, que
tiveram diagndstico durante a gestagcdo e coletaram genotipagem pré-tratamento,
quanto as gravidas vivendo com HIV ja em tratamento prévio, que necessitaram
realizar genotipagem, por falha virologica.

Além disso, o estudo incluiu criangas e adolescentes (< 18 anos), infectados
por TV pelo HIV, que obedeceram a todos os critérios acima, que estavam em TARV

em falha virologica e que tiveram sequenciamento da regido da integrase do HIV.

5.3. Métodos de coleta de dados

Os dados foram coletados a partir do Laboratério Central de Saude Publica do
Maranhdo (LACEN-MA), da Secretaria de Atencdo Especializada do Maranh&o, do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco (HUOC/ UPE)
e do Ministério da Saude. Foram acessados os bancos de dados com informacdes
sobre genotipagem (SISGENO), carga viral, contagens de linfocitos T CD4+ e CD8+
(SISCEL) e dados de dispensacao de medicamentos ARV (SICLOM).

As informagdes foram extraidas dos registros disponiveis nos servigos de
arquivo meédico, dos ambulatérios especializados em HIV/AIDS, onde esses

pacientes foram acompanhados.

5.4 Categorizagao das variaveis

As variaveis do estudo foram divididas em dependentes e independentes. O
subtipo viral do HIV-1 foi determinado como dependente e categorizado como
subtipo B, F, C e recombinante BF.

APENDICE A - QUADRO 1: Variaveis sociodemograficas

Variavel Definigao Categorizagao

Expressa em anos.

Idade Correspondente ao periodo da -

coleta.
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Data de obtengao da

Data da coleta mais préoxima a

sequéncia data do parto.
Paciente em gestagéo no 1-  Sim
Gestagao momento da coleta para 2-  Nao
genotipagem. 3-  Né&o se aplica
Sexo bioldgico do paciente. 1-  Masculino
Sexo -

2-  Feminino
3-  Nao informado

Naturalidade (cidade e
estado)




APENDICE B - QUADRO 2 - Variaveis laboratoriais e terapéuticas.
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Variavel

Definigao

Categorizagéao

O diagnéstico foi
estabelecido no dia do parto

ou antes?

1-
2-

Antes

No dia do parto

Contagem de células T CD4+
mais préxima do parto e

atual

N° de linfécitos T CD4+
circulantes no sangue
periférico. Resultados

expressos em n° células/mm3,

Data da realizacao da
contagem de células T CD4+

(més/ano)

Data da coleta mais proxima a
data do parto e da ultima

coletada.

Carga viral mais préxima do

parto e atual

Presenca de RNA viral

circulante no sangue periférico.

Resultados expressos em n°
copias RNA viral/mL

Data da realizagédo da carga

viral (més/ano)

Data da coleta mais préoxima ao

parto e da ultima realizada

Data da realizagéo da 12

genotipagem (més/ano)

Tipos de TARV

administradas aos pacientes

Determinar quais combinacdes
terapéuticas de antirretrovirais

foram utilizadas

Esquema terapéutico inicial

Esquema terapéutico atual

Mudanca de TARV

1- Sim
2- Nao

Motivo da mudancga do

tratamento
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Identificagédo de falha

terapéutica

Registro de resisténcia a
TARV

Uso regular de antirretroviral 1- Sim
2- Nao

5.5 Analise e processamento de dados

Os dados coletados foram tabulados e distribuidos em tabelas de frequéncia,

e correlacionados com os dados sociodemograficos, laboratoriais, terapéuticos,
epidemioldgicos e genéticos.

Todas as sequéncias foram analisadas em termos de recombinagao
genética, T CD4+ e CV-HIV.

A analise das MRD ARV do HIV-1 foi realizada por meio do envio das

sequéncias ao banco de dados de resisténcia do HIV da Universidade de Stanford

(http://hivdb.stanford.edu), que utiliza uma lista padronizada de mutagdes principais

de resisténcia ao HIV-1 (https://cms.hivdb.org/prod/downloads/resistance-mutation-

handout/resistance-mutation-handout.pdf)

A resisténcia aos ARV foi classificada com base na saida do banco de dados
Stanford como: susceptivel, intermediaria (incluindo resisténcia de baixo e médio

niveis) e resistente (alto nivel de resisténcia).

5.5.1 Analise estatistica

O teste de qui-quadrado de Person e o teste exato de Fisher foram
utilizados, para a andlise das variaveis categodricas. Para a comparagao de
medianas, em variaveis continuas, aplicou-se Kruskal-Wallis. Para selecionar as
variaveis mais significantes foi empregada uma regressao logistica stepwise. Os
dados foram analisados com o software STATA V.13 (STataCorp., USA).


https://cms.hivdb.org/prod/downloads/resistance-mutation-handout/resistance-mutation-handout.pdf
https://cms.hivdb.org/prod/downloads/resistance-mutation-handout/resistance-mutation-handout.pdf
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5.5.2 Determinagao dos subtipos de HIV

A determinacao preliminar dos subtipos do HIV-1 foi realizada utilizando
programas de referéncia online: HIV-1 COMET (10.1093/nar/gku739), os programas
de andlise de sequéncia HIVdb, no site da Universidade Stanford
(http://hivdb.stanford.edu; 10.1097/01. aids.0000216363.36786.2b; 10.1038/81407),
e a Ferramenta REGA para Determinagdo dos Subtipos do HIV-1.
(http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/  typingtool), com
uma interpretacdo inequivoca do subtipo, com uma porcentagem de identidade de
97 a 100% em todos os trés programas, sendo o subtipo considerado determinado

de forma confiavel.

5.5.3 Analise filogenética

Para investigar as relacbes filogenéticas das sequéncias de ambos os
grupos (maes e filhos), foram realizadas uma comparagdo dessas, com as dez
principais sequéncias obtidas através de Download do HIV BLAST
(https://www.hiv.lanl.gov/contentsequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html).

As sequéncias do HIV BLAST e as sequéncias deste estudo, foram
alinhadas utilizando o MAFFT e editadas pelo Aliview.

Para cada subtipo, foi construida uma arvore filogenética de maxima
verossimilhanga (ML), com um modelo geral de substituicdo nucleotidica mais
gamma (GTR+G), e o teste de razéo de verossimilhanca aproximada de Shimodaira-
Hasegawa (SH-aLRT) O0ED foi utilizado para testar o suporte dos ramos com 1.000

replicatas.

5.5.4 Analise de recombinagao

Para determinar a extensdo da recombinagdo em sequéncias de HIV,
utilizou-se o software SIMPLOT versao 3.5.1 (Silver et al., 2018) e o software RDP
versao 5 (Martin; Ribicki, 2000).
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Os seguintes parametros foram empregados no SIMPLOT: modelo de
substituicdo nucleotidica F84 com 1.000 replicatas de bootstrap, janela deslizante de
200, passos de 20 pares de bases e 90% de confianca.

A razado de transicdes/ transversdes foi determinada, empiricamente, para
cada alinhamento avaliado. Aplicou-se o pacote RDP, utilizando diversas técnicas de
deteccdo de recombinagado, incluindo o método 3Seq, Geneconv, MaxChi e

Chimaera.

5.5.5 Analises da diversidade genética e de pressao seletiva positiva

Realizou-se uma analise de diversidade genética para comparar a distancia
entre sequéncias coletadas em diferentes momentos. Determinou-se as distancias
genéticas entre as sequéncias pertencentes aos subtipos B e F separando de acordo
com o grupo de analise (mae e filho), utilizando o MEGA 5.

Empregou-se, o modelo composto de maxima verossimilhanga e o método
de bootstrap para estimar a variancia com 1.000 replicatas, adotando-se uma taxa
de mudancga entre os locais (Gama) de acordo com o modelo evolutivo escolhido
para cada alinhamento.

A diversidade genética intra-subtipo entre as amostras coletadas em cada
periodo foi inferida estimando a diversidade de nucleotideos (1), implementada no
MEGA 5. Para essa analise, as sequéncias foram agrupadas em diferentes
alinhamentos, de acordo com o subtipo viral e o grupo.

A analise das pressoes seletivas diferenciais ao longo dos locais de cédons
foi conduzida no programa CODEML do pacote PAML 4.4 (Yang, 2007), calculando
os valores especificos de codons dN/dS (o parametro w). Os alinhamentos de cada
subtipo de HIV e grupo de analise foram testados para sele¢cao positiva de forma
independente e conjunta, utilizando os modelos M1a-M2a e M7-M8 (Wong et al.,
2004). Uma medida qualitativa da distribuicao dos valores de w ao longo dos locais
de cbédons dos subtipos de HIV foi obtida tracando a distribuicdo beta com os
parametros inferidos pelo modelo M7 (Yang et al., 2000).

Uma comparacdo da intensidade da selegdo ao longo dos genes entre os
subtipos foi realizada utilizando a abordagem de Choisy et al. (2004), que empregou
um teste pareado de soma de postos de Wilcoxon para verificar se o w ponderado

para cada cdédon, estimado sob o modelo discreto M3 (Yang et al., 2000), diferia
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significativamente entre os subtipos. Por fim, os algoritmos SLAC e FEL (Pond;
Frost, 2005) do pacote HyPhy (Pond et al., 2005) também foram utilizados para
identificar os codons sob selecdo positiva nos subtipos de HIV de forma

independente e no conjunto de dados combinados.

6. ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Este estudo foi submetido e aprovado, conforme Resolucdo 466/2012, pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas, da Universidade Federal de
Pernambuco - HC/UFPE CAAE 51758621.7.1001.8807, e Comité de Etica e
pesquisa da UFMA CAAE 57505422.6.0000.5086.

7. RESULTADOS

7.1 Artigo 1: Mutacdes de resisténcia a medicamentos e analise filogenética dos
subtipos B e F do HIV-1 de maes e criangas com transmissao vertical

Aceito para publicagdo na BMC Doencas Infecciosas. Fator de Impacto: 3,4. Qualis:
A3

Resumo

Introducao: Este estudo teve como objetivo descrever a transmissédo de variantes
resistentes ao HIV-1 e a caracterizagéo filogenética das cepas virais em pares mae—
filho das cidades de Recife e Sao Luis, localizadas na regiao Nordeste do Brasil, no
periodo de 2007 a 2022. Métodos: O estudo incluiu 15 pares mae—filho com
transmissdo vertical confirmada pelo HIV-1. As sequéncias de genotipagem foram
fornecidas pelo Ministério da Saude do Brasil. As analises incluiram descrigbes dos
perfis de mutagado de resisténcia antirretroviral das maes e filhos, determinagédo de
subtipos e analises filogenéticas. Resultados: Sete pares mae—filho exibiram perfis
de mutacdo semelhantes, com trés nao apresentando mutacdes e quatro exibindo
mutacdes semelhantes nas classes de medicamentos inibidores da transcriptase
reversa nucleosidicos (ITRN) e ndo nucleosidicos (ITRNN). Entre quatro pares,
foram observadas semelhangas de mutagdes para apenas uma classe de
medicamentos antirretrovirais (ARV). Nos outros quatro pares, notaram-se perfis de
mutacao distintos, com duas criancas apresentando mutacdes em duas ou trés

classes de medicamentos e suas maes exibindo nenhuma ou uma mutagdo. A
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substituicdo M184V foi detectada em quatro maes e trés de seus filhos. Uma mée e
seu filho exibiram uma mutagdo no caminho 1 da mutagao dos analogos de timidina.
A substituicio K103N, associada a resisténcia aos NNRTIs, foi identificada em
quatro méaes, mas apenas em dois de seus filhos. Por outro lado, a substituicdo
G190A esteve presente em duas maes e seus filhos. Mutagbes conferindo
resisténcia a efavirenz, nevirapina, lamivudina, abacavir e didanosina foram
frequentemente observadas em ambos os grupos. Treze pares (86,6%) foram
identificados com o subtipo B do HIV-1, enquanto dois (13,3%) foram identificados
com o subtipo F1 do HIV-1. Conclusées: Diferengas nos perfis de mutagdo e
resisténcia ARV para as classes de medicamentos NRTI e NNRTI foram observadas
em metade dos pares méae—filho, enfatizando a importancia de estratégias

terapéuticas individualizadas.

Palavras-chave: Resisténcia Antirretroviral; Genotipagem; Terapia Antirretroviral,

Variantes do HIV; Sequenciamento Genético.

Introducgao

Diversas evidéncias demonstraram uma reducao significativa na TVHIV, com
muitos paises desenvolvidos alcangando uma taxa de transmissao anual de 0% [1].
Apesar desse sucesso, eliminar a TVHIV globalmente continua sendo um desafio,
particularmente em paises de baixa e média renda. A Organizacdo Mundial da
Saude estima que, em 2023, aproximadamente 120.000 novas infecgdes por HIV
ocorreram em criancas em todo o mundo; dessas, 86% ocorreram na Africa
Subsaariana [2].

Em uma meta-analise de estudos brasileiros publicada em 2019, as taxas de
TVHIV nas diferentes regides do pais nos 10 anos anteriores variaram de 1,8% a
27,8%, com uma reducgao significativa ao longo do tempo. As variagdes regionais
refletem diferencas socioeconémicas e o sistema de saude de um pais com vastas
dimensdes territoriais [3]. Até o momento, apenas dois estados brasileiros (Sao
Paulo e Parana) alcangaram a meta de eliminar a TVHIV [4].

O impacto da TVHIV vai além da simples transferéncia do virus da mae para
o filho; ele também envolve a transmissao de variantes do HIV que podem ser

resistentes aos medicamentos ARV. A presenca dessas variantes resistentes nos
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filhos € um fator complicador, pois pode limitar as opgdes de TARV e aumentar o
risco de falha terapéutica [5].

Em relacdo as MRD, Vaz et al. [6] relataram uma prevaléncia de 43,9% na
regido pol entre pares mée-filho com transmissdo vertical do HIV em um estudo
realizado no Nordeste do Brasil. O estudo também demonstrou a predominancia do
subtipo B do HIV-1 (82,1%) e do recombinante BF (17,9%). Apesar da alta
prevaléncia de MRD em pares mae-filho, Schultze et al. [7] e Santos-Pereira et al. [8]
demonstraram que essas mutagdes nas criancas estavam associadas a contagens
mais baixas de linfécitos T CD4+, maiores cargas virais do HIV-1 e maior nUmero de
esquemas terapéuticos.

Embora a transmissdo de variantes do HIV resistentes aos medicamentos
seja uma preocupagao, evidéncias sugerem que nem todas as variantes transmitidas
se estabeleceram nas criangas. Esse fendmeno pode estar relacionado ao efeito da
TARV pos-transmissao, que suprime a replicagdo das variantes resistentes,
impedindo assim a progressédo da resisténcia [9]. A hipétese de que a TAR péds-
transmissao pode ter um efeito supressor sobre as variantes resistentes € uma area
de crescente interesse, com implicagcbes potenciais para otimizar esquemas
terapéuticos em recém-nascidos expostos ao HIV. No entanto, essa hipdtese requer
mais validagcdo por meio de estudos adicionais que empreguem técnicas de
sequenciamento mais sensiveis e analises de DNA proviral e RNA viral circulante
[10, 11].

Este estudo teve como objetivo caracterizar os perfis de resisténcia ARV de
pares mae-filho infectados pelo HIV, entender a transmissao de variantes resistentes
e como essas dindmicas influenciam a evolugdo da resisténcia nas criangas. Os
individuos foram monitorados nos servicos de referéncia de HIV/AIDS em Recife,

Pernambuco, e Sao Luis, Maranhao, Brasil, no periodo de 2007 a 2022.

Métodos

Desenho do estudo, localizagao e periodo

Este estudo foi conduzido de outubro de 2021 a setembro de 2024, em Sao

Luis - Maranhdo, e Recife - Pernambuco, nos seguintes locais: Ambulatério de

Infectologia Pediatrica do Hospital Universitario da Universidade Federal do
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Maranhao e Ambulatério de Infectologia Pediatrica do Hospital Universitario Oswaldo

Cruz da Universidade de Pernambuco.

Populacao

O estudo incluiu 15 pares mae-filho diagnosticados com infecgbées por HIV-1
que estavam sob acompanhamento terapéutico nas unidades de referéncia
selecionadas. As maes incluidas englobaram tanto mulheres nao tratadas
previamente, diagnosticadas durante a gestacdo e submetidas a genotipagem pré-
tratamento, quanto mulheres vivendo com HIV-1 que ja estavam em tratamento
anterior e necessitaram de genotipagem devido a falha virolégica, durante a
gravidez.

Entre os 15 pares mae-filho, oito (53%) eram do Maranhdo e sete (47%) de
Pernambuco. Das criangas, oito (53%) eram do sexo masculino, e 10 (66,7%)
iniciaram TARV nos primeiros dois anos de vida. Em um caso (6,7%), nao foi
encontrado registro de inicio de TARV. Nove criangas (60%) haviam iniciado TARV,
sendo zidovudina (AZT) + lamivudina (3TC) + nevirapina (NVP) em trés casos (20%),
AZT + 3TC + lopinavir/ritonavir em dois (13,3%), e AZT + 3TC + efavirenz (EFV) em
dois casos (6,7%), enquanto nenhum tratamento foi descrito para trés criangas
(20%). Os pares mae-filho 1, 2, 5 e 7 receberam o mesmo esquema de TARV (AZT
+ 3TC + NVP). As mées 3, 6, 8, 9 e 15 receberam esquemas baseados em EFV

(Material Suplementar).

Coleta de dados

Os dados foram obtidos de fontes secundarias, incluindo prontuarios médicos
dos hospitais e ambulatorios onde os pacientes eram acompanhados, além de
informagdes disponiveis nos sistemas do Ministério da Saude: Laudo AIDS
(laudo.aids.gov.br), SICLOM (gov.br/aids/pt-br/sistemas-de-informacao/siclom),

SISCEL (gov.br/aids/pt-br/sistemas-de-informacao/siscel) e LACEN
(Laboratério Central).

Foi utilizado um questionario especifico para coletar variaveis
sociodemograficas, laboratoriais e clinicas, que foram analisadas com o software
Stata 13.0® (Estados Unidos
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Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE; CAAE
51758621.7.1001.8807) e da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA; CAAE
57505422.6.0000.5086).

Determinacgao dos subtipos de HIV-1 e resisténcia ARV

A determinacido preliminar dos subtipos de HIV-1 foi realizada utilizando
ferramentas de referéncia online, como o HIV-1 COMET [12], HIVdb da Universidade
de Stanford [13, 14] e a Ferramenta de Subtipagem REGA HIV-1 [15]. As mutacdes
de resisténcia ao HIV-1 foram analisadas utilizando a plataforma HIV Drug
Resistance Database da Universidade de Stanford (http://hivdb.stanford.edu) [16].

Analise filogenética

Foi realizado um alinhamento inicial utilizando o MAFFT [17], incorporando as
sequéncias de consulta e aquelas obtidas pelo HIV BLAST [18] que apresentaram
maior similaridade. Arvores filogenéticas de maxima verossimilhanga foram
construidas para cada subtipo, com suporte dos clados obtido por meio de 1.200

réplicas de bootstrap utilizando o IQtree Web Server [19].
Analise de recombinagao

A recombinacao entre subtipos foi avaliada utilizando o software SIMPLOT
versao 3.5.1 [11]. Os seguintes parametros foram aplicados: modelo de substituicao
de nucleotideos F84, 1.000 réplicas de bootstrap, janela deslizante de 200 pb com
passos de 20 pb e nivel de confianga de 90%. A razao de transicao/transversao foi
determinada empiricamente para cada alinhamento.

Resultados


http://hivdb.stanford.edu/
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Uma comparacgao das mutagodes de resisténcia aos ITRN e ITRNN entre maes
e criangas nao revelou diferengas significativas na ocorréncia dessas mutagdes

(Figura 1).

Figura 2. Numero de individuos (méaes e criangcas) com resisténcia a ITRNN (a) e
ITRN (b) por grupo de estudo. Lamuvidina (3TC); abacavir (ABC); D4T, estavudina
(D4T); didanosina (DDI); Doravirina (DOR); efavirenz (EFV); etravirina (ETR); FTC,
entricitabina (FTC); ITRNN; ITRN, nevirapina (NVP), rilpovirina (RPV), fumarato de
tenofovir disoproxil (TFD); zidovudine (AZT)
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Entre as mutacdes associadas a resisténcia aos IRTN, a M184V foi a mais
frequente (26,7%) (Figura 2). As mutagdes K219KR e K70E foram observadas em
apenas uma mée (6,7%) (Figura 2). As mutacbes M184l, M41L e T215FY foram
identificadas, em apenas uma crianga cada (6,7%) (Figura 2). Com relacéo as
mutag¢des associadas a resisténcia aos ITRNN, a K103N foi identificada em quatro
pacientes (26,7%) de ambos os grupos. A mutagdo G190A foi mais frequente no
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grupo das criangas (n=3 pacientes [20%]) em comparagao ao grupo das maes (n=2
[13,3%]) (Figura 2). Mutag¢des nas posi¢gdes de aminoacidos 106 e 188 da TR foram
encontradas apenas nas maes, enquanto as mutagdes nas posi¢coes 101 e 230
foram observadas apenas nas criangas.

NRTI DRM
K219KR KTDE L210W 14 M184 MIL T2150 T2I5FY
g
; 1=
11l ma I
' Druq Rnal.ulnnc:n Muhmon '
Group [l Moter [ cri

NNRTI DRM
ASBAG  E130A  EIMEK FEITL GIS0A GIOGE FIS0GRET 1Z21¥  KIIKE  KI0IN KI03T L0010 L10OLRY  MEJOL VI0S VIO wvi0EwT  VITRT Y1l

A

10

Percent (%)

IJrug Resistance Mutation

Group [l wove [ cr

Figura 3. Propor¢do de individuos (mae e filho) com mutagbes associadas a
resisténcia a medicamentos (MRD) para ITRNN (a) e ITRN (b). A auséncia de uma
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barra indica que a respectiva mutacdo nao foi encontrada nesse grupo.
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Uma analise dos esquemas de TARV revelou padrdes variados entre maes e
criangcas. Com excegao de trés pares mae-filho que nao apresentaram mutacdes de
resisténcia a ARV, todos os pares mostraram a presengca de mutagdes que
conferiram alta resisténcia em pelo menos um dos membros do par (Figura 3). Entre
os pares analisados, cinco (33%) apresentaram mutacdes conferindo alta resisténcia
em apenas um individuo (maes: pares 6, 9 e 14; criangas: pares 1 e 15). Em quatro
pares (27%), maior resisténcia a ARV foi detectada nas criangas em comparagao as

maes.

Figura 4. Niveis de resisténcia ARV em maes e criangas classificadas pela pontuacao de resisténcia
do Banco de dados de resisténcia a medicamentos de Stanford. Lamuvidina (3TC), abacavir (ABC),
bictegravir (BIC), estavudina (D4T), didanosina (DDI), doravirina (DOR), efavirenz (EFV), etravirina
(ETR), entricitabina (FTC), nevirapina (NVP), rilpovirina (RPV), fumarato de tenofovir disoproxila (TDF,
zidovudine (AZT).
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A mutacdo M184V estava presente em quatro maes (26,6%) e em trés (75%)
de seus filhos (pares Mae (M)3-Crianca (C)3, M5-C5 e M7-C7). As mutagdes na
posi¢cao 103 foram detectadas em cinco maes (33%) e em quatro criangas (27%),
mostrando uma alta correlacéo entre elas.

Além dos trés pares maes-filhos sem MRD, alguns pares apresentaram
mutacdes que conferiram alta resisténcia apenas em um dos individuos (pares 6, 9 e
14 nas maes; pares 1 e 15 nas criangas). As criancgas dos pares 1, 5, 7 e 15 exibiram

resisténcia mais ampla a diversos ARV (Tabela 1).

Tabela 1. Principais mutagdes associadas a resisténcia a medicamentos detectadas em
sequéncias do HIV-1 isoladas de pares mae-filho no Maranhdo e em Pernambuco (regido
Nordeste do Brasil), 2007-2022

Mutacoes de resisténcia associadas a drogas

Par ITRN ITRNN LPVIr
M1 - V1081 -
C1 M184V K103N, G190GE M46ML
M2 - - -

C2 - . -
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M3 K70E, M184V V1061, Y188L -
Cc3 M184V - -
M4 - - -
c4 - - -
M5 M184V K103N -
C5 M1841 K103T, M230L Q58E
M6 - K103N, E138A -
C6 - E138A -
M7 S68G, M184V K103N -

C7 M41L, S68G, M184V, T215FY  A98AG, K101KE, V108VI, G190A -

M8 - - -
c8 - - -
M9 - G190GRS -
c9 - - -
M10 K219KR L100LIV, F227L -
C10 - L1001, K103N, E138EK Q58E
M11 - K103N -
C11 - K103N -
M12 - G190A -
C12 - G190A -
M13 S68G, L210W, T215D G190A -
c13 S68G, L210W, T215D V179IT, G190A -
M14 M184V ; ]
C14 - - -
M15 - - -
c15 M184V K103N, V108l -

LPV/r, lopinavir/ritonavir, Inibidores nao nucleosideos da transcriptase reversa (ITRNN),
Inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (ITRN), “-” representa nenhuma mutagéao.
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Na analise filogenética, foi possivel identificar outras sequéncias originarias do
Brasil que formaram diversos grupos monofiléticos (Figuras 4 e 5). Os pares mae-
filho identificados nas arvores filogenéticas n&o apresentaram forte correlagédo do
ponto de vista evolutivo. Foram identificados 13 pares com HIV-1 subtipo B (86,6%)
e dois pares com HIV-1 subtipo F1 (13,3%); no entanto, nenhuma sequéncia

recombinante foi confirmada nas analises baseadas em similaridade (Simplot).
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Figura 5. Arvore de maxima verossimilhanca do subtipo B do HIV-1 mostrando a relagéo filogenética
entre as sequéncias das maes (azul) e seus respectivos filhos (verde). As sequéncias com maior
similaridade em uma busca BLAST s&o destacadas em vermelho.
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Figura 6. Arvore de maxima verossimilhanca do subtipo F1 do HIV-1 mostrando a relagéo filogenética
entre as sequéncias das maes (azul) e seus respectivos filhos (vermelho). As sequéncias com maior
similaridade em uma busca BLAST sao destacadas em verde.



59

@F1405152.1_Brazil

Grupo o @KIB497S8.1_Brazil
B Crianca j b @FJ591998.1_Brazil
. c 24PE 150748

B Conjunto de dados 1. ! 2 . @29PE1700440

Mie . - SKT742056.1_Brazil
u r QLl:IR‘)?I? 1_Bruzil

L SKIS49770.1_Brazil
' @AY 145832.1_

GQ398920.1_ltaly

E: T eGQ39969 1.1 ltaly

'.0-“)02221_!!3!?
y

. i ©GQ399125.1_ltaly
R SAYT71418,1_Brazil
: SOAY444278.1_Braxil

—@GUS95156.1_ltaly
_ ’H-‘%?‘)Im 1_Brazil
. 9GQ398932.1 ltal\
Ny Q}\I%SBZ.l-Bruil
[ @AISTTT33.1_
L @AY 1458251 _
. @AY 455779.1 _Brazil
;i .—..AY77I447 1_Brazil
@) 784206, 1 _Brazil
] | ..\1\9’8165 | _Brazil
‘ | £ ‘pjwlbm I _Braal
I FN’M)(SI _Brazil
. "OMF545227.1_Brazil

_@29PE2100207
. T L @29PE1906297
!.s x @HM534039.1_Brazil

k! M982313.1_Spain
.8 @AY455782.1_Brazil
@FJ405178.1_Brazil
SAFI07398.1_Brazl
. SMH20415.1_Democratic_Republic_of_the_Congo
e @0L624905.1_Brazil
b @MG365771.1 _Brazil
' 9AY444276,]1 _Branl
H 2DQ358803.1_Brazil
L @FJa05153.1_Brazil
—"—.AF“‘)SZ‘)‘)I ltaly
1 @) Q6195501 _Brazil
Y173957.1 _Braznl
U672662. l_(‘ zech_Republic
WAF447826.1_Braxl
SABABS6ST. | _Brazil

0.007

Discussao

Os resultados do presente estudo, que avaliou a resisténcia aos
antirretrovirais em pares mae-flho com HIV-1, sugerem que trés situagbes podem
ocorrer: a) transmissao do virus do tipo selvagem sem mutagdes; b) transmissao de
mutacdes de resisténcia das mées para os filhos, seja de forma parcial (com
mutagcdes em apenas uma classe de medicamentos) ou total (com resisténcia a

ambas as classes de antirretrovirais); e ¢) aquisigao tardia de resisténcia pelos filhos.
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Apenas metade das criangas neste estudo apresentaram perfis de mutacdo de
resisténcia semelhantes aos de suas maes. Compreender as diferengas intergrupais
nos perfis de mutagdo € importante e requer uma revisdo das dinamicas da TVHIV.
Evidéncias apoiam a hipétese de uma heterogeneidade viral restrita no sangue dos
recém-nascidos no momento da infecgdo, com apenas uma ou poucas variantes
virais sendo transmitidas da mae para o filho, embora a transmissdo de multiplas
variantes também tenha sido descrita. A transmiss&o durante o parto esta associada
a uma unica variante do HIV-1, enquanto a transmissdo intrauterina € mais
frequentemente associada a uma ou mais variantes virais predominantes da mae
[20]. Outra explicagao para as diferencas nos perfis de mutagao entre méaes e filhos
pode envolver a transmissao horizontal do HIV-1, que inclui a reversao de mutagdes
de resisténcia devido a pressdo imunoldgica no novo hospedeiro [21]. Por fim, foi
demonstrado que o uso de ARV em criangas pode limitar a transmissao MRD [22].

No entanto, devemos considerar que a metodologia utilizada neste estudo
pode ndo ter identificado variantes minoritarias entre as muta¢des de resisténcia
derivadas das méaes.

No estudo Swiss Mother-Child Cohort with HIV, que avaliou 22 mulheres
gravidas que transmitiram HIV para seus filhos, 10 apresentaram MRD; entretanto,
apenas uma criangca apresentou esse tipo de mutacdo de resisténcia,
especificamente M184V, transmitida pela mae. No mesmo grupo de criangas, uma
analise aprofundada de MRD aos ARV, utilizando sequenciamento de nova geragéao
foi realizada em trés criangas nascidas com HIV, mas sem mutacdes detectadas. Em
dois casos, MRD em frequéncias < 20%, que nao foram detectadas pelo
sequenciamento Sanger, foram identificadas pelo sequenciamento de nova geragao.
No terceiro caso, as mutagbes emergiram como variante predominante apds dois
anos [23]. Ao avaliar 190 infecgdes agudas adquiridas por transmissao horizontal,
Faraci et al. [24] descobriram que todas as mutacbes de resisténcia no plasma
também apareceram no DNA proviral; entretanto, nove mutacdes de alta frequéncia
foram detectadas apenas neste ultimo. Além disso, considerando uma taxa de MRD
< 20%, 11 mutagbes ITRNN, sete ITRN e seis IP foram exclusivamente localizadas
no DNA proviral.

De forma semelhante, um estudo com 72 criangas sul-africanas com falha
terapéutica em esquemas contendo NRTIs e IP mostrou que aquelas cujos virus

apresentavam mutacdes para a classe ITRNN n&o haviam usado previamente esses
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medicamentos, sugerindo que essas mutagdes foram adquiridas de suas maes com
falha terapéutica [25]. Esses achados demonstram que a transmissao de mutagdes
de resisténcia em infeccbes agudas € mais comum do que o detectado pelos
meétodos convencionais de genotipagem e sugerem o potencial de sua emergéncia
apos pressao seletiva do tratamento ou uso irregular de antirretrovirais.

Em outro estudo, a transmissdo de MRD de mée para filho ocorreu, em
apenas um de 22 casos (4,3% das criangas), enquanto a resisténcia adquirida apos
o tratamento ocorreu em 16 dos 22 casos (73%) [23]. A resisténcia adquirida aos
antirretrovirais provavelmente ocorreu em criangas dos pares 1 e 15, nas quais os
perfis de mutacao de resisténcia diferiam entre as criangas e as maes, indicando
que, além da transmissao, outros fatores, como baixa adesdo ao tratamento e
pressao seletiva dos antirretrovirais, influenciam fortemente a evolugdo da
resisténcia em criancas. Considerando os perfis de mutagao relacionados aos ITRN
nas maes, descobrimos que M184V foi a mais comum, sendo transmitida para
metade de seus filhos, enquanto a mutagdo da via analoga a timidina 1, presente em
apenas uma mae, também foi identificada em seu filho.

Em relagdo aos ITRNN, a mutacdo K103N foi encontrada em quatro maes e
transmitida para duas (50%) de suas criangas. A mutacdo G190A, associada a
resisténcia prolongada ao NVP, foi identificada em duas maes e transmitida para
seus dois filhos. Nossos resultados sdo semelhantes aos encontrados na india em
72 criangas com infecgdes perinatais e falha viroldgica apés 12 meses de TARV. A
genotipagem antes do tratamento mostrou que 14% das criangas apresentavam
mutacdes de resisténcia viral, com mutagdes relacionadas a ITRNN identificadas em
9,7% dos casos e mutagdes relacionadas a ITRN (K103N e M184V) em 2,7% dos
casos [26].

O perfil mutacional dos casos estudados aqui, coletados até 2023, mostrou
resisténcia aos NRTIs, particularmente ao 3TC, conferida pela mutagdo 184V
presente em aproximadamente 26% das maes, e aos ITRNN, como EFV e NVP,
conferida pelas mutacées K103N e G190A, presentes em 26,6% e 13,3% das maes,
respectivamente. Esse achado sugere que os esquemas de profilaxia de
transmissdo vertical do HIV-1 utilizados para gestantes no Brasil até 2022,
consistindo em AZT + 3TC + EFV ou NVP, estdo esgotados e ndo estdo mais
alinhados com a necessidade de medicamentos com barreiras genéticas contra as

mutagbes de resisténcia mais prevalentes. Desde entdo, reconhecendo a
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superioridade dos esquemas contendo DTG, em relacdo aqueles contendo EFV,
como evidenciado pelo ensaio clinico randomizado multicéntrico VESTED, realizado
em nove paises e que avaliou a eficacia de esquemas ARV para a prevengao da
TVHIV [27], o Ministério da Saude do Brasil descontinuou o uso preferencial de
ITRNN no tratamento de gestantes e estabeleceu o esquema TDF+ 3TC + DTG para
gestantes e o esquema AZT + 3TC + DTG para profilaxia em recém-nascidos
expostos [28]. Notavelmente, a mutacdo 184V, induzida pelo 3TC, reduz a aptidao
viral e hipersensibiliza o virus ao TDF e AZT, componentes dos protocolos

terapéuticos atuais para gestantes e bebés.

Conclusao

Em conclusdo, a analise das mutagdes de resisténcia realizada neste estudo,
revelou diferencas nos perfis de mutagao e na resisténcia aos ARV das classes de
medicamentos ITRN e ITRNN entre maes e filhos, reforcando a importancia de
estratégias terapéuticas individualizadas e de uma abordagem integrada para a

prevencao da transmissao do HIV-1.
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7.2 Artigo 2: Resisténcia aos Inibidores de Integrase no Contexto do Tratamento
Antirretroviral em Pacientes Pediatricos na Regido Nordeste do Brasil. Submetido
para publicagcdo no Jornal Brasileiro de Doengas Infecciosas. Fator de Impacto:
2.8. Qualis: B1.

Resumo

Introdugdo: A resisténcia aos antirretrovirais representa um desafio a eficacia da
terapia. Embora os inibidores da integrase (INi) possuam uma alta barreira genética
a resisténcia, poucos estudos no Brasil tém focado na resisténcia a essa classe.
Este estudo teve como objetivo avaliar mutagdes do HIV associadas a resisténcia
aos INI em criancas infectadas verticalmente nos estados do Maranhdo e
Pernambuco, Brasil.

Métodos: Foi realizada uma analise retrospectiva dos perfis de resisténcia
antirretroviral em pacientes pediatricos com falha virolégica, atendidos pelo Sistema
Unico de Salde (SUS). Dados sobre carga viral, contagens de linfécitos T
CD4+/CD8+ e dispensacao de medicamentos foram obtidos dos bancos de dados do
Ministério da Saude (SISGENO, SISCEL e SICLOM). As sequéncias da integrase do
HIV-1 foram analisadas. A analise filogenética (IQ-TREE) foi utilizada para identificar
subtipos e recombinantes. As mutacbes associadas a resisténcia foram
determinadas utilizando o Stanford HIV Drug Resistance Database.

Resultados: Foram incluidos 31 pacientes pediatricos (idade mediana = 12 anos). A
média da contagem de CD4+ foi de 999 células/mm?® e a carga viral mediana foi de
19.235 copias/mL. O subtipo B e mutagdes de resisténcia aos INI foram detectados
em 74,5% e 64,5% dos pacientes, respectivamente. Altas taxas de resisténcia ao
raltegravir (70,9%) foram observadas, ressaltando a importancia do monitoramento
genotipico.

Conclusao: Foi identificada uma alta frequéncia de mutacbes associadas a
resisténcia aos INI, indicando a necessidade de vigilancia continua nessa populagao.
Palavras-chave: HIV-1; Integrase; Inibidores de integrase; Agentes antirretrovirais;

Mutagbes genéticas.


https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolo_clinico_hiv_sifilis_hepatites.pdf.
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolo_clinico_hiv_sifilis_hepatites.pdf.
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Introducgao

Apesar dos avangos significativos no tratamento da infecgdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), a resisténcia aos ARV continua sendo um
desafio critico para a eficacia da TARV, uma vez que promove o acumulo de
mutagdes associadas a resisténcia, falha virolégica e aumento da morbimortalidade '
5. Os inibidores da transferéncia de fita da integrase (INI) constituem uma classe de
ARVs com alta barreira genética a resisténcia, potente supressao viral, perfil de
seguranga favoravel e menos interagdes medicamentosas®. No Brasil, os INI sdo
atualmente recomendados como esquemas de primeira e segunda linha apos falha
virologica’?.

Desde 2017, o Ministério da Saude do Brasil adotou o esquema preferencial
inicial com tenofovir disoproxila (TDF), lamivudina (3TC) e DTG, um INI de segunda
geragdo’8. Diretrizes nacionais recentes passaram a recomendar a terapia dupla
otimizada (3TC + DTG), especialmente para pacientes com comorbidades
associadas ao HIV®. Até 2020, aproximadamente 410 mil pacientes brasileiros
estavam em uso de esquemas baseados em INI'?. Considerando a implementagéo
em escala continental desses esquemas, o0 uso disseminado de INI pode acelerar o
surgimento de mutag¢des associadas a resisténcia, comprometendo potencialmente
sua eficacia a longo prazo.

Tao et al. (2023) identificaram 99 sequéncias com mutag¢des associadas a
resisténcia aos INI ao analisar perfis de resisténcia antirretroviral''. Scutari et al.
(2020) relataram uma frequéncia de resisténcia aos INI de 36,4%, principalmente
entre individuos com experiéncia prévia de tratamento e infeccdo prolongada pelo
HIV'2. No entanto, outros estudos também detectaram mutacdes de resisténcia aos
INI em pacientes ainda nao tratados'34.

A identificacdo de mutacdes de resisténcia aos antirretrovirais € amplamente
reconhecida como uma estratégia custo-efetiva para otimizar ao TARV e evitar a
introducédo ou continuidade de esquemas com alta probabilidade de falha virologica
— uma medida crucial para o controle epidemiolégico do HIV. A Organizagao
Mundial da Saude recomenda a testagem de resisténcia de forma rotineira em
criangas no momento do diagndstico e apos falha virologica'. De acordo com o
Programa Conjunto das Nagbes Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS),
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aproximadamente um terco das criangas vivendo com HIV em todo o mundo
apresentam falha viroldgica nos dois primeiros anos apds o inicio do TARV'6-18,

No Brasil, Ventosa-Cubillo et al. (2023) analisaram sequéncias do HIV-1 de 67
criancas e adolescentes e identificaram mutagdes de resisténcia aos INI em oito
pacientes'®. Andrade et al. (2017) estudaram 117 criangas infectadas pelo HIV
(idade média = 3,7 anos) na regiao Norte do Brasil e relataram altas frequéncias de
mutacdes de resisténcia, mesmo entre aquelas sem tratamento prévio,
especialmente relacionadas aos inibidores n&o nucleosideos da transcriptase
reversa?’. Um estudo retrospectivo brasileiro com individuos com falha viroldgica
detectou mutagdes de resisténcia aos INI em 22,1% dos participantes’®. Destaca-se,
ainda, um grande estudo multicéntrico com pares méae-filho no Brasil, Africa do Sul e
Argentina, que demonstrou forte associacdo entre mutagbes maternas de resisténcia
e sua transmissdo para os bebés?'.

Estudos brasileiros que investigaram resisténcia aos INI tém relatado altas
frequéncias de variantes polimérficas associadas ao aumento do risco de mutacoes
de resisténcia?>?*. No entanto, ainda sdo escassos os dados sobre o perfil de
resisténcia aos INlI em populacbes pediatricas. Dada a adogcao precoce dos
esquemas com IN como primeira linha no Brasil, compreender os padrdes de
resisténcia em criancas é fundamental. A vigilancia da disseminagao de mutacdes de
resisténcia representa uma estratégia essencial para o controle do HIV,
especialmente em regides como o Brasil, onde os INI foram rapidamente
incorporados as diretrizes nacionais de tratamento. Este estudo teve como objetivo
caracterizar as mutagdes de resisténcia aos INI do HIV-1 em criangas infectadas por
transmissao vertical, atendidas nos estados do Maranhdao e Pernambuco, no

Nordeste brasileiro.

METODOS

Populagao do estudo e local

Este estudo retrospectivo avaliou os perfis de resisténcia aos antirretrovirais
em pacientes pediatricos diagnosticados com HIV que apresentaram falha virolégica
e estavam em tratamento antirretroviral. Os participantes foram acompanhados pelo

Sistema Unico de Saude (SUS) nos estados do Maranh&o e Pernambuco, na regido
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Nordeste do Brasil. A falha virologica foi definida como duas cargas virais
detectaveis consecutivas com um intervalo minimo de 4 semanas (BRASIL, 2024).

O estudo incluiu criangas e adolescentes (<18 anos) com infec¢ao pelo HIV
confirmada, que realizaram genotipagem e sequenciamento da regido da integrase
do HIV-1. Foram obtidas 12 sequéncias do estado do Maranhao e 19 do estado de
Pernambuco, coletadas entre 2018 e 2022.

Os dados foram coletados a partir do Laboratério Central de Saude Publica do
Maranhdo, da Secretaria de Atencdo Especializada do Maranhdo, do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco e do Ministério da
Saude. Foram acessados os bancos de dados com informagdes sobre carga viral
(SISGENO), contagens de linfécitos T CD4+ e CD8+ (SISCEL) e dados de
dispensacédo de medicamentos antirretrovirais (SICLOM). Os dados foram coletados
entre janeiro e junho de 2024, a partir dos prontuarios médicos de pacientes
diagnosticados com HIV e acompanhados em ambulatérios. As informagdes foram
extraidas dos registros disponiveis nas unidades participantes por meio dos Servigos
de Arquivo Médico. Foi utilizado um questionario especifico para coletar variaveis
sociodemograficas, laboratoriais e clinicas, que foram analisadas com o software
Stata 13.0® (Estados Unidos).

Analise Filogenética

As sequéncias do HIV-1 analisadas (n=31) foram inicialmente submetidas as
ferramentas de subtipagem REGA HIV-1 (verséo 3.0;
http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/) e
COMET HIV-1 para a classificacdo preliminar dos subtipos virais?>. Sequéncias de
referéncia foram obtidas do banco de dados do HIV do Laboratério Nacional de Los
Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html).

Os alinhamentos das sequéncias do estudo com as de referéncia foram
realizados utilizando o AliView, com edigbes manuais feitas no BioEdit?*?’. Os
modelos de substituicdo de nucleotideos foram inferidos com base no método de
maxima verossimilhanca e no critério de informagéo bayesiano, utilizando o software
MEGA versédo 1128, Foi selecionado o modelo GTR+G+l (modelo reversivel geral

com distribuicdo gama e sitios invariantes) para analise dos alinhamentos.
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As inferéncias filogenéticas foram realizadas pelo método de maxima
verossimilhanca no IQ-TREE (versao online), com suporte estatistico obtido a partir
de 1000 réplicas de bootstrap?®. As arvores filogenéticas resultantes foram
visualizadas com o] software FigTree versao 1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Analise de Resisténcia aos Antirretrovirais

A analise das mutacgdes de resisténcia aos antirretrovirais do HIV-1 foi
realizada por meio do envio das sequéncias ao banco de dados de resisténcia do
HIV, da Universidade de Stanford (http://hivdb.stanford.edu), que utiliza uma lista
padronizada de mutacoes principais de resisténcia ao HIV-1
(https://cms.hivdb.org/prod/downloads/resistance-mutation-handout/resistance-
mutation-handout.pdf).

A resisténcia aos ARV foi classificada com base na saida do banco de dados
Stanford como: susceptivel, intermediaria (incluindo resisténcia de baixo e médio

niveis) e resistente (alto nivel de resisténcia).

Analise Estatistica

Os dados foram analisados no software Stata 13.0®. Medianas e intervalos
interquartis (IQR) foram calculados para variaveis continuas, enquanto variaveis
categoricas foram expressas em frequéncias absolutas e percentuais. As analises
estatisticas incluiram o teste do qui-quadrado para variaveis categoricas e o teste de
Wilcoxon para comparagbes nédo paramétricas. O teste U de Mann—-Whitney foi
utilizado para avaliar diferengas entre medianas. Para todos os testes, o nivel de
significancia adotado foi p < 0,05.

Resultados

Este estudo analisou 31 pacientes pediatricos diagnosticados com infecgao
por HIV-1 que apresentaram falha virolégica, com idade mediana de 12 anos
(intervalo interquartil [IQR]: 9-16). Desses, 18 (58%) eram do sexo masculino e 13

(42%) do sexo feminino. A mediana da contagem de células T CD4+ no momento da
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falha virologica foi de 999 células/mm? (IQR: 707-1432,5), e a carga viral mediana foi
de 19.235 copias/mL (IQR: 1508,5-270.375).

A subtipagem do HIV-1 na regido da integrase, revelou a predominéncia do
subtipo B (n=23; 74,2%), seguido por recombinantes BF (n=5; 16,1%) e pelo subtipo
F1 (n=3; 9,7%) (Figura 1). Além disso, seis pacientes (19,4%) ja haviam utilizado

inibidores da integrase (INI) anteriormente (Tabela 1).

Figura 1. Caracterizacao filogenética das sequéncias da regido pol do HIV-1 obtidas de criangas e
adolescentes com falha viroldgica, Nordeste — Brasil. Vermelho: subtipo B; Verde: subtipo F1. Azul:
recombinantes BF

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e laboratoriais de pacientes pediatricos vivendo com HIV-1
em falha virolégica - Nordeste do Brasil.

. Tod.os 0s Suscetiveis Resistentes p-value

Caracteristicas pacientes
n =31 (%) n =10 (%) N =21 (%)

Idade (anos)
Mediana (Intervalo 12 (9-16) 11(95-145)  135(9-165) 000
interquartil)
Género
M 58.1 36.4 70 0.074
F 41.9 63.6 30
Estado
Pernambuco 61.3 81.8 50 0.086
Maranhao 38.7 18.2 50

Contagem de CD4
(células/mm?3)
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Mediana 999 (707-1432.5) 962 (811-1467) 1,064 (422.2-1423.2) 0.695
CV (copias/mL)

Mediana 19,235 (1508.5-270375) 766 (74.5-149221.5) 35,950 (6367.8-352223.5) 070
Subtipo HIV-1

B 74.2 60 17 (81) 0.79
BF 16.1 40 1(4.7)

F1 9.7 0 3 (14.3)

Uso de INIs

Sim 6 (19.4) 1(9.1) 5 (25.0) 0.29
Nao 25 (80.6) 10 (90.9) 15 (75.0)

M: masculino, F: feminino

A analise da resisténcia aos INI — bictegravir (BIC), DTG, elvitegravir (EVG),
cabotegravir (CAB) e raltegravir (RAL) — demonstrou que 20 sequéncias (64,5%)
permaneceram suscetiveis ao BIC e DTG, que apresentaram os menores niveis de
resisténcia. Em contraste, a maior taxa de resisténcia foi observada para o RAL
(n=21; 67,8%) (Figura 2).

Figura 2. Incidéncia de resisténcia ARV a INI em pacientes pediatricos com faléncia virolégica no
Nordeste do Brasil
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Vinte e uma sequéncias do HIV-1 (67,8%) apresentaram mutagcbes maiores
de resisténcia aos INl. As mutacdes de resisténcia mais frequentes foram G140S e
Q148H (ambas n=10; 32,2%). A mutacdo Q148K na regido da integrase foi
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observada em 11 pacientes (35,5%). Importante destacar que as mutagdes Q148H/K
conferiram resisténcia a todos os INI, indicando um alto nivel de resisténcia nessa
populacdo pediatrica.

A mutagdo N155H foi detectada em sete pacientes (22,6%) e conferiu
resisténcia ao CAB, EVG e RAL. Mutagdes na posicdo 143 da integrase
(Y143H/R/G), foram documentadas em quatro pacientes e conferiram resisténcia ao
RAL (Tabela 2).



Tabela 2. Sequéncias do HIV-1 com dados demograficos, laboratoriais, de subtipo viral e de mutacéo de resisténcia associados.

75

Paciente Sexo Idade (anos) Filogenia Mutacoes Carga viral (copias/mL) CD4 (células/mm?)
29MA19§5459—2 M 17 B G140S; Q148H 7485 171
29MA2°§0420—2 M 16 B G140S; Q148H 966 3358
29MA22§1062—2 M 17 B G140S; Q148H 2053 222
29MA2030984_2 M 19 B G140S; Q148H 7009 1129
29MA22381 78 2 F 17 B Q148K 65029 999
29MA20906325_2 F 7 B G140S; Q148H 967931 901
29MA19909835_2 F 8 B G140S; Q148H 3083093 1414
29MA20§21 13_2 M 10 B N155H 44086 1559
29MA19905819_2 F 15 B N155H 27814 975
29MA22907505_2 F 3 B SUSCETIVEL 5838695 707
29MA22S;)2440_2 M 13 B N155H 83644 13
29MA20;)0473_2 M 10 B SUSCETIVEL 257057 785
29PE2101781_29 M 15 F1 N155H 372817 170
29PE2103536_29 M 10 F1 N155H 1884 1333
29PE2101510_29 M 12 F1 Y143R 983811 429
29PE1813063_29 M 17 B G140S; Q148H; 283693 545

_ N155H
29PA2102365_29 M 16 B Y143G 40 859
29PE2003804_29 F 11 BF SUSCETIVEL 20 1051



29PE2205294_29
29PE2103804_29
29PE2203635_29
29PE1904078_29
29PE2100738_29
29PE2104351_29
29PE2103247_29
29PE2200511_29
29PE2002618_29
29PE1814167_29
29PE2205643_29
29PE1911605_29
29PE2002514_29

MMM 1T

RN
© W © © © G

N = a2 a -
S ooNO KNI

Y143H
G140S; Q148H
G140S; Q148H
SUSCETIVEL
SUSCETIVEL
G140S; Q148H
SUSCETIVEL
N155H
Y143HR
SUSCETIVEL
SUSCETIVEL
SUSCETIVEL
SUSCETIVEL

4444
371194
10002
109
766
2122
1133
345900
19235
241059
20
265
57384

402

3169
1301
1633
1284
865
1451
2635
962
1661
763
707

76
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Discussao

O presente estudo teve como objetivo analisar retrospectivamente os perfis de
resisténcia a ARV da classe dos inibidores da integrase (INI) em pacientes com falha
viroldgica, com menos de 16 anos de idade, acompanhados pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) do Brasil. Dada a escassez de pesquisas sobre ao TARV em
populagdes pediatricas, a selecdo da nossa populacado de estudo representa um dos
principais pontos fortes. Foram analisadas 31 sequéncias da regido da integrase do
HIV-1, obtidas de criangas e adolescentes com falha virolégica no Nordeste do
Brasil, em busca de mutag¢des de resisténcia a ARV. Seis pacientes (19,4%) haviam
utilizado INI antes do teste genotipico para falha virolégica. A maior frequéncia de
resisténcia foi observada para o raltegravir (RAL) (n=21; 67,8%), indicando um alto
nivel de resisténcia a pelo menos um INI.

O subtipo predominante do HIV-1 foi o subtipo B (74,2%), consistente com
dados filogenéticos de estudos brasileiros anteriores, que identificaram esse subtipo
como o0 mais comum, tanto no Nordeste quanto em outras regides do Brasil, com
excegdo do Sul do pais?®3031 Dentre os subtipos nio-B, os recombinantes BF
apresentaram a maior incidéncia (19%), o que esta alinhado com os achados de um
estudo anterior realizado no estado do Maranhdo, Nordeste do Brasil. No entanto,
dados de 2017 identificaram o subtipo F como o mais comum no estado de
Pernambuco, o que contrasta com os nossos achados?®?. A predominancia do subtipo
B pode refletir seu status como o primeiro subtipo isolado no mundo ocidental, o que
facilitou sua disseminacéao posterior.

Bictegravir (BIC) e DTG apresentaram as menores taxas de resisténcia, com
64,5% das sequéncias permanecendo suscetiveis. Vale destacar que o DTG,
incluido na terapia de primeira linha para adultos no SUS, conforme as diretrizes do
Ministério da Saude, foi recentemente formulado em comprimidos dispersiveis para o
tratamento e prevencgdo do HIV em criancas de 2 meses a 6 anos33, o que melhora
significativamente a viabilidade do tratamento pediatrico.

Em relagdo as mutacdes de resisténcia aos INI mais prevalentes, em ordem
decrescente de frequéncia, identificamos: G140S, Q148H, N155H, Q148K, Y143H,
Y143HR e Y143R. A alta frequéncia das mutagbes G140S e Q148H (ambas n=10;
32,2%) é preocupante, pois conferem resisténcia a todos os INI. As muta¢des nas

posicoes 140, 143, 148 e 155 do gene da integrase do HIV-1 induzem resisténcia a
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multiplos INI®3. Por exemplo, a mutagdo N155H (22,6%, n=7/31) conferiu resisténcia
a maioria dos INI, exceto ao DTG. Esses achados na populagao pediatrica podem
sugerir consequéncias associadas a exposigao prévia aos INI, seja pelo histérico de
tratamento do individuo ou por possivel transmissdo materna. As mutagdes mais
associadas a resisténcia aos INI (G140S, Q148H e N155H) foram observadas em
varias combinagdes entre pacientes infectados pelos subtipos B e F1. Considerando
a idade mediana da populacdo (12 anos), aproximadamente 35% apresentaram
resisténcia ao DTG (introduzido no SUS apenas em 2016), sendo que apenas 19,4%
(n=6/31) tiveram exposicao prévia a INI. Hipotetizamos que a resisténcia aos INI
pode estar emergindo rapidamente, sendo a adesdao ao tratamento um fator
preventivo crucial®*. A analise da distribuicdo das mutagdes revelou que G140S e
Q148H co-ocorreram com frequéncia em pacientes infectados pelo subtipo B,
enquanto N155H apareceu em pacientes infectados pelos subtipos B ou F1.
Pacientes infectados por virus recombinantes BF apresentaram perfis sensiveis aos
INI, com apenas um caso exibindo mutagdes de resisténcia.

O monitoramento genotipico continuo desses pacientes € essencial para
ajustes terapéuticos e para melhorar os desfechos clinicos, especialmente em
populagdes pediatricas. Este estudo destaca a importancia critica da vigilancia de
mutagdes de resisténcia aos INI, pois a resisténcia emergente pode comprometer a
eficacia e a seguranga do tratamento. O monitoramento sistematico da resisténcia
garante que os INI permanegam uma opcao terapéutica viavel, ao mesmo tempo em
que possibilita o avango da pesquisa em HIV para desenvolver tratamentos mais
potentes e estratégias de prevengao personalizadas para populagdes vulneraveis.
Com esses esforcos, os sistemas de saude podem implementar medidas
preventivas, onde a deteccdo precoce da resisténcia viral pode conter a transmissao
de cepas resistentes a medicamentos e orientar os formuladores de politicas na

otimizacao da seleg¢ao de antirretrovirais.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo evidenciou a complexidade da transmissdo de variantes
resistentes ao HIV-1 em casos de transmissado vertical, destacando que, embora
hajam semelhangas nos perfis de mutagao entre alguns pares mae-filho, diferengas
também foram identificadas. Essas diferengas foram mais evidentes em pares nos
quais as criangas apresentaram mutacdes em multiplas classes de medicamentos,
enquanto suas maes exibiram perfis de resisténcia mais restritos ou ausentes.

Esses achados destacam a importancia de abordagens individualizadas para
0 manejo clinico de mées e criangas vivendo com HIV-1, com foco na genotipagem
pré-tratamento e na personalizagdo das terapias para maximizar a eficacia e
minimizar a propagagao de variantes resistentes. Estratégias aprimoradas de
prevencao da transmissao vertical e o uso de terapias mais eficazes sao essenciais
para melhorar os desfechos clinicos e reduzir a transmissao de variantes resistentes

no Brasil.
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Abstract

Background: This study aimed to describe the transmission of drug-resistant HIV-1
variants and phylogenetic characterisation of viral strains in mother—child pairs from
the cities of Recife and S&o Luis, located in the Northeast region of Brazil, in 2007—
2022.
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Methods: This study included 15 mother—child pairs with confirmed vertical
transmission of HIV-1. The genotyping sequences were provided by the Brazilian
Ministry of Health. The analyses included descriptions of antiretroviral resistance
muTation profiles of the mothers and children, subtype determination, and
phylogenetic analyses.

Results: Seven mother—child pairs exhibited similar muTation profiles, with three
showing no muTations and four displaying similar resistance muTations to the
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI) and non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitor (NNRTI) drug classes. Among four pairs, muTation similarities
were observed for only one antiretroviral drug class. In the remaining four pairs,
distinct muTation profiles were noted, with two children having muTations in two or
three drug classes and their mothers exhibiting no or one muTation. The M184V
substitution was detected in four mothers and three of their children. One mother and
her child displayed a thymidine analogue muTation pathway 1 muTation. The K7103N
substitution, associated with NNRTI resistance, was identified in four mothers but
only two of their children. Conversely, the G190A substitution was present in two
mothers and their children. MuTations conferring resistance to efavirenz, nevirapine,
lamivudine, abacavir, and didanosine were frequently observed in both groups.
Thirteen pairs (86.6%) were identified as having HIV-1 subtype B, while two (13.3%)
were identified as having HIV-1 subtype F1.

Conclusions: Differences in muTation profiles and antiretroviral resistance for NRTI
and NNRTI drug classes were observed in half of the mother—child pairs,

emphasising the importance of individualised therapeutic strategies.

Keywords: Antiretroviral Resistance; Genotyping; Antiretroviral Therapy (ART); HIV

Variants; Genetic Sequencing

Background
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Multiple lines of evidence have demonstrated a significant reduction in the
vertical transmission of HIV, with many developed countries achieving a 0% annual
transmission rate [1]. Despite this success, eliminating vertical HIV transmission
globally remains challenging, particularly in low- and middle-income countries. The
World Health Organization estimates that, in 2023, approximately 120,000 new HIV
infections occurred in children worldwide; of them, 86% were in Sub-Saharan Africa
[2].

In a meta-analysis of Brazilian studies published in 2019, the vertical HIV
transmission rates in different regions of the country over the previous 10 years were
1.8-27.8%, reducing significantly over time. Regional variations reflect
socioeconomic differences and the healthcare system of a country with vast territorial
dimensions [3]. To date, only two Brazilian sTates (Sdo Paulo and Parana) have
achieved the goal of eliminating vertical HIV transmission [4].

The impact of vertical HIV transmission extends beyond the simple transfer of
the virus from the mother to the child; rather, it also involves the transmission of HIV
variants that may be resistant to antiretroviral drugs. The presence of these drug-
resistant variants in children is a complicating factor because it can limit antiretroviral
therapy (ART) options and increase the risk of therapeutic failure [5].

Regarding drug resistance—associated muTations (DRAMs), Vaz et al. [6]
reported a prevalence of 43.9% in the pol region among mother—child pairs with
vertical HIV transmission in a study conducted in Northeast Brazil. The study also
demonstrated the predominance of HIV-1 subtype B (82.1%) and recombinant BF
(17.9%). Despite the high prevalence of DRAMs in mother—child pairs, Schultze et al.
[7] and Santos-Pereira et al. [8] demonstrated that these muTations in children were
associated with lower CD4+ T lymphocyte counts, higher HIV-1 viral loads, and a
greater number of therapeutic regimens.

Although the transmission of drug-resistant HIV variants is a concern,
evidence suggests that not all transmitted variants have been established in children.
This phenomenon may be related to the effect of post-transmission ART, which
suppresses the replication of resistant variants and thereby preventing resistance
progression [9]. The hypothesis that post-transmission ART may have a suppressive

effect on resistant variants is an area of growing interest with potential implications
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for optimising therapeutic regimens in HIV-exposed newborns. However, this
hypothesis requires further validation through additional studies employing more
sensitive sequencing techniques and analyses of proviral DNA and circulating viral
RNA [10, 11].

This study aimed to characterise the antiretroviral resistance profiles of HIV-
infected mother—child pairs. Individuals were monitored at HIV/AIDS referral services
in Recife, Pernambuco, and S&o Luis, Maranhdo, Brazil, in 2007-2022. Using
genetic analyses of HIV variants, this study aimed to understand the transmission of
resistant variants and how such dynamics influence the evolution of resistance in

children.

Methods

Study design, location, and period

This study was conducted from October 2021 to September 2023 in Sdo Luis,
Maranhdo, and Recife, Pernambuco, at the High-Risk Maternity Hospital in
Imperatriz, Pediatric Infectious Disease Outpatient Clinic at the University Hospital of
the Federal University of Maranhao, and Pediatric Infectious Disease Outpatient

Clinic at the University Hospital Oswaldo Cruz of the University of Pernambuco.

Population

The study included 15 mother—child pairs diagnosed with HIV-1 infections who
were under therapeutic follow-up at the selected reference units. The mothers
included both treatment-naive women diagnosed during pregnancy who underwent
pretreatment genotyping and those living with HIV-1 during prior treatment who
required genotyping due to virological failure.

Among the 15 mother—child pairs, eight (563%) were from Maranh&o and seven
(47%) from Pernambuco. Of the children, eight (53%) were male, and 10 (66.7%)
started ART within the first 2 years of life. In one case (6.7%), no record of ART
initiation was found. Nine children (60%) had initiated ART, including zidovudine
(ZDV) + lamivudine (3TC) + nevirapine (NVP) in three (20%), ZDV + 3TC +
lopinavir/ritonavir in two (13.3%), and ZDV + 3TC + efavirenz (EFV) in two (6.7%),

while no treatment was described for three (20%). Mother—child pairs 1, 2, 5, and 7
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received the same ART regimen (ZDV + 3TC + NVP). Mothers 3, 6, 8, 9, and 15

received EFV-based regimens (Supplementary Material).

Data collection

Data were obtained from secondary sources, including medical records from
hospital and outpatient services where patients were followed as well as information
available from the Ministry of Health systems: Laudo AIDS (laudo.aids.gov.br),
SICLOM (gov.br/aids/pt-br/sistemas-de-informacao/siclom), and SISCEL
(gov.br/aids/pt-br/sistemas-de-informacao/siscel). = Genotype sequences were

provided by the Ministry of Health.

Ethical aspects

This study was approved by the Research Ethics Committees of the Clinical
Hospital of the Federal University of Pernambuco (HC/UFPE; CAAE
51758621.7.1001.8807) and the Federal University of Maranhdo (UFMA; CAAE
57505422.6.0000.5086).

Determination of HIV-1 subtypes and antiretroviral resistance

Preliminary determination of HIV-1 subtypes was performed using online
reference tools such as HIV-1 COMET [12], HIVdb from Stanford University [13, 14],
and the REGA HIV-1 Subtyping Tool [15]. HIV-1 resistance muTations were analysed
using the HIV Drug Resistance Database platform from Stanford University
(http://hivdb.stanford.edu) [16].

Phylogenetic analysis

An initial alignment was performed using MAFFT [17] that incorporated the
query sequences and those obtained from HIV BLAST [18] that exhibited the highest
similarity. Maximum likelihood phylogenetic trees were constructed for each subtype,
with clade support obtained through 1,200 bootstrap replications using the IQtree
Web Server [19].


http://hivdb.stanford.edu/
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Recombination analysis

Recombination between subtypes was assessed using SIMPLOT software
version 3.5.1 [11]. The following parameters were applied: nucleotide substitution
model F84, 1,000 bootstrap replications, a sliding window of 200 bp with 20-bp steps,
and a 90% confidence level. The transition/transversion ratio was empirically

determined for each alignment.

Results

A comparison of resistance muTations to nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs) and non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) between the
mothers and children did not reveal significant differences in their occurrence (Figure
1).

Among the NRTI resistance—associated muTations, M184V was the most
frequent (26.7%) (Figure 2). The K219KR and K70E muTations were observed in
only one mother (6.7%) (Figure 2). The M1841, M41L, and T215FY muTations were
identified in only one child each (6.7%) (Figure 2). Regarding NNRTI resistance—
associated muTations, K103N was identified in four patients (26.7%) in both groups.
The G190A muTation was more frequent in the child group (n=3 patients [20%)]) than
in the mother group (n=2 [13.3%]) (Figure 2). MuTations at amino acid positions 106
and 188 on reverse transcriptase were found only in mothers, whereas muTations at
positions 101 and 230 were observed only in children.

An ART analysis revealed varied patterns between the mothers and children.
With the exception of three mother—child pairs that did not exhibit antiretroviral
resistance muTations, all pairs showed the presence of muTations that conferred
high-level resistance in at least one member of the pair (Figure 3). Among the
analysed pairs, five (33%) showed the presence of muTations conferring high-level
resistance in only one individual (mothers: pairs 6, 9, and 14; children: pairs 1 and
15). In four pairs (27%), higher antiretroviral resistance was detected in the children
versus mothers.

The 184V muTation was present in four mothers (26.6%) and three (75%) of
their children (pairs M3-C3, M5-C5, and M7-C7). MuTations at position 103 were
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present in five mothers (33%) and four children (27%), showing a high correlation
between them.

In addition to the three mother—child pairs without DRAMs, some showed the
presence of muTations that conferred high-level resistance in only one individual
(pairs 6, 9, and 14 for mothers; pairs 1 and 15 for children). Children in pairs 1, 5, 7,
and 15 exhibited broader resistance to various antiviral drugs (Table 1).

In the phylogenetic inference, it was possible to find other sequences
originating from Brazil that formed several monophyletic groups (Figures 4, 5). The
mother—child pairs identified in the phylogenetic trees were not closely correlated
from an evolutionary standpoint. Thirteen pairs with HIV-1 subtype B (86.6%) and two
pairs with HIV-1 subtype F1 (13.3%) were identified; however, no recombinant

sequences were confirmed on similarity-based analyses (Simplot).

Discussion

The results of the present study evaluating antiretroviral resistance in HIV-1
mother—child pairs suggest that three situations may occur: a) transmission of the
wild-type virus without muTations; b) transmission of resistance muTations from
mothers to children, either partially (with muTations in only one drug class) or fully
(with resistance to both classes of antiretrovirals); and c) late acquisition of resistance
by children. Only half the children in this study had resistance muTation profiles like
those of their mothers. Understanding the intergroup differences in muTation profiles
is important and requires a review of the dynamics of vertical HIV transmission.
Evidence supports the hypothesis of restricted viral heterogeneity in the blood of
infants at the time of infection, with only one or very few viral variants being
transmitted from mother to child, although the transmission of multiple variants to
infants has been described. Transmission during childbirth is associated with a single
HIV-1 variant, whereas intrauterine transmission more likely involves sone or more
predominant maternal viral variants [20]. Another explanation for the difference in
muTation profiles between mothers and children could involve horizontal HIV-1
transmission, which involves the reversion of resistance muTations due to immune
pressure in the new host [21]. Finally, it has been shown that the use of antiretrovirals

in children may limit the transmission of DRAMSs [22].
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However, we must consider that the methodology used herein may not have
identified minority variants among the resistance muTations derived from the
mothers. In the Swiss Mother-Child Cohort with HIV, which evaluated 22 pregnant
women who transmitted HIV to their children, 10 had DRAMs; however, only one
child presented with this type of resistance muTation, specifically M184V, from their
mother. In the same group of children, an in-depth analysis of antiretroviral resistance
muTations using next-generation sequencing was conducted of three children who
were born with HIV but lacked muTations. In two cases, DRAMs at frequencies <
20%, which were not detected by Sanger sequencing, were detected by next-
generation sequencing. In the third case, muTations emerged as the predominant
variant after 2 years [23]. When evaluating 190 acute infections acquired by
horizontal transmission, Faraci et al. [24] found that all resistance muTations in the
plasma also appeared in proviral DNA; however, nine high-frequency muTations
were detected only in the latter. Additionally, considering a DRAM rate < 20%, 11
NNRTI, seven NRTI, and six protease inhibitor muTations were exclusively located in
proviral DNA.

Similarly, a study of 72 South African children with therapeutic failure to
respond to regimens containing NRTIs and protease inhibitors showed that those
whose viruses contained muTations for the NNRTI class had not been previously
used, suggesting that these muTations were acquired from their mothers with
therapeutic failure [25]. These findings demonstrate that the transmission of
resistance muTations in acute infections is more common than that detected by
conventional genotyping methods and suggest their potential for their emergence
after selective pressure from treatment or irregular use of antiretrovirals.

In another study, DRAM transmission from mother to child occurred in only
one of 22 cases (4.3% of children), whereas acquired resistance after treatment
occurred in 16 of 22 cases (73%) [23]. Acquired resistance to antiretrovirals likely
occurred in children from pairs 1 and 15, in whom the resistance muTation profiles
differed between the children and mothers, indicating that in addition to transmission,
other factors such as poor treatment adherence and selective pressure from
antiretrovirals strongly influence the evolution of resistance in children. Considering
the NRTI-related muTation profiles of the mothers, we found that M7184V was the

most common and transmitted to half of their children, while the thymidine analogue
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muTation pathway 1 muTation, present in only one mother, was also identified in her
child.

Regarding NNRTIs, the K103N muTation was found in four mothers who
transmitted it to two (50%) of their children. The G190A muTation associated with
prolonged NVP resistance was identified in two mothers and transmitted to their two
children. Our results are similar to those found in India in 72 children with perinatal
infections and virological failure of antiretrovirals after 12 months of therapy.
Pretreatment genotyping showed that 14% of the children had pretreatment viral
resistance muTations, with NNRTI-related muTations identified in 9.7% of cases and
NRTI-related K103N and M184V muTations identified in 2.7% of cases [26].

The muTational profile of the cases studied here, which were collected through
2023, showed resistance to NRTIs, particularly 3TC, conferred by the 184V muTation
present in approximately 26% of mothers, and to NNRTIs, such as EFV and NVP,
conferred by the K7103N and G7190A muTations, which were present in 26.6% and
13.3% of the mothers, respectively. This finding suggests that the vertical HIV-1
transmission prophylaxis regimens used for pregnant women in Brazil until 2022,
consisting of ZDV + 3TC + EFV or NVP, are exhausted and no longer aligned with
the need for drugs with genetic barriers against the most prevalent resistance
muTations. Since then, recognising the superiority of dolutegravir (DTG)—containing
regimens over those containing EFV, as evidenced by the VESTED randomised,
multicentre clinical trial conducted in nine countries that evaluated the efficacy of
antiretroviral regimens for the prevention of vertical HIV transmission [27], the
Brazilian Ministry of Health discontinued the preferential use of NNRTIs in the
treatment of pregnant women and established the tenofovir (TFV) + 3TC + DTG
regimen for pregnant women and the ZDV + 3TC + DTG regimen for prophylaxis in
exposed newborns [28]. Notably, the 784V muTation, induced by 3TC, reduces viral
fithness and hypersensitises the virus to TFV and ZDV, components of the current

therapeutic protocols for pregnant women and infants.

Conclusions

In conclusion, the analysis of resistance muTations performed herein revealed

differences in the muTation profiles and resistance to antiretrovirals in NRTI and
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NNRTI drug classes between mothers and children, reinforcing the importance of
individualised therapeutic strategies and an integrated approach to preventing HIV-1

transmission.
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ABSTRACT

Introduction: Antiretroviral drug resistance poses a challenge to therapy efficacy.
Although integrase strand transfer inhibitors (INSTls) have a high genetic barrier to
resistance, few studies in Brazil have focused on INSTI resistance. This study
aimed to assess HIV mutations associated with INSTI resistance in vertically
infected children in Maranhao and Pernambuco, Brazil.

Methods: We conducted a retrospective analysis of antiretroviral resistance
profiles in paediatric patients with virological failure receiving care through the
Brazilian Unified Health System. Data on viral load, CD4+/CD8+ T-cell counts, and
medication dispensing were obtained from Ministry of Health databases
(SISGENO, SISCEL, and SICLOM). HIV-1 integrase sequences were analysed.
Phylogenetic analysis (IQ-TREE) was used to identify subtypes and recombinants.
Resistance-associated mutations were determined using the Stanford HIV Drug
Resistance Database.

Results: Thirty-one paediatric patients (median age = 12 years) were included.
Mean CD4+ count was 999 cellss/mm3 and median viral load was 19,235
copies/mL. Subtype B and INSTI resistance mutations were detected in 74.5% and
64.5% of patients, respectively. High resistance rates to raltegravir (70.9%) were
observed, highlighting the importance of genotypic monitoring.

Conclusion: A high frequency of INSTI resistance-associated mutations was

identified, indicating the need for continued surveillance in this population.

KEYWORDS: HIV-1; Integrase; Integrase inhibitors; Antiretroviral agents; Genetic

mutations.
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Introduction

Despite significant advances in human immunodeficiency virus (HIV-1)
treatment, antiretroviral drug resistance remains a critical challenge to the
efficacy of antiretroviral therapy (ART), as it drives the accumulation of
resistance-associated mutations, virological failure, and increased morbidity'-.
Integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) are a class of antirretrovirals with a
high genetic barrier to resistance, potent viral suppression, favourable safety
profiles, and fewer drug—drug interactions®. In Brazil, INSTIs are now
recommended as the first- and second-line ART regimens following virological
failure”:®. Since 2017, the Brazilian Ministry of Health has adopted the
preferred initial regimen of tenofovir disoproxil fumarate, lamivudine (3TC), and
dolutegravir (DTG), a second-generation INSTI”8. Recent national guidelines
advocate for optimised dual therapy (3TC + DTG), particularly for patients with
HIV-associated comorbidities®. By 2020, approximately 410,000 Brazilian
patients were receiving INSTI-based regimens'. Given Brazil's continental-
scale implementation of these therapies, the widespread use of INSTIs may
accelerate the emergence of resistance-associated mutations, potentially
compromising their long-term effectiveness.

Tao et al. (2023) identified 99 sequences with INSTI resistance-
associated mutations by analysing antiretroviral resistance profiles''. Scutari et
al. (2020) reported an INSTI resistance frequency of 36.4%, among treatment-
experienced individuals and those with long HIV infection duration'. However,
other studies have detected INSTI resistance mutations even in treatment-
naive patients'®'*. The identification of antiretroviral resistance mutations is
widely recognised as a cost-effective strategy for optimising antiretrovirals and
preventing the initiation or continuation of regimens that are likely to result in
virological failure, which is a critical measure for HIV epidemiological control.
The World Health Organization recommends routine resistance testing in
children at diagnosis and after virological failure'. According to Joint United
Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), approximately one-third of
children with HIV infection worldwide experience virological failure within 2

years of ART initiation'6-18,
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In Brazil, Ventosa-Cubillo et al. (2023) analysed HIV-1 sequences from
67 children and adolescents and identified INSTI-associated drug resistance
mutations (DRM) in eight patients'®. Andrade et al. (2017) studied 117 children
with HIV infection (mean age=3.7 years) in Northern Brazil and reported high
DRM frequencies, even among those who were treatment-naive, particularly
for non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor-associated mutations?°. A
retrospective Brazilian study on individuals with virological failure detected
INSTI resistance mutations in 22.1% of participants™. Notably, a large
multicentre study of mother—infant pairs in South Africa, Brazil, and Argentina
demonstrated a strong association between maternal DRM and their
transmission to infants?’.

Brazilian studies evaluating INSTI resistance have reported high
frequencies of polymorphic variants associated with an increased risk of
DRM?2-24 However, data on INSTI resistance profiles, specifically in paediatric
populations, remain scarce. Given Brazil's early adoption of INSTI-based
regimens as first-line ART, understanding the resistance patterns in children is
critical. Surveillance of DRM dissemination represents a fundamental strategy
for HIV control, particularly in regions such as Brazil, where INSTIs were
rapidly integrated into national treatment guidelines. This study aimed to
characterise HIV-1 resistance mutations to INSTIs among children who were
vertically infected and received care in the Maranhdo and Pernambuco states

of Northeast Brazil.
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Material and methods

Study population and setting

This retrospective study evaluated the antiretroviral resistance profiles of
paediatric patients diagnosed with HIV who experienced virological failure and were
undergoing antiretroviral treatment. The participants were followed by the Unified
Health System in the states of Maranhdo and Pernambuco in Northeast Brazil.
Virological failure was defined as two consecutive detectable viral loads with a

minimum  interval of 4 weeks (https://www.gov.br/aids/pt-br/central-de-

conteudo/pcdts/pcdt _hiv_modulo 1 2024.pdf). The study included children and

adolescents (aged <18 years) with a confirmed HIV infection who had undergone
genotyping and sequencing of the HIV-1 integrase region. We obtained 12
sequences from the Maranh&o State and 19 from the Pernambuco State, collected
between 2018 and 2022.

Data were collected from the Maranhdo Central Public Health Laboratory,
Maranhao Specialised Healthcare Secretariat, Oswaldo Cruz University Hospital of
the University of Pernambuco, and the Brazilian Ministry of Health. Databases
containing information on viral load results (SISGENO), CD4+ and CD8+ T
lymphocyte counts (SISCEL), and antiretroviral medication dispensing data
(SICLOM) were accessed. Data were collected from January to June 2024 using the
medical records of patients who were diagnosed with HIV and followed up in
outpatient clinics. Information was extracted from the available records of the study
sites in the Medical Archives Services. A specific questionnaire was used to collect
sociodemographic, laboratory, and clinical variables, which were subsequently

analysed using Stata 13.0® software (United States).

Phylogenetic Analysis

HIV-1 query sequences (n=31) were initially analysed using the REGA HIV-1
subtyping tool (version 3.0; http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/



https://www.gov.br/aids/pt-br/central-de-conteudo/pcdts/pcdt_hiv_modulo_1_2024.pdf
https://www.gov.br/aids/pt-br/central-de-conteudo/pcdts/pcdt_hiv_modulo_1_2024.pdf
http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/
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stanford-hiv/typingtool/) and COMET HIV-1 for the preliminary viral subtyping
classification?>. Reference sequences were obtained from the HIV sequence
database at the Los Alamos National Laboratory
(http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html).  Sequence
alignments of the study and reference sequences were performed using AliView and
manually edited using BioEdit?®27. Nucleotide substitution models were inferred
based on the maximum likelihood and Bayesian information criterion using MEGA
software version 1128, A general time-reversible model with gamma distribution and
invariant sites (GTR+G+l) was selected for the alignment analysis. Phylogenetic
inferences were made using the maximum likelihood method in IQ-TREE online, with
statistical support assessed using 1000 bootstrap replicates?®. The resulting
phylogenetic trees were visualised using FigTree software version 1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Antiretroviral Resistance Analysis

HIV-1 drug resistance mutation analysis was performed by submitting the
sequences to the Stanford University HIV Drug Resistance Database
(http://hivdb.stanford.edu), which utilises a standardised list of major HIV-1 DRM from
the Stanford HIV Database (https://cms.hivdb.org/prod/downloads/resistance-
mutation-handout/resistance-mutation-handout.pdf). Antiretroviral resistance was
classified according to the HIV Drug Resistance Database output as susceptible,
intermediate (including both low- and intermediate-level resistance), and resistant

(high-level resistance).

Statistical Analysis

Data were analysed using the Stata 13.0® software. Medians and interquartile
ranges (IQR) were determined for continuous variables, whereas categorical
variables were expressed as counts and percentages. Statistical analyses involved
chi-square tests for categorical variables and the Wilcoxon rank-sum test for non-
parametric comparisons. The Mann-Whitney U test was used to assess the

differences between medians. For all tests, the significance level was set at p < 0.05.



99

Results

This study analysed 31 paediatric patients diagnosed with HIV-1 infection who
experienced virological failure, with a median age of 12 years (IQR: 9-16). Of them,
18 (58%) were male patients and 13 (42%) female patients. The median CD4+ T-cell
count and viral load at the time of virological failure were 999 cells/mm? (IQR: 707—-
1432.5) and 19,235 copies/mL (IQR: 1508.5-270,375), respectively. HIV-1 subtyping
of the integrase region revealed subtype B (n=23, 74.2%), BF recombinants (n=5,
16.1%), and subtype F1 (n=3, 9.7%) (Figure 1). Additionally, six patients (19.4%) had
previously used INSTIs (Table 1). Analysis of resistance to INSTIs (bictegravir [BIC],
dolutegravir [DTG], elvitegravir [EVG], cabotegravir [CAB], and raltegravir [RAL])
showed that 20 sequences (64.5%) remained susceptible to BIC and DTG,
representing the INSTIs with the lowest resistance levels. In contrast, the highest
resistance rate was observed for RAL (n=21, 67.8%) (Figure 2). Twenty-one HIV-1
sequences (67.8%) exhibited major INSTI resistance mutations. The most frequent
resistance mutations were G140S and Q148H (both n=10, 32.2%). The Q148K
mutation in the integrase gene was observed in 11 patients (35.5%). Importantly, the
Q148H/K mutations conferred resistance to all INSTIs, indicating a high level of
resistance in the paediatric population. The N155H mutation was detected in seven
patients (22.6%) and conferred resistance to CAB, EVG, and RAL. Mutations at
integrase position 143 (Y143H/R/G) were documented in four patients and conferred
resistance to RAL (Table 2).
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Figure 1. Phylogenetic characterization of HIV-1 pol region sequences obtained from children and
adolescents with virological failure, Northeast Brazil. Red: subtype B; Green: subtype F1. Blue: BF
recombinants
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Table 1. Demographic and laboratory characteristics of pediatric patients living with HIV-1 in virologic
failure - Northeast Brazil

All patients Susceptible Resistance p-value
n (%) 31 (100) n (%) 10 (35.5) n (%) 21 (64.5)

Characteristics

Age (years)

Median (Interquartile 4, o 4q 11(9.5-145)  135(9-165)  200°
range)

Gender

Male 18 (58.1) 4 (36.4) 14 (70.0) 0.074
Female 13 (41.9) 7 (63.6) 6 (30.0)

Province

Pernambuco 19 (61.3) 9 (81.8) 10 (50.0) 0.086
Maranhao 12 (38.7) 2(18.2) 10 (50.0)

CD4 viral count

(cells/mm?)



999 (707-
1432.5)

1,064 (422.2— 0.695

Median 1423.2)

962 (811-1467)

Viral load (copies/mL)

. 19,235 (1508.5—- 766 (74.5— 35,950 (6367.8— 0.75
Median

270375) 149221.5) 352223.5)
Subtype HIV-1
B 23 (74.2) 6 (60) 17 (81) 0.79
BF 5(16.1) 4 (40) 1(4.7)
F1 3(9.7) 0(0.0) 3(14.3)
Use of INIs
Yes 6 (19.4) 1(9.1) 5 (25.0) 0.29
No 25 (80.6) 10 (90.9) 15 (75.0)

Figure 02. Incidence of antiretroviral resistance to integrase inhibitors in paediatric patients with
virological failure in Northeast Brazil.
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Caption: S: Susceptible, I: Intermediate, R: Resistant, BIC: Bictegravir, DTG: Dolutegravir, EVG:
Elvitegravir, CAB: Cabotegravir, RAL: Raltegravir
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Table 2. HIV-1 sequences with associated demographic, laboratory, viral subtype, and resistance mutation data.

99

Patient Sex Age (years) Phylogeny Mutations Viral load (copies/mL) CD4 (cells/mm?3)
29MA19;)5459_2 Male 17 B G140S; Q148H 7485 1171
29MA2°§0420—2 Male 16 B G140S; Q148H 966 3358
29MA2281062_2 Male 17 B G140S: Q148H 2053 222
29MA2030984_2 Male 19 B G140S; Q148H 7009 1129
29MA22;)81 78 2 Fomale 17 B Q148K 65029 999
29MA2°§6325—2 Female 7 B G140S; Q148H 967931 901
29MA19;)9835_2 Female 8 B G140S; Q148H 3083093 1414
29MA20902‘I 13 2 Male 10 B N155H 44086 1559
290MA1 990581 92 Female 15 B N155H 27814 975
29MA22§?7505—2 Female 3 B SUSCEPTIBLE 5838695 707
29MA22;)2440_2 Male 13 B N155H 83644 13
29MA20§0473-2 Male 10 B SUSCEPTIBLE 257057 785
29PE2101781_29 Male 15 F1 N155H 372817 170
29PE2103536_29 Male 10 F1 N155H 1884 1333
29PE2101510_29 Male 12 F1 Y143R 983811 429
29PE1813063_29 Male 17 B G140S; Q148H; 283693 545

N155H



29PA2102365_29
29PE2003804_29
29PE2205294_29
29PE2103804_29
29PE2203635_29
29PE1904078_29
29PE2100738_29
29PE2104351_29
29PE2103247_29
29PE2200511_29
29PE2002618_29
29PE1814167_29
29PE2205643_29
29PE1911605_29
29PE2002514_29

Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Male
Female
Female
Male
Female
Male
Male
Female

Y143G
SUSCEPTIBLE
Y143H
G140S; Q148H
G140S; Q148H
SUSCEPTIBLE
SUSCEPTIBLE
G140S; Q148H
SUSCEPTIBLE
N155H
Y143HR
SUSCEPTIBLE
SUSCEPTIBLE
SUSCEPTIBLE
SUSCEPTIBLE

40
20
4444
371194
10002
109
766
2122
1133
345900
19235
241059
20
265
57384

859
1051
402

3169
1301
1633
1284
865
1451
2635
962
1661
763
707
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Discussion

The current study aimed to retrospectively analyse the antiretroviral
resistance profiles of INSTIs in virologically failing patients under 16 years of age
who were followed by Brazil's Unified Health System. Given the scarcity of
research on ART resistance in paediatric populations, our study population
selection is a key strength. We analysed 31 HIV-1 integrase region sequences from
virologically failing children and adolescents in Northeast Brazil for antiretroviral
resistance mutations. Six patients (19.4%) received INSTIs before genotypic
testing for virological failure. The highest resistance frequency was observed for
RAL (n=21; 67.8%), indicating a high-level resistance to at least one INSTI.

The predominant HIV-1 subtype was B (74.2%), which is consistent with
phylogenetic data from previous Brazilian studies that identified this as the most
common subtype in both the Northeast and other Brazilian regions, except for
Southern Brazil?®3%3', Among the non-B subtypes, BF showed the highest
incidence (19%), aligning with the findings of a previous study conducted in the
Maranhao State, Northeast Brazil. However, 2017 data identified HIV-F as the most
common subtype in the Pernambuco State, Northeast Brazil,3? which contrasts with
our findings. The predominance of subtype B may reflect its status as the first
subtype to be isolated in the Western world, which facilitated its subsequent
spread.

BIC and DTG showed the lowest resistance rates, with 64.5% of sequences
remaining susceptible. Notably, DTG, included in Brazil's first-line adult ART
regimen as per the Ministry of Health guidelines, has recently been formulated as
dispersible tablets for HIV treatment and prevention in children aged 2 months to 6
years,33 significantly improving paediatric treatment feasibility.

Regarding the most prevalent INSTI resistance mutations, in descending
order of frequency, we identified G140S, Q148H, N155H, Q148K, Y143H, Y143HR,
and Y143R. The high frequency of G140S and Q148H mutations (both n=10;
32.2%) raises significant concerns, as they confer resistance to all INSTIs.
Mutations at positions 140, 143, 148, and 155 of the HIV-1 integrase gene induce
resistance to multiple INSTIs33. For instance, N155H (22.6%, n=7/31) conferred
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resistance to most INSTIs except DTG. These findings in the paediatric population
may suggest consequences associated with prior INSTI exposure, either through
the individual’s treatment history or potential maternal transmission. Mutations most
commonly associated with INSTI resistance (G140S, Q148H, and N155H) were
observed in various combinations among patients infected with subtypes B and F1.
Considering the population's median age of 12 years, approximately 35% showed
DTG resistance (only introduced in Brazil's public health system in 2016), and only
19.4% (n=6/31) had prior INSTI exposure. We hypothesised that INSTI resistance
may be emerging rapidly, with treatment adherence likely playing a crucial
preventive role34. Mutation distribution analysis revealed that G140S and Q148H
frequently co-occurred in patients infected with subtype B virus, whereas N155H
appeared in patients infected with subtype B or F1 virus. Patients infected with
recombinant BF virus showed INSTI-sensitive profiles, with only one patient
exhibiting resistance mutations.

Continuous genotypic monitoring of these patients is essential for therapeutic
adjustments to improve clinical outcomes, particularly in paediatric populations.
This study highlights the critical need for the surveillance of INSTI resistance
mutations, as emerging resistance may compromise treatment efficacy and safety.
Systematic resistance monitoring ensures that INSTIs remain a viable therapeutic
option, while advancing HIV research to develop more potent treatments and
tailored prevention strategies for vulnerable populations. Through these efforts,
healthcare systems can implement preventive measures, where early detection of
viral resistance may curb the transmission of drug-resistant strains and guide

policymakers in optimising antiretroviral selection.
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