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CONCEITOS E DEFINIÇÕES

Barreira genética – “Proximidade” genética para aquisição de resistência completa 

aos anti-retrovirais. Pode estar relacionada ao número de mutações necessárias para 

emergência de  resistência  ou  a  facilidade na seleção de determinada mutação de 

resistência. Uma droga que necessita de várias mutações para resistência apresenta 

uma grande barreira genética. Se algumas mutações já existirem, haveria no caso uma 

diminuição da barreira genética para resistência ao anti-retroviral em questão. Pode 

também estar relacionada à facilidade com que uma mutação emerge na presença de 

uma determinada droga.

Códon – Grupo de 3 nucleotídeos que codificam um aminoácido.

Deleções – Perda de fragmento genético nucleotídico, geralmente múltiplo de 3, que 

leva a uma diminuição no número de aminoácidos da seqüência.

Fenótipo – “Comportamento” replicativo do vírus em cultura.

Fenotipagem virtual – Teste de genotipagem cujo resultado é submetido a bancos de 

dados  que  contém  pares  de  amostras  que  possuem  testes  de  genotipagem  e 

fenotipagem. O sistema de informática procura no banco de dados a seqüência mais 

semelhante à seqüência genômica testada. Como cada seqüência do banco de dados 

possui um resultado  de fenotipagem equivalente, os dados de resistência fenotípica do 

banco de dados é atribuído ao paciente testado, e, portanto, fornece-se o resultado do 

paciente testado no formato de um resultado de fenotipagem.

“Fitness” – Capacidade adaptativa de um vírus em determinado meio ambiente. Um 

dos aspectos do “fitness”  é sua capacidade replicativa que pode indiretamente ser 

medida  pela  carga  viral.  Mutações  de  resistência  produzem  uma  diminuição  da 

capacidade  replicativa  dos  vírus  (perda  do  “fitness”),  proporcionando  um  vírus 

“aleijado”. As mutações adicionais de resistência recuperam o “fitness” perdido pelo 

vírus. Entretanto, o vírus com melhor “fitness” na presença de anti-retrovirais é o vírus 

mutante.

Genótipo – Seqüências específicas de nucleotídeos que determinam os genes do HIV.
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Hipersuscetibilidade – Aumento da sensibilidade de uma cepa viral a um determinado 

anti-retroviral, quando comparado ao vírus do tipo selvagem.

Inserções –  Adição  de  nucleotídeos,  geralmente  múltiplos  de  3,  que  levam  ao 

acréscimo no número de aminoácidos na seqüência viral.

Mutação – Alteração na composição genética do vírus.

Mutação  principal  ou  primária  –  Aquela  que  produz  significativa  perda  de 

suscetibilidade ao anti-retroviral que a selecionou. Normalmente é a primeira mutação 

que emerge decorrente do uso do antiretroviral em questão.

Mutação  acessória  ou  secundária –  Mutação  que  emerge  normalmente  para 

recuperar o “fitness” perdido pelo aparecimento da mutação principal.  Propicia uma 

perda modesta de susceptibilidade ao anti-retroviral que a selecionou.

Mutações pontuais – Alterações genéticas resultantes de mutações em um único 

nucleotídeo.

Mutações  sinônimas  ou  silenciosas  –  Mutações  nucleotídeas  que  não  levam a 

alteração do aminoácido em determinado códon.

Provírus – Vírus na sua forma DNA que se encontra integrado no núcleo celular.

Polimorfismos virais – Alterações genéticas que podem estar presentes nos vírus na 

ausência de pressão seletiva dos antiretrovirais.  Muitas vezes são “assinaturas” de 

vírus de diferentes subtipos do HIV-1.

Quasi-espécies – Variantes virais distintas, porém geneticamente relacionadas, dentro 

de uma população de vírus que infectam uma pessoa. Estas cepas evoluíram ao longo 

do tempo a partir de uma cepa viral homogênea do inoculo que infectou este indivíduo.

Resistência à drogas – Diminuição da susceptibilidade do HIV às drogas.
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Resistência  cruzada –  Resistência  selecionada  por  uma  droga  que  levará  a 

resistência a outra droga não utilizada ainda.

Resistência genotípica – Presença de mutações genéticas relacionadas a redução de 

susceptibilidade a um ou mais anti-retrovirais.

Resistência Fenotípica – Redução da atividade anti-retroviral “in vitro”, evidenciada 

pelo aumento da replicação viral na presença da droga.

Reação  em  cadeia  –  Reação  química  onde  um  genoma  é  “amplificado”  pela 

polimerase (PCR) (multiplicado) para ser detectado com maior facilidade ou ser usado 

como produto para outras reações, como o seqüênciamento genômico.

Resistência  Primária –  Resistência  aos  anti-retrovirais,  detectadas  em  pacientes 

virgens de tratamento anti-retroviral.

Resistência  secundária –  Resistência  aos  anti-retrovirais  decorrentes  da  pressão 

seletiva exercida pelas drogas.

Resistência  a  múltiplas  drogas  (MDR) –  Mutações  que  normalmente  conferem 

resistência a todas as drogas de uma mesma classe.

Seqüenciamento –  Reação  laboratorial  que  determina  a  composição  genética 

(seqüência de nucleotídeos) de determinado genoma.

Testes  de  Resistência  Genotípica  (Genotipagem) –  Testes  laboratoriais  que 

determinam a presença de mutações genéticas no HIV-1 relacionadas à diminuição de 

suscetibilidade aos anti-retrovirais.

Testes de Resistência Fenotípica (Fenotipagem) – Testes usados para determinar 

em cultura a suscetibilidade do vírus aos anti-retrovirais.

Vírus do tipo selvagem – Cepa viral com constituição genética considerada normal, 

sendo sensível aos anti-retrovirais.
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Vírus mutante – Cepa viral com alterações genéticas.

Vírion – Vírus livre na sua forma RNA, que é liberado na corrente sanguínea, fruto da 

replicação viral.

“Vias Mutacionais” – Grupo de mutações específicas selecionadas por uma mesma 

droga. Um determinado antiretroviral pode selecionar mutações por vias mutacionais 

distintas em pacientes diferentes, sendo que normalmente somente uma via ocorrerá 

em um mesmo paciente.

Vírus recombinantes – Vírus “híbridos” frutos da recombinação e que apresentam 

material genético de dois vírus parentais.
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RESUMO

Embora  os  protocolos  de  prevenção  da  transmissão  vertical  do  HIV-1 

atualmente preconizados venham contribuindo para a redução da infecção na 

população pediátrica nos países desenvolvidos, um grande número de crianças 

continua sendo infectado pelo HIV em países em desenvolvimento. Dados sobre 

a infecção nesta população ainda são escassos. Neste trabalho, realizamos um 
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levantamento  do  perfil  genotípico  do  HIV  em  uma  coorte  de  crianças 

infectadas pelo HIV-1 no Setor de Infectologia/AIDS Pediátrico do Centro de 

Referência do Hospital Infantil Nossa Senhora da Glória - Vitória / ES

Os  dados  aqui  apresentados  demonstram  que  a  prevalência  e  o  nível  de 

mutações de resistência às drogas foram mais evidentes no grupo de pacientes 

recebendo  terapia  com  ARVs  quando  comparados  ao  grupo  de  pacientes 

virgem de tratamento, corroborando com o conceito de ação da pressão seletiva 

na emergência de cepas virais resistentes. Mutações de resistência primária aos 

ARVs  não  foram encontradas  na  grande  maioria  das  crianças  não  tratadas 

(Grupo A), sustentando a hipótese que a transmissão vertical ocorreu a partir 

de  mães  que  não  tinham  consciência  do  seu  status  sorológico  e 

conseqüentemente não faziam uso de antiretrovirais. Neste grupo foi encontrado 

uma maior prevalência de mutações acessórias não conferindo resistência aos 

ARVs. 

A supressão máxima da replicação viral  continua ser  a  principal  meta a ser 

atingida  pela  terapia  visando  prevenir  a  emergência  de  cepas  resistentes. 

Infelizmente,  em 20-50% dos pacientes que iniciam HAART essa supressão 

viral sustentada não é atingida e podendo ser ainda maior em pacientes em 

esquemas de tratamentos  seqüenciais.   Embora,  muitos  fatores  possam ser 

associados com falha virológica, incluindo baixa aderência, farmacocinética dos 

ARVs e regimes de tratamento sub-ótimos, a emergência de variantes virais 

resistentes  aos ARVs tem sido a  principal  causa de falha  de  tratamento.  O 

desenvolvimento de resistência aos ARVs tem um maior impacto no tratamento 

destas  crianças  por  poder  levar  ao  aparecimento  de  resistência  cruzada, 

limitando opções futuras.

A grande maioria das crianças no  Grupo B já  estavam em tratamento com 

ARVs há mais de 7 anos, sendo que alguns já haviam passado pela fase de 

monoterapia com AZT, depois terapia dupla  e hoje se encontram no seu 2º, 3º 

e até mesmo 4º esquema de HAART.  Estes fatos podem explicar a dificuldade 

de  supressão  da  replicação  viral  e  a  conseqüente  falha  no  tratamento 

encontrada nesta população. 

Os  dados  aqui  apresentados  enfatizam  a  importância  de  identificarmos  o 

momento apropriado para o início da terapia com ARVs, bem como a escolha 
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mais adequada da combinação de ARVs que leve à supressão da replicação 

viral de forma efetiva, sem deixarmos de considerar a importância da adesão ao 

esquema terapêutico por parte dos responsáveis legais por estas crianças.

Palavras-chaves: HIV, genotipagem, resistência, criança.
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ABSTRACT

Although  existing  protocols  to  prevent  HIV-1  vertical  transmission  have 

contributed  to  reduce  infection  within  the  pediatric  population  in  developed 

countries, a significant large number of children is still been infected vertically in 

undeveloped countries.  Data regarding the latter population is still scarce. The 

HIV  genotypic  profile  of  a  cohort  of  HIV-1  infected  children  attending  to  the 

Infectious  Disease/Pediatric  AIDS  Ward  of  the  Children’s  Hospital  Nossa 
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Senhora da Glória - Vitória / ES was evaluated in the present work. 

Our  data  demonstrated  that  both  the  prevalence  and  the  level  of  genotypic 

resistance  mutations  were  more  evident  among  patients  receiving  HAART 

therapy (Group B) when compared to treatment naive patients (Group A), which 

supports the previous data showing the key role of antiretroviral (ARV) drugs 

selective pressure on the emergence of resistant virus isolates.  

Antiretroviral primary resistance mutations were not found in the great majority of 

treatment  naive  children,  supporting  the  hypothesis  that  vertical  transmission 

occurred  from mother  that  didn’t  know their  serological  status  and  were  not 

under treatment with ARV, the highest prevalence of viral polymorphism non-

related to ARV resistance was found in this group.

The main goal of ARV therapy is to achieve total suppression of viral replication, 

in order to prevent the emergence of ARV resistant strain.  Unfortunately, in 20-

50% of  patients  initiating  HAART this  total  suppression  is  not  achieved,  this 

failure  rate  may  be  even  higher  among  patients  in  sequential  treatment 

regimens.  Although several factors could be associated with treatment failure, 

such  as  non-compliance,  ARV  pharmacokinetics  and  inadequate  treatment 

regimens,  the  emergence  of  ARV  resistant  viral  mutants  is  still  the  main 

responsible for  treatment failure.   The development of  ARV resistance has a 

greater impact among pediatric patients due to the fact that it may lead to cross-

resistance, which may limit the use of other ARV later on.

Most of the children in Group B were under treatment with ARV for more than 7 

years, including some that received AZT monotherapy, than double therapy and 

today are in their 2nd, 3rd or even 4th HAART regimen.  This fact may explain the 

difficulty in achieving total suppression of viral replication and consequently the 

high frequency of treatment failure found among patients in this group.

Data  presented  here  emphasize  the  importance  of  the  correct  timing  for 

beginning ARV therapy, as well as the correct choice of ARV to achieve viral 

replication suppression efficiently,  without  forgetting the importance of  patient 

compliance to the therapeutic regimen enforced by the legal guardians of these 

children.

Keywords: HIV, genotypic profile, resistance, children.
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1.  INTRODUÇÃO

1.1 Histórico

A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS/SIDA) é uma manifestação 

clínica avançada da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV). Na maioria 

dos  casos,  a  infecção  pelo  HIV  leva  a  uma  imunossupressão  progressiva, 

especialmente da imunidade celular, e a uma desregulação da resposta imunitária, as 

quais  facilitam  o  aparecimento  de  infecções  oportunistas,  neoplasias  e/ou  outras 
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manifestações (demência, caquexia, trombocitopenia etc.), condições definidoras de 

AIDS, quando em presença da infecção pelo HIV (CASTRO et al., 1992).

A  AIDS  foi  inicialmente  descrita  em  1981,  quando  casos  incomuns  de 

pneumonia  por  Pneumocystis  jiroveci,  (denominado anteriormente  como  P.  carinii),  

sarcoma  de  Kaposi  e  comprometimento  do  sistema  imune  foram  relatados, 

simultaneamente, em indivíduos homossexuais jovens do sexo masculino, previamente 

saudáveis nas cidades de Nova York, Los Angeles e São Francisco (CDC, 1981a  e 

1981b).  O  subseqüente  aparecimento  de  casos  semelhantes  entre  hemofílicos, 

receptores de transfusão de sangue, usuários de drogas injetáveis e seus parceiros 

sexuais,  sugeriu  a existência  de uma nova doença,  até  então não classificada,  de 

etiologia provavelmente infecciosa e transmissível como causa primordial das falhas 

imunológicas observadas nestes pacientes.

Em 1983, o HIV-1 foi isolado a partir de células de linfonodo removido de um 

paciente com linfoadenopatia. Após um longo processo, foi reconhecida a primazia da 

descoberta  do  retrovírus  aos  pesquisadores  do  Instituto  Pasteur  de  Paris,  sob  a 

coordenação do Drº Luc Montagnier (BARRÉ-SINOUSI et al., 1983), sendo este novo 

vírus batizado como LAV (Lymphadenopathy Associated Virus). Um ano após, o Drº 

Robert Gallo dos Estados Unidos, confirmou a descoberta do vírus, e o denominou de 

HTLV-III (Human T-Lymphotrophic Virus) (POPOVIC et al., 1984). 

Em 1985, foram desenvolvidos e licenciados para uso comercial os primeiros 

testes sorológicos para a detecção do vírus, usando a metodologia  ELISA. 

Em  1986,  um  comitê  internacional  recomendou  a  utilização  do  termo  HIV 

(Human Immunodeficiency Virus) para denominá-lo, reconhecendo-o como capaz de 

infectar seres humanos (COFFIN et al., 1986). Nesse mesmo ano, foi identificado um 

segundo agente etiológico, também um retrovírus, com características semelhantes ao 

HIV-1, sendo este denominado HIV-2 (CLAVEL et al., 1986).

1.1. Epidemiologia da AIDS

Apesar  dos  grandes  esforços  feitos  para  a  compreensão  da  patogênese, 

epidemiologia e prevenção da infecção pelo HIV, que é considerada uma pandemia, o 

número de pessoas infectadas pelo vírus continua a aumentar em um ritmo alarmante. 

Dados  da UNAIDS indicam que,  caso  a  transmissão  do HIV  não  seja  controlada, 

alguns  países  africanos,  como  por  exemplo  Bostwana,  estão  fadados  a  ter  sua 

população dizimada pelo HIV (WEISER et al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Prevalência (%) de Adultos com HIV até o final de 2004

Fonte: www.who.int/.../hiv/ facts/en/hiv_global2004.jpg

Desde o início da epidemia até o presente momento, 60 milhões de pessoas 

foram infectadas pelo HIV. Até o final de 2005, estimativas globais indicavam que 42 

milhões de pessoas estavam vivendo com HIV/AIDS no mundo inteiro, com 5 milhões 

de novas infecções/ano e 3 milhões de óbitos só no ano do 2004. Estima-se que desde 

o início da epidemia ocorreram mais de 20 milhões de óbitos entre adultos e crianças 

(UNAIDS, 2005) (Figura 2). Mais de 95% das pessoas infectadas vivem em países em 

desenvolvimento, sendo a maioria constituída por indivíduos no auge de suas vidas 

produtivas, onde também ocorreram 95% de todos os óbitos, resultando em um grande 

impacto sócio-econômico para essas nações.

ESTIMATIVA DO NÚMERO DE ADULTOS E CRIANÇAS VIVENDO 

COM HIV/AIDS ATÉ O FINAL DE 2005
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Figura 2: Estimativa do número de crianças e adultos vivendo com HIV/AIDS 
até o final de 2005.

Fonte: http://www.unaids.org/epi/2005/doc/report_pdf.asp

Embora  ainda  em  patamares  elevados,  a  epidemia  de  AIDS  no  Brasil  se 

encontra em um processo de estabilização, tendo sido diagnosticado em 2004 um total 

de 13.844 casos novos, taxa de 18,2 casos por 100 mil habitantes. Entre os anos de 

1980  e  2004  foi  registrado  um  total  de  362.364  casos  no  país  (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO, CN-DST/AIDS -MS; 2004). Desse total, 2,01% casos são oriundos 

da região Norte, 9% da região Nordeste, 4,82% da região Centro-Oeste, 17,10% da 

região  Sul  e  67,07%  pertencem  à  região  Sudeste.  A  tendência  de  aumento  da 

incidência da doença vem sendo observada em todas as regiões geográficas, com 

exceção  da região  Sudeste,  a  qual  apresentou,  em 2004,  uma taxa de  incidência 

28



menor  do  que  a  observada  em  1998.  Apesar  do  crescimento  pronunciado  nas 

demais  regiões,  principalmente  nas  regiões  Sul,  Centro-Oeste  e  Norte,  a  taxa  de 

mortalidade permaneceu estável em 6,4 óbitos por 100 mil habitantes em 2004. 

A tendência à estabilização da incidência da doença tem sido observada apenas 

entre homens, alterando a razão entre indivíduos do sexo masculino e feminino de 28 

homens para 1 mulher  em 1985,  para 3 homens para 2 mulheres em 2004.  Esta 

mudança no perfil epidemiológico do HIV/AIDS deve-se ao aumento da transmissão 

heterossexual da doença, a qual associada à vastidão territorial e diversidade socio-

geográfica  do  país,  dificultam  as  atividades  de  acompanhamento,  tornando 

indispensável o conhecimento mais profundo e preciso sobre a natureza da epidemia 

em cada região,  unidade da federação e município  (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 

CN-DST/AIDS -MS; 2004)

SZWARCWALD  et al. (2000) constataram que a epidemia pelo HIV/AIDS no 

Brasil  experimentou  modificações  profundas  no  seu  escopo:  no  início  era 

predominantemente  regional  e  basicamente  restrita  a  determinados  segmentos 

populacionais  (os  chamados  grupos  de  risco),  passando  ao  longo  do  período,  a 

crescentemente  nacional  e  dispersa  entre  as  mais  variadas  populações.  Essas 

mudanças trouxeram novos desafios às políticas públicas e à ação da sociedade civil.

No Brasil, os primeiros casos de AIDS na população infantil foram notificados 

em 1982 e tinham como fator  de risco a transfusão de sangue ou hemoderivados 

(MOREIRA et al., 1993). A partir de 1985, dois fatores levaram à mudança desse perfil 

epidemiológico:  a  obrigatoriedade  da  sorologia  anti-HIV  em  todo  sangue  coletado 

associada à uma evolução tecnológica na produção de hemoderivados e ao mesmo 

tempo, ao aumento do número de mulheres infectadas pelo HIV.

A  feminilização  da  AIDS  é  um reflexo  do  comportamento  sócio-sexual  da 

população, associada a aspectos de vulnerabilidade biológica e de gênero. A mulher 

considera-se menos exposta ao risco, talvez pela sua entrada mais tardia na dinâmica 

da epidemia,  não se enquadrando nos chamados “grupos de risco”  associados ao 

início da pandemia.

Como conseqüência do aumento de casos de AIDS em mulheres, observa-se 

também o aumento da transmissão vertical (transmissão do HIV da mãe para o filho), 

atualmente responsável por mais de 90% dos casos de AIDS entre menores de 13 

anos de idade.

Em 1994, um estudo (Protocolo 076 do AIDS Clinical  Group –PACTG 076) 

utilizando a Zidovudina (AZT) na mãe durante a gestação e no parto, ao recém-nascido 
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durante as primeiras seis semanas de vida, e contra-indicação de amamentação, 

provou ser capaz de reduzir a transmissão vertical  em até 67,5% (CONNOR  et al, 

1995).  Ainda  assim,  no  Brasil  tais  medidas  têm  sido  insuficientes  para  impedir  a 

transmissão  vertical.  Isso  acontece,  dentre  outros  motivos,  porque  a  cobertura  de 

realização de testes para o HIV no pré-natal  no País é muito  inferior  ao desejado 

(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO CN-DST/AIDS, 2005).

1.3. Epidemiologia da AIDS no Estado do Espirito Santo

No  Estado  do  Espírito  Santo,  durante  o  período  de  Janeiro  de  1985  até 

Novembro  de  2005,  foram notificados 5.002 casos de AIDS à  Coordenação 

Estadual de DST e AIDS. A distribuição do número total de casos por gênero é 

de 3.161 (63,2%) entre homens e 1.841 (36,8%) entre mulheres. No mesmo 

período, foram notificados 290 casos em crianças menores de 13 anos de idade, 

sendo  mais  de  90% devido  à  transmissão  vertical.  Nos  últimos  cinco  anos 

(1999-2004) foi reportada uma média anual de 468 casos. Sendo que em 2005, 

a taxa de incidência encontrada foi de 14,9 casos por 100 mil habitantes.  A 

razão por gênero passou de 4,0 (1992) para 3,0 (1996) e manteve-se em 1,3 

nos anos de 2000-2002-2004 (Figura 3). A faixa etária mais atingida foi de 20-

49 anos com 82,4% dos casos notificados (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, CE 

DST- AIDS/SESA ES, 2005).  
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Figura 3. Taxa de Incidência (por 100 mil habitantes) de casos notificados, período de 
1992 a 2005, no Estado do Espírito Santo, segundo sexo* (**).

*Fonte: SESA-ES / C.E. DST-AIDS
** Dados preliminares até Dezembro/2005, sujeitos à revisão
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A categoria de exposição mais expressiva continua sendo a sexual, a qual 

representa 65% dos casos notificados (18,0% homossexual, 13,0% bissexual, e 69,0% 

heterossexual), seguindo-se da categoria de exposição sanguínea a qual correspondeu 

a  12,8% dos  casos  notificados  (sendo  89,2% destas  notificações  em usuários  de 

drogas  injetáveis)  (Figura  4).  Desde  1999,  no  Estado  do  Espírito  Santo,  não  há 

notificação  de  pessoas  contaminadas  por  transfusão  sanguínea,  demonstrando  a 

qualidade  alcançada  pelos  Bancos  de  Sangue  nos  últimos  anos,  a  qual  impactou 

diretamente na transmissão do HIV por hemoderivados.

Sanguínea
12,4%

Perinatal
5,6%

Ignorado
16,1%

Sexual
65,9%

Figura 4. Distribuição dos casos de Aids, no Estado do Espírito Santo,
segundo categoria de exposição de 1985-2005* (**).

*Fonte: SESA-ES / C.E. DST-AIDS(**) Dados preliminares até Agosto/2005, sujeitos à revisão

No Estado do Espírito  Santo,  no período de 1985 até Novembro de 2005, 

foram notificados 290 casos de AIDS em crianças menores de 13 anos de idade à 

Coordenação Estadual. A Tabela 1 mostra a distribuição segundo o ano de diagnóstico 

e sexo.

Tabela 1.  Distribuição de casos de AIDS em menores de 13 anos segundo o ano e 
sexo*. Espírito Santo - 1985-2005**

Ano
Masculino Feminino Total

Nº % Nº % Nº %
1985-1991 8 80,0 2 20,0 10 3,4

1992 2 33,3 4 66,7 6 2,1
1993 3 42,9 4 57,1 7 2,4
1994 10 71,4 4 28,6 14 4,8
1995 5 35,7 9 64,3 14 4,8
1996 10 66,7 5 33,3 15 5,2
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1997 15 50,0 15 50,0 30 10,3

1998 16 51,6 15 48,4 31 10,7
1999 8 33,3 16 66,7 24 8,3
2000 12 42,9 16 57,1 28 9,7
2001 9 28,1 23 71,9 32 11,0
2002 13 59,1 9 40,9 22 7,6
2003 14 50,0 14 50,0 28 9,7
2004 8 40,0 12 60,0 20 6,9
2005 7 77,8 2 22,2 9 3,1
Total 140 48,3 150 51,7 290 100,0

*Fonte: SESA-ES / C.E. DST-AIDS     ** Dados preliminares até dez/2005, sujeitos à revisão.
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1.4. Formas de Transmissão

Embora já tenha sido isolado de vários fluídos corporais, a transmissão do HIV 

ocorre freqüentemente através de exposição a sangue, hemoderivados, sêmen, fluído 

vaginal ou leite materno contaminados. Dessa forma, as possíveis vias de transmissão 

são:  sexual  (relações  homo  e  heterossexuais)  (STEWART,  1995);  sanguínea 

(receptores  de  sangue  ou  hemoderivados  e  em usuários  de  drogas  intravenosas) 

(BUSCH, 1995); vertical (gravidez, parto e aleitamento materno) (ORLOFF et al., 1996) 

e ocupacional (acidente de trabalho em profissionais da área da saúde) (WIZNIA et al., 

1996).

A principal forma de transmissão do HIV em todo o mundo continua sendo por 

via sexual, sendo as infecções adquiridas através de relações heterossexuais 

sem proteção,  as mais  freqüentes  (ASKEN & BERER, 2003). Vários  fatores 

estão associados ao aumento do risco de  transmissão do HIV durante uma 

relação  heterossexual,  dentre  eles:  alta  viremia,  imunodeficiência  avançada, 

relação anal, relação sexual durante a menstruação, imaturidade do aparelho 

genital (mulheres pré-púberes e adolescentes jovens) e presença de doenças 

sexualmente transmitidas (DST), principalmente as ulcerativas.  Sabe-se hoje 

que não só  as  úlceras  resultantes  de  infecções  como cancro  mole,  sífilis  e 

herpes genital aumentam o risco de transmissão do HIV, mas também outras 

DST, como as que causam corrimentos ou verrugas, também contribuem com a 

transmissão por essa via, devido a presença de uma rica população de células 

do  sistema imune nas mucosas,  dentre  elas  as  células  dendríticas  (céls  de 

Langerhans).

A  transmissão  decorrente  de  transfusão  com  sangue  e/ou  hemoderivados 

contaminados é cada vez menos freqüente nos países que adotaram medidas 

de controle da qualidade do sangue utilizado, como é o caso do Brasil (desde 

1986).

A  transmissão  ocupacional  pode  ocorrer  quando  profissionais  da  área  de 

saúde  sofrem  ferimentos  com  instrumentos  perfuro-cortantes  contaminados  com 

sangue ou outros fluídos. Estima-se que o risco de contrair o HIV após uma exposição 

percutânea a fluidos biológicos contaminados seja de aproximadamente 0,3%, sendo 

que nos casos de exposição direta das mucosas, esse risco é de aproximadamente 

0,09%.  Os  fatores  de  risco  já  identificados  como  favorecedores  deste  tipo  de 

contaminação são: a profundidade e extensão do ferimento, a presença de sangue 
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contaminante visível no instrumento que produziu o ferimento, o acidente envolver 

agulha  colocada  diretamente  na  veia  ou  artéria  de  paciente  portador  de  HIV  e, 

finalmente, o paciente fonte da infecção apresentar altos níveis de carga viral. Quando 

iniciada entre 1 e 2 horas após o acidente, a profilaxia com anti-retrovirais reduz em 

cerca de 81% a chance de transmissão do HIV (PANLILIO et al., 2004).

A  maioria  (65%)  dos  casos  de  transmissão  materno-infantil  (vertical)  ocorre 

geralmente durante o trabalho de parto e no parto propriamente dito. Os demais 

casos  (35%)  ocorrem  intra-útero,  principalmente  nas  últimas  semanas  de 

gestação (ROUZIOUX et al., 1995, KALISH et al., 1997, BERTOLI et al, 1996). 

O aleitamento materno representa um risco adicional de transmissão, estimado 

entre 7% a 22% (DUNN et al., 1992, TESS et al., 1998, BOBAT et al., 1997). Os 

fatores que aumentam o risco de transmissão do HIV da mãe para filho podem 

ser divididos em: a) fatores virais: tais como a carga viral, genótipo e fenótipo 

viral, diversidade circulante e resistência viral;  b) fatores maternos: tais como 

ao estado clínico e imunológico, presença de DST e outras co-infecções e o 

estado nutricional da mulher (LAWN et al., 2001, THEA et al., 1997); c) fatores 

obstétricos: tais como a duração da ruptura das membranas amnióticas, via de 

parto e a presença de hemorragia intraparto e, d) fatores inerentes ao recém-

nascido:  tais  como  a  prematuridade,  baixo  peso  ao  nascer  e  aleitamento 

materno.  Reconhece-se,  hoje,  a  carga viral  elevada como um dos principais 

fatores associados à transmissão perinatal do HIV (MAYAUX et al., 1997; COLL 

et  al.,1997;  O’SHEA  et  al.,  1998)  e  a  ruptura  prolongada  das  membranas 

amnióticas (BURTON et al., 1996; MANDELBROT et al., 1996). Portanto, o uso 

de terapia anti-retroviral combinada é capaz de reduzir a carga viral plasmática 

do  HIV  à  níveis  abaixo  do  limite  de  detecção,  resultando  em  taxas  de 

transmissão inferiores a 3% (KIND et al., 1998; MANDELBROT et al., 1998).

1.5. Biologia do HIV

O HIV é um vírus envelopado, pertencente ao gênero  Lentivirus  e à família 

Retroviridae, os  quais  se  caracterizam por  causar  infecção  persistente  com longo 

período de incubação (LÉVY, 1993). Existem dois tipos geneticamente distintos, o HIV-

1 e o HIV-2. O HIV-1 possui uma distribuição cosmopolita e tem se mostrado mais 

virulento  e  o  mais  freqüentemente  transmitido  (MARLINK  et  al.,  1994).  Embora  já 

tenham  sido  identificados  casos  esporádicos  de  infecção  pelo  HIV-2  em  outros 
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continentes, este vírus é endêmico na África Ocidental (REEVES and DOMS, 2002), 

e atualmente se dissemina na Índia (KANNANGAI  et al., 2000; KANNANGAI  et al., 

2003).

O  HIV-1  e  o  HIV-2  são  vírus  intimamente  relacionados  ao  vírus  da 

imunodeficiência símia (SIV), que infectam macacos africanos, indicando que a origem 

das  infecções  pelo  HIV  seja  relacionada  a  eventos  de  transmissão  do  SIV  entre 

espécies  diferentes  de  primatas  (ALAEUS,  2000;  HAHN  et  al.,  2000).  De  fato,  o 

reservatório  primata do vírus ancestral  HIV-2  foi  identificado como sendo macacos 

“sooty mangabey” (Cercocebus atys) (HIRSCH et al., 1989; CHEN et al., 1997). Porém, 

a origem do HIV-1 tem sido mais difícil de elucidar. Acredita-se, atualmente, que o HIV-

1 seja originário de um retrovírus (SIVcpz) isolado de uma subespécie de chimpanzés, 

denominada  Pan troglodytes troglodytes (GAO  et al.,  1999). Todos os membros da 

família  de  retrovírus  possuem  estrutura  genômica  semelhante,  apresentando 

homologia em torno de 50%. Além disso, todos têm a capacidade de infectar linfócitos 

através  do  receptor  CD4.  GAO  et  al (1999)  demonstraram  que  o  vírus  da 

imunodeficiência símia da linhagem SIVcpz, possui uma similaridade de 90% com o 

HIV-1.

Cada partícula viral contém duas cópias de um genoma RNA de fita simples 

com polaridade positiva e um tamanho de 9,2 kilobases, transcrito em DNA na célula 

infectada e integrado ao cromossomo da célula hospedeira (WAIN-HOBSON  et al., 

1985). Esses transcritos de RNA servem como mRNA dirigindo a síntese de proteínas 

virais  e  posteriormente,  como  RNA  genômicos  nas  novas  partículas  virais  que 

escapam da célula infectada por brotamento da membrana plasmática.

O genoma completo  do  HIV consiste  de  nove genes  ladeados  por  longas 

sequências terminais repetitivas (LTRs), as quais são necessárias para a integração do 

provírus  ao  DNA  da  célula  hospedeira  e  contêm  sítios  de  ligação  para  proteínas 

reguladoras dos genes. As LTRs podem ser divididas em três subregiões: U3, R e U5, 

com funções na integração e transcrição viral (WU & MARSH, 2003).
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Figura 5: Organização genômica do HIV-1. 

Fonte: www.bioscience.org/1997.v2/d/gottfred/fig2.jpg. 

O  HIV  tem  três  genes  principais:  gag,  pol,  env  e  seis  pequenos  genes 

acessórios codificando proteínas auxiliares que afetam a replicação viral e a virulência: 

Rev (regulador da expressão do vírion);  Tat (transativador da transcrição);  Nef (fator 

regulatório negativo); Vif (fator de infectividade do vírion); Vpu (proteína viral U) e Vpr 

(proteína viral R) (revisto por MORROW et al., 1994).

Algumas  proteínas,  como a  Tat e  Rev,  são  claramente  essenciais  para  a 

replicação  viral  e  afetam  a  expressão  gênica,  sendo  denominadas  proteínas 

regulatórias. As demais são essenciais para a maturação da partícula viral e também 

exercem papéis importantes na replicação viral.

GAG

A primeira região gênica estrutural é a gag que codifica as proteínas estruturais 

do cerne viral, sendo traduzido em uma poliproteína precursora, cujo processamento 

proteolítico  origina  a  proteína  de  matriz  (p17),  que  se  associa  à  face  interna  do 

envelope e ao capsídeo; a proteína do capsídeo (p24), constituinte da estrutura que 

abriga  e  protege  o  RNA  genômico  viral  e  enzimas  virais,  sendo  o  antígeno  viral 

detectado mais precocemente, portanto, sua detecção é importante no diagnóstico das 

infecções  agudas;  e  a  proteína  do  nucleocapsídeo  (p7),  que  se  associa  ao  RNA 

genômico viral contido no interior do capsídeo, e a p6 (MORROW et al., 1994). 
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POL

A segunda região é a pol, a qual codifica todas as enzimas necessárias para a 

replicação e  integração  do  HIV.  A  protease,  transcriptase  reversa  e  integrase  são 

inicialmente sintetizadas sob a forma de um precursor Pr160 gag-pol, que no momento da 

montagem de novos vírions sofre uma autocatálise da protease viral, liberando-a do 

restante do precursor. A protease então irá clivar todas as demais proteínas contidas 

no precursor, iniciando o processo de maturação viral. A clivagem proteolítica de gag e 

gag/pol é absolutamente essencial para infectividade das partículas. Mutações no gene 

responsável  pela  codificação  da  protease,  por  exemplo,  podem  tornar  a  protease 

inativa  ou  com  atividade  reduzida,  resultando  na  produção  de  partículas  virais 

imaturas,  não  infecciosas  ou  com  diminuição  do  índice  replicativo  viral  (fitness) 

(ALDOVINI,  et  al., 1990;  KOHL,  et  al.,  1998;  GOTTLINGER  et al., 1989).  A 

transcriptase reversa apresenta múltiplas atividades catalíticas, incluindo uma atividade 

de DNA polimerase, que copia moldes de DNA ou RNA (HIRSCH & D´ÁQUILA, 1993) 

e  uma atividade  de  ribonuclease  H  (Rnase  H),  a  qual  degrada  especificamente  a 

cadeia de RNA contida em um complexo híbrido RNA-DNA (HANSEN et al, 1988). A 

integrase é essencial para a integração do DNA retroviral no cromossomo da célula 

hospedeira (GRANDGENETT & MUMM, 1990).

ENV

A terceira  região gênica  estrutural,  env,  codifica a  porção mais  externa da 

partícula viral, o envelope. Este é formado por uma bi-camada fosfolipídica de origem 

celular, obtida no momento do brotamento do vírion, carregando porções da membrana 

citoplasmática da célula hospedeira infectada. A glicoproteína precursora gp160, deve 

ser clivada por uma protease da célula hospedeira em gp120 (proteína de superfície) e 

gp41(proteína transmembranar), que são então montadas como trímeros no envelope 

viral (LU, BLACKLOW & KLIM, 1995; SANDERS et al., 2002). Devido à sua localização 

na superfície do vírion, as glicoproteínas do envelope viral desempenham importantes 

funções  no  reconhecimento,  na  entrada  do  vírus  na  célula  hospedeira  e  na 

subseqüente fusão de membranas, etapas fundamentais no ciclo biológico do HIV-1. A 

proteína  gp120  apresenta  em  sua  estrutura  domínios  conservados  (C1  a  C5)  e 

domínios hipervariáveis (V1 a V5). O terceiro domínio hipervariável (alça V3) além de 

ser um importante epítopo para neutralização, tropismo viral e indução de sincício e 

ainda contém os determinantes que interagem com o receptor celular CD4 (NEHETE 
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et al., 2002; DETTIN et al., 2003). A função primária da gp41 é mediar a fusão entre 

as  membranas  viral  e  celular  após  a  ligação  ao  receptor  (CXCR4  ou  CCR5) 

(HERNANDEZ  et al.,  1996).  A interação entre a gp120 e o CD4 causa mudanças 

estruturais que facilitam a ligação ao co-receptor e a subseqüente entrada do vírus na 

célula  (revisto  por  FRANKEL  &  YOUNG,  1998)  (Figura  6).  As  alterações 

conformacionais possuem dois objetivos. O primeiro é agir como um sinal para o início 

da Transcrição Reversa e o outro é o de promover a desmontagem do núcleo-capsídeo 

para a liberação do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira.

Figura 6. Interação entre a gp120 e o CD4 causando mudanças estruturais que facilitam a 

ligação ao co-receptor e a subseqüente entrada do vírus na célula.

Fonte: www.chemsoc.org/.../images/1999/ johnston_jun99_fig1.gif

Os principais co-receptores para o HIV, são receptores de quimiocinas: a)o 

CCR5, expresso nas células dendríticas, macrófagos e células T CD4 e b) o CXCR4, 

expresso predominantemente nas células T (revisto por FRANKEL & YOUNG, 1998). 

Após a ligação simultânea da gp120 ao receptor (CD4) e ao co-receptor (CCR5 ou 

CXCR4), a gp41 promove a fusão do envelope viral com a membrana citoplasmática 

da célula, permitindo que o genoma viral e as proteínas virais associadas cheguem ao 

citoplasma (STEIN  et al., 1987). No citoplasma ocorre a transcrição reversa do RNA 

viral de fita simples, resultando na síntese do DNA viral de fita dupla através da reação 

da enzima transcriptase reversa. Em seguida, o cDNA, também conhecido como DNA 

pró-viral é transportado até o núcleo celular onde ocorre a integração do mesmo ao 

genoma da célula infectada mediada pela enzima integrase. Os produtos iniciais da 

expressão gênica viral são pequenos RNAs processados por “splicing” (corte e junção) 

que codificam as proteínas regulatórias Tat, Rev e Nef. A proteína Rev, codificada pelo 

gene  rev,  é  responsável  pelo  controle  dos processos de  “splicing” e  por  facilitar  o 
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transporte do RNA viral do núcleo para o citoplasma. A proteína Tat, codificada pelo 

gene tat, atua como transativador, aumentando os níveis de transcrição dos genes do 

HIV,  sendo  o  único  fator  de  transcrição  viral  absolutamente  indispensável  para  a 

replicação viral  in vitro (VAISHNAV and WONG-STAAL, 1991). A função da proteína 

Nef, no ciclo replicativo, continua sendo uma incógnita até hoje, já a proteína  Vif, é 

capaz de aumentar em 1.000 vezes o nível de infectividade viral (SAKAI et al., 1991). 

Os  últimos  estágios  de  ciclo  replicativo  do  HIV  envolvem  a  montagem  dos 

componentes  virais  para  a  formação do vírion,  sua liberação da célula  através do 

processo de brotamento, e sua maturação em partículas virais infecciosas.

A organização estrutural do HIV-1 encontra-se ilustrada na figura 7, e o ciclo 

de replicação do HIV-1 encontra-se detalhado na figura 8.

              Figura 7. Organização estrutural do HIV-1.

                 Fonte:www.wellesley.edu/.../.chem101/hiv/maturhiv.gif.
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Figura 8. Ciclo de vida do HIV.
Fonte:  hiv.buffalo.edu/html/ hiv_pharm.html

1.6. Patogênese
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O curso clínico da infecção pelo HIV inclui,  geralmente,  três estágios:  a) 

infecção primária (ou fase aguda), b) latência clínica e c) AIDS (figura 9) (PANTALEO 

et al., 1993; LIFSON et al., 1988). A carga viral plasmática durante todos os estágios 

da infecção pode variar substancialmente, de 50 a 11 milhões de vírions/ml (PIATAK et 

al.,  1993).  A infecção aguda é um período de intensa replicação viral,  com o HIV 

colonizando órgãos linfóides em diversas áreas do organismo que funcionam como 

reservatórios de células infectadas, causando um aumento no número de partículas 

virais no sangue periférico e uma queda significativa nos níveis das células T CD4+ 

circulantes (TINDALL & COOPER, 1991). Durante esta fase, a maioria (80-90%) dos 

pacientes  desenvolve  um  quadro  gripal  ou  uma  síndrome  que  se  assemelha  à 

síndrome de mononucleose (febre, mialgias, linfadenopatia, faringite, cefaléia e “rash” 

cutâneo)  (KAHN  &  WALKER,  1998).  Essa  viremia  aguda  está  associada  com  a 

ativação das células T CD8+, as quais destroem as células infectadas pelo HIV, e 

subseqüemente, à produção de anticorpos, que leva à soroconversão. A maioria dos 

pacientes infectados desenvolverá AIDS após um período de quiescência aparente da 

doença,  denominada  de  fase  de  latência  clínica  ou  período  assintomático, 

caracterizada por uma replicação persistente do vírus e um declínio gradual da função 

e do número das células T CD4+ (figura 9).

O prognóstico dos indivíduos infectados pelo HIV é extremamente variável, 

sendo,  o  tempo decorrido  entre  a  soroconversão  e  o  desenvolvimento  de  AIDS é 

estimado em pouco mais de 10 anos em média (MUÑOZ et al., 1995). No entanto, uma 

pequena proporção de pacientes pode vir a desenvolver AIDS em um tempo inferior a 

5 anos. Existem relatos de casos de imunossupressão severa até 2 meses após a 

soroconversão  (ISAKSSON  et  al.,  1988).  Por  outro  lado,  existem  pacientes  que 

permanecem estáveis por mais de 10 anos sem alterações no seu estado imunológico 

ou sinais de progressão, segundo alguns autores, esses indivíduos são denominados 

de “long-term non-progressors”, e podem permanecer livres da doença por até 20 anos 

(MUÑOZ et al., 1995).
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Figura 9. Progressão da Infecção pelo HIV em pacientes não tratados

Fonte: www.wellesley.edu/.../ Chem101/hiv/HIV-1.htm1

Nas  crianças  infectadas  por  transmissão  vertical  observa-se  uma  ativação 

policlonal  de  precursores  de  linfócitos  B,  devido  à  presença  do  HIV  ou  de  seus 

antígenos  (KRIVINE  et  al.,  1992).  Esta  ativação  provoca  o  aparecimento  de 

hipergamaglobulinemia  policlonal  e  da  inabilidade  funcional  das  células  B  frente  a 

novos  antígenos,  tanto  T-dependentes  quanto  T-independentes  (ROSENBERG  & 

FAUCI, 1994). Estudos de produção espontânea de anticorpos em cultura de linfócitos 

de  pacientes  pediátricos  demonstraram  que  20%  a  50%  da  produção  total  de 

imunoglobulinas é dirigida contra antígenos do HIV (AMADORI & CHIECO-BIANCHI, 
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1990).  Essas  alterações  no  sistema  imune  humoral  antecedem,  na  maioria  dos 

casos, às alterações de imunidade celular,  levando a um quadro clínico constituído 

primariamente por infecções bacterianas de repetição causadas por agentes comuns a 

esta faixa etária (WILFERT, 1998). Este quadro clínico não é habitualmente observado 

nas  crianças  infectadas  mais  tardiamente  ou  nos  adultos,  pois  parece  não  haver 

interferência nas células de memória presentes nestes indivíduos.

Sabe-se que os níveis médios da carga viral do HIV-1 em crianças infectadas 

via perinatal apresentam-se elevados nos dois primeiros meses de vida e evoluindo em 

seguida  para  uma  queda  gradual  até  a  idade  de  2  anos,  contrastando 

significativamente  com  o  controle  mais  rápido  da  replicação  viral  observada  em 

pacientes adultos, os quais alcançam uma estabilização do nível de RNA viral em torno 

de 6 meses pós-infecção (SHEARER et al., 1997; LUZURIAGA et al., 1999).

Foi  demonstrado por  GEA-BANALOCHE  et  al.,  1998  que  a  diminuição do 

número de células T CD4+ induzida pela infecção pelo HIV, acompanhada por uma 

perda progressiva da diversidade do repertório de receptores de células T, resulta em 

uma queda da resposta imune a antígenos  in vitro e a uma maior suscetibilidade a 

patógenos oportunistas  in vivo.  Portanto, a contagem de linfócitos T CD4+ tem sido 

considerada um importante marcador da progressão para a doença, assim como para 

a  introdução  e  avaliação  da  terapia  antiretroviral.   A  quantificação  da  carga  viral, 

introduzida  mais  recentemente  na  rotina  laboratorial  de  avaliação  dos  indivíduos 

infectados pelo HIV, é um parâmetro importante para o acompanhamento da dinâmica 

da população viral circulante no indivíduo (MELLORS  et al.,  1996), assim como da 

eficácia terapêutica dos anti-retrovirais.

1.7. Drogas Antiretrovirais

Avanços  terapêuticos  ocorridos  nos  últimos  anos,  principalmente  com  a 

introdução da terapia anti-retroviral de alta potência (HAART), têm permitido modificar 

a história natural da infecção pelo HIV em crianças (GORTMAKER  et al., 2001). O 

esquema  terapêutico  HAART  consiste  na  combinação  de  diferentes  drogas  anti-

retrovirais,  sendo  elas:  a)  inibidores  de  transcriptase  reversa  análogos  de 

nucleosídeos,  dos  quais  o  AZT  foi  o  primeiro  a  surgir  em  março  de  1987, 

permanecendo por longo período com monoterapia, para em outubro de 1991 surgir o 

DDI e em 1995 iniciando a fase da terapia dupla com o surgimento de outros ITR; b) 

inibidores da transcriptase reversa não análogos de nucleosídeos,  que atuam 
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após a entrada do vírus na célula e antes que este se integre ao genoma celular; a 

Nevirapina  foi  a  primeira  desta  classe  de  drogas  a  surgir  em  junho  de  1996, 

posteriormente o Efavirenz em setembro de 1998;  c) inibidores da protease,  que 

exercem seu papel no momento em que ocorre a produção e a liberação de novas 

partículas virais (PERELSON et al., 1997); iniciou-se então a era do HAART, sendo o 

Ritonavir  o primeiro a surgir  em março de 1996 (primeiro IP liberado para uso em 

pediatria)  e daí seguiram os demais;  d)  em outubro de 2001 surgiu a nova classe 

denominada ITR análoga aos nucleotídeos que tem como representante o Tenofovir; 

e e) recentemente, em 2004, surgiram os inibidores de entrada do HIV-1, moléculas 

que se ligam a superfície celular ou a superfície viral impedindo a ligação entre o vírus 

e co-receptores celulares.  Desta forma, o ciclo replicativo do HIV-1 é inibido em sua 

fase mais precoce.  Por se tratarem de drogas novas e de classe diferente das que têm 

sido utilizadas atualmente, não haverá resistência cruzada entre essas e os inibidores 

de transcriptase reversa ou inibidores da protease (KILBY et al., 1998).

1.8. Determinantes de Falhas Terapêuticas

Os  objetivos  da  terapêutica  anti-retroviral  são:  a  supressão  máxima  da 

replicação  viral,  a  restauração  e/ou  preservação  da  função  imune,  melhoria  da 

qualidade de vida, redução da morbidade e mortalidade relacionada à infecção pelo 

HIV. Estes objetivos são atingidos quando a carga viral (n.º de moléculas de RNA viral) 

no plasma se torna indetectável, um nível no qual a resistência aos anti-retrovirais tem 

menos probabilidades de ocorrer  (HAVLIR & RICHMAN, 1996;  CONDRA & EMINI, 

1997). A impossibilidade de suprimir completamente a replicação viral conduz quase 

que invariavelmente à seleção de variantes resistentes às drogas utilizadas. 

Inúmeros fatores podem contribuir para falha terapêutica aos anti-retrovirais, 

sendo  a  baixa  aderência  ao  tratamento  uma das causas mais  freqüentes,  dada  a 

complexidade  da  posologia  e  os  efeitos  colaterais  dos  esquemas  terapêuticos 

(D’ARMINIO  et  al.,  2000).  As  causas  farmacológicas  também  têm  papel  na  falha 

terapêutica,  dentre  estas:  absorção  deficiente  da  droga,  eliminação  acelerada  da 

medicação, penetração deficiente em alguns santuários de replicação viral e interações 

com outros medicamentos (BEAN  et al., 2000). Há evidências que fatores virais ou 

relacionados ao sistema imune do hospedeiro poderiam influenciar também a resposta 

terapêutica (ACCETTURI et al., 2000).
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1.9. Tipos de Resistência aos anti-retrovirais

A resistência aos antiretrovirais constitui uma das principais causa de falha 

terapêutica, podendo ser viral ou celular.

A resistência celular pode interferir na penetração ou na ativação da droga, 

a partir de um mecanismo semelhante ao que proporciona a resistência das células 

neoplásicas  aos  quimioterápicos,  podendo  haver  alteração  na  concentração 

intracelular  dos  inibidores da protease,  por  ação da  glicoproteína  p  (LEE  et  al., 

1998; KIM et al., 1998). A glicoproteína p se expressa na superfície celular, em alguns 

casos,  é  responsável  pela  extrusão  dos  IPs  após  sua  absorção,  tanto  no  trato 

gastrointestinal,  como nos linfócitos.   Teoricamente,  poderia  haver  um aumento na 

expressão da glicoproteína p na superfície celular diretamente proporcional a duração 

do uso do IP,  levando a  uma conseqüente queda na concentração intracelular  da 

droga.  

Com  relação  aos  inbidores  da  transcriptase  reversa  análogos  aos 

nucleosídeos (ITRN),  a resistência celular estaria relacionada à ativação da droga, 

mais especificamente à fosforilação.  Todos os ITRN necessitam da ativação em sua 

forma trifosfato, que seria na verdade a forma que interrompe a transcrição reversa. 

Mecanismos  enzimáticos  celulares  poderiam  também  ser  modulados  para 

progressivamente reduzir a fosforilação intracelular de nucleosídeos. 

A resistência viral aos anti-retrovirais pode ser classificada como primária ou 

secundária. Resistência primária é aquela presente mesmo antes do uso da medicação 

pelo paciente portador de infecção pelo HIV. Isto pode ocorrer pela transmissão de 

cepas resistentes ou mesmo pela geração espontânea de mutantes resistentes em um 

indivíduo, decorrente do alto índice replicativo do HIV-1. Portanto, a resistência do HIV-

1 às drogas anti-retrovirais pode ser transmitida de um adulto para outro (HECHT et 

al., 1998; YERLY et al., 1999; HIRSCH et al., 2000) e de mães para seus filhos através 

da transmissão vertical (SIEGRIST et al., 1994; FRENKEL et al., 1995; COLGROVE et 

al., 1998; JOHNSON et al., 2001). É importante ressaltar que a presença de resistência 

primária  está  provavelmente  mais  relacionada  à  transmissão  do  que  à  geração 

espontânea de cepas de HIV-1 resistentes. Já a resistência secundária é aquela que 

emerge em decorrência  de um mecanismo de seleção natural,  ou seja,  a  pressão 

seletiva do ambiente onde o vírus vive.  Na presença de anti-retrovirais, as cepas virais 

mais adaptadas a este ambiente vão ser selecionadas e prevalecerão (“fitness viral”).
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A  determinação  da  prevalência  da  resistência  primária  em  diferentes 

localidades do mundo é de extrema importância no monitoramento da epidemiologia 

molecular do HIV-1, podendo teoricamente orientar a terapêutica empírica inicial dos 

pacientes  de acordo com a área geográfica.  No Brasil,  um estudo conduzido pelo 

Ministério da Saúde avaliando 535 pacientes portadores crônicos de infecção pelo HIV-

1 e provenientes dos Centros de Testagem e Aconselhamento de todo o país, revelou 

que a resistência primária não ultrapassou 6%, sendo 2,2% para os IPs, 2,4% para os 

ITRN e  2,1%  para  os  ITRNN (BRINDEIRO  et  al.,  2003).  Outro  estudo  conduzido 

avaliando 100 pacientes com infecção recente pelo HIV-1 da cidade de Santos revelou 

uma prevalência de 22% de resistência aos ITRN, 15% de resistência aos ITRNN e 

13%  de  resistência  aos  IP,  com  um  índice  de  resistência  cumulativa  de  36% 

(SUCUPIRA  et  al.,  2004).  Outros  estudos  em  adultos  não  tratados  com  ARVs, 

demonstraram  que  a  prevalência  de  mutações  primárias  variou  de  0-2% no  País 

(DUMANS et al., 2002; SOARES et al., 2003; PIRES et al., 2004; BRINDEIRO et al., 

1999).

Com relação à resistência primária  a tendência seria  de se esperar que a 

prevalência destas aumentassem ao longo do tempo, devido ao acúmulo de tempo em 

uso de anti-retrovirais.  Contudo, em alguns países isso não vem sendo observado, 

estudos americanos longitudinais em pacientes com infecção primária demonstraram 

que após um aumento crescente da prevalência de resistência primária ente 1996 e 

2000 (LITTLE  et al., 2002a e 2002b) houve uma redução de 12,4% para 6,7%  no 

período  de  2000  a  2002,  o  mesmo  ocorrendo  em  uma  coorte  na  Suíça,  onde  a 

resistência genotípica foi de 8,6% em 1996, 14,6% em 1997, 8,8% em 1988 e 5,0% em 

1999 (YERLY et al., 2001). Na realidade estas análises são de difícil interpretação, pois 

há uma dificuldade em analisar os fatores de risco para aquisição do HIV. Sabe-se que 

a prevalência de resistência primária é menor entre os que adquirem o vírus pela via 

heterossexual,  seguido  dos  homossexuais  masculinos,  sendo  sua  prevalência 

significativamente maior entre os usuários de drogas injetáveis. Um dos fatores que 

podem justificar a queda da taxa da resistência primária talvez seja o nº crescente de 

pessoas  infectadas pelo  vírus  dos  subtipos  não-B,  originários  de  países  africanos, 

onde o uso de ARVs é bastante restrito.  Outro fato que pode explicar é o uso de 

esquemas de ARVs mais potentes, capazes de manter a viremia bastante reduzida 

nestes pacientes, os quais terão uma chance menor de transmissão do HIV.

Outro  fenômeno  que  vêm  sendo  observado  é  o  fato  da  prevalência  de 

resistência  primária  ser  maior  em  indivíduos  com  infecção  recente,  quando 
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comparadas  com  indivíduos  infectados  há  mais  tempo.  Uma  das  explicações 

plausíveis  para  este  fenômeno  se  deve ao fato  de  que  pessoas  que  não tenham 

infecção recente teriam sido infectadas em uma época em que a pressão dos ARVs 

era muito restrita, e dessa forma, a transmissão de vírus resistente teria sido menos 

provável. Até recentemente, a tendência era de se acreditar que a menor prevalência 

de vírus resistentes em amostras de pessoas infectadas há longos períodos ocorria 

devido  a  reversão  das  mutações  na  ausência  da  pressão  seletiva  de  ARVs. 

Atualmente,  não  é  o  que  parece  acontecer,  inúmeros  estudos  apontam  que  as 

mutações de resistência primária persistem por longos períodos de tempo, mesmo na 

ausência  de  tratamento  (DELAUGERRE  et  al., 2004,  BARBOUR  et  al.,  2004; 

WAINBERG  et al., 2002; LITTLE  et al., 2004; BRENNER  et al., 2004). A explicação 

para isso reside no fato de que no momento que uma pessoa se infecta, ela se infecta 

com uma população viral muito homogênea, e não por uma mistura de cepas virais, em 

um fenômeno conhecido como transmissão seletiva. Desta forma, não haveria uma 

população de vírus pré-existentes que pudesse emergir. Mesmo com o aparecimento 

diário  e  ao  acaso de  cepas  sensíveis  no  paciente  com resistência  primária,  estas 

cepas  não  se  fixariam  pela  grande  quantidade  de  cepas  mutantes  produzidas 

diariamente nesta pessoa (SIMON et al., 2003).

1.10. Mecanismos de Resistência aos Anti-retrovirais

A  resistência  viral às  drogas  anti-retrovirais  é  produto  da  alta  taxa  de 

replicação  e  de  mutação  característica  do  HIV,  combinada  a  sua  capacidade  de 

integração ao genoma da célula hospedeira e latência. A rápida replicação do HIV, 

gerando  109  a  1010  vírions  por  dia,  associada  a  uma  taxa  de  mutação  de 

aproximadamente  3x10-4  /nucleotídeos  por  ciclo  de  replicação,  leva  à  produção  de 

diversas variantes de HIV em um único paciente infectado durante o curso da infecção 

(PERELSON  et al.,  1996).  Estas mutações podem ocorrer em qualquer posição do 

genoma viral, inclusive nas regiões alvo dos anti-retrovirais, podendo, assim, levar ao 

surgimento  de  variantes  com  mutações  de  resistência,  as  quais  poderão  ser 

selecionadas em presença das drogas anti-retrovirais.  A transcriptase reversa do HIV, 

codificada pelo gene Pol (polimerase), não tem capacidade "proofreading" (entendida 

como capacidade de analisar as novas seqüências resultantes da replicação viral e 

editar  as  que  não  são  fiéis  às  seqüências  originais),  permitindo  desta  forma  que 

ocorram regularmente mutações espontâneas (HAVLIR and RICHMAN, 1996).  Esta 

taxa de mutação elevada permite o acúmulo de um complexo de variantes, chamadas 
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de “quasispecies”,  geneticamente relacionadas entre si,  mas distinguíveis através 

de  uma ou mais mutações puntuais. (WAIN-HOBSON,1989; SAAG et al., 1988), Estas 

“quasispecies”,  podem existir  tanto  em indivíduos  distintos  quanto  em um mesmo 

indivíduo infectado (SAKAI et al., 1988). 

Na presença de alterações ambientais criadas pela terapêutica, só a variante 

com  maior  capacidade  de  replicação  nessas  condições  ("fitness  viral")  tornar-se-á 

dominante. A mudança dos fármacos resulta numa mudança da estirpe dominante; 

mesmo uma população viral  extremamente minoritária sob condições normais pode 

tornar-se dominante sob a pressão seletiva de uma dada terapêutica anti-retroviral 

(CONDRA and EMINI, 1997).

Como resultado do surgimento relativamente rápido de resistência a todas as 

drogas  anti-HIV  conhecidas,  o  tratamento  medicamentoso  bem-sucedido 

depende do desenvolvimento de drogas anti-retrovirais que possam ser usadas 

em  combinação.  O  tratamento  eficaz  da  infecção  é  importante,  pois  atua 

reduzindo as chances de uma variante do vírus acumular todas as mutações 

necessárias para resistir ao esquema na sua totalidade. Os tratamentos atuais 

seguem  essa  estratégia  e  usam  combinações  de  inibidores  da  protease 

juntamente com análogos de nucleosídeos e não análogos.

As  mutações  genéticas  do  HIV  podem  ser  classificadas  como  primárias, 

secundárias, ou polimorfismos naturais. As primárias alteram a ligação de uma droga 

ao seu alvo  específico,  resultando em um aumento  constante  da  concentração de 

droga  necessária  para  inibir  a  enzima-alvo  (protease ou transcriptase reversa).  As 

mutações secundárias são incapazes, na ausência de mutações primárias, de conferir 

resistência farmacológica, mas quando aquelas ocorrem, contribuem para reconstituir a 

capacidade replicativa do vírus, afetada pela alteração genômica primária. Raramente 

um vírus será viável  com uma única mutação principal,  necessitando um grupo de 

mutações para que possa re-equilibrar o seu “fitness viral” e replicar (CONDRA et al., 

2000). 

Finalmente, os polimorfismos naturais, consistem em variantes genéticas com 

capacidade  de  replicação  semelhantes  à  variante  do  tipo  selvagem  (logo,  sem 

expressão  fenotípica),  ocorrendo  com  freqüência  em  doentes  não  submetidos  a 

qualquer terapêutica (WILSON and BEAN, 2000).

-Mecanismo de Resistência aos Inibidores da Transcriptase reversa

48



Os inibidores  análogos  de  nucleosídeos  aprovados  (ITRN)  para  uso  em 

pediatria  são:  Zidovudina  (AZT),  Didanosina  (DDI),  Lamivudina  (3TC),  Estavudina 

(D4T) e Abacavir (ABC). Os ITRN são drogas estruturalmente muito semelhantes aos 

nucleosídeos verdadeiros: adenosina (A), guanosina (G), citosina (C) e timidina (T). Os 

nucleosídeos formam a base do conteúdo genético que vai codificar os aminoácidos, 

os quais são por sua vez a base da formação das estruturas protéicas. Durante o 

processo  da  transcrição  reversa,  os  ITRN  vão  substituir  competitivamente  os 

nucleosídeos verdadeiros.  Os anti-retrovirais AZT e D4T são análogos à timidina, o 

3TC e o DDC análogos à citosina, DDI análogo à adenosina e o Abacavir é análogo à 

guanosina. Desta forma, durante a polimerização do RNA viral, a transcriptase reversa 

pode ao invés de um nucleosídeo verdadeiro incorporar um falso nucleosídeo no final 

da cadeia (AZT no lugar da timidina, por exemplo) e interrompendo desta forma o ciclo 

replicativo  do  HIV.  Os  ITRN  necessitam  ser  trifosforilados,  ou  seja,  necessitam 

incorporar  três  moléculas  de  fósforos,  para  estar  ativados (FURMAN  et  al.,  1986). 

Recentemente surgiu a nova classe denominada ITR análoga aos nucleotídeos que 

tem como representante o Tenofovir. A diferença entre os análogos de nucleotídeos e 

os  análogos  de  nucleosídeos  consiste  no  fato  de  que  os  primeiros  já  vêm  pré-

fosforilados, necessitando de uma etapa a menos de fosforilação que os últimos. O 

Tenofovir, como o DDI é um análogo da adenosina. Os mecanismos pelos quais as 

mutações na TR causam resistência aos ITRN têm sido categorizados em dois grupos: 

(1) aquele no qual as mutações propiciam um aumento na habilidade da TR do HIV-1 

em  discriminar  entre  o  ITRN  e  o  substrato  natural,  levando  a  uma  incorporação 

preferencial deste último e (2) mutações que aumentam a habilidade da enzima em 

eliminar o ITRN que se encontra ligado ao final da cadeia, impedindo o elongamento 

da  mesma.  Em  outras  palavras,  no  primeiro  mecanismo,  devido  à  presença  da 

mutação, por exemplo, a enzima passa a incorporar preferencialmente a citosina, ao 

invés do 3TC. No segundo caso, o AZT que se encontraria ligado no final da cadeia de 

nucleotídeos  impedindo  a  continuação  da  transcrição  reversa,  seria  removido 

possibilitando a incorporação da timidina. Para ilustrar melhor este último cenário, na 

TR com mutações de resistência ao AZT, haveria uma incorporação de AZT no final da 

cadeia  sendo  polimerizada  de  forma quase tão  eficiente  quanto  por  uma TR sem 

mutações  de  resistência.  Entretanto,  as  mutações  de  resistência  aumentariam  a 

habilidade da TR em retirar a molécula de AZT presente no final desta cadeia. Esta 

remoção é catalizada por uma pirofosfatase que retira o fósforo do AZT levando a 

excisão  do  mesmo.  Mutações  relacionadas  ao  AZT  provavelmente  aumentam  a 
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afinidade destas pirofosfatases com a enzima mutante. Esta capacidade aumentada 

de excisão da enzima mutante não é específica para o AZT, o que ajuda a explicar a 

enorme resistência cruzada entre o AZT e outros ITRN.

As TAMs aumentam a excisão do AZT, é interessante notar que as mutações 65R, 

74V, 184V diminuem a excisão do AZT provocada pelas TAMs, revertendo desta forma 

a resistência adquirida.  

A  tabela 2 apresenta os códons do gene da transcriptase reversa, os quais 

quando mutados se correlacionam com resistência genotípica a esta classe de ARV. 

Especificamente  para  os  ITR,  uma mutação  no  códon  principal  leva  a  resistência 

completa aos ARV em questão. Por exemplo, uma mutação no códon 215 levaria a 

uma diminuição de susceptibilidade ao AZT em torno de 70 vezes. Se esta mutação se 

somar uma mutação em um códon acessório como o 41 ou 70, esta diminuição de 

susceptibilidade pode dobrar ou triplicar. A presença de mutações acessórias sozinhas 

no caso dos ITR pode levar a uma pequena diminuição de susceptibilidade e, portanto, 

a resistência é considerada “parcial” à droga em questão.

Tabela 2. Localização dos códons principais e acessórios na TR relacionados à 

resistência aos ITRN e nucleotídeo

INS significa inserção,  DEL significa deleção

Droga Códons Principais Códons Acessórios
AZT T215F/Y E40F,  M41L,  D67N/E/G,  K70R/G/E/N,  L210W, 

T215C/D/S/I/E/N/V, K219Q/E/N/R
3TC M184V/I, P157S E44A/D, V118I
D4T I50T, V75M/S/A/T M41L,  D67N/E/G,  K70R/G/E/N,  M184V/I,   L210W, 

K219Q/E/N/R
DDI K65R,  T69A/D/S/N/G, 

L74V/I

M41L,  D67N/E/G,  K70R/G/E/N,  M184V/I,   L210W, 

K219Q/E/N/R
ABV Y115F K65R, L74I/V, M184I/V, T215F/Y
TDF K65R M41L,D67N/E/G, K70R/G/E/N, L210W, K219Q/E/N/R
MDR Ins 69, Q151L/M*,

del 67

* A62V, 75M/S/A/T, F77L, F116Y 

* Códons acessórios relacionados ao códon Q151L/M

Os inibidores não-análogos de nucleosídeos, como por exemplo o Efavirenz 

(EFZ)  e  a  Nevirapina  (NVP),  são  moléculas  que  entram no  sítio  ativo  da  enzima 

Transcriptase  Reversa  alterando  sua  conformação  tridimensional  e  impedindo  a 

elongação da cadeia de DNA (TANTILO et al., 1994).

Em relação  aos ITRNN (Tabela  3),  considera-se  que  não  existam códons 

principais  ou  acessórios,  posto  que  a  mutação  em um único  códon relacionado  à 
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resistência leva a uma diminuição significativa da susceptibilidade à droga. Outra 

peculariedade dos ITRNN é a grande quantidade de códons de resistência que são 

comuns às várias drogas desta classe. Desta forma, quando ocorre uma mutação em 

códons  relacionados  à  diminuição  de  susceptibilidade  aos  ITRNN,  normalmente 

perdemos esta classe de drogas por completo. Um outro fato que se observa é que as 

mutações relacionadas à resistência a esta classe de drogas não proporcionam uma 

perda significativa da capacidade replicativa do vírus.

Tabela 3. Localização dos códons na TR relacionados à resistência aos ITRNN

Droga Códons 
Nevirapina A98G,  L100I,  K101E/P,  K103N/A/S/T/Q,  V106A/M,  V108I,  V179D/E,  Y181C/I/V, 

Y188L/H/C, G190A/E/Q, F227L/C, M230L
Efavirenz L100I, K101E/P, K103N/A/S/T/Q, V106A/M, Y181C/I/V, Y188L/H/C, G190A/E/Q, P225H, 

M230L

-Mecanismo de Resistência aos Inibidores de Protease

A partir do momento que as etapas do ciclo replicativo do HIV-1 foram melhor 

compreendidas e se obteve um modelo da conformação tridimensional da protease, 

foram desenvolvidas moléculas capazes de interagir e ocupar o sítio ativo da mesma, 

impedindo assim a sua ação. A protease apresenta-se na forma de um dímero e é 

responsável pela clivagem de grandes poliproteínas virais antes do encapsulamento do 

vírus.  Os  inibidores  de  protease  foram  desenvolvidas  para,  de  forma  competitiva, 

ocupar  o  sítio  ativo  da  protease.  Isto  significa  que aleatoriamente  o  sítio  ativo  da 

protease pode ser ocupado tanto pelo seu substrato natural, as poliproteínas virais a 

serem clivadas,  quanto pelas moléculas produzidas artificialmente,  os inibidores de 

protease. É o excesso de inibidores de protease dentro da célula, em comparação à 

quantidade do substrato natural do HIV, que leva a inibição da replicação do vírus. As 

mutações  de  resistência  selecionadas  pelos  inibidores  de  protease  levam  a  uma 

alteração na conformação tridimensional da protease, conseqüentemente temos: (1) a 

diminuição  do  tempo  de  ligação  dos  inibidores  da  protease  à  protease,  e  (2)  a 

diminuição do tempo que a protease levaria para clivar seu substrato natural, o que 

corresponde a uma diminuição do “fitness” viral (KOHL et al., 1998).

Os inibidores desta classe de drogas em uso são: Amprenavir (APV), Indinavir 

(IDV), Nelfinavir (NFV), Ritonavir (RTV), Saquinavir (SQV), Lopinavir/Ritonavir (LPV) e 

Atazanavir (ATZ).
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Tabela 4. Localização dos códons principais e acessórios na protease relacionados 

à resistência aos IP

DROGA Códons 

Principais

Códons Acessórios

IDV M46I/L, 

V82A/F/I/S/T, 

I84V/A/C

L10I/R/F/V,  K20M/R/T/I,  L24I,  V32I,  E35D, M36I/L/V,  G48V, I54L/T/V, 

Q58E,  L63A/I/P/Q/V/Y/T,  A71T/V,  G73S/T/C/A,  V77I,  L89M/V,  L90M, 

I93L
RTV V82A/F/I/S/T, 

I84V/A/C

L10I/R/F/V,  G16E,  K20M/R/T/I,  L24I,  V32I,  L33I/F/V,  E34K,  M36I/L/V, 

G48V, F53L, I54L/T/V,  Q58E, D60N, I62V, L63A/I/P/Q/V/Y/T,  A71T/V, 

L90M
SQV G48V, 

I84V/A/C, L90M

L10I/R/F/V, T12I,  K20M/R/T/I,  D30N, V32I, M36I/L/V,  M46I/L, I54L/T/V, 

R57K, Q58E, D60N, I62V, L63A/I/P/Q/V/Y/T, A71T/V, G73S/T/C/A, T74S, 

L76M, V82A/F/I/S/T, N88D/S
NFV D30N, L90M L10I/R/F/V, I13V, K20M/R/T/I, M36I/L/V, M46I/L, G48V, I54L/T/V, Q58E, 

D60N, I62V, L63A/I/P/Q/V/Y/T,  V77I,  V82A/F/I/S/T,  I84V/A/C, N88D/S, 

I93L
APV I50V, I84V/A/C L10I/R/F/V, V32I, L33I/F/V, R41K, M46I/L, I47A/V, I54L/T/V, G73S/T/C/A, 

V82A/F/I/S/T, L90M
LPV L10I/R/F/V, G16E, K20M/R/T/I, L24I, V32I, L33I/F/V, M36I/L/V, M46I/L, I47A/V, I50V, F53L, 

I54L/T/V, Q58E, L63A/I/P/Q/V/Y/T,  A71T/V, G73S/T/C/A, T74S, V82A/F/I/S/T,  I84V/A/C, 

L89M/V, L90M, T91S
ATV I50L,  N88S, 

I84V/A/C

L10I/R/F/V, K20M/R/T/I, L24I, V32I, L33I/F/V, M36I/L/V, M46I/L, G48V, 

I54L/T/V, L63A/I/P/Q/V/Y/T, A71T/V, G73S/T/C/A, V82A/F/I/S/T, L89M/V, 

L90M
TIPRAN

AVIR

L33I/F/V,  V82T, 

I84V/A/C, L90M

L10I/R/F/V,  I15V,  K20M/R/T/I,  E35D,  M36I/L/V,  N37D,  R41K,  I47A/V, 

I54L/T/V, D60N, A71T/V, T91S

A resistência aos IPs pode ser vencida efetivamente através do aumento da 

disponibilidade da droga, a qual pode ser obtida pelo uso combinado de alguns IPs 

com Ritonavir. O RTV inibe o citocromo P-450 (CYP450), diminuindo a metabolização 

dos outros IP usados concomitantemente. A administração de um inibidor de protease 

propicia um pico sérico e um nível basal na corrente sanguínea do indivíduo tratado. 

Especificamente para os inibidores de protease, o pico sérico (concentração máxima 

ou  Cmax)  está  relacionado  aos  efeitos  adversos,  enquanto  que  os  níveis  basais 

(imediatamente antes da próxima dose que é a concentração mínima ou Cmin) estão 

associados à potência e efetividade do efeito anti-retroviral, principalmente no contexto 

da  presença  de  mutações  de  resistência.   Os  esquemas  contendo  inibidores  de 

protease  quando  incrementados  pelo  Ritonavir  aumentam  os  níveis  basais  destes 

inibidores  de  protease,  sem  alteração  significativa  no  pico  sérico  da  droga.  Esta 

estratégia nos levaria a um aumento na barreira genética para resistência aos anti-

retrovirais.  A barreira genética representa a “proximidade” genética para aquisição de 

resistência completa aos anti-retrovirais (Figura 10). 
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Figura 10. A resistência pode ser ultrapassada com o aumento 

da potência de um regime terapêutico

Fonte:   www.aidscongress.net/print.php?sid=64  

Uma droga que necessita de várias mutações para resistência apresenta uma 

grande barreira genética. A  Figura 11 ilustra o conceito de barreira genética, cada 

degrau representa uma mutação e a linha vermelha representa o limiar que quando 

ultrapassado culmina em resistência. 

Figura 11. O conceito de barreira genética

Fonte: www.aidscongress.net/print.php?sid=64

No  geral,  os  IPs  necessitam  de  no  mínimo  três  mutações  para  uma 

repercussão fenotípica levando a resistência alta (KEMPF et al., 2001; LARDER and 

KEMP, 1989; MOLLA et al., 1996).
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Um exemplo de uma baixa barreira genética é dado pelo alto grau (>1000 X) 

de resistência ao 3TC que emerge rapidamente como resultado da mudança de um 

único  nucleotídeo  no  códon  184  -  uma  adenina  por  uma  citosina,  mudando  o 

aminoácido  resultante  de  uma metionina  para  uma valina  (M184V)  (GÃTTE  et  al., 

2000). 

- Resistência aos inibidores de fusão

Os inibidores de fusão são moléculas que se ligam à região trans-membranar 

do complexo gp160 do HIV-1, e a gp41, exercendo sua atividade anti-retroviral através 

do bloqueio da fusão entre vírus e célula.   O inibidor de fusão aprovado para uso 

atualmente  é  a  molécula  conhecida  como  T20  ou  “enfuvirtida”, sendo  que  outra 

molécula conhecida como T-1249 encontra-se ainda em fase de testes.  O T-20 se liga 

a região da gp41 conhecida como HR1, enquanto que o T-1249 se liga a região HR2. 

São moléculas grandes e complexas, o que em um primeiro momento dificultou a sua 

produção em larga escala e continua mantendo o seu custo extremamente elevado. 

As mutações selecionadas na gp41 do HIV-1 e que estão relacionadas à diminuição de 

susceptibilidade ao T20 estão localizadas entre os aminoácidos 36 a 45, sendo as mais 

freqüentes as mutações: G36D/S, I37V, V38A/M, Q39R, N42T e N43D. 

O  outro  inibidor  de  fusão  conhecido,  o  T-1249,  que  apesar  de  um  perfil 

favorável  para  resgate  de  pacientes  com  resistência  ao  T-20,  está  com  o  seu 

desenvolvimento suspenso no presente momento, é um polipeptídio de 39 resíduos 

derivados de uma região altamente conservada da gp41 do HIV-1, e como mencionado 

anteriormente, as mutações selecionadas na região HR1 pelo T20 terão mínimo ou 

nenhum efeito na suscetibilidade desta droga.

- Resistência Cruzada 

Resistência  cruzada  é  aquela  selecionada  por  uma  droga  levando  ao 

aparecimento de  resistência a uma outra droga ainda não utilizada. Um dos exemplos 

que  tem  sido  observado  com  freqüência  refere-se  às  mutações  associadas  aos 

timidínicos (TAM). As TAM são 6 mutações selecionadas na TR pelo AZT e/ou D4T: 

M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F, K219Q/E/N. Esta mutações proporcionam uma 

redução  de  suscetibilidade  “in  vitro”  em  grau  variado  a  todos  os  ITRN  com  um 

conseqüente  potencial  para  resistência  cruzada  “in  vivo”  para  estas  drogas 

(SHIRASAKA et al., 1995).
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Em relação aos IPs,  apesar  da  mutações primárias serem relativamente 

específicas de cada droga, o acúmulo de mutações secundárias compartilhadas por 

várias  drogas  contribui  para  o  aparecimento  de  episódios  de  resistência  cruzada 

(CONDRA and EMINI,1997). 

Algumas alterações genéticas podem levar a resistência a múltiplas drogas 

(MDR).   Estas alterações emergem na transcriptase reversa sendo uma delas é a 

inserção no códon 69 (INS 69),  a  qual  pode  levar  a  introdução de  um ou mais 

aminoácidos nesta região, este fenômeno pode ser decorrente da seleção imposta por 

qualquer  ITRN. A outra  MDR conhecida é a mutação  Q151M que emerge sempre 

acompanhada  de  um  grupo  de  mutações  acessórias,  neste  caso,  assim  como 

observado para a INS 69, haverá resistência a todos os ITRN e TDF. Outra alteração 

genética relacionada à MDR é  a deleção no códon 67 (Δ67) (IMAMICHI et al., 2000). 

A  Δ67  também vem acompanhada  de  mutações  acessórias  específicas  e  quando 

existem mutações de resistência para os não-nucleosídeos, como a K103N, o impacto 

na perda de suscetibilidade aos não-nucleosídeos torna-se mais dramático. Este é um 

exemplo de resistência entre classes de ARVs, pois a resistência será aos ITRN e aos 

ITRNN. 

Mais recentemente tem sido proposto que o acúmulo de grande número de 

TAMs  pode levar a resistência a todos os ITRN, sendo considerada também como 

causadora  de  MDR.  O  mesmo  tem  sido  definido  a  respeito  da  mutação  K65R, 

selecionada pelo DDI, ABC ou TDF, a qual era considerada  rara até o final da década 

de  90  (0,8%)  tem apresentado  atualmente  uma  prevalência  aumentada  devido  ao 

aumento no uso do TDF, levando a uma resistência 2,5 a 10 vezes maior a todos os 

ITRN, exceção feita ao AZT (PARIKH et al., 2004).

- Hipersuscetibilidade

Outro fenômeno possível é o da hipersuscetibilidade, situação em que a(s) 

mutação(ões) selecionada(s) aumentaria(m) a ação de  algum ou vários anti-retrovirais 

sobre  os  vírus  que  portassem esta(s)  mutação(ões),  por  exemplo:  a  presença  da 

mutação M184V selecionada pelo 3TC promove  a um aumento da ação do AZT e TDF 

sobre o vírus que a possui (TISDALE et al., 1993; MILLER et al., 1998). Análises “in 

vitro” demonstram que  o  vírus  que possui  a  mutação  T215Y/F (mutação da ZDV) 

associada a mutação M184V/I (3TC) apresenta a mesma sensibilidade do vírus do tipo 

selvagem à  associação  ZDV/3TC.   Para  que haja  resistência  ao  ZDV/3TC seriam 

necessárias, além das mutações nos códons 215 e 184 a mutação em um terceiro 
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códon que incluiria o 208 ou 210 ou 211 ou 214.  Alguns algoritmos de interpretação 

ou  alguns  laudos  de  genotipagem  relatam  sensibilidade  a  ZDV  quando  existem 

mutações nos códons 215 e 184, pela premissa da hipersensibilização que a mutação 

no códon 184 leva em relação ao ZDV.  Porém, deve-se tomar muito cuidado nesta 

interpretação,  pois  o  uso da ZDV sem o  3TC leva  ao  desaparecimento  rápido  da 

mutação do códon 184 e conseqüentemente leva a falha do AZT.  Deve-se, neste 

contexto, sempre se utilizar a associação ZDV/3TC para que se colha o benefício da 

hipersensibilização.  A mutação no códon 184 também hipersensibiliza ao Tenofovir, 

sendo  capaz  de  reverter  totalmente  a  resistência  a  esta  droga  proporcionada  por 

algumas mutações,  como a mutação  K65R e  Q151M, e parcialmente a resistência 

proporcionada pelas TAMs.  Um estudo recente avaliou o efeito da mutação M184V na 

remissão da resistência  proporcionada pelo  acúmulo de TAMs (WHITCOMB  et  al., 

2002), como comentado anteriormente, o acúmulo das TAMs leva à MDR, e um estudo 

“in vitro” avaliou o efeito do número de TAMs em cada um dos ITRN em relação à 

presença ou ausência da mutação M184V.  Percebe-se que o efeito de M184V é bem 

evidente na recuperação da susceptibilidade ao AZT a despeito do número de TAMs. 

O mesmo ocorre com relação ao Tenofovir, sendo que a completa ressensibilização ao 

tenofovir ocorre se o número de TAMs for inferior a três.  Não existe um claro efeito 

benéfico desta mutação com relação ao D4T, no geral a mutação M184V leva a uma 

piora  na  resistência  ao  DDI.   Este  estudo  também demonstrou  claramente  que  a 

associação da mutação M184V às TAMs é deletéria ao ABC. A adição “in vitro” da 

mutação K65R à vírus construídos com a presença de 4 TAMs leva a uma diminuição 

da resistência ao AZT podendo variar de 10 a 37 vezes (PARIKH  et al., 2004).  Da 

mesma forma, a adição de TAMs à vírus que possuam a mutação K65R leva a uma 

remissão da resistência aos ITRN produzida pela K65R (PARIKH et al., 2004).  Estas 

observações nos levam a concluir que a associação do AZT com anti-retrovirais que 

selecionem a K65R podem prevenir a emergência das mesmas. Outra mutação capaz 

de atenuar o efeito deletério das TAMs ao AZT é a L74V (DDI) a qual é associada a 

uma diminuição de cerca de 8 vezes na resistência proporcionada por 4 TAMs ao AZT. 

(BAZMI et al., 2000).

Na protease encontramos alguns exemplos de hipersuscetibilidade também. 

Um deles está relacionado à mutação N88S selecionada pelo saquinavir ou atazanavir 

e que leva a hipersuscetibilidade ao APV. Vírus com a mutação I50L selecionada pelo 

ATZ apresentam uma sensibilidade mantida ou uma hipersuscetibilidade a todos os 
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outros inibidores de protease (COLONNO et al., 2003).  A mutação I50V é a principal 

mutação do APV, que coincidentemente leva a hipersuscetibilidade ao ATZ.  

Para o Tipranavir, onde os vírus com as mutações G48V e V82A levariam a 

hipersuscetibilidade à esta droga (LARDER et al., 2000), não se sabe ainda se caso 

estas  mutações  desaparecessem na  ausência  da  pressão  seletiva  do  ARV que  a 

selucionou,  o fenômeno de hipersuscetibilidade seria mantido ou revertido.

-“Vias mutacionais” para seleção de resistência

A partir da pressão seletiva exercida por uma droga, o vírus pode desenvolver 

algumas  mutações  específicas,  seguindo  o  que  chamamos  de  “vias  mutacionais” 

distintas.  Estas  vias  têm  relevância  no  sentido  que  algumas  delas  implicam  em 

resistência cruzadas e outras não. Como exemplo, temos a seleção dos códons D30N 

ou  L90M pelo  Nelfinavir,  cada  um  deles  acompanhado  de  mutações  acessórias 

específicas, que emergem tanto “in vitro” quanto “in vivo”. É interessante notar neste 

caso que quando emerge a  mutação do códon 30,  é  possível  o  resgate  com um 

inibidor de protease subseqüente, posto que esta mutação é praticamente exclusiva e 

seu aparecimento oferece pouca possibilidade de resistência cruzada.  Por outro lado, 

quando a mutação do códon 90 é selecionada, o resgate é bem mais difícil, já que este 

é um códon de resistência comum a todos os inibidores de protease.  É interessante 

notar que quando o vírus submetido à pressão seletiva do NFV não é do subtipo B, a 

via  mutacional  seguida  é  quase  exclusivamente  a  do  códon  90,  sugerindo  que  a 

escolha da via mutacional pode estar relacionada à estrutura genética da cepa viral 

sobre pressão seletiva.  No Brasil, temos cerca de 50% de vírus do subtipo C na região 

extremo sul e 20% de vírus do subtipo F em São Paulo e Rio de Janeiro.   Nossa 

avaliação de pacientes brasileiros infectados por vírus do subtipo B em uso de NFV 

como único inibidor de protease, mostra que cerca de 50% dos pacientes desenvolvem 

mutações pela via do códon 90 quando o tratamento falha, e a outra metade pelo 

códon 30, sendo que alguns estudos com pacientes norte americanos mostram que a 

via do códon 30 é a mais freqüente naquele país (CLOTET et al., 2002).

Outro exemplo ocorre com o AZT, onde uma das vias leva em um momento 

inicial à seleção dos códons M41L, L210W e T215Y e outra aos códons D67N, K70R 

K219Q/E/M. Aparentemente, a probabilidade de se selecionar qualquer uma destas 

vias é a mesma.  A via mutacional envolvendo os códons 41, 210 e 215 leva a um 

maior nível de resistência ao AZT ou d4T e à resistência cruzada ao Tenofovir.  No 

caso das TAMs, após o momento inicial onde uma das vias prevalece, vai haver um 
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acúmulo  progressivo  de  mutações,  sendo  que  alguns  pacientes  muito 

experimentados podem ter 5 ou até mesmo 6 TAMs.

Para o Atazanavir, estudos “in vitro” indicam que é possível que exista também 

inúmeras vias  mutacionais  distintas:  uma das mutações típicas  selecionadas 

pelo  HIV-1  na  presença  do  ATV  é  a  mutação  I50L.   A  mutação  I50L é 

considerada  típica  e  exclusiva  do  ATZ.   Outra  mutação  que  aparece  com 

freqüência precocemente com ou sem a presença I50L é a mutação N88S.  A 

mutação N88S também diminui a susceptibilidade do vírus ao SQV e NFV e tem 

a  peculiaridade  já  conhecida  de  hipersensibilizar  o  vírus  ao  APV.   Outra 

mutação que aparece precocemente é a mutação I84V, a qual é uma mutação 

considerada principal para o IDV e RTV.  Temos, portanto três vias mutacionais 

(códon 50,  88 ou 84),  cada uma delas  também acompanhada de mutações 

secundárias específicas (GONG et al., 2000).

1.11. Testes para Resistência às Drogas

A resistência aos anti-retrovirais pode ser determinada tanto “in vitro” quanto 

“in vivo”.  Objetivando identificar mutações que confiram resistência aos ARVs, estudos 

“in vitro” normalmente são os primeiros a serem realizados. Para tal cultiva-se o vírus 

do tipo selvagem na presença de quantidades sub-inibitórias da droga em questão 

(concentrações reduzidas de droga que levam a uma supressão parcial da replicação 

viral).  Monitora-se  a  cultura  com  a  ajuda  da  dosagem  de  antígeno  p24  para  a 

quantificação do número de partículas virais liberadas. Realiza-se então um grande 

número de passagens sucessivas, em outras palavras, utiliza-se o sobrenadante da 

cultura que contém os vírus que estão emergindo das células para serem transferidos 

para novas culturas celulares.  Após um determinado número de passagens (10 a 15), 

caso  a  concentração  de  antígeno  p24  tenha  aumentado  consideravelmente  no 

sobrenadante de cultura,  pode-se concluir  que o vírus adquiriu  resistência  ao anti-

retroviral que está sendo testado.  Neste momento, procede-se o seqüenciamento do 

genoma do HIV que se tornou resistente e identificam-se a(s) mutação(ões) presentes. 

Para a confirmação da importância destas mutações, lança-se mão da mutagênese 

reversa,  uma  metodologia  laboratorial  que  se  reverte(m)  a(s)  mutação(ões)  que 

surgiram e é verificado se após esta reversão houve uma re-sensibilização do vírus à 

droga testada. 

Os testes para determinação de resistência “in vivo” observam a emergência 

de mutações relacionadas à falha virológica em pacientes virgens de tratamento ou 

58



que já utilizaram anti-retrovirais nos quais já foram registradas falhas no tratamento. 

Após o aumento da carga viral nestes pacientes, avaliam-se as mutações que surgiram 

e  o  recurso  da  mutagênese  reversa  para  confirmação  do  impacto  fenotípico  das 

mutações que surgiram é utilizado para confirmá-las.

Outra forma de determinar e classificar as mutações de resistência utiliza a 

testagem fenotípica de painéis com vírus multi-resistentes coletados “in vivo” a partir de 

pacientes  com  falha  virológica  conhecida.  Nestes  casos,  porém,  detecta-se  a 

resistência cruzada, posto que as mutações não foram selecionadas pela droga que 

está  sendo  testada.  A  partir  do  momento  que  se  detecta(m)  mutação(ões) 

relacionada(s)  a  diminuição  da  susceptibilidade  à  droga  testada,  pode-se  utilizar, 

também, a mutagênese reversa para confirmação do seu efeito.

A complexidade dos modelos terapêuticos anti-HIV e o crescente número de 

indivíduos  portadores  de  vírus  resistentes  tornaram os  testes  de  determinação  de 

resistência de HIV essenciais para a manutenção de uma terapêutica eficaz e de longo 

curso no tratamento dos pacientes.  Diversos estudos, conduzidos com pacientes em 

tratamento  experimental  têm demonstrado fortes  associações  entre  a  presença  de 

resistência à droga e falha no tratamento anti-retroviral em suprimir a replicação viral. 

Dentre  os  métodos empregados rotineiramente para  este  fim,  destacam-se dois,  a 

genotipagem do HIV e fenotipagem do HIV. 

O  objetivo  dos  testes  de  fenotipagem é  determinar  a  capacidade  de  uma 

determinada população viral  replicar-se em culturas de  células  contendo diferentes 

concentrações  de  drogas  anti-retrovirais.  A  realização  destes  testes  é  bastante 

complexa e envolve a utilização de tecnologias avançadas de clonagem e construções 

genéticas. A idéia deste método é simular o comportamento dos vírus presentes no 

organismo  de  um  dado  paciente,  em  culturas  de  células  contendo  concentrações 

crescentes  das drogas anti-retrovirais,  estimando-se,  assim,  a  capacidade de cada 

droga em inibir a replicação do HIV. 

Os testes de genotipagem, por sua vez, buscam determinar a resistência às 

drogas, por meio da determinação das alterações genéticas ocorridas no genoma viral, 

as  quais  podem  modificar  substancialmente  a  estrutura  conformacional  de  suas 

proteínas, bloqueando ou diminuindo a eficiência com que as drogas anti-retrovirais 

ligam-se às mesmas. Neste método, a determinação da resistência se dá de forma 

indireta e depende de uma análise precisa dos padrões de mutação para determinar-se 

a resistência a dada droga. Em resumo, testes genotípicos baseiam-se na amplificação 

de  seqüências  do  gene  pol (transcriptase  reversa  e  protease)  sendo  os  produtos 
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amplificados analisados por hibridização ou por seqüenciamento, com o objetivo de 

detectar as mutações que conferem resistência (HIRSCH et al., 2000). 

Uma  alternativa  importante  e  promissora  foi  recentemente  proposta  e 

desenvolvida, designada "fenotipagem virtual" consiste na comparação das seqüências 

obtidas num teste genotípico com a informação contida numa grande base de dados, 

que  inclui  determinações  de  genótipos  e  fenótipos  obtidos  em paralelo  de  alguns 

milhares de amostras.  Assim, o modelo computacional seleciona as seqüências mais 

próximas da amostra em estudo e o fenótipo correspondente. Isto é especialmente útil 

quando se tem resistência ampla e deve se escolher a “melhor” droga entre as que 

apresentam diminuição de susceptibilidade.

A evidência a favor da utilidade clínica dos testes de resistência veio de estudos 

retrospectivos  e  prospectivos.  O  estudo  americano  GART  (Genotypic  Anti-

retroviral Resistance Testing), constituiu um estudo randomizado, incluindo 153 

doentes com um insucesso terapêutico prévio num regime que incluía IP, uma 

parte recebeu a conduta clínica empírica e a outra baseada nos resultados de 

genotipagem, além da avaliação do especialista clínico (BAXTER et al., 2000). 

Os pacientes conduzidos com auxílio da genotipagem tiveram uma redução na 

carga viral  significativamente maior  do que os conduzidos sem genotipagem 

(-1,17 versus 0,62 log10cópias/ml com p=0,0001).

O estudo francês VIRADAPT dividiu aleatoriamente 108 pacientes com falha 

terapêutica  aos  ARV  para  modificar  o  tratamento  de  acordo  com  critérios 

clínicos ou baseados em testes de genotipagem (DURANT et al., 1999). Após 6 

meses, uma proporção significativamente maior de pacientes orientados pela 

genotipagem  apresentou  carga  viral  indetectável  quando  comparados  aos 

pacientes orientados somente pelas diretrizes clínicas.  

1.12. Testes de Resistência e subtipos genéticos do HIV-1

O  HIV,  de  acordo  com  sua  variabilidade  genética,  pode  ser  dividido  em 

grupos,  tipos,  subtipos,  sub-subtipos  e  formas  recombinantes  (“Circulating 

Recombinant Forms” - CRFs). O HIV é subdividido em dois tipos: HIV do tipo 1 e 2. Os 

três grupos distintos do HIV-1 são:  M (major, majoritário),  O (fora do grupo, outlier) e 

mais  recentemente,  N (new,.non-M,  non-O:  novo –  não-M,  não-O)  (MYERS  et  al., 

1997;  SIMON  et  al.,  1998).  Enquanto  as  amostras  dos  grupos  O  e  N  são  de 

distribuição  limitada  ao  continente  africano  (PEETERS  et  al.,  1997),  com  casos 
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isolados do grupo O na Europa e Estados Unidos (LOUSSERT-ÁJAKA et al., 1998; 

RAYFIELD, 1996), as variantes do grupo M são as responsáveis pela pandemia da 

AIDS em todo o  mundo. Existem atualmente  nove subtipos  de  HIV-1  descritos  no 

grupo M, denominados: A, B, C, D, F, G, H, J e K (VIDAL et al., 2000). Os subtipos E e 

I são considerados “genomas mosaico”, que são a recombinação entre seqüências de 

diferentes subtipos genéticos com base em análises do genoma completo de alguns 

isolados (GAO et al., 1998). 

O subtipo B predomina nos Estados Unidos e Europa Ocidental, assim como 

na América do Sul, Austrália e Ásia, apesar de relatos de subtipos não-B (BRODINE et 

al., 1995;  IRWIN et al., 1997). 

O  Brasil,  maior  país  da  América  do  Sul,  é  também  o  mais  afetado  pela 

epidemia. Alguns estudos têm sido realizados no País para avaliar a diversidade do 

HIV-1, demonstrando a predominância do subtipo B, embora outros subtipos como A, 

C,  D,  F e recombinantes B/F e B/C tenham sido documentados (GADELHA  et  al., 

2003; CARIDE  et al., 2000; Brazilian Network for HIV Isolation and Characterization, 

2000; COUTO-FERNANDEZ et al., 1999; MORGADO et al., 1998; CORNELISSEN et 

al.,  1996;  LOUWAGIE  et  al.,  1994;  SABINO  et  al.,  1994;  BARRETO,  et  al.,  2006). 

Estudos recentes, entretanto, tem apontado para uma grande proporção de subtipo C 

no sul do estado do Brasil, bem como uma taxa aumentando deste subtipo no Rio de 

Janeiro e São Paulo (BRINDEIRO  et al., 2003; SOARES  et al.,  2003). Além disso, 

alguns estudos deste grupo e outros têm mostrado que diferentes subtipos de HIV-1 

podem ter diferentes respostas à terapia ARV ou resistência a drogas baseada em 

seus  polimorfismos  genéticos  (DESCAMPS  et  al.,  1997;  GONZALEZ  et  al.,  2003; 

DUMANS et al., 2004; SULLIVAN et al., 2001).

Os testes laboratoriais que utilizam análise de ácidos nucléicos, como é o caso 

dos testes de genotipagem, são otimizados para os vírus do subtipo B. Desta forma, o 

desempenho  dos  testes  comerciais  aqui  no  Brasil  eventualmente  fica  um  pouco 

prejudicado, propiciando uma freqüência de resultados falso negativos, pela ausência 

de amplificação na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR).
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2. OBJETIVOS

Esse estudo foi realizado com o objetivo de se avaliar a prevalência e o nível de 

resistência  genotípica  do  HIV-1  às  drogas  anti-retrovirais  em pacientes  pediátricos 

infectados  pelo  HIV  em  terapia  com  anti-retrovirais  e  compará-los  à  pacientes 

pediátricos que não utilizam as drogas anti-retrovirais.  A presença de mutações no 

genoma viral  foi  avaliada,  através  de  genotipagem por  seqüenciamento  de  ácidos 

nucléicos do HIV. Dados da genotipagem foram correlacionados com a classificação 

clínico-imunológica, com a carga viral, contagem de linfócitos T CD4+ e com o regime 

de anti-retroviral em uso nas crianças em tratamento.

2.1. Objetivo geral

- Identificar  a  prevalência  de  mutações  no  genoma  viral  através  da 

genotipagem de crianças infectadas pelo HIV tratadas e não-tratadas com 

anti-retrovirais,  atendidas  no  Setor  de  Infectologia/AIDS  Pediátrico  do 

Centro de Referência do Hospital Infantil Nossa Senhora da Glória – Vitória 

/ ES, através do exame de Genotipagem pelo sistema ViroSeq HIV-1.

2.2. Objetivos específicos

- Identificar a prevalência das mutações no genoma do HIV-1 de crianças 

infectadas  pelo  HIV atendidas  no  Setor  de  Setor  de  Infectologia/AIDS 
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Pediátrico do Centro de Referência do Hospital Infantil Nossa Senhora da 

Glória  –  Vitória  /  ES,  através  do  exame de  Genotipagem pelo  sistema 

ViroSeq HIV-1.

- Verificar  a  freqüência  de  mutações  de  resistência  comparando  com  o 

esquema anti-retroviral (ITRN, ITRNN e IP) em uso atual no momento da 

realização do teste de Genotipagem e os usados anteriormente.

-    Identificar os subtipos do HIV-1 prevalentes nesta população estudada.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 – População estudada

Foram estudados amostras de sangue de 44 crianças com diagnóstico positivo 

de  infecção  pelo  HIV-1  em  tratamento  ou  não  com  drogas  anti-retrovirais, 

atendidas no Setor de Infectologia/AIDS Pediátrico do Centro de Referência do 

Hospital Infantil Nossa Senhora da Glória – Vitória / ES (Unidade Hospitalar do 

Sistema Único de Saúde, referência em Pediatria e especialidades pediátricas 

para todo Espírito Santo, atendendo também a pacientes do Sul da Bahia e 

Leste de Minas Gerais e concentrando a maioria dos casos de AIDS pediátrica 

do Estado, desde 1989).

O Setor de Infectologia/AIDS do Centro de Referência do Hospital Infantil Nossa 

Senhora da Glória – Vitória / ES possui 146 crianças com diagnóstico definido 

de  infecção  pelo  HIV-1  fazendo  acompanhamento  regular.  Dentre  estas 

somente 15 (10,3%) crianças não faziam uso de anti-retrovirais no momento da 

realização  da  genotipagem.  A  indicação  de  tratamento  com  anti-retrovirais 

seguiu os critérios recomendados no Guia de Tratamento Clínico da infecção 

pelo HIV em crianças do Ministério de Saúde, 2004.

Todas as 15 crianças que não faziam uso de anti-retrovirais foram convidadas a 

participar  do  estudo  em caráter  voluntário,  14  concordaram em participar  e 

foram submetidas ao exame de genotipagem, sendo que para apenas uma das 

14 crianças não foi possível obter um seqüenciamento completo da região do 

gene  pol  (Transcriptase  Reversa  e  Protease)  e,  portanto  a  amostra  desta 

criança não pode ser avaliada. Pacientes desta população não-tratada serão 

denominamos de pacientes do Grupo A.
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Os critérios de inclusão neste estudo para todas as crianças foram: idade 

menor de 18 anos; forma de contágio por transmissão vertical e para aquelas 

tratadas com anti-retrovirais foram: carga viral acima de 1.000 cópias; uso de 

terapia anti-retroviral atual por pelo menos 5 meses.

Das 131 crianças em tratamento, foram excluídas do estudo: a) 30 crianças que 

possuíam  carga  viral  indetectável,  b)  4  crianças  que  possuíam  carga  viral 

inferior a 1.000 cópias/ml e c) 4 crianças com categoria de exposição sexual 

(vítimas de abuso sexual). Da população remanescente de 93 crianças, as quais 

atendiam aos critérios de inclusão, todas estavam em uso de anti-retrovirais há 

pelo menos 5 meses,  35 crianças na data em que faziam a coleta rotineira de 

amostras para realização da contagem de linfócitos T CD4 e da quantificação da 

carga viral foram convidadas a participar do estudo. Portanto, a amostra obtida 

desta população foi uma amostra de conveniência. Entretanto, em apenas 31 

das 35 amostras selecionadas o seqüenciamento completo da região do gene 

pol (Transcriptase reversa e Protease) foi obtido e puderam ser analisadas. Aos 

pacientes desta população denominaremos de pacientes do Grupo B.

Usam antiretrovirais
89,7%

Não usam 
antiretrovirais

10,3%

Participaram do 
estudo
71,0%

CV indetectável
22,9%

CV inferior 1.000 
cópias/ml 

3,1%

Exposição sexual
3,1%

Figura 12: Esquema representativo da população estudada em 2005, Setor de 

Infectologia/Aids HINSG-Viória/ES.

 

Após a  explicação detalhada  do Projeto  e  antes  da  coleta  das  amostras,  o 

responsável legal assinava o Termo de Consentimento Informado (Anexo D), 

aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital Infantil Nossa Senhora 
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da  Glória,  Vitória-ES  e  pelo  Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  do  Centro  de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal do Espírito Santo.

As seguintes informações foram transcritas em protocolo específico (ANEXO A): 

idade,  sexo,  procedência,  ano  de  diagnóstico,   classificação  da  AIDS  em 

categorias  clínico-imunológicas,  categoria  de  exposição  da  mãe  e  uso  de 

quimioprofilaxia e determinação da carga viral (Cópias/ml e Log), contagem de 

linfócitos  T  CD4  (número  absoluto  e  percentual),  mutações  nos  códons  da 

transcriptase reversa e protease presentes, terapias anti-retroviral anterior(es) e 

atual.

Os  critérios  utilizados  para  o  diagnóstico  e  classificação  do  grau  de 

imunossupressão da AIDS foram aqueles descrito nos Critérios de definição de casos 

de AIDS em adultos e crianças, do Ministério da Saúde, ANEXO B, no qual os principais 

parâmetros utilizados são as categorias clínicas, a evidência de imunodeficiência e a 

evidência laboratorial de infecção pelo HIV. 

Em crianças  com idade  abaixo  dos  18  meses,  foi  utilizado  o  resultado  do 

exame de  carga  viral  como evidência  laboratorial  de  infecção  pelo  HIV,  em nosso 

estudo a carga viral foi aferida pela técnica RNA - PCR Amplicor (Roche), sendo que 

para  serem consideradas  como positivas  para  a  infecção  pelo  HIV,  estas  crianças 

deveriam apresentar valores de carga viral acima de 400 cópias por ml, em pelo menos 

duas coletas, sendo que valores até 10.000 cópias/ml eram sugestivos de resultados 

falso-positivos, devendo ser analisados cuidadosamente dentro do contexto clínico e 

repetidos em um intervalo de 4 semanas. Após os 18 meses, o diagnóstico da infecção 

utilizados neste estudo foi semelhante ao do diagnóstico em adultos, ou seja, resultado 

positivo em duas amostras testadas com sorologia  Anti-HIV 1 e 2 (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay, ELISA) e Imunofluorescência Indireta (IFI) /  Western Blot.

Conforme os resultados de contagem de Linfócitos T CD4, a imunodepressão é 

classificada da seguinte forma:

Categoria 1 - ausente

Categoria 2 - moderada

Categoria 3 - grave.

Os parâmetros clínicos correspondem aos sinais e sintomas leves, moderados 

e graves (Anexo C) e classificam os casos em:

Categoria N – criança assintomática,

Categoria A – infecção levemente sintomática,

Categoria B – infecção moderadamente sintomática,
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Categoria C – infecção gravemente sintomática.

3.2 – Coleta de Sangue

Foram coletadas amostras de sangue periférico de cada paciente (10 ml) em 

tubos contendo EDTA K3. Essas amostras foram coletadas no Laboratório do Hospital 

Infantil  Nossa Senhora da Glória – Vitória /  ES e encaminhadas ao Laboratório de 

Biologia Molecular do Núcleo de Doenças Infecciosas, Centro Ciências de Saúde, da 

Universidade Federal  do  Espírito  Santo,  onde o  exame foi  realizado.  As  amostras 

foram centrifugadas por  15  minutos  a  1.500 rpm para  separação do  plasma e  da 

camada leucocitária, e em seguida, foram distribuídos alíquotas em tubos de 1,5 ml e 

armazenadas à -70ºC.

3.3 – Teste de Genotipagem

3.3.1 – Purificação do RNA ou DNA do HIV-1

O RNA do HIV-1 presente na amostra é extraído utilizando-se tampão de lise 

com  quantidade  predeterminada  do  controle  interno  de  quantificação  (QS).  São 

utilizados também ciclos de lavagem e centrifugação com isopropanol e etanol. O QS 

consiste em cadeia de RNA sintética que possui os mesmos sítios-alvo de ligação dos 

primers que o RNA do HIV-1, além do mesmo comprimento e composição de bases, 

exceto pela seqüência de ligação da sonda de captura. 

3.3.2 - Transcrição Reversa –RT

Transcrição reversa é o processo pelo qual a enzima Transcriptase Reversa 

sintetiza moléculas de cDNA a partir de fitas-molde de RNA. In vivo, este processo é 

observado  nos  retrovírus,  os  quais  possuem  RNA  como  material  genético,  mas 

necessitam sintetizar DNA dupla fita para integrar seu genoma ao genoma da célula 

infectada e permitindo assim sua replicação no interior da mesma. Para que a reação 

de transcrição ocorra, além da fita molde de RNA e da enzima propriamente dita, é 

preciso adicionar à reação um iniciador (“primer”),  in vivo, o HIV utiliza um tRNA lys 

(RNA transportador de lisina) celular  como iniciador para a reação, já  in vitro,  esta 

molécula  é  substituída  por  uma  pequena  seqüência  de  DNA  fita-simples 
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(oligonucleotídeo ou “primer”). Além do primer e da enzima, é preciso acrescentar 

dNTPs (deoxinucleotídeos) e cofatores (magnésio). 

Em  todos  os  processos  de  manipulação  de  ácidos  nucléicos  o  risco  de 

contaminação cruzada (contaminação de uma amostra para outra) é muito alto. Por 

este motivo, as reações de Transcrição Reversa e PCR devem conter algum tipo de 

mecanismo de controle de contaminação. No caso do sistema ViroSeq, aqui descrito, 

utiliza-se a enzima AmpErase (UNG/UTP), a qual previne contaminação degradando 

ácidos nucléicos que possuam UTP (uracil trifosfato) na sua constituição nucleotídica. 

Sendo  assim,  durante  a  PCR,  dUTPs  que  estão  contidos  no  MIX  da  reação  são 

incorporados às fitas de DNA recém sintetizadas. A enzima AmpErase (UNG) é ativada 

na primeira etapa da PCR afim de eliminar contaminantes (amplicons contendo UTP) 

que porventura possam ter sido carreados acidentalmente para a reação. Em relação à 

reação de Transcrição Reversa, deve-se ter um cuidado especial com a degradação do 

RNA viral  por  RNAses contaminantes.  Para  isso,  o  mix  de  reação de  RT contém 

inibidores  de  RNAse.  Por  fim,  adiciona-se  DTT  ao  mix  de  RT,  o  qual  atua  como 

estabilizante mantendo o pH (potencial hidrogeniônico) da reação e conseqüentemente 

preservando a estrutura ideal da enzima RT.

O produto da reação Transcriptase Reversa recebe o nome de cDNA (DNA 

complementar) o qual, neste caso é um cDNA fita simples e será usado como molde 

para a reação de PCR.

3.4 – Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)

Por  definição  PCR é  a  abreviatura  de  Reação  em  Cadeia  da  Polimerase 

(Polymerase Chain Reaction). Nesta reação, os produtos de um ciclo de amplificação 

servem como molde para os ciclos subseqüentes, levando a um aumento exponencial 

e não-linear na quantidade de produtos amplificados ou amplicons.

A reação de PCR somente é possível devido a características das enzimas 

DNA  Polimerases  empregadas  na  reação,  as  quais  são  termoestáveis,  ou  seja, 

enzimas que apresentam o máximo de sua atividade sob temperaturas em torno de 

70°C  e  resistem  a  uma  ampla  variação  de  temperatura  sem  degradação  de  sua 

atividade  enzimática.  Estas  enzimas  atuam  adicionando  nucleotídeos  livres  à 

extremidade 3’ de moléculas de DNA dupla fita pré-existentes.

Esta reação é similar ao mecanismo observado in vivo na replicação do DNA 

durante a divisão celular, onde após a separação das duas fitas, pequenas moléculas 

de  RNA  complementares  a  determinadas  regiões  do  DNA  a  ser  copiado,  são 
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sintetizadas  por  uma  enzima  denominada  Primase,  fornecendo  a  dupla-fita  e  a 

extremidade 3’ necessárias à polimerização.  A seguir estas moléculas de RNA são 

degradadas  e  substituídas  por  DNA  para  a  obtenção  das  moléculas  filhas.  Estas 

moléculas  de  RNA são denominadas iniciadores  ou  “primers”.  A  especificidade da 

reação de PCR é determinada pela seqüência de nucleotídeos utilizados como primer, 

ou  seja,  para  cada  fragmento  a  ser  amplificado  haverá  um  conjunto  de  primers 

específico, e as condições da reação irão variar de acordo com a seqüência destes e 

de algumas características da seqüência-alvo.

Uma reação de PCR, independente de sua especificidade,  é  realizada em 

ciclos,  onde  cada  ciclo  apresenta  três  (3)  etapas:  a)  desnaturação,  etapa  onde  a 

temperatura gira ao redor de 94-95°C, onde ocorre a desnaturação da molécula de 

DNA (separação das duas fitas); b) anelamento ou pareamento dos “primers” - nesta 

etapa a temperatura varia de 50 a 60°C dependendo da seqüência de nucleotídeos 

dos primers empregados e nela ocorre o pareamento dos primers com sua seqüência 

complementar na fita  de DNA-alvo;  c)  Alongamento – etapa onde a temperatura é 

elevada a 72°C tornando a Taq Polimerase ativada o que leva a amplificação na região 

delimitada  pelos  “primers”.  A  repetição  destes  ciclos  entre  20  a  40  vezes  leva  a 

amplificação exponencial da região-alvo. 

3.3.4 – Seqüenciamento do Genoma do HIV

Todos  os  métodos  para  seqüenciamento  automatizado  utilizam  método 

desenvolvido  por  Sanger,  embora  existam diversas  variações  na  maneira  como  a 

reação é realizada,  tipo de marcação fluorescente  e método de detecção do sinal 

resultante.

No método desenvolvido por Sanger, uma molécula de fita simples de DNA é 

submetida à ação de um DNA polimerase que sintetizará uma molécula complementar, 

a partir de um iniciador oligonucleotídico (primer). O alongamento da fita prossegue até 

que  ocorra  a  incorporação  de  um  “nucleotídeo  de  terminação”,  interrompendo  o 

processo.  O  chamado  nucleotídeo  de  terminação  corresponde  a  um 

dideoxinucleotídeo: molécula de deoxinucleotídeo da qual foi removido o grupo hidroxil 

3’ terminal, o que impedirá a formação das ligações fosfodiésteres responsáveis pela 

extensão das cadeias nucleotídicas do DNA. Sendo assim, quatro reações diferentes 

são realizadas para cada amostra individual de DNA a ser seqüenciada. Em cada uma 

destas  reações  adicionam-se  os  quatro  nucleotídeos  convencionais 

(deoxinucleotídeos) e um nucleotídeo de terminação específica: A, T, C ou G.
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Durante a reação de seqüenciamento, a extensão da cadeia complementar 

à  fita  molde  prossegue  normalmente,  até  que  um nucleotídeo  de  terminação  seja 

incorporado,  detendo  o  processo.  Como  a  adição  dos  terminadores  ocorre 

randomicamente, o produto final será uma coleção de cadeias representando todas as 

extensões possíveis entre a extremidade 5’ do primer e as posições correspondentes 

aos dideoxinucleotídeos adicionados.

Nos métodos convencionais de seqüenciamento, as cadeias resultantes desta 

reação são detectadas por meio da incorporação de um deoxinucleotídeo marcado 

isotopicamente, em geral, um 35S-dCTP, seguido de separação eletroforética em gel de 

poliacrilamida, sob condições desnaturantes e a exposição do mesmo em filmes de 

raio-x (auto-radiografia).

Os  métodos  de  seqüenciamento  automático,  como  dito  acima,  empregam 

exatamente os mesmos princípios básicos, utilizando os nucleotídeos de terminação e 

marcação fluorocrômica, compostos capazes de emitir fluorescência quando excitados 

por uma fonte de luz, o que permite a identificação das cadeias resultantes. .

3.3.5 – Lista de mutações dos códons

O ViroSeq HIV-1  Genotyping System fornece um relatório  indicando se as 

mutações detectadas pelo teste constituem evidências genéticas de resistência viral. A 

interpretação tem como base um fluxograma que determina o impacto relativo das 

mutações nas fases de leitura da Protease e Transcriptase no desenvolvimento de 

resistência. Este método já teve seu desempenho avaliado em amostras pediátricas 

por alguns autores (CUNNINGHAM et al., 2001). 

As mutações inclusas no fluxograma têm como base:

 Mutações  listadas  como  primárias  e  secundárias,  com  base  em 

recomendações  da  International  AIDS  Society-USA  (HIRSCH  et  al., 

2000).

 Mutações  listadas  nos  estudos  GART  e  VIRADAPT  como  sendo 

preditoras de resistência a drogas.

 Recomendações do Resistance Collaborative Group com base em suas 

análises de diversos estudos retrospectivos e prospectivos.

 Mutações que têm como base os mais recentes relatórios e consultoria 

com  experts nesse campo para uma interpretação consistente com a 

literatura atual.
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3.3.6 – Interpretação

A evidência de resistência é fornecida para cada droga dentro de uma classe e 

tem base nas mutações encontradas na amostra. A principal fragilidade do teste está 

na  falta  de  conhecimento  sobre  as  mutações  que  causam  diminuição  de 

suscetibilidade às drogas.

A  presença  ou  combinação  de  mutações  específicas  resulta  em uma das 

seguintes chamadas:

 High - indica uma alta evidência de resistência.

 Poss -  indica  possível  resistência.  Mutações  ou  combinações  de 

mutações que não possuem critérios requeridos para  High,  mas são 

sugestivas de resistência.

 None – indica evidência insuficiente para resistência.

 High-m  e Poss-m  são  usadas  na  seção  dos  NRTI  no  laudo  se  a 

determinação  da  resistência  for  baseada  na  presença  da  mutação 

Q151M ou da inserção no códon 69. Estas mutações na combinação 

com  outras  substituições  conferem  resistência  às  múltiplas  drogas 

nucleosídeos.

Mutações  são  representadas  usando  estilos,  cores  e  convenções  de 

pontuação para indicar  suas relevâncias para  o  desenvolvimento  de resistência  às 

drogas.

Caixa vermelha – Mutações que sozinhas ou combinadas com outras resultam 

em alta evidência de resistência, chamada High. 

Sublinhada com laranja – Mutações que sozinhas ou combinadas com outras 

resultam em possível resistência, chamada Poss.

Azul –  Mutações  que  contribuem,  no  mínimo,  para  o  desenvolvimento  de 

resistência, porém são necessárias mais de uma dessas mutações para um resultado 

do tipo  Poss.

[Entre colchetes, verde] – Mutações que são compensatórias, ou seja, elas 

agem  contra  a  resistência  fenotípica.  Ex.:  efeito  da  mutação  M184V/I  em  cepas 

resistentes ao AZT.

3.4 - Análise estatística
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A análise estatística foi feita utilizando o programa Epi Info 2000, versão 1.0 

para Windows com o objetivo de calcular as freqüências das mutações encontradas 

nos códons da transcriptase reversa e da protease dos pacientes pediátricos que usam 

e  não  usam  anti-retrovirais.  As  freqüências  foram  expressas  em  percentagem. 

Resultados quantitativos de média, mediana e desvio padrão foram computados para 

faixa etária, tempo de diagnóstico (meses), tempo de tratamento (meses), carga viral 

(valor absoluto e log), contagem de linfócitos CD4+ (valor absoluto e percentual). A 

partir das mutações encontradas pudemos indiretamente calcular a percentagem de 

resistência às drogas que estavam e que haviam sido anteriormente utilizadas pelos 

pacientes.
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracterização epidemiológica da população estudada

Neste  estudo  foram  realizados  44  testes  de  Genotipagem  de  crianças 

infectadas  pelo  HIV,  tendo  sido  os  pacientes  divididos  em 2  grupos:  grupo  A  de 

crianças que não faziam uso de anti-retrovirais e grupo B de crianças que faziam uso 

de anti-retrovirais.  

O  Grupo A é representado por 13 crianças, sendo 8 pertencentes ao sexo 

feminino e 5 ao sexo masculino, cuja faixa etária variou de 9 a 155 meses, com média 

de  75 (±50) meses e mediana de 87 meses. O tempo médio de diagnóstico variou de 

1 a 98 meses, com média de 42 (±34) meses e mediana de 31 meses. A carga viral 

plasmática observada nos pacientes deste grupo variou de 1900 a >750.000 cópias 

RNA/ml (3,2 a > 6,0log10 cópias/ml) (média de 145.235 cópias; 4,4log) e a contagem de 

linfócitos T CD4+ de 448 a 3110 células/ml (média de 1144). O percentual de linfócitos 

T CD4+ variou de 20% a 43% (média 31%). Quanto à categoria clínica deste grupo, a 

maioria 10(77%) pertencia à categoria A (possuíam sinais e/ou sintomas leves), os três 

restantes  pertenciam  à  categoria  clínica  N  (assintomáticos).  Apenas  4  (30%) 

apresentavam alteração imunológica moderada (grau 2), os nove (70%) restantes não 

apresentavam  alteração  imunológica  (grau  1).  Neste  grupo  apenas  uma  mãe  do 

paciente 11 fez uso de quimioprofilaxia durante a gestação contendo DDI no esquema. 

Dados clínicos e laboratoriais no momento do teste de genotipagem são apresentados 

na tabela 5.

 O Grupo B é representado por 31 crianças, 17 pertencentes ao sexo feminino 

e 14 ao sexo masculino. A faixa etária neste grupo variou de 45 a 194 meses, com 

média de 109 (±40 ) meses e mediana de 112 meses. O tempo médio de tratamento 

variou de 17 a 138 meses, com média de 61 (±33) meses e mediana de 60 meses. A 

carga viral  plasmática  variou de  1031 a >750.000 cópias  RNA/ml  (2,9  a  >  6,0log) 

(média de 127.441cópias; 4,5log10 cópias/ml) e a contagem de linfócitos T CD4+ variou 

de 86 a 2343 células/ml (média de 706). O percentual de linfócitos T CD4+ variou de 

5% a  55% (média  30%).  Neste  grupo,  nenhuma  mãe fez  uso  de  quimioprofilaxia 

durante  a  gestação.  Dados  clínicos  e  laboratoriais  no  momento  do  teste  de 

genotipagem são apresentados na tabela 6.
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Tabela  5.  Características  gerais  do Grupo A no momento  do teste  de  genotipagem 

(crianças não-tratadas com anti-retrovirais), em 2005, HINSG. N = 13 crianças
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Tabela  6.  Características  gerais  do Grupo B  no momento do teste  de  genotipagem 

(crianças tratadas com anti-retrovirais), em 2005, HINSG. N = 31 crianças
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4

F C3 11

2

18.

70

0

4 907 2

0

2

4

8

M C3 24 16

5.0

00

5 753 2

0

3

7

3

F B3 36 2.3

33

3 978 4

0

4

9

9

F B2 36 1.0

80

2 2.3

43

5

0

5

8

5

M A2 17 22

2.0

00

5 1.0

69

3

0

6

2

8

M B2 19 16.

50

0

4 756 2

0

7

8

1

M C2 77 62.

80

0

4 685 2

0

8

1

1

1

F B2 36 86.

50

0

4 524 2

0

9

1

3

8

F C3 76 14.

60

0

4 1.8

15

4

1

0

1

8

3

F C3 75 72.

90

0

4 118 5

1

1

9

7

F A2 48 17

6.0

00

5 394 1

1

2

1

4

6

M B3 13

8

16

4.0

00

5 266 7

1

3

9

6

M B1 78 27.

40

0

4 980 3

1

4

1

4

8

F A2 70 1.1

00

3 609 3

1

5

1

1

8

F B2 36 37.

70

0

4 678 2

1

6

1

9

4

F B3 80 1.0

31

2 675 1

1

7

6

7

M C3 22 19.

10

5 714 2
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0
1

8

5

6

M C3 24 35.

40

0

4 246 5

1

9

1

1

9

F A2 60 40.

30

0

4 495 2

2

0

1

1

7

F B3 36 34

7.0

00

5 128 7

2

1

1

0

1

F A2 60 3.0

00

3 784 2

2

2

1

2

0

F C3 51 63.

40

0

4 296 1

2

3

1

7

2

F A2 36 1.8

40

3 640 2

2

4

1

2

9

M A3 12

0

6.1

30

3 584 1

2

5

1

4

5

M C3 10

5

>7

50.

00

0

6 339 2

2

6

4

5

M C3 36 21.

90

0

4 1.7

45

3

2

7

8

4

F B2 84 35.

40

0

4 648 2

2

8

1

2

5

M C3 96 >7

50.

00

0

6 260 8

2

9

1

1

2

M C3 90 >7

50.

00

0

6 86 5

3

0

1

0

5

M B2 89 9.3

70

3 884 2

3

1

1

3

7

F C3 12

0

48.

20

0

4 476 2
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Neste  estudo,  84,1%  das  crianças  arroladas  eram  procedentes  da  região 

metropolitana da Grande Vitória (Vitória, Cariacica, Vila Velha, Serra, Viana), e 

15,9% dos demais aos Municípios vizinhos e a outros Estados (Figura 13).

Vitória
31,8%

Vila Velha
20,5%

Serra
20,5%

Viana
2,3%

Cariacica
9,1%

Outros
15,9%

Figura  13. Procedência  das  crianças  submetidas  ao  teste  de 
genotipagem, em 2005, HINSG. N = 44 crianças
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A análise da categoria de exposição das mães das 44 crianças estudadas 

demonstrou  que  a  forma  de  transmissão  sexual  do  HIV  foi  predominante 

(84,1%), como ilustrado na figura 14.

Sexual
84,1%

UDI
9,1%

UDI/Sexual
6,8%

Figura  14.  Categoria  de  exposição  das  mães  das  crianças 
submetidas ao teste de genotipagem, em 2005, HINSG. N = 44 
crianças

4.2. Listas das Mutações nos Códons da TR e da Protease no Grupo A (crianças 
não-tratadas com ARVs)

A análise do perfil genotípico do HIV-1 para Inibidores da Transcriptase Reversa 

Análogos (ITRN) e Não-Análogos de Nucleosídeos (ITRNN), e para Inibidores 

de Proteases (IP)  em crianças não-tratadas com anti-retrovirais  (Grupo A)  é 

apresentado na Tabela 7. Os subtipos encontrados também estão apresentados 

nesta tabela.

As mutações encontradas neste grupo consideradas relevantes foram apenas 

dois:  a)  o  paciente 3 possui  a mutação  M46L no gene da protease,  e  b)  o 

paciente 11 apresentou a mutação T69N no gene da transcriptase reversa. As 

outras mutações encontradas foram em códons acessórios, e não levaram à 

resistência a drogas.
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Tabela 7. Perfil genotípico do HIV para Inibidores da NTR e NNTR, e IP em crianças 

não-tratadas com anti-retrovirais (Grupo A), em 2005, HINSG. N = 13 crianças
Número     Subtipos

                  Pr/TR

Mutações 

ITRN 

Mutações 

ITRNN          

Mutações IP Resistência Possível 

Resistência
01              B/B - - L63P - -
02              B/F K219Q - M36I;A71V;V77I - -
03              F/F G333E - K20R;M36I;M46L - NFV; IDV
04              F/B - - L10I;M36I;V77I - -
05              F/B - - K20R;M36I - -
06              F/F - - L10I;M36I.L63P - -
07             B/B - - L63P - -
08             B/F - - A71V;V77I - -
09             B/B G333E - L10I;A71T;V77I - -
10             B/B - - L63P - -
11             F/F T69N - M36I DDC; DDI -
12             B/B - - L63P - -
13             B/F G333E - L63P;V77I - -

4.3. Listas das Mutações nos Códons da TR e da Protease no Grupo B (crianças 
tratadas com ARVs)

As  Tabelas  8  e 9 apresentam  as  mutações,  relacionadas  à  diminuição  de 

susceptibilidade aos ITRN, ITRNN e IP, encontradas durante a genotipagem das 

31 crianças em uso de ARVs. Os subtipos encontrados também são mostrados 

nestas tabelas.

O histórico  do uso de esquemas ARVs anteriores à realização do Teste de 

Genotipagem nas 31 crianças do Grupo B é fornecido na tabela 10. Dez das 31 

(32,2%) crianças do Grupo B se encontravam em seu primeiro esquema de 

tratamento com drogas anti-retrovirais (pacientes 2, 4, 6, 8, 13, 15, 17, 21, 23, 

26) (Tabela 10).  Dentre estas dez, sete (70%) apresentaram resistência aos 

ITRN, três (30%) aos ITRNN e apenas duas (20%) aos IP. Destas 10 crianças, 

cinco  (50%)  faziam  uso  de  terapia  dupla  (com  2  ITRN)  e  apresentavam 

resistência aos ITRN, mas nenhuma apresentava resistência aos IPs.

Tabela 8. Perfil genotípico do HIV para Inibidores da Transcriptase Reversa Análogos e Não 

Análogos de Nucleosídeos em crianças tratadas com anti-retrovirais, em 2005, HINSG. N = 31

Número 

Subtipos

                

Pr/TR

Mutações ITRN M

ut

a

ç

õ

e

ARV 

em uso 

Resistê

ncia

Pos

sível 

Resi

stên

cia
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s

 I

T

R

N

N 
01 

F/B

K70R;D67N;T69N;M1

84V;K219E;

T215I

K103N;L1

00I

D4T+3TC+

EFV

AZT;3T

C;FTC;

EFV 

NVP

DDI;

D4T;

ABC

02 

F/F

E44A/D;K70R;V75A;T

69I;V75A/S

K103N;P2

25H

AZT+3TC+

EFV

EFV;NV

P

DDI;

D4T
03 

B/B

- K103N AZT+DDI EFV;NV

P

-

04 

C/C      

K70R;D67N K101E;G1

90A

AZT+DDI+

NVP

NVP AZT;

EFV
05 

C/C

- K103N;K1

01Q

AZT+DDI+

EFV

EFV;NV

P

-

06 

F/B

K70R;D67N - AZT+DDI - AZT

07 

F/F

K70R;D67N;M184V;K

219Q;T215V

- AZT+3TC AZT;3T

C;FTC

DDI;

D4T;

ABC
08 

F/B

K70R;D67N;T69N;K21

9Q;T215F

A98G AZT+DDI AZT;D4

T

DDI;

ABC;

TDF
09 

B/B

M184V - AZT+3TC 3TC;FT

C

-

10 

B/B

M41L;D67N;V118I;T21

5Y

- AZT+3TC AZT;D4

T

DDI;

ABC;

TDF
11 

B/B

K70R;T69N;K219E;T2

15F

K103N;L1

00I

AZT+3TC AZT;EF

V;NVP

DDI;

D4T;

ABC
12 

F/B

D67N;E44D;M41L;T69

D;V118I;

T215Y;L210W

- AZT+3TC AZT;DD

I;D4T;A

BC;

TDF

3TC;

FTC

13 

B/B

K70R;D67N;M184V;K

219Q

- AZT+3TC 3TC;FT

C

AZT;

DDI;

D4T

ABC
14 

F/F

M41L;D67N;K70R;T69

N;M184V;

T215F;K219Q

K101E AZT+3TC AZT;3T

C;FTC;

DDI;

D4T;AB

C;

TDF;

NVP

15 

B/F

K70R;T69N;K219E;T2

15F

- AZT+DDI AZT DDI;

D4T;

ABC
16 

B/B

M41L;V75M;V118I;T2

15Y;L210WG333E

- AZT+DDI AZT;D4

T;

DDI;

ABC;

TDF
17 

B/B

F77L;V75I;K70R;K65R

;F116Y;

Q151M

K103N;Y1

81C;

G190A

AZT+3TC+

EFV

3TC;FT

C;AZT;

DDI;

D4T;AB

C;TDF;

EFV

NVP

-

18 

F/B

M41L;INS69;D67E;V7

5A;L74I;

T69A;T215Y;L210W

K103N;L1

00I

D4T+3TC AZT;DD

I;D4T

ABC;TD

F;EFV;

NVP

3TC;

FTC

19 

B/B

E44D;D67N;K70R;V75

M;M184V;

- D4T+3TC 3TC;FT

C;AZT

TDF
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T215Y;K219Q DDI;D4

T;ABC
20 

B/B

T215S - AZT+3TC - -

21 

B/B

M41L;D67N;K70R;K21

9E;T215Y

- AZT+DDI AZT;D4

T

DDI;

ABC;

TDF
22 

F/F

M184V - AZT+3TC 3TC;FT

C

-

23 

B/F

K70R;D67N;K219Q;T2

15F;

G333E

- AZT+DDI AZT;D4

T

DDI;

ABC;

TDF
24 

B/B

K70R;D67N;T69N;M1

84V;K219Q

K103N D4T+3TC 3TC;FT

C;EFV;

NVP

AZT;

DDI;

D4T;

ABC
25 

F/B

M41L;D67N;K70R;L74

I;T69N;

V118I;M184V;T215F;K

219Q

K103N;Y1

88L

D4T+3TC 3TC;FT

C;;AZT;

DDID4T

;ABC;E

FV;

NVP

TDF

26 

F/F

- - AZT+DDI - -

27 

B/B

M41L;D67N;M184V;T2

15Y;L210WK219N

- AZT+3TC+

EFV

3TC;FT

C;AZT;

DDI;D4

T;ABC;

TDF

-

28 

F/F

D67G;E44D;M41L;V75

M;T69D;

K219R;T215Y;L210W

K103N;K1

01Q

AZT+DDI AZT;DD

I;D4T;A

BC;

TDF;;E

FV;NVP

3TC;

FTC

29 

F/F

D67N;E44D;M41L;T69

D;V118I;

M184V;T215Y;L210W

- AZT+3TC 3TC;FT

C;AZT;

DDI;

D4T;AB

C;TDF

-

30 

B/F

M41L;A62V;M184V;T2

15F;

G333E

K103N;V1

06A

D4T+3TC+

NVP

3TC;FT

C;AZT;

D4T;

EFV;NV

P

ABC;

DDI

31 

B/B

E44D;M41L;V118I;M1

84V;L210W;T215Y

- AZT+3TC 3TC;FT

C;AZT;

DDI;

D4T;AB

C

TDF

Tabela 9. Perfil genotípico do HIV-1 para Inibidores da Protease em crianças tratadas com anti-

retrovirais, em 2005, HINSG. N = 31 
Número 

Subtipos

  

Pr/TR

Mutações IP AR

V 

em 

uso 

Resistên

cia

   Possível 

Resistência

01 

F/B

K20R;M36I - - -

02 

F/F

L10R/V;K20M;L33F;M36I;D3

0N;

G48V;G73A;V82F;V77I;N88

T

- IDV;SQV;

RTV;NFV;

ATV

APV;FOS;LPV

03 

B/B

L63P;V77I NFV - -

04 K20R;M36I - - -
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C/C      
05 

C/C

M36I - - -

06 

F/B

L10I;K20R;M36I;I54V;V82A RTV NFV APV;FOS;IDV;SQV;

LPV;RTV;ATV
07 

F/F

L10V;L33F;D30N;L90M NFV NFV APV;FOS;IDV;SQV;R

TV
08 

F/B

M36I - - -

09 

B/B

L10V;K20R;M36I;I54V;L63P;

V82A

LPV NFV APV;FOS;IDV;SQV;L

OP;RTV;ATV
10 

B/B

L10F;M36I;D30N;A71V;N88

D

APV NFV -

11 

B/B

K20M;L63P LPV - -

12 

F/B

L10V;K20R;M36I;M46L;I54V

;L63P;

A71V;V82A;L90M

LPV APV;FOS;I

DV;SQV;

LPV;RTV;

NFV;ATV

-

13 

B/B

- - - -

14 

F/F

L10V;K20R;M36I;I54V;V82A LPV NFV APV;FOS;IDV;SQV;L

PV;RTV;

ATV
15 

B/F

- - - -

16 

B/B

M36I;I54V;L63P;A71V;I84V;

L90M

RTV APV;FOS;I

DV;SQV;

RTV;NFV;

ATV

LPV

17 

B/B

L63P;A71V - - -

18 

F/B

L10V;K20R;M36I;I54V;M46I;

F53L;

V82A;V77I

LPV APV;FOS;I

DV;LPV;

RTV;NFV;

ATV

SQV

19 

B/B

L10I;K20R;M36I;M46I;I54V;

L63P;

A71T;V82A;L90M;N88D

LPV APV;FOS;I

DV;SQV;

LPV;RTV;

NFV;ATV

-

20 

B/B

L63P;V77I LPV - -

21 

B/B

L63P - - -

22 

F/F

- LPV - -

23 

B/F

A71V;V77I - - -

24 

B/B

L10F;M46I;I54V;

L63P;A77I;V82A;L90M

LPV APV;FOS;I

DV;SQV;

LPV;RTV;

NFV;ATV

-

25 

F/B

L10V;K20R;L33F;M36I;M46I

;I50V;

I54V;L63P;A71V;V82A;L90

M

LPV APV;FOS;I

DV;SQV;L

PVRTV;NF

V;;ATV

-

26 

F/F

K20R;M36I LPV - -

27 

B/B

L10I;I54V;L63P;A71V;V77I;

V82A;

L90M

- IDV;SQV;

RTV;NFV;

ATV

APV;FOS;LPV

28 

F/F

D30N;M36I;L33F;M46L;I54V

;L63P;

A71V;L90M;V77I

LPV IDV;SQV;

RTV;NFV

APV;FOS;LPV;ATV

29 

F/F

V32I;M36I;M46L;I47A;V63P;

L90M

APV IDV;RTV;N

FV

APV;FOS;SQV;LPV;

ATV
30 

B/F

L10I;M46I;L63P;A71T;L90M;

V77I

- NFV APV;FOS;IDV;SQV;L

PV;RTV;

ATV
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31 

B/B

L10I;M46I;I54V;L63P;V82A;

L24I

RTV IDV;LPV;R

TV;NFV;

ATV

APV;FOS;SQV

Tabela 10. Histórico da terapia Antiretroviral em crianças tratadas com anti-retrovirais, em 2005, 

HINSG. 

N = 31
N ARV em uso 

atual /

Tempo(meses)  

Tempo 

Total de 

uso de 

ARVs

Mon

oter

apia

Ter

apia 

dup

la 

antr

erio

r

Esquemas anteriores

0 D4T+3TC+EFV 

(44m)

112 M AZT AZT

+DD

I

-

0 AZT+3TC+EFV 

(24m)

24 M - - -

0 AZT+DDI+NFV 

(24m)

36 M - - AZT+DDI+NVP

0 AZT+DDI+NVP 

(36m)

36 M - - -

0 AZT+DDI+EFV 

(6m)

17 M - - AZT+DDI+NFV

0 AZT+DDI+RTV 

(19m)

19 M - - -

0 AZT+3TC+NFV 

(62m)

77 M - AZT

+DD

I

-

0 AZT+DDI (36m) 36 M - - -

0 AZT+3TC+LPV 

(27m)

76 M - AZT

+DD

I

AZT+3TC+RTV; 

D4T+3TC+NFV; 

AZT+DDI+EFV
1 AZT+3TC+APV 

(5m)

75 M - ZT+

DDI

AZT+DDI+NFV

1 AZT+3TC+LPV 

(5m)

48 M - AZT

+DD

I

AZT+3TC+NFV; 

AZT+3TC+EFV

1 AZT+3TC+LPV 

(22m)

138 M AZT AZT

+3T

C

AZT+3TC+RTV; 

D4T+3TC+NFV

1 AZT+3TC (78m) 78 M - - -

1 AZT+3TC+LPV 

(22m)

70 M - AZT

+3T

C

AZT+DDI+EFV

1 AZT+DDI (36m) 36 M - - -

1 AZT+DDI+RTV 

(48m)

80 M - AZT

+DD

I

-

1 AZT+3TC+EFV 22 M - - -

86



(22m)
1 D4T+3TC+LPV 

(12m)

24 M - - AZT+DDI+EFV; 

AZT+3TC+RTV
1 D4T+3TC+LPV 

(24m)

60 M - AZT

+DD

I

AZT+3TC+NFV

2 AZT+3TC+LPV 

(10m)

36 M - - AZT+DDI+EFV

2 AZT+DDI (60m) 60 M - - -

2 AZT+3TC+LPV 

(24m)

51 M - AZT

+DD

I

AZT+3TC+NFV

2 AZT+DDI (36m) 36 M - - -

2 D4T+3TC+LPV 

(24m)

120 M - AZT

+DD

I

AZT+3TC+NFV; 

AZT+3TC+EFV

2 D4T+3TC+LPV 

(36m)

105M AZT AZT

+DD

I

AZT+3TC+RTV;AZT+DDI

+EFV;

AZT+3TC+NFV
2 AZT+DDI+LPV 

(36m)

36 M - - -

2 AZT+3TC+EFV 

(30m)

84 M - AZT

+DD

I

D4T+3TC+NFV

2 AZT+DDI+LPV 

(12m)

96 M - AZT

+DD

I

D4T+3TC+NFV; 

AZT+3TC+EFV

2 AZT+3TC+APV(

12m)

90 M AZT AZT

+DD

I

AZT+3TC+RTV; 

D4T+3TC+NFV; 

AZT+DDI+LPV
3 D4T+3TC+NVP 

(17m)

89 M - AZT

+DD

I

AZT+3TC+NFV; 

D4T+3TC+IDV

3 AZT+3TC+RTV 

(92m)

120 M - AZT

+DD

I

-

Podemos observar  ainda na  Tabela 10 que 15 (48,3%) das 31 crianças do 

Grupo B (pacientes 1, 9, 10, 11, 12, 14, 18, 19, 22, 24, 25, 27, 28, 29 e 30) já 

haviam usado 3 ou mais esquemas de tratamento com drogas anti-retrovirais 

diferentes, inclusive monoterapia com AZT (quatro dos 15 pacientes: pacientes 

1, 12, 25, 28),  terapia dupla (14 dos 15) e atualmente todos faziam uso de 

terapia tripla baseada em IP ou ITRNN. Dentre estas quinze crianças multi-

experimentadas, apenas seis apresentavam contagem de linfócitos CD4+ acima 

de  25%  (considerado  normal),  duas  contagem  entre  15  a  24%  (deficiência 

imunológica  moderada)  e  sete  com  contagem  menor  15%  (deficiência 

imunológica grave). Por outro lado os níveis de viremia para estes pacientes 

foram todos elevados (com log carga viral variando de 3,0 a > 6,0).
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Das  31  crianças  do  Grupo  B  submetidas  ao  teste  de  Genotipagem,  20 

(64,5%)  apresentaram  resistência  ao  AZT,  enquanto  3  (9,6%)  possível 

resistência a esta droga; quatorze (45,2%) apresentaram resistência ao 3TC, 

enquanto apenas uma (3,2%) possível  resistência  (Figura 15).  Essa mesma 

freqüência  foi  observada  para  o  FTC.  Nove  das  31  (29,0%)  crianças 

apresentaram  resistência  ao  EFV,  enquanto  apenas  uma  (3,2%)  possível 

resistência; 13 (41,9%) apresentaram resistência ao NVP, enquanto apenas 1 

(3,2%)  possível  resistência;  16  (51,6%)  apresentaram  resistência  ao  D4T, 

enquanto  cinco  (16,1%)  possível  resistência;  10  (32,2%)  apresentaram 

resistência  ao  DDI,  enquanto  9  (29,0%)  possível  resistência;  10  (32,2%) 

apresentaram resistência ao ABC, enquanto 8 (25,8%) possível resistência; 6 

(19,3%)apresentaram  resistência  ao  TDF,  enquanto   5  (16,1%)  possível 

resistência.
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Figura 15. Freqüência da Resistência aos anti-retrovirais ITRN e ITTRN, em 31 
crianças em uso de ARVs, em 2005, HINSG. 

Em uma análise semelhante, mas considerando apenas os IPs, foi observado 

que das 31  crianças do  Grupo B  submetidas  ao  teste  de  Genotipagem,  11 

(35,5%)  apresentavam  resistência  ao  IDV,  apenas  uma  (3,2%)  possível 

resistência; 8 (25,8%) apresentavam resistência ao SQV, enquanto 8 (25,8%) 
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uma possível resistência (Figura 16). Doze amostras (38,7%) apresentavam 

resistência ao RTV, enquanto 4 (12,9%) uma possível resistência. Amostras de 

dezesseis  (51,6%)  crianças  apresentavam  mutações  compatíveis  com 

resistência ao NFV. Onze (35,5%) apresentaram resistência ao ATV, enquanto 

uma (3,2%) possível  resistência.  Mutações que conferem resistência ao LPV 

apareceram em 7 (22,6%) amostras e que causam possível resistência em 8 

(25,8%). Seis (19,3%) crianças apresentaram resistência ao APV, enquanto 10 

(32,2%) possível resistência, essa mesma freqüência foi observada para o FOS.
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Figura 16. Freqüência da Resistência aos anti-retrovirais Inibidores de Protease, em 31 
crianças em uso de ARVs em 2005, HINSG.  

A análise da freqüência de crianças com mutações relacionadas à resistência 

a cada uma das classes de drogas encontradas neste estudo mostraram que: a) 25 

das 31  crianças (80,6%) apresentavam mutações de resistência  aos ITRNs;  b)  12 

crianças (38,7%) aos ITRNNs e c) 17 crianças (54,8%) aos IPs.  Três (9,6%) das 31 

crianças arroladas apresentavam mutações que conferiam resistência às três classes 

de drogas (pacientes 18, 28 e 30), e duas (6,4%) apesar de fazerem uso de esquema 

tríplice  não apresentaram nenhuma mutação que conferisse  resistência  a  qualquer 

uma das classes de drogas (pacientes 20 e 26), como mostra a Figura 17.
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Figura 17. Percentagem de resistência segundo a classe de droga em 31 crianças em uso de 
ARVs, em 2005, HINSG. 
 

  

A freqüência das principais mutações relacionadas à resistência aos ITRNs é 

apresentada  na  figura  18.  Nossos  resultados  demonstram  que  as  mutações 

M184V(45,1%),  T215Y(29%),  T69N(22,58%)  e  T215F(19,3%)  foram  as  mais 

freqüentemente encontradas.
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Figura 18. Freqüência de mutações principais no códon da Transcriptase Reversa em 31 
crianças em uso de ARVs, em 2005, HINSG. 
 

A freqüência das principais mutações relacionadas à resistência aos ITRNNs é 

apresentada na  figura 19.  Nossos resultados demonstram que as mutações K103N 

(35,5%) e a L100I (9,6%) foram as mais freqüentes.
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Figura 19. Freqüência de mutações principais no códon da Transcriptase Reversa não 
análogo de nucleosídeo em 31 crianças em uso de ARVs, em 2005, HINSG. 

A análise da freqüência das mutações relacionadas à resistência aos IPs é 

apresentada na  figura 20,  sendo as mutações I54V (35,4%), V82A (32,2%),  L90M 

(32,2%), M46I (16,1%) e a D30N (12,9%) encontradas com maior freqüência.
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Figura 20. Freqüência de mutações principais no códon da Protease em 31 crianças em uso 
de ARVs, em 2005, HINSG. 

A maioria (40,9%) das amostras obtidas foi classificada como subtipo B(18/44) 

pela análise filogenética. As amostras restantes (59,1%) estudadas foram identificadas 

como vírus não-B: dez pacientes (22,7%) foi classificado como subtipo F e dois (4,5%) 

foi classificado como subtipo C em ambas as regiões estudadas. Foram encontradas 

formas recombinantes de subtipo B em uma região: B/F (6 pacientes; 13,6%) e F/B (8 

pacientes; 18,1%). Estes dados são mostrados na figura 21.

Figura 21. Prevalência dos subtipos do HIV-1 no grupo das 44 crianças atendidas em HINSG, 
Vitória/ES, 2005.
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A Figura 22 apresenta os subtipos do HIV-1 encontrados distribuídos de acordo 

com os grupos de pacientes.
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5. DISCUSSÃO

O presente trabalho descreve, pela primeira vez, a freqüência de mutações nos 

genes da transcriptase reversa (TR) e protease do HIV-1, localizados no gene 

pol, em crianças com e sem tratamento com drogas anti-retrovirais, atendidas 

no Setor de Infectologia/Aids Pediátrico do Centro de Referência do Hospital 

Infantil  Nossa  Senhora  da  Glória  –  Vitória  /  ES.   Mutações  nas  regiões 

codificadoras  da  TR e  Protease no  gene  pol,  alvos  da  terapia  antiretroviral, 

adquiridas pelo HIV durante o curso de seu ciclo replicativo, (MITSUYA et al., 

1990) constituem um dos mecanismos virais de resistência às drogas e têm 

implicações diretas na transmissão e na progressão da doença (GALLEGO et 

al., 2002).  Diante da complexidade dos modelos terapêuticos e do crescente 

número de crianças portadoras de vírus resistentes aos ARVs torna-se crucial a 

avaliação da resistência do HIV às drogas utilizadas nos esquemas terapêuticos 

para a manutenção de um tratamento eficaz e de longo curso nestes pacientes. 

Mutações de resistência às drogas de todas as classes (ITRN, ITRNN e IP) 

têm sido descritas mesmo em pacientes virgem de tratamento com ARVs (NÁJERA et 

al., 1995, BRENNER et al., 2002; BRENNER et al., 2004; HECHT et al., 1998). Porém, 

os relatos da presença de cepas resistentes aos ARVs em crianças não-tratadas ainda 

são escassos no  Brasil  (MACHADO  et  al.,  2004;  SIMONETTI  et  al.,  2003).  Neste 

estudo, foi encontrado entre os pacientes do grupo A, correspondente às crianças que 

não faziam uso de ARVs,  apenas uma criança com a mutação T69N no gene da 
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transcriptase  reversa,  que  confere  resistência  ao  DDC e  DDI  (paciente11),  esta 

criança em questão corresponde à única cuja  mãe  fez uso de tratamento com anti-

retrovirais   durante  a  gestação,  o  qual  continha  DDI.   Outra  mutação  importante 

observada foi  a mutação M46L (paciente 3) a qual  está associada a uma possível 

resistência  ao  NFV e  IDV,  a  mãe  deste  paciente  não  fez  uso  de  quimioprofilaxia 

(ARVs), mas é a única mãe neste grupo cuja categoria de exposição é a de usuária de 

drogas injetáveis (nesta categoria de exposição a transmissão de cepas resistentes é 

mais comum) (BARRETO et al., 2006).  Algumas pesquisas relatam não encontrarem 

nenhuma diferença estatisticamente significativa na transmissão de cepas resistentes 

ao AZT de mãe para o filho (KULLY et al., 1999; EASTMAN et al., 1998; MOFENSON 

et al., 2000; PALUMBO et al., 2001). Entretanto, WELLES (2000) e outros (SIEGRIST 

et al., 1994; FRENKEL et al., 1995; COLGROVE et al., 1998; JOHNSON et al., 2001) 

relataram  transmissão  vertical  de  mutações  relacionadas  ao  AZT.  DESAI  and 

MATHUR (2003) relatam a transmissão de cepa multiresistente à um recém-nascido à 

partir de uma mãe não aderente ao regime antiretroviral profilático durante a gestação.

 A mutação K219Q foi encontrada no paciente 2, é uma TAM, contudo, sozinha 

não confere resistência às drogas da classe dos ITRNs. Outra mutação (G333E) 

no gene da TR foi encontrada em amostras de três crianças do Grupo A, porém 

esta mutação não se relacionada à resistência aos ITRN nem aos ITRNNs.  Por 

outro  lado,  todas  as  13  crianças  deste  grupo  apresentaram  mutações  em 

códons acessórios (L63P, A71V, V77I,  K20R, M46I,  L10I,  A71T) no gene da 

protease.  Todavia, estas mutações são acessórias e não surgiram em número 

suficiente para conferir resistência aos IPs (BOSSI et al., 1999).  A mutação no 

códon L63P da protease encontrada em 6 crianças que não faziam uso de 

ARVs, foi relatada como sendo freqüente em vírus que nunca foram expostos a 

IPs (KOZAL et al., 1996; PIENIAZEK et al., 2000).  

Porém, quando os resultados das genotipagens das amostras de HIV-1 obtidas 

das  31  crianças  em uso  de  anti-retrovirais  (Grupo B)  foram analisados,  foi 

encontrada uma alta incidência (93,5%) de mutações relacionadas à resistência 

aos ARVs (29 dos 31 pacientes), com uma freqüência variando de acordo com a 

classe das drogas (80,6% para os ITRNs, 38,7% para ITRNN e 54,8% para os 

IPs).

As mutações conhecidas como TAMs (mutações relacionadas aos timidínicos) 

representam um grupo de 6 mutações (M41L, D67N, K70N, L210W, T215Y/F e 
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K219Q/E/N) selecionadas no gene da  TR pelo uso do AZT e/ou D4T. Estas 

mutações proporcionam redução da suscetibilidade, em grau variado, a todos 

ITRNs, com uma provável exceção ao 3TC (WAINBERG and WHITE, 2001). 

Neste estudo foi detectada  a presença de TAMs em 25 das 31 crianças em uso 

de ARVs,  ocorrendo simultaneamente em dois ou mais códons de resistência, 

sendo o suficiente para levar a resistência à esta classe de droga. As TAMs: 

D67N e a K20R foram as mais freqüentes seguida pela M41L. Doze crianças 

apresentaram a mutação M41L,  a qual  causa possível  resistência ao AZT e 

D4T,  e  quando  associada  à  mutação  T215Y  causa  resistência  ou  possível 

resistência ao Abacavir (HIRSCH et al., 2000), a presença destas três mutações 

ocorreu  com  muita  freqüência  neste  grupo  de  estudo.  Interessantemente, 

apesar destes pacientes terem sido exaustivamente tratados ao longo do tempo 

com DDI e D4T, foi encontrada uma baixa incidência de mutações em códons 

relacionados à resistência ao DDI (códons 65, 69 e 74) e ao D4T (códons 50 e 

75), coincidindo com relatos de literatura (GOMEZ-CANO et al., 1998; HOLGUIN 

et al., 1998; SALOMON et al., 1998; VIDAL et al., 2002). Apenas três crianças 

(pacientes 16, 19 e 28) apresentaram a mutação V75M associada à resistência 

ao  D4T  (BLOOR  et  al.,  1998).  A  diminuição  da  sensibilidade  a  estas  duas 

drogas (D4T e DDI) está provavelmente mais relacionada ao número de TAMs 

presentes,  sendo  maior  em  amostras  com  mais  de  três  TAMs,  como  já 

observado  anteriormente  em  outros  estudos  (MOUROUX  et  al.,  2001; 

MAXEINER et al., 2002). O fenômeno de resistência cruzada decorrente da alta 

freqüência das TAMs neste estudo pode explicar, também, a freqüência elevada 

de  resistência  ou  possível  resistência  ao  ABC  (51,6%)  e  ao  TDF  (32,2%), 

drogas que nunca utilizadas por nenhum dos pacientes deste grupo. A mutação 

no  códon  65  da  transcriptase  reversa  (K65R)  associada  a  um alto  grau  de 

resistência ao TDF foi detectada em apenas um paciente.  Por outro lado, a 

mutação no códon 115, específica do Abacavir, não foi encontrada em nenhum 

dos 31 pacientes deste grupo.  

A mutação M184V foi detectada em 14 crianças (45,2%) das 18 que recebiam 

3TC, e tem sido associada a um alto nível de resistência ao 3TC (WAINBERG 

et al., 1995). Todas as 14 crianças que apresentaram esta mutação estavam em 

uso ou haviam feito uso de 3TC em esquemas anteriores. Segundo MILLER et 

al.  (2000)  esta  mutação  pode  também ser  selecionada  durante  terapia  com 

Abacavir e de acordo com WINTERS et al (1997) menos comumente com DDI. 
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SVEDHEM (2002)  em seu estudo mostrou  que a  M184V desaparecia  em 

cerca de 64% dos pacientes que deixavam de usar 3TC, embora ela  possa 

persistir  nos  reservatórios  virais.  Seis  das  14  crianças  que  apresentaram a 

M184V  também  apresentaram  a  mutação  T215Y/F  (TAM  que  confere 

resistência  aos  ITRN),  a  presença  destas  duas  mutações  pode  levar  ao 

aparecimento do fenômeno da hipersuscetibilidade aos ARVs. Análises “in vitro” 

demonstraram  que  vírus  que  apresentavam  simultaneamente  estas  duas 

mutações, T215Y/F e M184V, passavam a apresentar a mesma sensibilidade 

encontrada no vírus tipo selvagem à associação AZT+3TC. Para que ocorra 

resistência a associação AZT+3TC seria necessária outras mutação nos códons 

208 ou 210 ou 211 ou 214 (TISDALE et al., 1993; NIJHUIS et al., 1997). 

A mutação T69D foi  detectada em 7 crianças, a qual provoca resistência ao 

DDC  (FITZGIBBON  et  al.,  1992)  e  contribui  para  a  resistência  aos  ITRNs 

quando ocorre concomitantemente com a presença das TAMs (WINTERS et al., 

2001). 

Outras  mutações  associadas  com  resistência  a  drogas  não  utilizadas  nos 

esquemas terapêuticos pelos pacientes do Grupo B no momento da realização 

do teste de genotipagem incluíam aquelas relacionadas aos ITRNNs (K103N; 

pacientes 3, 11, 18, 24, 25 e 28), ao NFV (D30N; pacientes 2 e 10; e a L90M: 

pacientes 12, 16, 19, 24, 25, 27, 28 e 29). Nestes casos, estas mutações foram 

selecionadas  durante  tratamento  com  esquemas  terapêuticos  anteriores  ao 

esquema no momento da  execução da genotipagem e foram mantidas  pela 

população  viral  circulante  nos  tratamentos  subseqüentes  (SVEDHEM  et  al., 

2002).  Esta  hipótese  não  pode ser  aplicada no caso  do paciente  2,  o  qual 

apresentou várias mutações de resistência aos IPs (L10R/V, K20m, L33F, M36I, 

D30N, G48V, V82F, N88T), classe de drogas a qual este paciente nunca foi 

exposto (  paciente comprovadamente virgem de tratamento com IPs).  Neste 

caso, uma explicação mais plausível poderia ser a da resistência primária, ou 

seja,  cepas  resistentes  transmitidas  verticalmente  de  mãe  para  filho 

(COLGROVE et al., 1998, FRENKEL et al., 1995, JOHNSON et al., 2001). 

Alguns casos de resistência a múltiplas drogas foram observados neste estudo. 

O paciente 18, com resistência às três classes de drogas, possui uma mutação 

de  inserção  no  códon  69,  este  fenômeno  pode  ser  decorrente  da  seleção 

imposta  por  qualquer  ITRN,  e  leva  a  uma  resistência  de  amplo  espectro 
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atingindo  a  todos  os  ITRN  e  ao  TDF  (WINTERS  et  al,  1998).  Um  outro 

exemplo de MDR (resistência a múltiplas drogas) é o caso do paciente 17, o 

qual  apresentou  a  mutação  Q151M  associada  a  um  grupo  de  mutações 

acessórias (no caso do paciente em questão: V75I, F77L, F116Y), o que leva a 

uma resistência a múltiplas drogas (SCHMIT  et  al.,  1998).  A mutação K65R 

(atualmente  considerada  uma  MDR),  encontrada  também  no  paciente  17, 

selecionada pelo DDI, ABC ou TDF, leva a uma resistência 2,5 a 10 vezes maior 

a todos os ITRN, exceção feita ao AZT (PARIKH et al., 2004).

Dos sete pacientes do Grupo B (pacientes 1, 2, 4, 5, 17, 27 e 30) fazendo uso, 

no momento da realização da genotipagem, de esquema terapêutico contendo 

ITRNN, com exceção do paciente 27, todos  os demais apresentavam mutações 

relacionadas  aos  ITRNNs,  sendo  a  K103N a  mutação  mais  freqüentemente 

encontrada. A resistência aos múltiplos ITRNNs tem sido associada a presença 

das  mutações  K103N  ou  Y188L,  as  quais  podem  individualmente  reduzir 

significativamente a utilidade clínica de todas as drogas desta classe (SCHIMIT 

et  al.,  1996).  Estas  duas  mutações  foram encontradas  simultaneamente  em 

apenas um paciente, paciente 25, o qual já havia feito uso de ITRNN.

 Um outro caso interessante é o do paciente 4, o qual se encontra há 3 anos em 

tratamento utilizando seu primeiro esquema terapêutico, contendo Nevirapina, e 

que  não  apresentou  a  K103N,  mas  sim  a  G109A,  não  tão  freqüentemente 

encontrada, mas que está associada a um alto nível de resistência a Nevirapina 

(HUANG  et  al.,  2000).   Ainda  outro  caso  interessante  é  o  do  paciente  17, 

também em seu primeiro  esquema de ARV a  mais  de  vinte  e  dois  meses, 

fazendo uso de Efavirenz. Este paciente apresentou a mutação no códon Y181C 

além  das  outras  duas  mutações  importantes  para  resistência  aos  ITRNNs 

(K103N e  G190A).  Sabe-se  que  a  Y181C está  associada  a  uma perda  da 

susceptibilidade do vírus a Nevirapina superior a 30 vezes e ao Efavirenz em até 

3 vezes (PETROPOULOS et al., 2000). As demais mutações como a A98G e a 

K101E apareceram com menos freqüência e sabe-se que estão associadas a 

um nível menor de resistência aos ITRNNs (HIRSCH et al., 2000). Em resumo, 

foi  observado  a  presença  de  uma  ampla  resistência  cruzada  proporcionada 

pelas mutações relacionadas aos ITRNNs no grupo de pacientes.

Mutações de resistência na região codificadora da protease foram detectadas 

em 20 crianças do  grupo B.  dezenove dentre estas 20 crianças faziam uso 
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corrente de IP ou já haviam utilizado algum esquema terapêutico contendo IP 

(com exceção  do  paciente  2  já  citado  anteriormente).  Por  outro  lado,  cinco 

pacientes  do  Grupo  B  em  uso  de  IP  e  não  apresentaram  mutações  de 

resistência.  Dentre  os  19 pacientes  do Grupo B recebendo IP,  as principais 

mutações associadas à resistência aos IPs encontradas em maior freqüência 

foram: V82A (10/19), L90M (10/19), D30N (4/19) e a M46I (5/19). As demais 

mutações  encontradas  que  contribuem  para  causar  resistência  foram:  I54V 

(11/19),  M46L  (3/19),  N88D (2/19),  N88T  (1/19),  I84V  (1/19)  e  I50V  (1/19). 

Mutações nos códons 10, 20, 36, 63, 71 e 77 observadas neste grupo estudado, 

podem contribuir  para resistência a essa classe de drogas quando presente 

concomitantemente  com  outras  mutações  no  gene  da  protease  e  ainda 

promovem melhora no fitness viral (NIJHUIS et al., 1999). 

A seleção das mutações D30N e L90M pelo Nelfinavir, são exemplo de “vias 

mutacionais” distintas, ou seja, a partir da pressão seletiva do NFV, o vírus pode 

vir a desenvolver uma destas duas mutações. Estas duas vias mutacionais têm 

relevância  clínica,  devido  ao  fato  de  uma  delas  levar  ao  aparecimento  de 

resistência cruzada (L90M) e outra não (D30N). Quando a mutação D30N é a 

selecionada torna-se possível resgate da suscetibilidade com o uso de um outro 

IP. Por outro lado, caso a mutação L90M seja a selecionada, o resgate torna-se 

difícil, uma vez que este códon de resistência é comum a todos os inibidores de 

protease.  A  mutação  L90M  encontrada  em  dez  crianças  neste  estudo  foi 

relatada anteriormente em isolados de pacientes recebendo SQV, NFV, IDV e 

RTV,  agindo  como  mutação  primária  para  o  SQV e  NFV e  como  mutação 

secundária para o IVD, RTV, LPV e APV (DRONDA et al., 2001). Já a mutação 

D30N selecionada  pelo  uso  do  NFV e  não  confere  resistência  cruzada  aos 

demais  IPs  (ZOLOPA  et  al.,  1999).  Resistência  cruzada  provocada  pela 

presença  da  mutação  D30N  para  IDV,  RTV  e  SQV  tem  sido  descrita  em 

isolados apresentando esta mutação associada a mutações nos códons 88 e 90 

(PARKIN et al., 2001). Novamente, com exceção do paciente 2, todos os demais 

pacientes que apresentaram a mutação D30N estavam em uso ou já haviam 

usado o NFV. Alguns autores sugerem uma possível associação entre subtipos 

do  HIV  e  seleção  da  via  mutacional,  quando  o  vírus  submetido  à  pressão 

seletiva  do  NFV  não  for  do  subtipo  B,  a  via  mutacional  preferencialmente 

utilizada  é  a  do  códon  90,  conseqüentemente  a  mais  problemática  para  o 

resgate (CLOTET et al., 2002; GROSSMAN et al., 2004; SUGIURA et al., 2002). 
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A presença de mutação no códon 46 do gene da protease, observada em 

oito crianças neste estudo e comumente relatada em pacientes tratados com 

IDV,  RTV,  APV  e  NFV  (CONDRA  et  al.,  2000)  tem  sido  associada  com 

resistência a praticamente todos os IPs, com uma possível exceção para ao 

SQV. A mutação V82A observada em 10 dos 31 pacientes do Grupo B tem sido 

descrita predominantemente em pacientes recebendo tratamento com IDV ou 

RTV (CONDRA  et al.,  1996; MOLLA  et al., 1996). Mutações no códon 82 da 

protease estão associadas a uma redução na susceptibilidade ao IDV, RTV e 

LPV, mas não ao NFV, SQV ou APV (KEMPF et al., 2001). Entretanto, quando 

acompanhada  por  outras  mutações  no  gene  da  protease,  ela  contribui 

significativamente para uma resistência  clínica aos demais IPs.  A I54V foi  a 

mutação encontrada em maior  freqüência  (11  de  31  pacientes)  no  gene da 

protease durante este estudo que sabidamente contribui para resistência aos 

IPs. Essa mutação tem sido comumente observada em pacientes recebendo 

terapia anti-retroviral contendo IDV, RTV, APV, SQV e LPV (CONDRA  et al., 

2000). Duas crianças apresentaram a mutação N88D, comumente encontrada 

em pacientes recebendo terapia com NFV e ocasionalmente com IDV (PATICK 

et al., 1998), ambas já haviam feito uso de NFV, e atualmente faziam uso de 

LPV. A maioria das mutações secundárias para os IPs tendem a persistir após a 

nova terapia,  uma notável  exceção ocorre com a N88D (BIRK  et  al.,  2001), 

provavelmente por isso ela foi tão pouco freqüente em nosso estudo. 

Resistência ao Lopinavir foi encontrada em 7 dos 19 pacientes recebendo IPs 

(36,84%),  os  quais  apresentaram  mais  de  oito  mutações  associadas  à 

resistência a esta droga. Este fato demonstra a limitação de uma droga com 

grande potencial  terapêutico  e  relativamente  nova em nosso  meio  frente  às 

mutações no genoma do HIV.

Cinco das 31 crianças se encontravam em seu primeiro esquema de tratamento 

com ARVs,  sendo estes  esquemas composto  por  apenas  2  ITRNs,  ou  seja 

terapia  dupla,  mesmo  assim  os  isolados  destas  crianças  apresentaram  as 

mutações  M36I,  L63P,  A71V  e  V77I  nos  códons  da  protease,  apesar  de 

nenhuma  delas  estar  associada  a  resistência  aos  IPs.   Paralelamente,  foi 

encontrada duas crianças em uso de esquema triplo (incluindo LPV) com falha 

virológica (pacientes 20 e 26) e falha imunológica (paciente 20), nas quais não 

foram detectadas nenhuma mutação que conferisse resistência a quaisquer das 
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três classes de droga. Neste caso uma das suspeitas que deve sempre ser 

considerada é a de má adesão do paciente ao esquema ARV utilizado naquele 

momento.  A  suspensão  do  tratamento,  mesmo  que  por  curtos  períodos  de 

tempo, poderia propiciar uma perda da sensibilidade na detecção dos mutantes 

com resistência, fenômeno conhecido como falsa reversão. A ausência da droga 

possibilita  a  reemergência  do  vírus  do  tipo  selvagem,  o  qual  replica  mais 

eficazmente nessas condições por apresentar um “fitness” viral mais favorável 

do que os vírus com mutações (HANCE et al., 2001). Entretanto, a emergência 

do vírus do tipo selvagem raramente elimina o vírus mutante dos reservatórios 

celulares. No momento da reintrodução da droga,  vírus mutantes resistentes 

podem ser  selecionados  rapidamente  levando a  uma nova falha  terapêutica 

(CONDRA and EMINI, 1997). Uma adesão muito baixa ao tratamento também 

pode fazer com que ocorram seleção de mutações de resistência na população 

viral do paciente. A maior chance de seleção de mutações de resistência ocorre 

quando o paciente utiliza um esquema ARV parcialmente eficaz, uma vez que o 

uso  de  esquemas  terapêuticos  altamente  eficazes  ou  sem  eficácia,  ambos 

exercem uma baixa pressão seletiva para mutações de resistência (KEMPF et 

al., 2001). É importante recordar que a não detecção de mutações relacionadas 

à resistência a determinada classe de drogas nem sempre se correlaciona a 

uma boa resposta terapêutica a classe de droga em questão, uma vez que de 

acordo  com SCHUURMAN (1999)  a  genotipagem possui  um valor  preditivo 

negativo baixo. Resumindo, nos casos dos dois pacientes (20 e 26), apesar de 

menos freqüente, a presença de resistência celular deve ser considerada após 

excluir a possibilidade da não-adesão do paciente ao esquema terapêutico (KIM 

et al., 1998; LEE et al., 1998). 

Neste  estudo  apenas  nove  crianças  estavam em seu  primeiro  esquema  de 

tratamento com ARVs, quando da realização do teste de genotipagem, 15 se 

encontravam  em  uso  de  seu  3º  ou  mais  esquemas  de  drogas. 

Conseqüentemente, o esquema utilizado nestas 15(48,3%) crianças incluía dois 

ou mais ITRN já usados anteriormente. Muitas destas crianças já haviam feito 

uso  de  monoterapia  com  AZT  (pacientes  1,  12  e  25)  e  esquemas  duplos 

(pacientes: 7, 9, 10, 11, 14, 16, 19, 22, 24, 27, 28 e 29). Estes fatos podem 

explicar  o  porquê  da  dificuldade  de  supressão  da  replicação  viral  e  a 

conseqüente falha no tratamento desta população. Observamos neste estudo, a 

conseqüência de regimes seqüenciais não-potentes, levando a uma resposta 
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aquém  da  desejada  quando  esquemas  mais  potentes  passaram  a  ser 

adotados subseqüentemente.

Estes  resultados  confirmam  a  relação  entre  falha  terapêutica  e  resistência 

genotípica  em  crianças,  como  observada  anteriormente  em  outros  estudos 

(BRINDEIRO  et al.,  2002;  MACHADO  et  al.,  2005,  SIMONETTI  et  al.,  2003; 

ESHLEMAN  et  al.,  2001;  MULLEN  et  al., 2002),  e  também  em  adultos 

(BACHELER  et  al., 2000;  STASZEWSKI  et  al., 1999;  TANURI  et  al.,  2002; 

COUTO-FERNANDEZ  et  al.,  2005).  Os dados aqui  apresentados contribuem 

para enfatizar a importância de se considerar o momento apropriado para o 

início  da  terapia  com  ARVs,  bem  como  a  escolha  mais  adequada  da 

combinação de ARVs que leve à supressão da replicação viral de forma efetiva, 

sem deixar de considerar a importância da adesão ao esquema terapêutico por 

parte  dos  responsáveis  legais  por  estas  crianças.  Isto  é  especialmente 

importante  em  pacientes  pediátricos,  pois  crianças  exibem  freqüentemente 

carga viral  mais elevada quando comparada com adultos (DICKOVER  et al., 

1994;  SHEARER  et  al.,  1997).  A supressão da replicação viral  quando feita 

através da utilização de esquema terapêutico de baixa potência além de não ser 

efetiva  normalmente  leva a uma diminuição na eficácia  dos ARVs utilizados 

subseqüentemente.  Crianças  mantidas  em  regime  de  ARVs  não-supressivo 

apresentam  uma  maior  probabilidade  do  desenvolvimento  de  mutações 

secundárias,  e  conseqüentemente  um   maior  risco  do  aparecimento  de 

resistência cruzada e de falência terapêutica (SORIANO, 2001). GÜNTHARD 

(1998) mostrou em seu trabalho que em pacientes em uso de ARVs com carga 

viral  abaixo  de  50  cópias/ml  por  ano,  nenhuma  mutação  de  resistência  foi 

identificada, mesmo quando a replicação persistia nos reservatórios. 

Neste  estudo  foi  observado  que,  embora  algumas  crianças  apresentassem 

carga viral elevada e mutantes virais resistentes à terapia usada no momento da 

genotipagem, o número de linfócitos T CD4+ estava dentro dos limites normais 

para alguns pacientes pediátricos da mesma faixa etária. Estes dados coincidem 

com  observações  de  outros  autores,  os  quais  relataram  um  benefício 

imunológico contínuo do tratamento com anti-retrovirais apesar da presença de 

mutantes  resistentes  e/ou  falha  virológica  (JANKELEVICK  et  al.,  2001; 

CHIAPPINI et al., 2003; MACHADO et al., 2005). Esta observação poderia ser 

explicada  por  uma  diminuição  na  capacidade  replicativa  do  vírus  devido  à 

aquisição de mutações. Tal prejuízo na capacidade replicativa do vírus tem sido 
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correlacionado  com  a  persistência  de  uma  resposta  imune  celular  em 

pacientes com discordância viral-imunológica (carga viral elevada na presença 

de um número de células T CD4 dentro dos limites normais) (SARMATI et al., 

2004). A freqüência desta restauração imunológica continua não compreendida 

totalmente, de acordo com BELEC (2000) falhas virológicas são três vezes mais 

freqüentes em crianças do que em adultos.  Segundo KAUFMANN (2002) este 

alto potencial de restauração imune, na presença de falha virológica, pode ser 

devido a uma maior atividade do timo na tentativa suprir o “deficit” de linfócitos T 

”naïve”  e  aumentar  o  número  de  linfócitos  T  CD4+  circulantes,  apesar  de 

mantida a replicação HIV-1.

A  distribuição  dos  subtipos  encontradas  neste  estudo  foi  do  subtipo  B 

predominante  (40,9%),  seguido  do  subtipo  F  (22,7%).  Esta  prevalência  foi 

similar à população de adultos no estado do Rio de Janeiro (PIRES et al., 2004; 

BRINDEIRO et al., 2003; DUMANS et al., 2002), com predomínio do subtipo B 

acompanhado pelo subtipo F. As formas recombinantes de subtipo B em uma 

região (B/F e F/B) apareceram em 31,7% dos pacientes. Diferenças na evolução 

da doença ou na resposta à terapia ARV entre os diferentes subtipos de HIV-1 

ainda  não  estão  bem  compreendidos.  Alguns  estudos  direcionados  em 

diferentes  subtipos  têm falhado em mostrar  diferença na resposta  virológica 

após  tratamento  ou  prevalência  de  mutações  de  resistência  em  pacientes 

falhados (PILLAY  et al., 2002; KANTOR e KATZENSTEIN, 2004). Também, a 

mutação L90M ocorre mais freqüente em subtipos não-B em adultos, mas neste 

estudo  esta  diferença  não  foi  notada  e  em  alguns  estudos  em  crianças 

infectadas  pelo  HIV-1  (PILLAY  et  al., 2002).   O  subtipo  B  e  F  foi  o  mais 

prevalente nos dois grupos de crianças, sendo que o subtipo C foi encontrado 

em apenas duas crianças do grupo B.
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6. CONCLUSÕES

Os dados aqui  apresentados descrevem pela  primeira  vez  a prevalência  de 

mutações no genoma do HIV em amostras de isolados virais provenientes de 

grupos de crianças portadoras de infecção pelo HIV-1 em uso ou não de terapia 

anti-retroviral  oriundos  do  estado  do  Espírito  Santo.   Como  esperado,  a 

prevalência  e  o  nível  de  mutações  de  resistência  às  drogas  foram  mais 

significativas  no  grupo  recebendo  terapia  com  ARVs,  corroborando  com  o 

conceito de ação da pressão seletiva mediada pelos ARVs na emergência de 

cepas virais resistentes. 

Foi  observado no grupo das crianças não-tratadas (Grupo A),  a quase total 

ausência de mutações de resistência primária para os ARVs. A maioria destas 

crianças  foi  o  caso-índice  de  suas  famílias,  isto  sugere  que  a  transmissão 

vertical ocorreu de mães que não tinham consciência do seu status sorológico e 

conseqüentemente não faziam uso de anti-retrovirais (com exceção de uma). 

Justificando,  portanto,  o  maior  número  de  polimorfismos  virais,  alterações 

genéticas  presentes  nos  vírus  na  ausência  de  pressão  seletiva  dos  anti-
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retrovirais e não relacionadas à resistência encontrada em pacientes deste 

Grupo. O reduzido número de pacientes neste grupo, associado a uma baixa 

freqüência de mutações e ao fato de quase todas as mães serem virgem de 

tratamento  com  ARVs  levou  a  limitações  significantes  na  avaliação  de 

transmissão de cepas de resistentes mãe para filho. Mesmo assim, vigilância 

constante acerca de transmissão vertical de cepas resistentes aos ARVs devem 

ser asseguradas. 

No  Grupo  B  foi  observado  que  o  acúmulo  de  mutações  de  resistência  foi 

diretamente  proporcional  à  carga  viral  (quanto  maior  a  carga  viral,  maior  o 

número de mutações).  A impossibilidade de suprimir a replicação viral conduz 

quase que invariavelmente à seleção de variantes resistentes às drogas. Esta 

impossibilidade pode ocorrer por vários motivos: 1) má aderência das crianças à 

terapêutica (com terapêutica irregular ou auto-suspensões);  2) toxicidade das 

drogas que obrigam à suspensão; 3) potência limitada do regime terapêutico 

escolhido; 4) má absorção entérica; 5) interações medicamentosas conduzindo 

à  redução  dos  níveis  plasmáticos  das  drogas;  6)  déficit  da  fosforilação 

intracelular necessária para transformar alguns fármacos como o AZT e D4T em 

sua forma ativa; 7) mecanismos da membrana celular que retiram os fármacos 

da célula, impedindo o seu acesso ao vírus, como o mecanismo da glicoproteína 

P ou das MRPs (Multidrug Resistant Proteins), particularmente importantes no 

caso de alguns IPs. 

Neste estudo, o Grupo B abrigou um grande número de crianças em tratamento 

com  ARVs  por  mais  de  7  anos,  sendo  que  algumas  estavam  sendo 

acompanhadas desde a fase da monoterapia com AZT, passando pela terapia 

dupla  e se encontrando atualmente em seu 2º, 3º ou até mesmo 4º esquema de 

HAART.  Estes fatos podem explicar a dificuldade para se atingir uma supressão 

da  replicação  viral  observada  para  os  pacientes  do  grupo  B,  levando 

conseqüentemente a uma falha no tratamento desta população. Foi observado 

ainda a  conseqüência  de  regimes seqüenciais  não-potentes,  levando a uma 

resposta aquém da desejada e a seleção de mutantes virais resistentes aos 

ARVs.  Impactando  diretamente  no  sucesso  dos  esquemas  terapêuticas 

subseqüentes.

Os  dados  aqui  apresentados  contribuem  para  enfatizar  a  importância  da 

definição do momento ideal para o início da terapia com ARVs, bem como a 
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escolha da combinação de ARVs mais adequada e que leve à supressão da 

replicação viral de forma efetiva, sem menosprezar a importância da adesão ao 

esquema terapêutico por parte dos responsáveis legais por estas crianças.
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ANEXO A
PROTOCOLO: PERFIL GENOTÍPICO DO HIV-1 EM CRIANÇAS INFECTADAS TRATADAS 

E NÃO TRATADAS COM ANTI-RETROVIRAIS /HINSG/2005/Vitória – ES

Nome:___________________________________________Prontuário:________________

Data de Nascimento:_________________ Sexo:_______ Procedência_________________

Primeiro nome da mãe:_______________ Profilaxia pré-natal: Sim       Não

Via contaminação:______________Exposição da mãe:_____________________________

Amamentação: Sim (      ) Não(      )   Ano do Diagnóstico: __________________________

ANEXO B 

– 1

Critérios 

de 

definição 

de caso de 

Aids em 

crianças 

(menores 

de 13 anos 

de idade)

DATA

Carga Viral cp/ml

Log carga viral

CD4 absoluto

CD4 percentual

CD8 absoluto
 
 Classificação

Tempo de diagnóstico

Tempo de tratamento total

Tempo Trat. ARV atual

Mutações códons ITRN

Mutações códons ITRNN

Mutações códons protease

Esquema de ARV atual

Esquemas de ARV anteriores:
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Quadro 1 – Critérios de definição de caso de aids em crianças (menores de 13 anos de idade)

Fonte: Ministério da Saúde, Brasil, 2004

Notas Explicativas

São testes de triagem para a detecção de anticorpos anti-HIV: várias gerações de ensaio por 

imunoabsorbância  ligado à  enzima (Enzyme Linked Immunosorbent  Assay,  ELISA),  ensaio 

imunoenzimático (Enzyme Immuno Assay, EIA), ensaio imunoenzimático com micropartículas 

(Microparticle  Enzyme  Immuno  Assay,  MEIA)  e  ensaio  imunoenzimático  com 

quimioluminiscência.

São  testes  confirmatórios:  imunofluorescência  indireta,  imunoblot,  Western  Blot,  teste  de 

amplificação  de  ácidos  nucléicos  como,  por  exemplo,  a  reação  em cadeia  de  polimerase 

(Polierase Chain Reaction, PCR) e a amplificação seqüencial de ácidos nucléicos (Nucleic Acid 

Sequence Base Amplification, NASBA).

ANEXO B – 2

Evidência laboratorial da infecção pelo HIV em crianças para fins de vigilância 

epidemiológica
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Para os menores de 18 meses de idade, expostos ao HIV por transmissão vertical, 

considera-se infectada quando houver a presença de RNA ou DNA viral  detectável 

acima de 1.000 cópias / ml em 2 amostras (testes de carga viral) obtidas em momentos 

diferentes, preferencialmente coletadas após o segundo mês de vida, em virtude do 

aumento da  sensibilidade observado a  partir  dessa idade,  podendo,  entretanto ser 

realizado após duas semanas de vida.

Crianças com 18 meses ou mais de idade, expostas ao HIV por transmissão vertical, 

serão consideradas infectadas quando uma amostra de soro for reativa em dois (2) 

testes de triagem ou um (1) confirmatório para pesquisa de anticorpos anti-HIV.

Em crianças  de qualquer idade, cuja exposição ao HIV tenha sido  outra forma de 

transmissão que não a transmissão vertical, o diagnóstico laboratorial de infecção 

pelo HIV será confirmado quando uma amostra de soro for reativa em dois (2) testes 

de triagem ou um (1) confirmatório para pesquisa de anticorpos anti-HIV.

Evidência laboratorial de imunodeficiência:

Contagem de linfócitos T CD4+ de acordo com a idade da criança

Quadro 2 – Contagem de linfócitos T CD4+ definidora de imunodeficiência de acordo com a idade

Fonte: Ministério da Saúde, Brasil, 2004

ANEXO C

INDICAÇÕES PARA INÍCIO DE TERAPIA ANTI-RETROVIRAL EM CRIANÇAS 

INFECTADAS PELO HIV, DE ACORDO COM A CLASSIFICAÇÃO DO GUIA DE 
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TRATAMENTO CLÍNICO DA INFECÇÃO PELO HIV EM CRIANÇAS -2004, MINISTÉRIO DA 

SAÚDE
Alteração Imunológica                      N                          A                           B                    C
Ausente (1) *N1 *A1 **B1 ***C1
Moderada (2) **N2 ***A2 ***B2 ***C2
Grave (3) ***N3 ***A3 ***B3 ***C3
                

*Não tratar, observar.   

**Considerar tratamento.        

***Tratar.                                             

ANEXO C

CATEGORIA IMUNOLÓGICA DA CLASSIFICAÇÃO DA INFECÇÃO PELO HIV NA 

CRIANÇA (MENORES DE 13 ANOS) - GUIA DE TRTAMENTO CLÍNICO DA INFECÇÃO 

PELO HIV EM CRIANÇAS –2004, MINISTÉRIO DA SAÚDE.

Alteração 

Imunológica

            Idade             Contagem de células TCD4+ nº absoluto  (%) 
< 12 meses 1 a 5 anos 6 a 12 anos

Ausente (1) >=1500 

(>25%)

>=1000 

(>25%)

>=500 

(>25%)
Moderada (2) 750-1499 500-999 200-499 
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(15-24%) (15-24%) (15-24%)
Severa (3) <750 

(<15%)

<500 

(<15%)

<200 

(<15%)

N: Assintomática

Ausência de sinais e/ou sintomas; ou com apenas uma das condições da categoria A.

Categoria A: Sinais e/ou sintomas leves:

• Linfadenopatia (>0,5 cm em mais de 2 cadeias diferentes);

• Hepatomegalia;

• Esplenomegalia;

• Parotidite; e

• Infecções persistentes ou recorrentes de vias aéreas superiores (otite média ou 

sinusute).

Presença de 2 ou mais das condições acima, porém sem nenhuma das condições das 

categorias B e C.

CLASSIFICAÇÃO DA INFECÇÃO PELO HIV EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES 

MENORES DE 13 ANOS - GUIA DE TRATAMENTO CLÍNICO DA INFECÇÃO PELO HIV 

EM CRIANÇAS –2004, MINISTÉRIO DA SAÚDE.
Alteração 

Imunológica

N= Ausência 

de sinais e/ou 

sintomas 

clínicos

A= Sinais e/ou 

sintomas 

clínicos leves

B= Sinais e/ou 

sintomas 

clínicos 

moderados

C= Sinais e/ou 

sintomas 

clínicos 

graves
Ausente (1) N1 A1 B1 C1
Moderado (2) N2 A2 B2 C2
Severa (3) N3 A3 B3 C3
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Categoria B: Sinais e/ou sintomas moderados:

• Anemia  (Hg  <  8g/dl),  neutropenia  (<1.000/mm3)  ou  trombocitopenia 

(<1000.000/mm3), por mais de 30 dias;

• Meningite bacteriana, pneumonia ou sepse;

• Candidíase oral persistindo por mais de 2 meses;

• Miocardiopatia;

• Infecção por Citomegalovírus (CMV), antes de 1 ano de vida;

• Diarréia recorrente ou crônica;

• Hepatite;

• Estomatite  pelo  vírus  Herpes  simples (HSV)  recorrente  (mais  do  que  2 

episódios/ano);

• Pneumonite ou esofagite por HSV, com início antes de 1 mês de vida;

• Herpes zoster, com 2 episódios ou mais de um dermátomo;

• Pneumonia intersticial linfocítica (PIL);

• Nefropatia;

• Nocardiose;

• Febre persistente(> 1 mês);

• Toxoplasmose antes de 1 mês de vida; e

• Varicela disseminada ou complicada.

Categoria C:  Sinais e/ou sintomas graves.  Crianças com quaisquer das categorias 

listadas abaixo:

• Infecções bacterianas graves, múltiplas ou recorrentes(confirmadas por cultura, 2 

episódios  em intervalo  de  1  ano):  septicemia,  pneumonia,  meningite,  infecções 

osteo-articulares, abcessos de órgãos internos;

• Candidíase esofágica ou pulmonar;

• Coccidioidomicose disseminada;

• Criptococose extrapulmonar;

• Criptosporidíase ou isosporíase com diarréia (>1mês);

• CMV em locais além do fígado, baço ou linfonodos, a partir de 1 mês de vida;

• Encefalopatia pelo HIV (achados que persistem por mais de 2 meses);
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• Infecção por HSV, úlceras mucocutâneas com duração >1mês ou pneumonite 

ou esofagite(crianças >1mês de vida);

• Histoplasmose disseminada;

• Mycobacterium tuberculosis disseminada;

• Mycobacterium ou outras espécies disseminadas;

• Mycobacterium avium ou M. kansasii disseminados;

• Pneumonia por Pneumocystis carinii;

• Salmonelose disseminada recorrente;

• Toxoplasmose cerebral com início após o primeiro mês de vida;

• Síndrome da caquexia;

• Leucoencefalopatia mutifocal progressiva;

• Sarcoma de Kaposi; e Linfoma primário do cérebro e outros linfomas.

ANEXO D

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

PESQUISA:  PERFIL  GENOTÍPICO  DO  HIV-1  EM  CRIANÇAS  INFECTADAS 

TRATADAS  E NÃO TRATADAS COM ANTI-RETROVIRAIS

O objetivo desse estudo consiste em avaliar a freqüência e o nível de resistência à 

drogas   do  HIV-1  em  crianças  infectadas,  tratadas  e  não  tratadas,  que  surgem 

decorrentes  de  mutações  no  genoma  viral,  através  do  exame  de  Genotipagem, 

relacionando com a classificação clínico-imunológica, com a Carga Viral, Contagem de 

Linfócitos T CD4+ e com o regime de antiretroviral em uso naquelas em tratamento.Os 

resultados serão analisados e avaliados no final, produzindo informações úteis para os 
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médicos e para os pacientes. O estudo não envolve nenhum tratamento diferente 

do que seria feito caso o paciente não participasse da pesquisa.

O pesquisador principal garante que haverá sigilo em relação aos dados obtidos, pois 

os  mesmos  serão  analisados  em  conjunto  com  dados  de  vários  pacientes- 

participantes, não sendo divulgada a identidade de nenhum. 

A participação no estudo não causará nenhuma despesa para o paciente-participante, 

nem para o responsável pelo mesmo.

Durante  a  pesquisa,  o  paciente-participante  ou  qualquer  responsável  pelo  mesmo 

poderá ter acesso ao pesquisador principal, Drª Elizabete Pires Yamaguti, no Hospital 

Infantil Nossa Senhora da Glória, Alameda Mary Ubirajara, 205, Santa Lúcia, Vitória-

ES, ou pelo telefone (027)3324-1566.         

Acredito  ter  informações  suficientes  a  respeito  da  pesquisa  que  será  realizada  e 

concordo que os dados obtidos do (a) menor ________________________ , pelo qual 

sou responsável, sejam utilizados no estudo.

___________________________ (responsável legal) Data:___/___/_____ 

___________________________(testemunha)          Data:___/___/_____  

  

Declaro  que  obtive  de  forma  apropriada  e  voluntária  o  consentimento  livre  e 

esclarecido do responsável legal pelo paciente acima identificado, para que o mesmo 

participe do estudo.

__________________________ (médico especialista)              Data___/___/_____
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

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

