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Resumo

O HIV-1 exibe uma notavel diversidade genética, especialmente acentuada em Africa,
classificando-se em quatro grupos filogenéticos, entre os quais, 0 grupo M, responsavel
pela pandemia, compreende diversos subtipos (A-D, F-H e J-L). A terapia antirretroviral
combinada tem reduzido a mortalidade, morbilidade e transmissibilidade viral, mas a
capacidade do HIV-1 desenvolver resisténcia aos antirretrovirais € uma preocupacao,
incluindo aos inibidores de transferéncia de cadeia da integrase (INSTI). Em 2019, a
Organizacdo Mundial da Saude recomendou o Dolutegravir, um INSTI, como tratamento
de primeira e segunda linhas, com introducdo em Angola em 2021. Neste estudo,
realizado no Hospital Geral de Benguela, em Angola, em 2016/2017, foram analisadas
226 amostras de sangue de individuos com HIV-1, colhidas em cartdes FTA® (GE
Healthcare). Partindo do DNA proviral, foi realizado um protocolo de nested PCR para
amplificacdo da regido codificante da integrase no gene pol do HIV-1, tendo-se obtido 97
amostras positivas (42,9%). Estas deram origem a 92 sequéncias pelo método de
sequenciacdo de Sanger, submetidas a genotipagem por analise filogenética e
identificacdo de mutacbes associadas a uma diminuicdo da suscetibilidade aos INSTI e
polimorfismos genéticos. Os resultados indicaram predominancia do sub-subtipo F1
(28,3%), seguido pelos subtipos A (20,7%) e C (19,6%), encontrando-se ainda os subtipos
D, G e H, e CRF02_AG, CRF18 cpx, CRF19 cpx e CRF27_cpx. 91,6% das sequéncias
mostraram total suscetibilidade aos INSTI. Foi encontrada a mutagdo principal E92G,
relevante para vigilancia epidemioldgica, associada a niveis de resisténcia intermédio,
baixo e potencial de nivel baixo, bem como as mutag6es acessérias L74M, Q95K, T97A
e E157Q, associadas a resisténcia potencial de nivel baixo, num total de 10 sequéncias.
Adicionalmente, foram identificados numerosos polimorfismos genéticos, alguns como
assinaturas genéticas dos subtipos A, C e F1. Os resultados obtidos contribuem para a
vigilancia epidemioldgica molecular do HIV-1 em Angola, incluindo a monitorizagdo da

resisténcia primaria aos INSTI.

Palavras-chave: HIV-1, Angola, diversidade genética, inibidores da integrase,

resisténcia primaria



Abstract

HIV-1 demonstrates a notable genetic diversity, particularly pronounced in Africa, being
classified into four phylogenetic groups, among which group M, responsible for the
pandemic, encompasses various subtypes (A-D, F-H, and J-L). Highly active
antiretroviral therapy has reduced mortality, morbidity, and viral transmissibility, but
HIV-1 ability to develop resistance to antiretrovirals, including integrase strand transfer
inhibitors (INSTIs), is a big concern. In 2019, the World Health Organization
recommended Dolutegravir, an INSTI, as first and second-line treatment, being
introduced in Angola in 2021. In this study, conducted at the Benguela General Hospital
in Angola during 2016/2017, 226 blood samples from individuals infected with HIV-1,
collected on FTA® cards (GE Healthcare, United Kingdom), were analyzed. Starting from
proviral DNA, a nested PCR protocol was set up to amplify the integrase partial coding
region in the pol gene of HIV-1, yielding 97 positive samples (42.9%). These samples
generated 92 nucleotide sequences using the Sanger sequencing method, which were
subjected to genotyping through phylogenetic analysis and identification of mutations
associated with decreased susceptibility to INSTIs and genetic polymorphisms. The
results indicated a predominance of sub-subtype F1 (28.3%), followed by subtypes A
(20.7%) and C (19.6%), with subtypes D, G, and H, as well as CRF02_AG, CRF18_cpx,
CRF19 cpx, and CRF27_cpx also present. 91.6% of the sequences showed total
susceptibility to INSTIs. The major mutation E92G, relevant for epidemiological
surveillance, associated with intermediate, low, and potential low-level resistance, along
with accessory mutations L74M, Q95K, T97A, and E157Q, associated with potential
low-level resistance, were found in a total of 10 sequences. Additionally, numerous
genetic polymorphisms were identified, some acting as genetic signatures of subtypes A,
C, and F1. The obtained results contribute to the molecular epidemiological surveillance

of HIV-1 in Angola, including monitoring of primary resistance to INSTIs.

Keywords: HIV-1, Angola, genetic diversity, integrase inhibitors, primary resistance
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1. Introdugéo

1.1 Contextualizaco historica

1.1.1 Origem do HIV-1, transmissdo zoondtica e disseminacéo pelo mundo

O virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1, do inglés human
immunodeficiency virus type 1) foi isolado pela primeira vez associado a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) em 1983, por Francoise Barré-Sinoussi e
colaboradores (1-3). Este virus resultou de mdaltiplos momentos de transmissdao de
caracter zoondtico de virus da imunodeficiéncia dos simios (SIV, do inglés simian
immunodeficiency virus) (Figura 1a) de primatas ndo-humanos para humanos, em Africa
(4). Momentos estes que, distintos e independentes, deram origem a varias linhagens
genéticas do HIV-1, classificadas como diferentes grupos, nomeadamente M, N, O e P
(2,4,5). Os HIV-1 dos grupos M (pandémico) e N s&o originarios de um mesmo virus, o
SIVepzrtt, (Figura 1b), que infeta uma das subespécies de chimpanzés, Pan troglodytes
troglodytes, que se encontra no sudeste e centro-sul dos Camardes (4-6). Os restantes
dois grupos (O e P), pensa-se terem derivado de transmissfes independentes de estirpes
do SIVgor (Figura 1b), de gorilas para humanos, nas planicies ocidentais dos Camardes
(4-6). Coloca-se ainda a questdo, do proprio SIVgor ter sido derivado de um ancestral do
SIVepzrtt, de uma linhagem divergente (4). Atualmente, ndo é claro se os gorilas foram a
fonte imediata do HIV-1 do grupo O para 0s humanos, ou se, pelo contrario, 0s virus dos
chimpanzés foram transmitidos paralelamente aos gorilas e aos humanos (4,6).
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Figura 1. Arvores filogenéticas demostrando as relagdes filogenéticas entre sequéncias do gene pol de a) diferentes
lentivirus de mamiferos, incluindo dos primatas; b) diferentes estirpes do SI1Vepzrts, SIVgor, SIVepzrre € dOS varios grupos
do HIV-1 (5).



Ap0s a transmissdo para os humanos, por volta do inicio do século XX (4), o HIV-1 do
grupo M registou um aumento do nimero de infe¢fes de forma lenta, na primeira metade
deste século, tendo sido documentada a origem posterior da dispersdo pandémica do
grupo M do HIV-1 na cidade de Kinshasa, na Republica Democratica do Congo (RDC)
(4-7). Este facto explica a razdo pela qual esta cidade apresenta a grande diversidade
genética atual (2,8), comparativamente com outros locais.

A transmissdo zoonotica dos chimpanzés para 0os humanos tera ocorrido no sudeste dos
Camardes (2,4-6), local onde os chimpanzés infetados com estirpes de SIVcpzrit
filogeneticamente mais proximas do grupo M foram identificados (Figura 2) (2,4,6). Esta
transmissdo provavelmente esteve relacionada com a caca e manuseamento de primatas
(4) que ocorria nos Camardes (4-6). Em meados da década de 1980, do século XX, os
eventos de dispersdo foram iniciados a partir de locais secundérios, estabelecendo-se
assim a distribuicdo geograficamente heterogénea deste virus observada em toda a Africa
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Figura 2. Representacio geogréfica da regido da Africa central-ocidental, destacando as diferentes &reas de
distribuicdo das subespécies de chimpanzés e das espécies de gorilas, cada uma identificada por cores
distintas. O circulo amarelo indica a localizagdo especifica, no sudeste dos Camardes, onde foram
encontradas estirpes do SIV¢pzrit relacionadas filogeneticamente com o grupo M do HIV-1 (6).

Dados do Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) estimam que,
aproximadamente, 39 milhdes de pessoas viviam com HIV no final de 2022, com cerca

de 1,3 milhdes de novos infetados nesse ano e um nimero estimado de mortes de 630 mil.



1.2 Caracterizagdo do virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1)
1.2.1 Taxonomia

O HIV-1 foi classificado no dominio Riboviria, reino Pararnavirae, filo Artverviricota,
classe Revtraviricetes, ordem Ortervirales e familia Retroviridae (9,10). A familia
Retroviridae inclui duas subfamilias Orthoretrovirinae e Spumaretrovirinae, sendo que

0 HIV-1 pertence a subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus (9-11).

1.2.2 Morfologia da particula viral

O HIV-1 é um virus com involucro, de forma esférica a pleomorfica com cerca de 80-

120 nm de didmetro e simetria complexa (12).

A particula viral pode apresentar-se sob a forma de madura (virido) ou imatura (Figura 3)
(12), diferindo na organizacgdo estrutural das proteinas virais (12), sendo que a ultima
corresponde a uma forma néo infeciosa. A passagem para virides (infeciosos) coincide

com a saida das células hospedeiras ou ocorre ja no exterior (13).
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Figura 3. Morfologia e organizagdo estrutural da particula viral imatura e virido do HIV-1,
respetivamente (adaptado de ViralZone. https://viralzone.expasy.org/7?outline=all_by_species).

O HIV-1 apresenta um involucro lipidico, derivado da membrana citoplasmatica das
células hospedeiras e ao qual estdo associadas as glicoproteinas do invélucro (gp120 e
gp41), que permitem a entrada do virus nas células hospedeiras (12). A segunda camada,
subjacente ao involucro, é constituida pela proteina da matriz e a terceira € composta pela

proteina da capside (12). Por fim, no virus imaturo, existe uma Gltima camada, mais


https://viralzone.expasy.org/7?outline=all_by_species

interna, constituida pela proteina da nucleocépside, enquanto no virido, esta proteina
apresenta-se associada as duas moléculas de &cido ribonucleico (RNA, do inglés
ribonucleic acid) que vao constituir o genoma deste virus (Figura 3) (12). As
glicoproteinas do involucro e as proteinas da matriz, capside e nucleocapside sédo
designadas de proteinas estruturais, fazendo ainda parte da constitui¢do da particula viral,

enzimas e algumas proteinas acessorias e reguladoras.

1.2.3 Organizacao estrutural do genoma

O HIV-1tem genoma de RNA de cadeia simples, com polaridade positiva. Cada particula
viral contém duas copias do RNA gendmico normalmente idénticas (14). Cada molécula
de RNA codifica a totalidade da informacéo genética necessaria para a replicacdo viral
(14). As duas moléculas estdo entrelagadas, sob a forma de um complexo
ribonucleoproteico, juntamente com as proteinas da nucleocapside (12,14). No ciclo
replicativo existe um passo de transcricao reversa, no qual é garantida a conversao da
informacdo do RNA numa molécula de acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés
deoxyribonucleic acid), de cadeia dupla, que é posteriormente integrada no genoma do
hospedeiro (11), tomando entdo o nome de provirus.

O genoma do HIV-1 tem cerca de 9,2 kb (15) e é constituido por 3 genes principais (genes
estruturais): 0 gene gag (com 1,5 kb), o gene pol (com 2,8 kb) e o gene env (com 2,6 kb),
como se pode observar na Figura 4 (7,16). O gene gag codifica uma proteina precursora
de cerca de 55 kDa (13), cuja clivagem pela protease viral € estritamente necessaria para
a maturacdo do virus (13). Esta clivagem da origem as proteinas estruturais, matriz,
capside e nucleocépside (17). O gene pol codifica para uma poliproteina precursora de
cerca 160 kDa (11,13), cuja clivagem pela protease viral (13,18) da origem a trés enzimas
essenciais: protease (PR, do inglés protease), que é necessaria para a maturacdo do virus;
transcriptase reversa (RT, do inglés reverse transcriptase), que permite a transcri¢éo de
RNA genomico de cadeia simples a DNA de cadeia dupla; e integrase (IN, do inglés
integrase), que permite a integracdo do DNA de cadeia dupla no genoma do hospedeiro,
passando a DNA proviral (13,19). O gene gag e pol apresentam uma sobreposicdo de

cerca de 200 nucledtidos (nts) (Gag-Pol) (20). Desta forma, a sintese das proteinas neles



codificadas necessita de dois passos distintos. Sintese de RNA mensageiro (MRNA) Gag,
dando origem a poliproteina Gag, e a sintese de um mRNA Gag/Pol, que ira corresponder
ao genoma total, apresentando dupla funcdo: traduzir as enzimas Pol, sob a forma Gag-
Pol, através de um frameshift ribossomal aquando da tradugéo e assegurar a encapsidacao
das mesmas (21). O mecanismo de frameshift consiste na alteracdo do quadro de leitura
de um mRNA, retrocedendo um nucledtido durante a tradugdo, passando a evitar um
codao stop, neste caso, no final do gene gag (21), e sintetizando, assim, Gag-Pol. Por fim,
0 gene env codifica uma poliproteina glicosilada de cerca de 160 kDa (gp160), que €
subsequentemente clivada por uma protease da célula hospedeira, dando origem as duas
glicoproteinas maduras do involucro viral, sendo elas gp120, glicoproteina de superficie
(SU, do inglés surface glycoprotein) e gp4l, glicoproteina transmembranar (TM, do
inglés transmembrane glycoprotein) (22). Para além dos genes estruturais, existem
também genes reguladores, como tat e rev, que codificam para proteinas reguladoras (Tat
e Rev) e genes acessorios vpr, vif, vpu e nef, que codificam para proteinas acessorias (Vpr,

Vif, Vpu e Nef) (12,16).
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Figura 4. Representagdo esquematica do genoma proviral do HIV-1, com indicacéo das diferentes regides codificantes.
Genes estruturais: gag, pol e env. MA: proteina da matriz; CA: proteina da céapside; NC: proteina da nucleocépside.
PR: protease; RT: transcriptase reversa; IN: integrase. SU: glicoproteina de superficie; TM: glicoproteina
transmembranar. Genes reguladores: rev e tat. Genes acessorios: vpr, vif, vpu e nef. Nas extremidades 5° ¢ 3’ estdo
representadas as LTRs, com estrutura U3-R-U5. (Adaptado de Biorender. https://www.biorender.com/).

Uma outra particularidade deste genoma é que, na sua forma proviral, apresenta regides
reguladoras da expressao génica, localizadas em ambos os extremos e designadas de Long
Terminal Repeats (LTRs) (12) (Figura 4). As LTRs apresentam a estrutura “U3-R-U5” e,
apesar de idénticas, em 5’ e em 3’°, tém funcBes distintas: a LTR-5" funciona como
promotor para a transcrigdo dos genes virais e a LTR-3’ permite a poliadenilacdo dos

RNAs virais, incluindo o genoma (12).
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1.3 Diversidade genética e epidemiologia
1.3.1 Classificagdo filogenética

Existem dois lentivirus geneticamente distintos, tendo sido transmitidos aos humanos
através de eventos de transmissdo de caracter zoonotico diferentes. Os diferentes SIV,
nomeadamente SIV¢prit, SIVgor € 0 SIV do mangabei-fuliginoso, que infeta a espécie
Cercocebus atys (SIVsmm), ultrapassaram a barreia das espécies em multiplas ocasides e,
dessa forma, deram origem a dois tipos diferentes de HIV, os dois primeiros ao HIV-1 e
0 Ultimo ao virus da imunodeficiéncia humana do tipo 2 (HIV-2, do inglés human
immunodeficiency virus type 2) (4,6). Dos grupos pertencentes ao HIV-1, ja mencionados,
0 grupo M é o Unico considerado pandémico e representa mais de 95% de todas as estirpes
virais isoladas (23). Os grupos O, N e P contribuem menos significativamente para essa
mesma pandemia (representando aproximadamente 1-2% das infec¢des) (23). Contudo, as
infecdes por HIV-1 do grupo O demonstram-se de maior preocupagdo comparativamente
aos outros dois grupos, uma vez que ja foram descritas em diferentes paises da Africa
central-ocidental, bem como na Europa e Estados Unidos da América (EUA), ainda que
sempre relacionados com casos provenientes dos Camardes (24). Este grupo encontra-se
maioritariamente nos Camardes, representando 0,6 a 1% de todas as infegdes por HIV
neste pais (24). Até a data, s6 foram descritos 22 casos de infecdo pelo HIV-1 do grupo
N, todos nos Camardes, exceto um, diagnosticado em Franca (cujo doente era de origem
togolesa) e foram notificados dois casos de infe¢do por HIV-1 do grupo P em doentes de

origem camaronesa (24).

Atualmente, a literatura descreve o grupo M como subdivido em 10 subtipos diferentes
(A-D, F-H, J-L) sendo que os subtipos A e F, devido a sua elevada diversidade genética,
ainda sao divididos em sub-subtipos (A1-A8 e F1-F2) (23,25-29). A classificacdo em
subtipos € baseada em andlises da sequéncia gendmica completa dos isolados (existirem
pelo menos 3) ou nas sequéncias nucleotidicas derivadas de regides subgenémicas do
gene gag, pol e env (pelo menos 2 sequéncias com tamanho superior a 8 kb, juntamente
com outras regides subgenomicas) (30). A diversidade genética dentro de um mesmo
subtipo varia habitualmente entre 8-17% (maximo de 30%), enquanto que entre subtipos

diferentes tem uma amplitude entre 17-35% (maximo de 42%) (31).



Para alem desta classificagdo em subtipos, existem ainda as chamadas formas
recombinantes circulantes (CRFs, do inglés circulating recombinant forms) e Unicas
(URFs, do inglés unigue recombinant forms). Estas formas surgem de fenémenos de
recombinacédo genética, apds a coinfecdo/superinfecdo de um mesmo individuo por, pelo
menos, dois virus geneticamente distintos (23,32). Uma CRF resulta da recombinacéo
entre genomas virais provenientes de diferentes subtipos, dando origem a um genoma
mosaico, composto por varias regifes genomicas de cada subtipo (32). As CRFs sao
definidas como sequéncias completas, ou quase completas, com os mesmos padrdes de
recombinacdo, de estirpes virais encontradas em, pelo menos, trés individuos néo
relacionados epidemiologicamente (23,32). As CRFs sdo nomeadas pela ordem em que
sdo reportadas e pelos subtipos recombinantes que compdem o seu genoma (4,23). A
designacao de “cpX” indica uma forma recombinante circulante complexa, o que significa
que possuem mais do que dois subtipos diferentes no mesmo genoma mosaico (4,23,32).
As CRFs com maior prevaléncia a nivel mundial sdo a CRF01_AE e CRF02_AG.
Existem, até a data, cerca de 157 CRFs descritas (33). As URFs representam um grupo
heterogéneo de estirpes e 0 seu aparecimento baseia-se, também, na recombinacao
genética de subtipos. Os seus genomas mosaico mostram pontos de recombinag&o Unicos
e, ao contrario das CRFs, sdo apenas encontradas uma vez, em apenas um individuo ou

em grupos de individuos epidemiologicamente relacionados (32).

1.3.1.1 Impacto epidemioldgico dos diferentes subtipos do HIV-1
Varios estudos feitos até a data tém demonstrado que os diferentes subtipos do HIV-1 do
grupo M podem ter diferencas significativas relativamente a certas caracteristicas, como
a transmissibilidade, sintomatologia, progressao para a doenca, carga viral, viruléncia
(4,34-36), transmissdo vertical (37), etc. Em 1999, ja eram conhecidas diferencas na
transmissibilidade e viruléncia do HIV-1 em relacdo ao HIV-2, apresentando potenciais
patogénicos distintos (38). Concluiu-se que o HIV-2 é menos transmissivel e a progressao
para SIDA é mais lenta, comparativamente ao HIV-1 (38). Assim, colocou-se a hipbtese
de, também entre subtipos diferentes do HIV-1, poder haver diferengas significativas nas
suas caracteristicas epidemioldgicas (38). Na Tabela 1 encontram-se descritas algumas
dessas caracteristicas, relativamente aos diferentes subtipos virais, embora algumas das

associagOes sugeridas permanegam controversas.



Tabela 1. Exemplos de diferengas significativas em diferentes formas genéticas do HIV-1 relativamente a diversas
caracteristicas epidemioldgicas.

Subtipo A e Tem menor propensdo para atingir o estado de SIDA comparativamente
com subtipos ndo-A (39);
e Tem maiores taxas de transmissibilidade que o subtipo D (39);
e A falha no tratamento antirretroviral, bem como as taxas de resisténcia aos
farmacos, sdo menos frequentes do que em individuos infetados com o
subtipo D (35).

Subtipo B e Aatividade replicativa da RT é superior relativamente ao subtipo C (7,40);
e Podera estar associado a uma progressdo para a doenca superior a da
CRF07_BC, mas inferior a da CRF01_AE (41).

Subtipo C e Atransmissibilidade é superior a de virus dos subtipos A ou D (7);
e Tem uma capacidade replicativa inferior a dos outros subtipos (7,39),
tornando-o menos virulento, comparativamente aos subtipos A e D (39);
o Esta associado com taxas de declinio de células T CD4+ significativamente
menores, bem como menores frequéncias de progressdo para a doenca,
comparativamente com os outros subtipos (35,39).

Subtipo D e Associado a diminuicdo da sobrevivéncia em criancas infetadas por

transmisséo vertical (37);

e A progressdo para a doenca é mais rpida comparativamente ao subtipo A,
independentemente da carga viral (7,34,35,39,42);

e  Frequéncia mais elevada na formagdo de sincicios (células multinucleadas)
e uma taxa replicativa superior a de isolados de outros subtipos (35);

e Associado a um mais rapido declinio na contagem de células T CD4+,
comparativamente aos subtipos A e B, e a uma mortalidade maior
comparativamente ao subtipo B (35).

Subtipo G e Associados a recorréncia e maior gravidade das sindromes neuroldgicas
causadas pelo HIV-1 [Jincluindo um desempenho cognitivo
significativamente pior, comparativamente, por exemplo, com infe¢Ges
causadas pela CRF02_AG (35,43)];

e  Mais frequente em individuos envolvidos no uso de drogas injetaveis (44).

CRF07_BC e  Progressdo para a doenca mais lenta do que no subtipo B ou CRFO1_AE
(45).
CRF02_AG e Tem um fitness replicativo maior do que os subtipos progenitores Ae G, o

que resulta numa carga viral mais elevada e maior transmissibilidade (43).

Recombinantes e  Sdo, aparentemente, mais transmissiveis durante a amamentacao do que 0s
inter-subtipos subtipos puros seus progenitores (37).
A CeD

1.3.1.2 Mecanismos geradores de diversidade genética
Uma das caracteristicas do HIV-1 é apresentar uma elevada diversidade genética. Esta
diversidade é visivel, ndo sé entre individuos infetados, como no proprio individuo,
materializando-se na forma de quasispecies (4). Uma quasispecies € um conjunto de

variantes virais distintas, mas geneticamente relacionadas, presentes num mesmo



individuo infetado (46). Neste caso, a selecdo natural atua, ndo sobre um genoma viral
singular, mas sim sobre uma grande quantidade de formas gendmicas filogeneticamente
aparentadas, circulantes no mesmo individuo (a diversidade genética pode ultrapassar

valores superiores a 10%) (4).

A elevada diversidade genética caracteristica do HIV-1 é consequéncia de um conjunto
de fatores, como: a) um turnover viral elevado, ou seja, uma rapida replicacdo viral
(estima-se que sejam produzidas até 10%° particulas virais/dia/individuo infetado)
(4,47,48); b) uma elevada taxa de erros produzidos pela RT durante a retrotranscrigédo do
genoma viral [tendo em conta que o tamanho do genoma do HIV-1 é aproximadamente
10 000 nts e que uma mutacdo € introduzida em cada 1 000 — 10 000 nts, isto significa
que 1 — 10 mutacOes poderdo ser geradas em cada ciclo de replicagdo do genoma viral]
(4,7,37,47,48); c) hipermutacdo mediada pela APOBEC [hipermutacdo guanina (G) —
adenina (A)] — introduzindo mutaces no genoma do virus, esta proteina do hospedeiro
bloqueia a replicacdo viral, mas se essas mutacdes ndo levarem a completa paragem do
ciclo replicativo, podem funcionar como geradoras de diversidade genética (48); d)
elevada taxa de recombinacdo, promovida pela RT, que tem uma baixa afinidade para os
seus substratos (4,7,37,48); e) fixacdo de mutacdes selecionadas pela pressdo exercida
pelo sistema imunitario do hospedeiro ou pela terapia antirretroviral de alta eficacia
(HAART, do inglés highly active antiretroviral therapy) (48,49); e, por fim, f) elevada
plasticidade das proteinas virais (as sequéncias codificantes no genoma viral podem
acumular muitas mutac6es e isso ndo tem, necessariamente, de ser deletério para o virus)
(23,48).

1.3.2 Distribuicdo geografica

As formas genéticas do HIV-1 apresentam um padrdo de distribuicdo geografica
heterogéneo, ou seja, existe uma presenca predominante de determinados subtipos/formas
recombinantes em areas especificas. E de notar que, devido ao peso significativo das
infecGes na regido do continente africano, cerca de metade das infe¢des por HIV-1 a
escala global correspondem ao subtipo C (50), uma vez que este subtipo é altamente

prevalente na Africa meridional.



Europa e Oceania

O subtipo B é prevalente no continente europeu e Oceénia (Figura 5). Os subtipos Ae C
sdo também encontrados na Europa, conseguindo-se observar um aumento da sua
prevaléncia ao longo dos anos, nomeadamente na zona este deste continente (25). Outras
formas genéticas, como F1 e a CRF02_AG, foram introduzidos ao longo dos anos (32)
especialmente na Europa. Em Portugal, o subtipo B tem sido o mais prevalente desde
1980, principalmente na populacéo heterossexual (32,44). Mais recentemente, tem estado
mais associado a populagdo que usa drogas injetaveis (44). O subtipo G e CRF14_BG
estdo a tornar-se mais prevalentes em Portugal, especialmente entre pessoas que usam
drogas injetaveis (44). De acordo com a literatura foi possivel observar um padréo
epidemioldgico relativamente original, relacionado com uma diferenca significativa da
prevaléncia de diferentes subtipos entre individuos portugueses e individuos imigrantes
(originarios de Africa) (51). O subtipo B observou-se mais prevalente em portugueses
(66,9%) do que nos individuos imigrantes (22,6%), enquanto as estirpes ndo-B foram
encontradas maioritariamente entre os africanos (77,4%) (51). Noutro estudo realizado
recentemente, conseguiu-se observar esta diferenca evidente de distribuicdo de subtipos
B vs. ndo-B, entre a populacdo de origem portuguesa vs. populacdo imigrante, neste caso
entre individuos de nacionalidade portuguesa, brasileira e africana (Paises Africanos de
Lingua Oficial Portuguesa, PALOPSs) (52).

B = -

CRFO1_AE,
CRF07_BC

Oceania

Figura 5. Distribuicdo geografica mundial dos diferentes subtipos e formas recombinantes do
HIV-1 (32).



Américas

O subtipo B é o subtipo geograficamente predominante em todo o mundo (Figura 5),
nomeadamente no continente americano (32,53), a América do Norte e do Sul sdo um
exemplo desta predominancia (32). Recombinantes inter-subtipo tém também sido
reportados (32), como se pode observar na América do Sul, verificando-se a presenca de
varios recombinantes BF (32,54). A prevaléncia do subtipo C no sul do Brasil tem vindo
a aumentar, existindo ainda uma pequena contribui¢do do sub-subtipo F1, bem como

outros subtipos e recombinantes inter-subtipo na regido norte (32,53).
Médio Oriente e norte de Africa

Os paises do Médio Oriente e do norte de Africa apresentam em comum o facto de o
subtipo B ser predominante (32). A epidemia em Israel inicialmente dominada pelo
subtipo B entre HSH, passou a ter a presenca dos subtipos A e C, incluindo novos sub-
subtipos, como A1, A6-A8, devido a migracdo massiva da Etidpia e dos paises da Unido
Econdmica Eurasiatica (55).

Africa subsariana

A maior diversidade genética do HIV-1 tem sido reportada no continente africano,
especialmente na Africa central-ocidental, onde circulam praticamente todos 0s subtipos
conhecidos. O subtipo C demonstra uma elevada prevaléncia na Africa meridional,
enquanto na Africa oriental o subtipo A predomina, estando também presentes os subtipos
D e C (32). A CRF02_AG tem sido bastante descrita na Africa ocidental/central-ocidental
(32). Os subtipos A e G coexistem nalguns paises, como a Nigéria. Também se tem
observado um aumento do sub-subtipo F2 e outras formas recombinantes nos Camardes
(32,43).

Asia

O continente asiatico tem sido descrito como um grande foco de formas recombinantes
de HIV-1 (32). O subtipo A predomina na Russia, bem como algumas CRFs (32). A China
€ 0 pais que apresenta um maior nimero de CRFs em circulagdo. A prevaléncia da

CRF07_BC, por exemplo, tem vindo a aumentar muito significativamente, revelando-se
de grande preocupacéo (45). Os subtipos B, C e as CRF01_AE, CRF07_BC, CRF55_01B
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e CRF08_BC sdo os predominantes na China (41). No Sudeste Asiatico, a CRFO1_AE é
a mais frequente, enquanto o subtipo C predomina na india, com um aumento de URFs

reportadas no nordeste do pais (32).

1.3.2.1 Diversidade genética e prevaléncia do HIV-1 em Africa

Africa é o continente que apresenta maior diversidade genética do HIV-1, nomeadamente
a Africa central-ocidental, o que esta relacionado com o facto de a origem desta pandemia
ter sido nesta regifo (23,32). A epidemia do HIV-1 em Africa é muito heterogénea, com
diferencas regionais significativas na distribuicdo e prevaléncia dos multiplos subtipos
(36). Ainda que a Africa central-ocidental apresente uma maior diversidade genética, os
paises que a constituem tém taxas de prevaléncia de infecdo mais baixas, quando
comparadas com as dos paises da Africa oriental e, culminando, nos paises da Africa
meridional, com taxas significativamente mais elevadas (36). No sul de Africa, o subtipo
C é o predominante, enquanto no leste é o subtipo A, ainda que os virus dos subtipos D e
C também circulem (23,36). Nos Ultimos tempos tem havido um aumento no nimero de
virus recombinantes em Africa, sendo este facto também descrito no resto do mundo (23).
Desde 2010 que se tem verificado uma reducdo do nimero de infecBes de cerca de 23%,
contudo, a Africa subsariana continua a ser a regido mundial mais afetada por esta
pandemia, tendo apresentado, por si s6, em 2022, cerca de 25,6 milhdes de pessoas a
viverem com HIV-1 e 760 mil novas infecdes (56).

A Africa setentrional apresenta dominancia do subtipo B, ainda que com baixa
prevaléncia (32,57). Num estudo feito em 2021, no Egito, observou-se, no entanto, uma
maior prevaléncia de subtipos ndo-B, revelando um grande aumento da presenga da
CRF02_AG, que passou a ser a forma genética mais comum em circulacdo, seguida do
subtipo B (57).

Na Africa ocidental observa-se uma epidemia geneticamente heterogénea (36). Como se
pode observar na Figura 6a (36), existe uma grande diversidade genética nesta regido,
onde a CRF02_AG predomina, tanto no oeste, como na Africa central-ocidental, segundo
dados de 2021 (23,32,36). Encontram-se também presentes nesta regido, com
prevaléncias significativas, o subtipo G e o sub-subtipo A3, enguanto os restantes

subtipos e CRFs apresentam uma prevaléncia mais baixa (36).
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I(;ig)ura 6. Prevaléncia dos diferentes subtipos, sub-subtipos e CRFs do HIV-1 na Africa ocidental (a) e oriental (b)

Na Africa oriental estio largamente representados os subtipos Al e D, e seus
recombinantes, com o sub-subtipo Al a predominar (Figura 6b) (36). Num estudo feito
em 2019, verificou-se que o subtipo A era prevalente, embora também coexistissem virus
dos subtipos D e C (32). Foram ainda identificados recombinantes inter-subtipo entre os
subtipos Al e C ou Al e D (36). Uma analise mais recente indica que a circulacdo das
formas puras do subtipo A tem vindo a diminuir, acompanhada de um aparecimento

crescente de estirpes recombinantes suas derivadas (36).

Na Africa central, tal como na Africa ocidental, circula maioritariamente a CRF02_AG,
estando também presentes inimeras outras formas recombinantes (23). A Africa central
apresenta igualmente uma grande diversidade de formas genéticas virais em circulacao,
0 que esta relacionado com a origem desta pandemia ter ocorrido nos Camarfes e na
RDC. As caracteristicas replicativas e de recombinacdo do HIV-1, bem como o fator
espacio-temporal, podem ter influenciado a geracdo da elevada diversidade genética nesta
regido. Nos Camardes, tem sido relatada a circulacdo de todos os subtipos do HIV-1 do
grupo M, bem como varias CRFs e URFs (30). Ao longo do tempo, a elevada transmissao
do HIV-1 entre individuos nos Camarfes tem levado a um aumento de estirpes
recombinantes virais e diminuicdo dos subtipos puros (30), com excec¢do do sub-subtipo
F2 (23). Como referido anteriormente, Kinshasa, capital da RDC, tem sido descrita como
a origem da dispersdo desta pandemia (5). Num estudo feito entre 2016-2018, os
principais subtipos descritos nesta cidade foram A, G e C (58), com os recombinantes a
representar um terco das infecoes, identificando-se a CRF47_BF pela primeira vez em
Africa (58). Um aumento significativo dos sub-subtipos A4, A5 e A6 e do sub-subtipo F1
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e uma reducao significativa do sub-subtipo Al e do subtipo D, foram observados, durante
0 periodo de 2016-2018, comparativamente com as variantes que circularam na cidade de
1983-2008 (58). A identificacdo de casos de infecdo pelo subtipo mais recentemente
descrito (subtipo L), parece atualmente restrita a RDC (28).

A Africa meridional é a regido mais afetada no continente africano, apresentando,
aproximadamente, 25% de novas infe¢cdes em 2020 (23). Nesta regido, observa-se uma
clara predominancia do subtipo C, desde 1990 (23,32). A aparente baixa viruléncia deste
subtipo parece estar associada a um periodo assintomatico mais prolongado, o que pode
justificar a dominancia e rapida expansdo que o subtipo C apresenta nesta regiao (59).
Como se viu, regides geograficas distintas apresentam padrfes heterogéneos de
distribuicdo de subtipos e formas recombinantes do HIV-1 (23).

Existem mdltiplos fatores responsaveis por esta heterogeneidade, bem como pelas taxas
de progresséo para a doenca em toda a Africa subsaariana (36), incluindo fenémenos de
efeito fundador, mas também fatores socioculturais, tais como, as préaticas de circuncisao
masculina, fatores socioeconomicos, coinfecdes, microbiota, fatores genéticos do
hospedeiro e virais (36). Outros estudos tém argumentado que os fatores socio-histéricos
tém sido os principais determinantes da rapida expansao, por exemplo, do subtipo C na
Africa subsaariana (60). Deste modo, justifica-se a manutencdo de uma vigilancia
molecular das estirpes circulantes em cada momento, considerando 0 aumento
significativo do nimero de CRFs e a mudanca dos padrdes de distribuicdo geografica dos

subtipos e formas recombinantes do HIV-1 ao longo do tempo (23).

1.3.2.2 Diversidade genética e prevaléncia do HIV-1 em Angola
Angola é um pais na Africa meridional, que faz fronteira com a Republica do Congo
(RC), a RDC, a Zambia e a Namibia. Dados epidemiolégicos sugerem que a epidemia da
SIDA em Angola tera tido o seu inicio em 1961, tendo como principal causa de expansdo

a guerra da independéncia, ou “Luta Armada de Libertagdo Nacional” (61).

Em 1986, a taxa de infecdes por HIV-1 entre mulheres gravidas em Luanda, era de 0,3%
(62). Em 2001, essa taxa tinha aumentado para 8,6% (62). No mesmo ano, um inquérito
realizado em Luanda mostrou uma prevaléncia de 33% entre trabalhadores do sexo e de
3,2% entre militares (62). Em Cabinda, a taxa de infe¢cdo em mulheres gravidas aumentou
de 6,8%, em 1992, para 8,5% em 1996 (62).
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Em 2004 e 2005, foram feitos estudos de prevaléncia e diversidade genética em Luanda
e Cabinda, envolvendo principalmente mulheres gravidas, dadores de sangue
seropositivos para HIV e soldados do exército (62,63). No entanto, estes estudos
apresentaram uma amostragem pequena, 0 que ndo permitiu conclusdes estatisticamente

significativas.

Em 2008, Angola apresentava, no contexto africano, uma prevaléncia notavelmente
baixa, na populacdo adulta, com cerca de 3,7% (61), tendo sido publicado o primeiro
estudo realizado no pais de epidemiologia molecular do HIV-1 num grande nimero de
individuos, de vérias provincias de Angola (61). Os subtipos A e C foram os mais
prevalentes, com sequéncias recombinantes presentes em 47,1% dos individuos (61).
Ainda em 2008, outro estudo verificou uma predominancia do subtipo C, seguido dos
subtipos F e H, sendo a CRF02_AG a forma recombinante mais prevalente de entre os
recombinantes (64). Em 2009, um estudo incluindo 196 individuos ndo demonstrou
grande variacdo na diversidade e prevaléncia de subtipos em relacdo a 2008 (65). Os
subtipos A, C e F1 eram prevalentes, junto com varias formas recombinantes,
nomeadamente a CRF02_AG (65). Anélises da evolucdo da diversidade genética do HIV-
1 em Luanda, entre 2001 e 2009, mostraram uma diminuic&o significativa na prevaléncia
do subtipo A, que foi substituido pelo subtipo C como 0 mais dominante. Para além disso,
a percentagem de URFs aumentou mais de duas vezes nesse periodo (66). Outro estudo
analisou 101 sequéncias nucleotidicas virais e constatou que 51% eram de subtipos puros
do grupo M do HIV-1, 42% eram recombinantes e 7% eram sequéncias de subtipo
desconhecido (67). Esta informacdo anuncia ja um ligeiro aumento no ndmero de
recombinantes inter-subtipo do HIV-1 no periodo de 2008-2012 (67). Neste periodo, 0s
subtipos do grupo M mais frequentes em Angola foram, novamente, o subtipo C, com a
maior prevaléncia, seguido do sub-subtipo F1 (67). Para além disto, demonstrou-se, um
vez mais, a predominancia da CRF02_AG, de entre as formas recombinantes (67).
Observaram-se, ainda, sequéncias recombinantes ndo conhecidas, que exibiam a mesma
estrutura mosaico UH na regido PR/RT (67), sendo a regido U uma estrutura mosaico,
ainda nédo descrita, resultante da combinacdo de varios subtipos e CRFs. O sub-subtipo
F1 demonstrou ser um dos mais prevalentes em Angola, revelando um aumento de 8%
para 23%, entre os anos de 2008-2012 (68). Em 2014, em Luanda, continuou-se a

observar uma maior prevaléncia do subtipo C, seguida dos subtipos F1 e G (66).
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Uma revisdo mais recente, publicada em 2020, mostrou que os subtipos C, F1,
CRF02_AG e um putativo novo recombinante U/H eram os mais prevalentes em Angola.
Durante o periodo de 2010 a 2019, observou-se um aumento no ndmero de estirpes
recombinantes. O novo recombinante U/H, mencionado anteriormente, foi identificado
como uma nova CRF, jd em 2022, a CRF124_cpx, que é derivada dos subtipos A, G, H e
da CRF27_cpx (69). Pensa-se que esta forma genética terd comecado a dispersar-se em
Angola em meados dos anos 70, do século XX, ndo tendo sido detetada em mais nenhum
pais da Africa Central (69).

Em Luanda, foram realizados estudos em mulheres gravidas em 2019 e 2021,
observando-se 0 mesmo padrdo de prevaléncia anteriormente descrito (70). No geral,
verificou-se um aumento na complexidade genética do HIV-1 em Angola ao longo do
tempo, com destaque para 0 aumento de estirpes recombinantes (71). O subtipo C foi o
mais prevalente no pais, seguido do sub-subtipo F1, sendo a CRF02_AG a mais frequente
entre as formas recombinantes (71). Os subtipos J e K também estdo presentes em Angola,
mas a niveis baixos, desde 1993 (72). Em 2022, Angola apresentava 310 mil individuos

infetados, 15 mil novas infe¢des e 13 mil mortes associadas a SIDA (73).

Em 2019, foi desenvolvido um estudo sobre a diversidade genética e resisténcia aos
antirretrovirais no HIV-1 em circulacdo em Benguela, uma provincia de Angola (74).
Observou-se que Benguela apresentava um padréo de prevaléncias semelhante aos outros
estudos, realizados noutras regifes do pais. Desta forma, notou-se, novamente, uma
predominancia do subtipo C, com uma prevaléncia de cerca de 40%, seguido do sub-
subtipo F1, com aproximadamente 18% (74). A CRF02_AG era novamente a forma
recombinante predominante, com cerca de 17% de prevaléncia (74). Os restantes subtipos
encontrados (A, B, D, G, H, J e U), apresentavam-se a hiveis abaixo de 10% (74). E de
notar que o trabalho desenvolvido na presente dissertacdo, constituiu um seguimento do

trabalho apresentado neste estudo.

1.4 Caracterizacéo da integrase, respetiva regiao codificante e fungdo no ciclo
replicativo
Como mencionado anteriormente, o gene pol codifica trés enzimas, sendo uma delas a

IN, que esta presente no virido num ndmero estimado aproximado de 120 copias (11). No
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HIV-1, aregido codificante da IN tem um tamanho de cerca de 867 nts, estando localizada
na regido 3’ do gene pol (18), mais especificamente, entre as posigdes 4230 e 5096 da
sequéncia padrdo HXB2 (75). A IN é uma enzima com cerca de 32 kDa (76,77), composta
por 289 residuos de aminoéacidos (11,76,78) e apresenta-se como um multimero, sendo
formada, na sua forma ativa, por dimeros ou tetrdmeros (79,80). A sua forma dimérica
parece ser suficiente para realizar a reacdo de processamento a 3’, enquanto o tetrdmero
€ necessario para a integracdo das duas extremidades do DNA complementar viral no
DNA do hospedeiro (80). A IN é uma enzima especializada em recombinacdo de DNA
(18), que pertencente a uma grande superfamilia de nucleases e recombinases (18,80,81).
Relativamente ao seu modo de acdo, a IN é uma nucleotidiltransferase (11), ou seja, é

uma enzima que faz a transferéncia de grupos fosfato, neste caso, dos acidos nucleicos.

Todas as IN retrovirais partilham trés dominios comuns, ligados por linkers flexiveis: o
dominio N-terminal (NTD, do inglés N-terminal domain), o dominio do nucleo catalitico
(CCD, do inglés catalytic core domain) e o dominio C-terminal (CTD, do inglés C-
terminal domain) (Figura 7) (11,76-78,80-82). O NTD dobra-se numa estrutura
compacta de trés hélices (com uma estrutura secundaria de helix-turn-helix), estabilizado
pela coordenacio de um ido Zn?* (76,77,80,81,83). O CCD adota uma conformagcéo do
tipo RNase H, no seu centro ativo, apresentando uma estrutura secundaria do tipo o/p,
sendo coordenado por dois ibes Mg?* (11,76,77,81,83). Por fim, o CTD apresenta uma
conformacao de barril-B do tipo SH3 (11,76,77,80,81,83).

Apbs a entrada do virus na célula hospedeira, 0 RNA viral é retrotranscrito pela RT para
uma molécula complementar de DNA de cadeia dupla, que vem a ser integrada no
genoma do hospedeiro, por acdo da IN, dando origem ao provirus (Figura 8). Esta
integracdo vai permitir uma transcricdo eficiente e uma replicacdo viral produtiva,
assegurando igualmente a segregacdo dos genes virais para as células filhas, durante a
divisdo celular (18,84). A integragdo no cromossoma do hospedeiro, permite ao virus o
estado de laténcia que o caracteriza (81). A IN é libertada dentro das particulas virais

durante a maturacéo proteolitica das particulas virais imaturas por acéo da PR (11,80,84).
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Figura 7. Organizacdo dos dominios da IN. Os nimeros dos aminoécidos (a.a.) delimitam o inicio e o fim de cada
dominio: o dominio N-terminal (NTD; a vermelho), o dominio do nlcleo catalitico (CCD; a azul) e o dominio C-
terminal (CTD; a verde) (81). Os tamanhos (em a.a.) dos linkers entre os dominios estéo indicados por baixo das linhas
apreto. O ido0 Zn?* no NTD é apresentado como uma esfera de cor azul-clara; um dos dois ides Mg?*, ligado ao centro
ativo do CCD, é representado por uma esfera de cor verde-amarelada (80).

Relativamente a integracdo, propriamente dita, esta compreende dois passos principais
consecutivos: o processamento a 3' e, a transferéncia de cadeia (Figura 8). A IN reconhece
e atua, nas LTRs, sobre as extremidades 3’ de ambas as cadeias da molécula linear de
cadeia dupla de DNA complementar, que € produzida durante a transcricdo reversa
(83,84). Na proximidade imediata de cada extremidade 3” do DNA viral est4 presente um
dinuclettido CA, invaridvel, que marca o local de hidrélise pela IN de um pequeno
segmento de dois a trés nucleodtidos a jusante (11,18,80,82-84). Este processamento
ocorre no ambito da formacdo de um complexo nucleoproteico altamente estavel,
composto por um multimetro da IN em interacdo com as extremidades do DNA viral,
denominado complexo de pré-integracdo (PIC, do inglés pre-integration complex)
(11,80,85). Para além do DNA viral e da IN, este complexo contém uma série de outros
componentes de origem viral, mas também das células hospedeiras (11,80,82,83,85). O
PIC permite o transporte do DNA viral processado para o nlcleo da célula hospedeira
(11,18,81). No ntcleo, as extremidades 3’-OH do DNA viral processado séo unidas ao
DNA da célula hospedeira, durante o evento de transferéncia de cadeia (11,80-83)
(Figura 8). Um dos componentes do PIC, e de extrema importancia para o processo de
integracdo, é a proteina LEDGF/p75 (do inglés Lens Epithelium-derived Growth
Factor/p75), um cofator da célula hospedeira que permite manter o complexo DNA viral-
IN ligado ao cromossoma onde ira ocorrer a integracdo, para que ocorra a transferéncia

de cadeia. (82,85). As extremidades 5° do DNA viral ndo processado permanecem nao
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unidas, pelo que a integracdo resulta, inicialmente, numa forma hemi-integrada do DNA
viral, flanqueado por pequenos gaps de cadeias simples e pequenas pontas soltas a 5’
(11,80,82). O intermediario da integracdo vai, posteriormente, depender da acdo de
enzimas da célula hospedeira (até agora pouco caracterizadas) para juntar a extremidade
5" do DNA viral ao cromossoma do hospedeiro (11,18,80,81). Neste mecanismo de
reparacdo do DNA, os gaps ddo origem a pequenas repeti¢des da sequéncia de DNA alvo,

flanqueando o DNA proviral (82).
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Figura 8. Fases do ciclo replicativo do HIV-1 correspondentes a transcricdo reversa e integragdo do genoma viral no
cromossoma do hospedeiro. A verde esta representado o genoma viral de RNA, a azul o DNA viral retrotranscrito e a
cinzento o genoma do hospedeiro (adaptado de Andrake et al., 2015) (80).

1.5 Antirretrovirais inibidores de transferéncia de cadeia da integrase (INSTI)
Segundo dados da UNAIDS, no final de dezembro de 2022, 29,8 milhdes de pessoas
tinham acesso a HAART (cerca de % de todas as pessoas infetadas), contra 7,7 milhdes
em 2010. Neste mesmo ano, 86% de todas as pessoas infetadas com HIV conheciam o
seu estado de doenca, 89% das quais estavam a aceder ao tratamento e, entre estas, 93%
estavam com supressdo viral. A HAART permitiu, ao longo dos tempos, a reducédo da

transmissibilidade viral, morbilidade e mortalidade associada a SIDA (86).
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Uma vez que as células humanas ndo possuem uma enzima homdloga a IN, esta constituiu
um alvo ideal para o desenvolvimento de fa&rmacos antirretrovirais (ARVs). No entanto,
ao contrario da primeira geracao de ARVs, dirigidos contra a RT e a PR, os inibidores de
transferéncia de cadeia da IN (INSTI, do inglés integrase strand transfer inhibitors)
tinham de ser desenvolvidos de raiz, dada a auséncia de um mecanismo previamente
conhecido ou de inibidores naturais conhecidos (11). Contrariamente as outras enzimas
virais, que catalisam milhares de reacGes individuais, o centro ativo da IN realiza um
unico evento de transferéncia de cadeia, durante um ciclo replicativo, pelo que um
inibidor que interfira com esse mecanismo impede, imediatamente, a Unica funcao dessa

enzima (11).

Em 2007, foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e pela European
Medicines Agency (EMA) o primeiro antirretroviral pertencente a classe dos INSTI, o
Raltegravir (RAL) (77). Desde entdo foram aprovados mais quatro farmacos para esta
classe de ARVs: Elvitegravir (EVG), Dolutegravir (DTG), Bictegravir (BIC) e
Cabotegravir (CAB) (77,86). Os INSTI sdo classificados como de primeira ou segunda
geracdo. Os de primeira geracdo sdo o0 RAL e 0 EVG, enquanto o DTG, o BIC e 0 CAB
pertencem ao grupo dos de segunda geracdo. O CAB é um farmaco de acdo prolongada,
isto €, apresenta um longo tempo de semivida, ndo sendo necessaria a administracdo de
forma téo regular como os outros INSTI, o que permite reduzir eventos de fraca adeséo

por parte dos individuos, limitando assim a potencialidade de desenvolver resisténcias.

Relativamente as restantes classes de ARVSs, os INSTI tém como vantagens, o facto de a
grande maioria possuir uma alta barreira genética contra resisténcias, isto é, o virus tem
menos propensdo em desenvolver mutacdes de resisténcia relativamente aos farmacos em
uso pelo individuo, terem uma elevada tolerabilidade, interacfes farmaco-farmaco
limitadas e uma excelente taxa de supressao viroldgica (87), o que leva a uma melhor

adesdo por parte dos individuos e melhores resultados no tratamento.

1.5.1 Esquemas terapéuticos

A HAART é um método padrdo de tratamento dos individuos infetados com HIV e

consiste numa combinacdo de trés ou mais ARVs que atuam em diferentes alvos. A
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terapia antirretroviral visa reduzir a carga viral a niveis indetetaveis, geralmente menor
do que 50 cdpias de genoma viral por mL de plasma, manter o nimero de linfocitos T
CD4+ acima de 200 células por mm? de sangue (88,89) e impedir a progressio da doenca.
As recomendacdes atuais sdo que a HAART deve ser iniciada no prazo de sete dias apds
um diagndstico confirmado e carga viral detetavel, independentemente da contagem de
linfocitos T CD4+ ou da presenca de sintomas clinicos.

Na generalidade, a HAART compreende combinacfes de trés farmacos distintos,
especificamente, dois NRTI (do inglés nucleoside reverse transcriptase inhibitors) com
um NNRTI (do inglés non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors) ou Pl (do inglés
protease inhibitors) (2 NRTI + NNRTI ou PI) (90). Em setembro de 2019, o Instituto
Nacional de Luta Contra a Sida (INLS) de Angola determinou a transicao terapéutica para
regimes de terapia antirretroviral otimizados, baseados no DTG. Como esquema de
primeira linha, as diretrizes atuais para a HAART em Angola recomendam o DTG em
dose fixa combinada com Lamiduvina (3TC) e Tenofovir (TDF), para todos os adultos,
adolescentes e criancas (com > de 12 anos de idade e peso > 30 kg), bem como para a
profilaxia de pré-exposicéo (PrEP, do inglés pre-exposure prophylaxis) com as mesmas
caracteristicas (91). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), com o apoio do “Plano de
Emergéncia do Presidente dos EUA para o Alivio da SIDA” (PEPFAR, do inglés
President's Emergency Plan for AIDS Relief), através dos Centros de Controlo e
Prevencdo de Doencas (CDC, do inglés Centers for Disease Control and Prevention),
colaboraram com o INLS de Angola para a atualizagdo das diretrizes nacionais sobre a
terapia antirretroviral (92,93). O objetivo seria 0 da utilizacdo de regimes baseados no
DTG para iniciar o tratamento dos individuos recém-diagnosticados com HIV ou na
implementacdo de terapia de resgate para os individuos submetidos a terapia
antirretroviral de longa data, com indicios de faléncia terapéutica, tornando o DTG num
medicamento potencial em regimes de salvamento (77,93). Na fase inicial, esta iniciativa
foi implementada em trés provincias de Angola, nomeadamente, Benguela, Cunene e
Huambo (92). Esta alteracdo no regime terapéutico antirretroviral fora recomendada pela
OMS, desde 2019, como tratamento preferencial de primeira linha, no entanto,
introduzida em Angola apenas em 2021 (91,93).
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1.6 Mecanismo de inibi¢éo dos INSTI
Na base da identificacdo de compostos eficazes inibidores da IN encontra-se a
constatacdo de que a integracdo do DNA complementar viral no DNA cromossémico do
hospedeiro, por acdo da IN, € um mecanismo em duas fases (o processamento a 3’ ¢ a
transferéncia de cadeia) dependente da formagdo de um complexo nucleoproteico ativo
para a integracdo, denominado intassoma (94).
O estudo dos intassomas do PFV (do inglés, prototype foamy virus) com RAL ou EVG
ligados revelou algumas caracteristicas importantes do processo de integracdo (94) e
também a razdo pela qual os INSTI se ligam e inibem os intassomas, mas ndo a IN livre,
embora da sua ligacdo ndo resultem grandes alteragdes conformacionais no primeiro.
Entre outros fatores, a longa semivida dos INSTI, torna-os compostos altamente ativos
para a inibicéo do virus (77,86,94).
Para combater o rapido aparecimento de variantes do HIV resistentes aos INSTI de
primeira geragdo, foram desenvolvidos novos compostos. A mudanca fundamental nos
INSTI de segunda geracdo é o facto de apresentarem estruturas quimicas de maiores
dimensGes (anéis triciclicos, em vez de biciclicos) responsaveis pela quelacdo de metais
(77,86,94). A caracterizagdo da estrutura do intassoma do PFV ligado ao DTG mostrou
que este ocupa um espaco semelhante ao do RAL ou do EVG na regido do centro ativo
da IN, mas coordena os ides Mg?* em angulos ligeiramente diferentes e,
presumivelmente, mais otimizados (94). Em resultado desta estrutura alargada, os INSTI
de segunda geracdo estabelecem contactos adicionais com residuos da IN e,
consequentemente, possuem uma alta barreira genética contra resisténcias (11). Foi
observado que o DTG é mais potente contra uma estirpe resistente do HIV-1 do que um
farmaco derivado sem o terceiro anel (INSTI de primeira geracdo), enquanto ambos 0s
compostos inibem a estirpe selvagem de forma semelhante (94,95). O aumento desta
poténcia ¢ atribuido a uma semivida dissociativa mais longa, uma vez que o analogo sem
o0 terceiro anel se dissocia mais rapidamente em compara¢do com o DTG ou o BIC
(94,95).

1.7 Tipos de mutacges de resisténcia aos antirretrovirais no HIV-1
Com o aparecimento da HAART, o HIV-1 comecou a adquirir mecanismos de resisténcia

(HIVDR, do inglés HIV drug resistance) associada a estes farmacos, o que representa
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uma ameaga potencial para o seu sucesso a longo prazo e esta a surgir como uma ameaca,
também, para se atingir a meta proposta de pér fim a pandemia da SIDA até 2030 (96,97).
Esta meta baseia-se na Estratégia Global contra a SIDA para 2025, proposta pela
UNAIDS, que inclui o algoritmo 95-95-95: pretende-se que um minimo de 95% das
pessoas infetadas com HIV conhegam o seu estado de infecdo, com 95% destas a receber
HAART e 95% das pessoas sob terapia a atingir uma supresséo virolégica duradoura (98).

1.7.1 Mutac0es de resisténcia principais e acessorias

Normalmente, as infe¢cbes por HIV-1 comegam com apenas uma variante viral,
responsavel pela infecdo. Contudo, apds algumas semanas, comecam a surgir, no
individuo infetado, inUmeras variantes com origem na primeira, designando-se no seu
conjunto, tal como referido anteriormente, de quasispecies (99). Nessas quasispecies vao
surgindo variantes com diferencas nucleotidicas nos respetivos genomas, que levam a
aquisicdo, ou ndo, de resisténcias a determinados ARVs. A selecdo de variantes
resistentes aos farmacos depende da manutencdo de uma replicacdo viral continua,
durante uma terapia de supressao incompleta, da facilidade de aquisi¢do de determinadas
mutacdes de resisténcia (DRM, do inglés drug resistance mutations) e do seu efeito na
suscetibilidade aos farmacos e replicagdo viral (99). As variantes virais com DRM surgem
sempre na quasispecies em individuos ndo tratados, embora ndo permanecam
normalmente na populacdo devido ao seu baixo fitness replicativo, comparativamente as
variantes suscetiveis, na auséncia da pressao seletiva do farmaco (99). Na presenca da
pressao seletiva dos farmacos, estas mutacGes tornam-se, no entanto, mais vantajosas para
0s virus que as possuem. Desta forma, todas as DRM clinicamente significativas, surgem

como resultado da pressdo imposta pela terapia (99).

Para alguns ARVs, uma DRM ¢ suficiente para reduzir a suscetibilidade do virus,
enguanto para outros sdo necessarias varias DRM. O nimero de DRM, bem como o seu
efeito no fitness replicativo do virus, contribuem para a barreira genética dos ARVs a
resisténcia (99). Uma supressao viral incompleta favorece o aparecimento de resisténcia

aos farmacos, aumentando a probabilidade de faléncia virologica (FV), isto é, o retorno
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de um individuo suprimido pela HAART a carga viral acima do limiar da detecéo, o que
pode comprometer o tratamento subsequente (100).

As DRM sdo denominadas principais (major) quando concorrem diretamente para um
decréscimo da suscetibilidade a um determinado antirretroviral (99) e acessorias (minor)
quando compensam apenas a perda de fitness de variantes virais que apresentam
resisténcias principais e/ou contribuem adicionalmente para a diminuicdo da
suscetibilidade (99).

1.7.1.1 Resisténcia aos antirretrovirais transmitida (TDR)
A resisténcia aos ARVs transmitida (TDR, do inglés transmitted drug resistance) ¢ um
tipo de resisténcia que ocorre quando uma nova infecdo é causada por um virus portador
de uma ou mais mutacgdes de resisténcia, mas também pode ocorrer com uma exposi¢do
subsequente, referida como superinfecdo (99-101). A TDR pode surgir de duas formas
distintas: a partir de individuos com baixa adesdo terapéutica, tendo desenvolvido
resisténcia aos ARVs adquirida (ADR, do inglés acquired drug resistance) ou a partir de
um individuo submetido pela primeira vez a HAART, mas que ja possui uma TDR (99).
Neste Ultimo, este tipo de resisténcia designa-se, também, de resisténcia de pré-tratamento
aos ARVs (PDR, do inglés pre-treatment drug resistance) (99,101). Quando uma TDR é
detetada num individuo que esta a receber pela primeira vez HAART, é necessaria uma
selecdo criteriosa inicial do regime terapéutico antirretroviral (101). Relativamente a
PrEP, a resisténcia associada tem risco reduzido de surgir, pois um individuo que esteja
submetido a PrEP tem menor risco de ser infetado (99), mas aqueles que acabam

infetados, tém um risco tedrico muito maior de desenvolver resisténcias (99).

A TDR é um problema emergente em paises de médio-baixo rendimento. A introducéo
recente da HAART nessas regides teve impacto positivo na saude, mas os dados de
vigilancia epidemioldgica sdo limitados, em comparacao com regides de alto rendimento
(101). E comum encontrar uma menor prevaléncia de TDR em regibes menos
desenvolvidas, devido a introducdo tardia da HAART (101). Contudo ap0s 0 ano de 2009,
onde ocorreu um aumento da implementagéo dos programas de HAART, observou-se um
aumento da prevaléncia de TDR, nomeadamente PDR, nos paises da Africa subsariana,
incluindo Angola, entre os periodos de 2009-2013 a 2014-2019 (99,102). Em Angola,
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estudos indicam também um aumento da frequéncia de TDR entre 2001 (65) e 2008/2010
(67), de 1,6% para 16,3%.

Dada a prevaléncia da TDR, € altamente recomendada a realizacédo de testes genotipicos
de resisténcia, antes do inicio da implementacdo da terapia antirretroviral ou, até mesmo,
logo no momento do diagnostico (101). A TDR é um problema de salde publica, menos
significativo nos paises de alto rendimento, uma vez que os testes genotipicos de
resisténcia pré-terapia estdo normalmente disponiveis (102), 0 que ndo acontece na

maioria dos paises de médio-baixo rendimento.

1.8 Caracterizacédo das mutacdes de resisténcia aos INSTI
Os INSTI ligam-se ao nucleo catalitico da IN e inibem o processo de transferéncia de
cadeia (86). O nucleo catalitico contém os residuos Asp64, Asp116 e Glu152 no centro
ativo, que coordenam os catides divalentes Mg?*, necessarios para o processamento a 3'
e 0 mecanismo de transferéncia de cadeia (90). A utilizacdo clinica de RAL e EVG levou
a selecdo, antecipada, de mutacdes associadas a resisténcia a estes farmacos. Foi
demonstrado que a maioria dos individuos que apresentam FV utilizando um regime de
tratamento contendo RAL se encontram infetados com virus com as mutagdes principais
F121Y, Y143R/H/C, Q148H/K/R, N155H e R263K na regido codificante da IN (103)
(Figura 9). Para além destas, mutagdes acessdrias, como L74M, E92Q, T97A, E138A/K
ou G140A/S (103), podem estar presentes na ocorréncia de FV com regimes contendo
RAL, mas contribuindo para niveis mais baixos de resisténcia quando ndo combinadas
com as mutagdes principais (77,103). Estas mutacGes acessorias parecem reduzir a
capacidade de replicacdo viral, ainda que a niveis menores. No que diz respeito ao EVG,
estudos reportaram as mutacgdes principais T661, E92Q, F121Y, S147G, Q148H/K/R,
N155H e R263K, bem como mutacdes acessorias, tais como T66A/K, E92G e T9I7A,
durante o tratamento com recurso ao EVG (103) (Figura 9). E de salientar que algumas
destas mutagdes exibem padrdes de resisténcia comparaveis aos observados em regimes

de tratamento utilizando o RAL, suportando, assim, resisténcia cruzada (77).

Algumas das vias de resisténcia mais comuns envolvem os residuos G140, Y143, Q148
e N155 e R263 da IN. Utilizando o intassoma do PFV como um sistema modelo, foi

possivel o estudo de alguns mecanismos de resisténcia. O RAL faz uma interagcdo com o
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residuo Y143 da IN (94). Assim, uma mutagdo nessa mesma posicao resulta na perda da
interacdo do residuo aminoacidico com o farmaco (94).

As mutacOes que causam resisténcia aos INSTI reduzem, em geral, a capacidade da IN
de desempenhar as suas fungdes normais. Embora muitas destas mutacdes afetem a
ligacdo da IN aos INSTI, algumas, como a G140S, sdo mutacfes acessorias que, COmo
descrito anteriormente, permitem compensar a perda de fitness das variantes virais que
possuem mutac6es principais e/ou contribuir para a diminuigcdo da suscetibilidade aos
ARVs (104). A mutacdo G140S compensa a perca de atividade da IN das variantes virais
que possuem mutacdes na posicdo 148: Q148H/K/R (105). Estudos realizados com
estruturas cristalinas de intassomas do PFV demonstraram que a presenca de mutacdes
nos residuos G140, Q148 e N155 induzem rearranjos ligeiros, mas significativos, na
regido do centro ativo da IN, que tém como consequéncia uma reducdo na afinidade de
ligacdo do INSTI e/ou um aumento da barreira energética para a ligagdo de alta afinidade
entre 0s INSTI e a IN (94).

N&o obstante se ter verificado uma notavel melhoria em termos de poténcia frente as
variantes virais geradas como resposta aos farmacos de primeira geragdo, 0s compostos
de segunda geracgdo ndo ficaram isentos de enfrentar o fendmeno de escape viral. A prova
mais clara deste facto é o fracasso da monoterapia com DTG (106). Alteracdes nas
posicdes 50, 51, 66, 74, 92, 97, 118, 138, 140/148, 143, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 230
e/ou 263 sdo comummente observadas como resposta a terapia baseada em DTG, apesar
da alta barreira genética para resisténcias apresentada pelo farmaco, e foram
minuciosamente documentadas num artigo de revisao de 2019 (107).

Conforme descrito na literatura (77), as mutacGes principais correlacionadas com a
resisténcia ao DTG compreendem G118R, G140R, Q148H/K/R e R263K, enquanto as
mutacdes acessorias incluem E138A/K/T, G140A/C/S, S153F/Y e N155H (103) (Figura
9). Como em geral, de entre os fatores de risco associados a resisténcia ao DTG destacam-
se a ma adesdo ao tratamento, baixa contagem de linfocitos T CD4+ ou elevada carga
viral no momento da instauracdo dos regimes terapéuticos contendo DTG, bem como
interacdes farmacologicas decorrentes da coadministracdo de medicamentos (77).

A mutagéo principal de resisténcia ao BIC é a R263K, sendo as mutagdes acessorias
G118R, E138A/K/T, G140A/C/R/S, Q148H/K/R e S153F/Y (103) (Figura 9). Importa

26



salientar que as mutagbes Q148H e R263K foram documentadas como causadoras de
resisténcia cruzada entre INSTI de primeira e segunda geragao (77).

Os farmacos de acdo prolongada, como o CAB, ajudam a contornar casos de fraca adesdo
a terapia, limitando assim o potencial desenvolvimento de resisténcia farmacoldgica. No
entanto, ja foram descritas na literatura mutagdes que conferem resisténcia ao CAB.
Foram registadas como mutagdes principais G118R, G140R Q148H/K/R, N155H e
R263K, e como mutacdes acessorias T66K, T97A, E138A/K/T, G140A/C/S e S153F/Y
(103) (Figura 9). As mutac6es principais de resisténcia ao CAB sdo semelhantes as que
causam resisténcia ao DTG, o que levanta preocupacdes sobre a sua utilidade aquando de
falhas na HAART baseada em DTG (77).

Mutagdes na regido codificante da integrase associadas a resisténcia aos inibidores de transferéncia de cadeia da integrase

‘ ) G E G Q s R
Bictegravir 118 138 140 148 153 263
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K (o K Y
T R R
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Zigg)ra 9. Mutag6es na regido codificante da IN associadas a resisténcia aos INSTI (adaptado de Wensing et al., 2022)
A IAS-USA (do inglés International Antiviral Society-USA) fornece periodicamente a lista
de mutacdes associadas a diminuicdo de suscetibilidade aos diferentes ARVs. Na Figura
9, encontram-se representadas as mutacdes principais referentes aos INSTI, assinaladas a
negrito, bem como as mutacdes acessdrias (103,108). E importante frisar que existem
varias listagens distintas, fundamentadas em critérios nem sempre uniformes, e,
consequentemente, ndo apresentam total concordancia em todos os casos. Existem
também mutacBGes principais designadas de SDRM (do inglés Surveillance drug
resistance mutations), que podem ser, ainda, classificadas como relevantes para a
Estas encontram-se

vigilancia epidemioldgica da resisténcia priméaria (109).
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representadas na Tabela 2. As SDRM servem para comparar com precisao as taxas de
resisténcia transmitida aos farmacos, entre regides geograficas e periodos de tempo
distintos (110).

Tabela 2. Lista de mutagGes de resisténcia transmitida aos INST], utilizadas na vigilancia epidemioldgica da resisténcia
primaria (baseado na HIV Drug Resistance Database, Stanford University, 2020) (109).

Posi¢do aminoacidica Mutacdo
T66 Al K
E92 G,Q

G118 R
F121 Y
E138 AKT
G140 ACS
Y143 C,H,R,S
S147 G
Q148 H, R, K
N155 H
S230 R
R263 K

1.9 Monitorizacdo das resisténcias e sua importancia
A OMS, em 2016, recomendou que todos os individuos infetados com HIV devem iniciar
imediatamente os regimes de HAART, assim que o diagnostico é realizado, e também
que os individuos com risco elevado de infecdo pelo HIV devem ter acesso a PrEP (99).
Desde 2016, as diretrizes da OMS para a HAART incluem opcles terapéuticas
alternativas, com melhor tolerabilidade, maior eficacia e menores taxas de
descontinuacdo do tratamento (111). Uma vez que a implementacdo terapéutica esta
frequentemente associada ao aparecimento de resisténcia aos farmacos, torna-se
mandatoria a sua monitorizacao, até para que antes de se dar inicio ao tratamento se tenha
0 conhecimento de quais os ARVs mais adequados a administrar a cada individuo.
Contudo, a implementacdo desta monitorizacdo tem custos e constrangimentos técnicos
associados, pelo que, muitas vezes, ndo € possivel um acompanhamento como desejado,

principalmente nos paises de baixo rendimento.
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Relativamente ao continente africano, a OMS, através do “Plano de A¢do Regional
Africano sobre a Resisténcia Medicamentosa contra o HIV, 2019-2023”, recomendou a
realizacdo de inquéritos regulares a nivel nacional, de forma a monitorizar o surgimento
e transmissdo de DRM representativas (112). E também necesséario a produgio e o
fornecimento de dados fidedignos para fundamentar a selecdo dos regimes ideais de
HAART, por forma a minimizar o surgimento e a transmisséo das DRM (112).
Finalmente, realca-se a importancia da implementacdo atempada de métodos de
monitorizacdo através da realizacdo de testes genotipicos ou fenotipicos, de forma
continua e o mais cedo possivel, antes da implementacdo da HAART (112). Para tal, a
OMS fornece orientacdo padronizada, conjuntos de ferramentas operacionais e uma base
de dados de apoio aos laboratérios de genotipagem de mutag6es de resisténcia dos paises
de baixo rendimento (112), na tentativa de assegurar a garantia da qualidade dos dados
obtidos. A OMS incentiva os paises a monitorizarem as DRM em individuos que estejam
a iniciar o tratamento com ARVs, de modo a prevenir a PDR, recomendando ainda que
quando o nivel de PDR de um pais atinge 10%, o esquema terapéutico de primeira linha

administrado seja urgentemente substituido por um esquema contendo DTG (111).

1.10 Objetivo do trabalho

Este trabalho insere-se num estudo transversal realizado no Hospital Geral de Benguela
(HGB), em Angola, que engloba vérias infecGes sexualmente transmissiveis (sifilis,
infecdo pelo HIV e hepatite B) e inclui 226 amostras de sangue total de individuos
seropositivos para o HIV, testados por métodos imunocromatograficos.

Dada a auséncia de dados acerca das mutacGes que conferem resisténcia aos INSTI em
Benguela (Angola), devido a introducéo tardia desses ARVS na regido (apenas em 2021)
(91), conforme recomendacdo da OMS em 2019 (93), surge a necessidade de enfrentar
esse obstaculo. Com esse propoésito, foram delineados os seguintes objetivos:

(1) Investigar a presenca de polimorfismos genéticos naturais na regido codificante
da IN, estimar a sua prevaléncia e correlaciona-los com 0s genotipos virais
identificados;

(2) Estabelecer relagfes entre os polimorfismos mencionados e os fendmenos de

resisténcia natural aos INSTI.
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Estes objetivos visam preencher a falta de conhecimento cientifico nesta regido e
contribuir para uma compreensdo mais abrangente da resisténcia aos farmacos na
populacdo estudada, permitindo uma abordagem mais eficaz e personalizada no

tratamento do HIV-1 em Benguela.
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2. Material e métodos

2.1 Caracterizacao geral da amostra populacional em estudo

O trabalho em curso insere-se num estudo transversal de maior amplitude, realizado em
2016/2017, cujo objetivo consistiu na caracterizagdo de algumas infegdes de transmisséo
sexual, em individuos internados, utentes de consultas externas ou utentes de urgéncia do
HGB. Este estudo recebeu um parecer favoravel para a sua realizacdo da Comissao
Cientifica e de Etica do HGB. Neste trabalho, foram incluidas 226 amostras de sangue de
individuos infetados com HIV-1, colhidas em cartdes FTA® (GE Healthcare, Reino
Unido). Foi aplicado um questionario estruturado, pré-codificado, de preenchimento
voluntério, a todos os individuos que assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, com o objetivo de obter informacdo sobre algumas caracteristicas
demograficas e epidemioldgicas, estando a informac&o recolhida resumida no Anexo 2.
Os individuos incluidos neste estudo apresentavam idades compreendidas entre 0 e 95
anos, sendo 42% do sexo masculino e 58% do sexo feminino. Nenhum dos individuos
desta amostra tinha sido anteriormente submetido a terapia antirretroviral. O diagnostico
da infecdo por HIV-1 foi realizado na mesma data da colheita das amostras, isto €, entre
agosto de 2016 e janeiro de 2017.

2.1.1 Colheita das amostras e rastreio da infecdo pelo HIV-1

Apos recolha do consentimento informado dos individuos, as respetivas amostras de
sangue foram colhidas por puncdo venosa e testadas de imediato para a presenca de
anticorpos anti-HIV. Para tal, recorreu-se a dois testes rapidos imunocromatograficos.
Como primeiro teste rapido, utilizou-se um teste de terceira geracdo, VIH 1/2 (Healgen
Scientific, EUA), para pesquisa de anticorpos anti-HIV-1 e -2 em soro, plasma ou sangue
total, ndo sendo possivel distinguir entre os dois tipos virais (113). O segundo teste, Anti-
HIV 1/2 Test (Turklab, Turquia), permitia a detecdo de anticorpos anti-HIV-1 e -2,
incluindo contra as estirpes virais do grupo O do HIV-1, utilizando os antigénios virais
gp120, gp4l, gp36 e p24 (114). Seguidamente, para as amostras positivas, em, pelo
menos, um dos testes realizados, foram armazenadas algumas gotas de sangue total em
cartdes Whatman Indicating FTA® Elute Micro Cards (GE Healthcare, Reino Unido),
seguindo as especifica¢fes do fabricante. Os cartdes deste tipo possibilitam a preservagédo
das amostras a temperatura ambiente (TA) sem sofrerem degradacdo consideravel. Apos
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a lise das células, devido ao contacto com os cartdes, as proteinas sofrem desnaturacao,
enquanto os acidos nucleicos sdo imediatamente estabilizados, garantindo a sua protecao
e conservacdo (115). E relevante mencionar que, devido a questdes logisticas, algumas
amostras foram armazenadas num tipo diferente de cartGes, nomeadamente, Whatman
Non-Indicating FTA® Micro Cards (GE Healthcare, Reino Unido), que possuem uma
tecnologia bastante similar a dos cartdes mencionados anteriormente. As amostras de
sangue positivas foram sujeitas a centrifugacdo sob condicGes padréo para separacdo do
soro, que foi armazenado a -20 °C. Além disso, ja no Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT), foi realizado um terceiro teste imunocromatografico rapido para
confirmacéo dos resultados obtidos em Angola. Esse teste, também de terceira geracao,
designa-se Hexagon HIV-1/2 (Human Diagnostics, Alemanha) e deteta anticorpos anti-
HIV-1 e -2 em soro, plasma ou sangue total (116,117). Permite a diferenciacao entre
anticorpos produzidos contra cada um dos tipos virais, por meio de duas linhas de teste
individualizadas, além de detetar anticorpos anti-HIV-1 do grupo O. Todos os testes
foram conduzidos em conformidade com as diretrizes dos respetivos fabricantes. Esta
etapa do estudo transversal foi realizada, quer em Benguela, quer em Lisboa, pela Dr.2

Lesya Yefimenko.

2.2 Preparacédo de DNA proviral do HIV-1 a partir de amostras de sangue

seco imobilizadas em cartdes FTA®
De forma a preparar o DNA proviral das amostras de sangue seco imobilizadas em cartes
FTA® (GE Healthcare, Reino Unido) para o passo seguinte de amplificacdo por PCR,
procedeu-se a realizacdo de um protocolo otimizado anteriormente no IHMT (Anexo 3),

com pequenas alteracdes.

Num primeiro passo, procedeu-se a limpeza, com etanol a 70% (v/v), do tapete de corte
e da extremidade do puncher (pressionando o émbolo), tendo sido feito, de seguida, seis
furos em papel Whatman. Posteriormente, pressionando o puncher sobre a amostra de
sangue em cartdio FTA® (GE Healthcare, Reino Unido), preferivelmente no centro da
mancha, retirou-se um disco de 3 mm de didmetro para um microtubo eppendorf estéril

de 1,5 mL. Entre cada recolha de discos de amostras diferentes procedeu-se a limpeza,
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com etanol a 70% (v/v), da extremidade do puncher, seguida de seis furos em papel

Whatman, para evitar contaminagdes.

Com o objetivo de remover contaminantes e inibidores da reacdo de PCR (principalmente
a hemoglobina, um inibidor da enzima Supreme Taq polimerase, que foi posteriormente
utilizada na reacdo de PCR), adicionou-se 200 pL de FTA purification reagent (Whatman,
EUA) a cada tubo e incubou-se durante 5 min a TA, com agitacdo ocasional. De seguida,
removeu-se 0 meio (e a espuma, caso se tenha formado) com auxilio de uma micropipeta
com pontas com filtro MultiGuard Barrier Tips® (Sorenson, BioScience, Inc., EUA).
Repetiu-se o0 passo de lavagem com FTA purification reagent (Whatman, EUA) mais trés

vezes, sendo que o ultimo foi realizado com um tempo de incubacéo de 10 min.

Para proceder a total remocao do reagente anteriormente adicionado, adicionou-se 200
pL de tampdo TE (Anexo 7) a cada tubo e incubou-se a temperatura ambiente, durante 5
min, agitando os tubos, ocasionalmente. Removeu-se 0 meio (e a espuma) com o auxilio

da micropipeta com pontas com filtro. Repetiu-se este passo de lavagem mais uma vez.

Por fim, colocaram-se os tubos abertos num evaporador (SpeedVac, Eppendorf®
centrifugal vacuum concentrator, Model 5301), no programa para solu¢des aquosas, a 30
°C, durante 15 min, para garantir a secagem total dos discos. Estes foram conservados a -
20°C até posterior utilizacdo para a reacdo de PCR.
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2.3 Amplificacido de DNA proviral do HIV-1 (regi&o codificante da integrase)
por nested PCR

2.3.1 Caracterizacao dos primers utilizados

Tabela 3. Descrigdo dos primers externos e internos da reagao de nested PCR. Posi¢des nucleotidicas retiradas da base
de dados Los Alamos National Laboratory, ferramenta Sequence locator.
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/L OCATE/locate.html

- - Posicao nucleotidica na
Posicdo nucleotidica no gene

Reacéo . . L. regido codificante da
. Sequéncia pol, relativamente ao inicio . .
nested Primers . integrase, relativamente ao
nucleotidica da regido codificante, em L » .
PCR inicio da regido codificante,
HXB2
em HXB2

5’- TAG TAG CCA
GCT GTG ATA AAT 2252 — 2275 107 — 130
GTC-3’

INPS1

1.2 reacdo

5’-TTC CAT GTT
INPRS8 2998 — 3012 853 — 867
CTAATCCTCATC

CTG-3’

5’- GAA GCC ATG
INPS3 2287— 2305 142—160
CAT GGA CAAG-3¥

2.2reagdo
5’-ATC CTC ATC
INPR9 | CTG TCT ACT TGC 2988—3009 843864
Cc-3

Para a realizacdo do protocolo de amplificagcéo por nested PCR da regido codificante da
integrase (IN), foram selecionados quatro primers: dois externos (para a 1.2 reacdo),
INPS1 e INPRS, e dois internos (para a 2.2 reacdo), INPS3 e INPRY, cujas caracteristicas
estdo representadas na Tabela 3. O par de primers externos delimita um fragmento de 761
pb, enquanto o par de primers internos abrange um fragmento de 723 pb, que corresponde
a 84% da sequéncia codificante da IN, permitindo avaliar todas as mutagdes de resisténcia
(principais e acessoérias) associadas aos inibidores da integrase (INSTI). A respetiva
posicao de ligacdo dos primers na regido codificante da IN, na estirpe do HIV-1 HXB2,

esta representada na Figura 10.
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Estes foram descritos pela Agence Nationale de Recherche sur le Sida et les Hépatites
Virales (ANRS, Franca) para a amplificacdo da sequéncia codificante da IN (118).

Os primers foram sintetizados pela empresa Stab Vida (Caparica, Portugal), sendo
fornecidos liofilizados, pelo que se procedeu inicialmente & sua hidratagcdo, com agua
livre de nucleases (Promega Corporation, EUA), para uma concentracdo final de 100
MM,

A partir dessas solugdes, fizeram-se solugbes stock para cada primer, para uma
concentracdo final de 10 uM (diluicdo de 1:10), utilizando &gua ultrapura Milli-Q®
(Reagent Grade Ultrapure Systems, Merck Millipore, EUA), a partir das quais se
prepararam aliquotas de trabalho de 20 pL de volume, para evitar ciclos de
congelacao/descongelacdo sucessivos. As solucdes de trabalho foram mantidas a -20°C
até utilizacao.

INPS1
TAG! A

TAGCCHGCTGT
5 [t[c[aga[ggaatagataaggcccaagaagaccatgagaaa[a[cacagtaattggagagcaatggctag(ga[t(taacc[gccacctataatagcaaaagaaa(aa(agcc[gc(g(

120
3 aaagatctaccttatcta[tccgggttcttctggtactctttataglgtcattaacctctcgttaccgatcac[aaaattggacggtggatattatcg[t[tctttattatcggacgaca

INPS3
INPS1 N
GATAAATGTC| GAAGCCATGCATGGACAAG

gataaatgtcagctaaaaggagaagccatgcgtggacaagtagactgtagtccaggaatgrggcaactagatrgracacatttagaaggaaaaattgtcrttatagcagtrcatgragec

ctatttacagtcgattttcctetteggtacgcacctgttcatctgacatcaggtecttacaccgttgatctaacatgtgtaaatcttcctttttaacagaaatatcgtcaagtacatcgg

agtggatatttagaagcagaagttratrccagcagaaacagggcaagaaacagcatactrtatcttaaaatragcaggaagatggccagtgaccacaatacatacagacaatrggceagraat

tcacctataaatcttcgtcttcaataaggtcgtctttgtccegttctttgtcgtatgaaatagaattttaatcgtecttctaccggtcactggtgttatgtatgtctgttaccgtcatta

ttcaccagtaacgcggttaaggccgcctgt(ggtgggcagggatcaagcaggaatttggcattccctacaatccccaaagtcaaggagtagtagaatctatgaa(aaagaattaaagaaa

aagtggtcattgcgccaattccggcggacaaccacccgtccctagttcgtccttaaaccgtaagggatgttagggg(ttcagttcctcatcatcttagatacttatt[:ttaatttcttt

attgtaggacagataagagatcaggctgaacatcttaagacagcaatacaaatggcagtattcattcacaattttaaaagaaaaggggggattggggggtacagrgcaggggaaagaata
' + + ' + + + i ' h 3

taacatcctgtctattctctagtccgacttgtagaattctgtcgttatgtttaccgtcataagtaagtgttaaaattttcttttcccccctaaccecccatgteacgtecectttettat

atagacatgatagcaacagacatacaaactagagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaattttcgggtttattacagggacagcagaaatccgatttggaaaggaccagcaaag
n } ; i h ¥ T + i n i

+ + + + + + + + + + +
tatctgractatcgrrgtctgtatgtrrgatctetraatgrrtrrgrrtaatgrrtttaagttttaaaageccaaataargreccrgregrerrraggecraaacctrrectggregertce

cttctctggaaaggtgaaggggcagtagtaatacaggacaatagtgacataaaagtagtgccaagaagaaaagcaaagatcattagggattatggaaaacagatggcaggtgatgattgt

T T T T T T T T T T T T 840
gaagagacctttccactrccccgreatcatrargrectgttatcactgtattttcatcacggrrcrrcrrrrcgrrrcragtaatccctaataccttrrgtetaccgrecactacraaca

gtggcaagtagacaggatgaggat 37

+ +
caccgttcatctgtcctactecta 5

>
>
>|

INPRY

Figura 10. Posicao relativa dos primers diretos (INPS1 e INPS3) e reversos (INPR9 e INPR8) na sequéncia
nucleotidica da regido codificante da IN (retirado de Snapgene. https://www.snapgene.com/).

2.3.2 Planificacéo do protocolo de amplificacao
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Para a amplificacdo do DNA proviral do HIV-1, foi planificada a realizacdo de duas
reacOes de polimerizagdo em cadeia sequenciais (nested PCR), com recurso a mistura
reacional comercial Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTech, Lisboa,
Portugal). Esta mistura reacional possui a enzima Supreme NZYTaq Il, derivada da Taq
polimerase, que apresenta uma processividade elevada e permite um aumento da
sensibilidade da reacdo de PCR. Esta enzima apresenta, ainda, atividade hot start, ou seja,
encontra-se inativa a temperatura ambiente, apenas restaurando a sua atividade na
primeira etapa de incubacdo de 5 minutos a 95 °C da PCR evitando-se, desta forma, a
extensdo por hibridacdo inespecifica de primers ou formacdo de dimeros de primers,
fornecendo uma amplificacdo altamente especifica. Utilizaram-se os primers externos
para a 1.2 reacdo e 0s primers internos para a 2.2 reagdo, que se encontram descritos na
Tabela 3.

De acordo com as especificaces do fabricante, foi preparada, para a 1.2 reagdo de PCR,
uma mistura reacional, para um volume final de 25 L, contendo 12,5 pL de Supreme
NZYTaq Il 2x Green Master Mix (concentracdo da enzima 0,2 U/uL; MgCl,, para
concentracédo final de 2,5 mM; 200 uM de cada dNTP; tampé&o de reacdo e aditivos a
concentragdes otimizadas), 1 uL de cada primer externo (concentragéo final 0,4 pmol/uL)
e perfazendo com 10,5 pL de gua ultrapura Milli-Q® (Reagent Grade Ultrapure Systems,
Merck Millipore, EUA), em microtubos eppendorf de 0,5 mL. A cada tubo ¢ adicionado
um disco preparado a partir de cartdes FTA® (GE Healthcare, Reino Unido), como
descrito anteriormente, sendo desprezado o respetivo volume ocupado na mistura
reacional. Para a realizacdo da 2.2 reacdo de PCR, foi preparada uma nova mistura
reacional, com os primers internos (concentracdo final 0,4 pmol/pL), também para um
volume final de 25 pL, tendo em conta a transferéncia de 2 pL de produto da 1.2 reacdo.
As reacdes foram realizadas em microtubos de paredes finas de 0,5 mL (Axygen, EUA).

A preparagdo dos primers e das misturas reacionais foi realizada num ambiente estéril,
com recurso a uma camara de fluxo laminar (Laminar Flow Cabinet-class 100, Flow
Laboratories, EUA), enquanto a adicdo das amostras (DNA matriz) foi realizada num
laboratorio distinto, de forma a prevenir contaminacdes. Em todos os passos, foram

utilizadas pontas de micropipeta com filtro.
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A escolha deste tipo de reacdo de amplificagdo (nested PCR) permite aumentar a
sensibilidade da técnica, considerando a utilizacdo, a partida, de amostras com pequenas

quantidades de DNA matriz, conservado, durante um longo periodo, a TA.

2.3.2.1 Reac0es de PCR
As condicGes e o protocolo de amplificagdo por nested PCR foram retirados do
documento sobre os procedimentos para sequenciagdo e PCR para o HIV-1 da ANRS
(118), em conjugacdo com a informacéo na bula da Supreme NZYTagq Il 2x Green Master
Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal), tendo sido efetuadas algumas alteracdes (Tabelas 4 e
5). As reacOes de amplificacdo foram realizadas no termociclador PCR Express, Model
HBPX110 (Thermo Electron Corporation Hybaid).

Tabela 4. Protocolo de amplificagdo para a 1.2 reagdo da nested PCR, com a utilizagdo dos primers externos INPS1 e
INPRS.

Passos do ciclo da 1.2 reagéo Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95 °C 5 min 1
Desnaturacéo 94 °C 30s
Hibridacéo 50 °C 30s 35
Extenséo 72°C 30s
Extensao final 72 °C 7,5 min 1
Manutencao 4°C - -

Tabela 5. Protocolo de amplificacdo para a 2.2 reacéo da nested PCR, com a utilizacdo dos primers internos INPS3 e
INPR9.

Passos do ciclo da 2.2 reagdo Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95 °C 5 min 1
Desnaturacéo 94 °C 30s
Hibridacéo 55°C 30s 35
Extenséo 72 °C 30s
Extenséo final 72 °C 7,5 min 1
Manutengéo 4°C - -
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No contexto da otimizacdo da técnica de nested PCR para maximizar a obtencdo de
resultados positivos especificos, foram implementados diferentes protocolos de bi-
heminested PCR. Este procedimento envolveu um total de trés reacdes de PCR, no qual,
além das duas reaces mencionadas previamente, uma terceira reacdo foi realizada entre
elas, utilizando os pares de primers INPS1/INPR9 ou INPS3/INPR8. O objetivo era
restringir progressivamente a sequéncia alvo e aumentar a sensibilidade e especificidade
do método. Além das alteracdes mencionadas, foram também otimizadas as temperaturas
de hibridacdo dos primers. Inicialmente, as duas primeiras reaces utilizaram uma
temperatura de hibridacdo de 50 °C, enquanto a terceira reacgdo foi conduzida a 55 °C.
Posteriormente, a temperatura de hibridacdo da segunda reacdo foi gradualmente
aumentada até 55 °C, para aumentar a restringéncia da reacdo, no intuito de melhorar a
especificidade dos resultados obtidos. Na auséncia de melhoria dos mesmos, foi decidido

retornar ao protocolo inicial, descrito previamente.

2.4 Visualizacéo dos produtos de PCR
Com o intuito de verificar os resultados da reacdo de PCR, procedeu-se a visualiza¢do
dos produtos de PCR através da realizacdo de um protocolo de eletroforese em gel de

agarose.

O gel foi preparado a 1,5% (p/v) de agarose, em tampéo TAE 0,5X (Anexo 7). Para um
volume final de 100 mL de gel, adicionou-se 2 pL de GreenSafe Premium (NZYTech,
Lisboa, Portugal), como agente marcador de DNA, antes da sua polimerizacdo. Apds 30
min de polimerizacdo do gel, este foi introduzido na tina de eletroforese com tampéo TAE
0,5X e foram aplicados 5 pL de cada produto de PCR em pogos independentes, bem como
4 pL de marcador de massa molecular, tendo sido utilizado o NZYDNA Ladder V
(NZYTech, Lisboa, Portugal). Ndo foi necessaria a adicdo de tampdo de deposicao
conjuntamente com as amostras, uma vez que a mistura reacional utilizada pode ser
depositada diretamente nos pocos do gel de agarose (entre outros, possui na sua
constituicdo os corantes Orange G e xileno de cianol que funcionam como marcadores
de migracdo). A eletroforese realizou-se a 100 V, durante 1 h e 15 min, utilizando o

equipamento Power Pac 300 (Bio-Rad, EUA) como fonte de corrente elétrica.

38



Ap0s a migracdo das amostras, o gel foi observado sob luz ultravioleta (UV) (A=302 nm)
através de um transiluminador associado a um sistema digital de captacdo de imagem
(Gel Doc XR, Bio Rad, EUA).

2.5 Purificagdo dos produtos de PCR
Apos a visualizagdo dos produtos de PCR, como descrito na seccdo anterior, foram
selecionadas as amostras que apresentavam bandas inespecificas, para além do fragmento
de DNA pretendido de 723 pb, para fim da sua purificacdo a partir de gel de agarose.
Procedeu-se a realizacdo de um protocolo de extracdo utilizando o kit NZYGelpure
(NZYTech, Lisboa, Portugal), de acordo com as especificacfes do fabricante, com
pequenas modificacoes.

As amostras selecionadas para purificacdo foram submetidas a uma eletroforese a 80 V,
durante 1 h 30 min, e posteriormente visualizadas como descrito previamente. Os
fragmentos selecionados (723 pb) foram excisados a partir do gel com um bisturi limpo
e afiado, sendo as fatias de gel transferidas para um microtubo eppendorf de 2 mL e
pesadas. Durante o protocolo, todos os passos de centrifugacdo foram realizados a TA
numa microcentrifuga (Eppendorf 5415D Digital Centrifuge, Marshall Scientific,
Hampton, EUA) a 12400 x g.

Primeiramente, procedeu-se a adicdo de 300 pL de tampédo de ligacdo por cada 100 mg
de gel, apés o que se seguiu uma incuba¢do a 60 °C durante 10 min, com agitacdo
ocasional, até a total dissolucdo do gel de agarose. Posteriormente, aplicou-se a mistura
produzida numa minicoluna de purificacdo NZYTech spin colocada num tubo coletor de
2 mL e centrifugou-se, nas condi¢bes descritas acima, durante 1 min. Descartou-se o
liquido coletado e prosseguiu-se para os passos de lavagem, adicionando 500 pL de
tampdo de lavagem e centrifugando durante 1 min a TA, descartando-se o liquido
coletado. Repetiu-se o passo de lavagem, mas utilizando agora um volume de tampéo de
lavagem de 600 L. Apos esta fase foi realizado um passo de centrifugacdo adicional
durante 1 min, com o intuito de eliminar os residuos de etanol que se pudessem encontrar
na membrana. Seguidamente, colocou-se a minicoluna de purificagdo NZYTech spin num
microtubo eppendorf estéril de 1,5 mL e adicionou-se 25 pL de tampdo de elui¢do ao
centro da coluna (este tampdo foi pré-aquecido a 60 °C, de modo a aumentar o rendimento

da eluicéo). Incubou-se a 37 °C durante 1 min. Por fim, procedeu-se a mais um passo de
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centrifugacdo durante 1 min para eluir o DNA que foi armazenado a -20 °C até posterior

utilizagéo.

2.6 Sequenciacdo nucleotidica dos produtos de PCR nas duas cadeias pelo
método de Sanger

Os produtos de PCR que apresentaram uma banda especifica de 723 pb foram enviados
diretamente para a empresa Stab Vida (Caparica, Portugal), onde foram purificados. Apos
a obtencdo de todos produtos de PCR purificados, estes foram submetidos a sequenciacéo,
em ambas as cadeias, tendo esta sido levada a cabo pela empresa Stab Vida (Caparica,
Portugal). Foi utilizado o método de terminacdo de cadeia, com a utilizacdo de ddNTPs
(do inglés, dideoxynucleotide), desenvolvido pelo grupo de Sanger (119). Desta forma,
foram enviados 20 pL dos produtos de amplificagdo de forma a permitir a obtencéo da
quantidade minima estimada de 400 ng de DNA por reacdo de sequenciacdo, isto porque
cada fragmento seria sequenciado nos dois sentidos (direto e reverso). Para além disso,
foram também enviados 50 pmoles de cada primer interno (INPS3 e INPR9) por reacao

de sequenciacdo.

2.7 Andlise bioinformética das sequéncias nucleotidicas

2.7.1 Edicao e confirmacao de identidade

Primeiramente, foi realizada a edicdo, com base na analise dos cromatogramas
correspondentes, das sequéncias nucleotidicas diretas e complementares, de cada
molécula de DNA, obtidas por meio da sequenciacdo dos produtos de PCR. O objetivo
dessa analise foi criar uma sequéncia consenso, a qual seria utilizada nas etapas de anélise
subsequentes. A fim de realizar essa tarefa, foi empregue o software BioEdit Sequence
Alignment Editor (versdo 7.2.5), que esta acessivel em

https://bioedit.software.informer.com/7.2/. Posteriormente, procedeu-se a verificacdo da

identidade das sequéncias consenso obtidas para cada amostra, por meio de comparacao
com sequéncias do GenBank, utilizando o programa BLAST (do inglés Basic Local
Alignment  Search  Tool). Este programa encontra-se  disponivel em

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, procede ao calculo do grau de semelhanca entre
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sequéncias (em percentagem) e faz também uma estimativa da probabilidade de as
semelhancas encontradas serem devidas ao acaso (E value, de 0 a 1).

2.7.2 Genotipagem automatizada

Utilizando o software REGA HIV-1 Subtyping Tool (versdo 3.46), disponivel em

https://www.genomedetective.com/app/typingtool/hiv, foi realizada uma genotipagem
automatizada das sequéncias obtidas.

Este software emprega métodos filogenéticos e de bootscanning para identificar o subtipo
de uma sequéncia especifica e analisar possiveis eventos de recombinacdo. No contexto
da classificacdo genotipica de sequéncias do HIV-1, o programa constréi arvores
filogenéticas utilizando um conjunto de sequéncias de referéncia do grupo M. Essas
arvores sao complementadas por analises de bootstrapping, tendo em consideracédo
apenas valores de bootstrap acima de 70% para a identificacdo do subtipo. A analise de
eventos de recombinagdo genética so é realizada se as sequéncias em estudo tiverem

tamanho superior a 800 pb, o que néo foi 0 nosso caso.

2.7.3 Andlise filogenética

Para uma inferéncia mais robusta e detalhada dos gendtipos das sequéncias codificantes
da IN, foi realizada a construcdo de arvores filogenéticas através de métodos manuais.
Inicialmente, foi construido um alinhamento multiplo, recorrendo ao programa MAFFT

(versdo 7, disponivel em https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), referente a regido

codificante da IN, com as sequéncias em estudo, sequéncias obtidas por pesquisa de
semelhanca local entre sequéncias (analise BLAST) e sequéncias de referéncia do grupo
M (subtipos, sub-subtipos e CRFs) e ainda uma sequéncia pertencente ao grupo O (como
outgroup), retiradas da plataforma Los Alamos HIV sequence database (disponivel em

https://www.hiv.lanl.gov/content/index). Seguidamente, o alinhamento foi introduzido na

plataforma Gblocks (versédo 0.91.1, disponivel em

https://ngphylogeny.fr/tools/tool/276/form), de forma a eliminar posi¢cdes mal alinhadas
e regides divergentes do alinhamento, para que este se torne mais adequado para a analise
filogenética. Para a construcdo das arvores filogenéticas foi utilizado o software MEGA
(verséo 11), segundo o método de neighbor-joining (120). Para calcular as matrizes de
distancia genética foi utilizado o metodo de dois pardmetros de Kimura (121),
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selecionando os parédmetros: frequéncia de bases igual; taxa de transi¢des igual a de
transversoes; distribuicdo Gamma para a taxa entre posicoes; modelo de substituicdo
GTR+ | + G e a opcdo pairwise deletion para as colunas contendo espacos abertos (gaps).
Através do método de bootstrapping, foi avaliada a robustez das topologias sugeridas,
utilizando um numero de 1000 replicas. Os agrupamentos formados foram considerados
como consistentes, do ponto de vista filogenético, quando apresentavam valores de

bootstrap iguais ou superiores a 70%.

2.8 Anadlise bioinformética das sequéncias aminoacidicas

2.8.1 Pesquisa de mutac@es associadas a resisténcia aos INSTI

A partir das sequéncias nucleotidicas foram obtidas, apds traducédo, sequéncias putativas
de aminoacidos, procedendo-se a pesquisa de mutacbes associadas a diminuicdo da
suscetibilidade aos ARVs inibidores da IN e detecdo de outros polimorfismos genéticos,
utilizando o programa HIVdb — Genotypic Resistance Interpretation Algorithm da
Stanford University HIV Drug Resistance Database (versdo 9.4), disponivel em

https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-sequences/. O recurso a este programa teve como

objetivo identificar mutacBes principais (major) e mutacdes acessorias (minor), bem
como outras mutacdes ndo relacionadas com a resisténcia aos ARVs. Esta identificacdo
ocorre por meio de comparacao das sequéncias em analise com uma sequéncia consenso
de referéncia do subtipo B, totalmente suscetivel aos ARVs, considerando cada uma das
regides codificantes analisadas. A partir desse processo de comparacao, € atribuida a cada
mutacdo uma pontuacdo individual, para cada farmaco analisado. Essa pontuacéo reflete,
com base em diversos estudos publicados, a probabilidade de a mutagéo encontrada estar
associada a resisténcia ao respetivo farmaco. A soma das pontuac6es atribuidas a cada
mutacdo, relativamente a determinado farmaco, permite estimar o nivel de resisténcia
fenotipica para esse farmaco associada a cada sequéncia aminoacidica putativa em estudo.
Com base no valor total obtido, a resisténcia é classificada numa das seguintes cinco
categorias:

e Suscetibilidade (pontuagdo de 0 a 9) — N&o h& evidéncias de reducdo da

suscetibilidade ao ARV em comparagdo com a estirpe selvagem.
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e Resisténcia potencial de nivel baixo (pontuagdo de 10 a 14) — O virus nédo
demonstra suscetibilidade diminuida ao farmaco, mas exibe mutacGes que
indicam exposi¢do prévia a ARVs ou que sé conferem resisténcia quando

combinadas com mutacdes adicionais.

¢ Resisténcia de nivel baixo (pontuacdo de 15 a 29) — O virus pode manifestar uma
reducdo na suscetibilidade, in vitro, ao farmaco, o que pode resultar numa resposta

viroldgica subo6tima no tratamento com o mesmo de individuos infetados.

¢ Resisténcia de nivel intermédio (pontuacdo de 30 a 59) — Sugere uma alta
probabilidade de suscetibilidade reduzida ao farmaco, porém ird manter uma

significativa atividade antiviral remanescente.

e Resisténcia de nivel elevado (pontuacdo maior ou igual a 60) — Indica um nivel
de resisténcia semelhante ao observado in vitro, em virus altamente resistentes ao
farmaco. Essa resisténcia pode resultar numa resposta viroldgica
significativamente reduzida, ou até mesmo nula, em termos clinicos, nos

individuos infetados.

2.9 Analise estatistica
Para a analise dos dados demograficos e epidemiol6gicos que caracterizam a amostra
populacional em estudo, incluindo variaveis como sexo, idade, estado civil, nivel de
escolaridade, area de residéncia, local de residéncia e outras infeces diagnosticadas,
procedeu-se a uma analise de distribuicdo, dada a natureza categorica dessas
variaveis. No que diz respeito a idade, além da analise de distribuicdo, foram

calculadas a média e o desvio padrao.

A associacdo entre os diversos polimorfismos genéticos naturais observados e 0s
gendtipos virais mais frequentes na amostra populacional em estudo (A, C e F1),
através da pesquisa de assinaturas genéticas, foi analisada recorrendo ao teste exato

de Fisher bilateral ou ao teste de 2, aplicados & analise de tabelas de contingéncia 2x2
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(disponiveis em https://www.socscistatistics.com/), considerando um valor de

significancia de 1%.
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3. Resultados e discussao
3.1 Caracterizacédo da amostra populacional em estudo
Este trabalho incluiu amostras de sangue coletadas de um grupo de 226 individuos
internados, utentes de consultas externas ou utentes de urgéncia do HGB, na cidade de
Benguela, em Angola, que foram diagnosticados como seropositivos para 0 HIV-1.

Todos os individuos incluidos tinham nacionalidade angolana e, a data da colheita das
amostras, tinham idades compreendidas entre 0 e 95 anos (idade média de 38 £ 19,7 anos).
Eram 42% do sexo masculino e 58% do sexo feminino apresentando uma maior
percentagem de solteiros (39%) ou casados (37%). A grande maioria possuia, pelo menos,
0 ensino basico (33%), existindo uma percentagem consideravel sem escolaridade e com
0 ensino secundario concluido (ambos 30%), 0s restantes 7% representavam 0S

individuos que concluiram o ensino superior (dados apresentados na Figura 11).

Sexo Idade

1%

58% 35%

42%

19%

Masculino = Feminino
0-5anos =6-14 anos = 15-24 anos = 25-34 anos = 35-49 anos =50 anos = Sem informacio

Estado civil Nivel de escolaridade

7%
13%

11% 3004

37% 33%

Solteiro(a) - Casado(a) =WVidve(z) - Divorciado(a) = Sem escolaridade = Ensino Basico = Ensino Secundario  ~ Ensino Superior

Figura 11. Representagdo grafica (em percentagem) dos dados demograficos da amostra populacional em estudo,
relativos ao sexo, idade, estado civil e nivel de escolaridade.
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Todos os participantes neste estudo tinham nacionalidade angolana e eram residentes na

provincia de Benguela, sendo que 41% vivia na cidade de Benguela, enquanto os restantes

residiam noutras partes da provincia, como se pode verificar na Figura 12. Em geral, a

maioria dos individuos residia em areas urbanas (61%). Uma vez que esta proposta de

trabalho esta incluida num estudo transversal, de maior amplitude, cujo objetivo consiste

na caracterizacdo de algumas infe¢Oes de transmissao sexual nesta populagéo, foram

também colhidos dados disponiveis sobre coinfecdo com sifilis e hepatite B (conforme

mencionado na seccdo 2.1). Foi possivel observar que 17% (39/226) dos participantes

apresentavam outras infe¢es além da infecdo pelo HIV-1. Entre estes, 54% (21/39)
tinham sifilis, 41% (16/39) estavam infetados com o virus da hepatite B e 5% (2/39)

apresentavam coinfecao HIV-1/sifilis/hepatite B (Figura 12).

Area de Residéncia

1%

38%

61%

Rural = Urbano = Sem informagio

Local de Residéncia

2%

3%

= Benguela Cubal Baia Farta = Chongoroi = Balombo

Ganda Lobito Catumbela = Bocoio Caimbambo

Outras infecoes

41%

= Sifilis Hepatite B HIV-1, Sifilis e Hepatite B

Figura 12. Representacdo grafica (em percentagem) dos dados
demogréficos da amostra populacional em estudo relativos a area
de residéncia, ao local de residéncia e outras infegdes.
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3.2 Amplificacdo da regido codificante da integrase por nested PCR

A amplificacdo da regido codificante da IN foi realizada por nested PCR, a partir do DNA
proviral presente em 226 amostras de sangue seco imobilizado em cartdes FTA® (GE
Healthcare, Reino Unido), cujo protocolo se encontra descrito na sec¢éo 2.3.2. Conforme
descrito na se¢do 2.3.2.1, foram conduzidas diversas tentativas de otimizacdo do
protocolo utilizando a técnica de bi-heminested PCR, no entanto, devido a auséncia de
sucesso nos resultados obtidos, o protocolo foi abandonado em favor do retorno ao
procedimento original. Os primers internos INPS3 e INPR9, usados na 2.2 ronda da reacao
de PCR, possibilitaram a amplificacdo de um fragmento de DNA com 723 pb, cujas
coordenadas estdo descritas na Tabela 3, mencionada previamente, referentes a sequéncia
de referéncia HXB2. Ap0s a realizacdo do protocolo de amplificacdo descrito na sec¢édo
2.3.2.1, foram obtidas 97 amostras positivas (42,9%) do total das 226 (Figura 13). Para
as restantes amostras (n=129), apesar de varias tentativas de otimizacao do protocolo, ndo
foi possivel a obtencéo de produtos de amplificacéo.

Amplificacio da regifio codificante da integrase por rested

PCR

57.1%
42,9%

Positivo = Negativo

Figura 13. Representacéo gréafica (em percentagem) dos resultados obtidos apds amplificagdo por nested PCR da regido
codificante da IN.

Observando a taxa de positividade de 42,9%, este valor relativamente baixo podera estar
relacionado com o suporte utilizado para recolha e preservagdo das amostras sanguineas,
nomeadamente, os cartdes Whatman Indicating FTA® Elute Micro Cards (GE Healthcare,
Reino Unido), referidos anteriormente. Efetivamente, foi referido num estudo realizado
anteriormente a necessidade de abandonar o protocolo recomendado pelo fabricante para

a extracdo do DNA proviral referente a este tipo de cartdes (74), sendo entdo aplicado o
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protocolo de preparagédo de discos desenvolvido no IHMT, que se encontra descrito na
seccdo 2.2.

Como se p6de verificar na literatura, este tipo de cartdes comporta-se de forma diferente
dos originais quando exposto a condi¢es de humidade relativa e temperatura elevadas,
resultando, nalguns casos, no comprometimento da integridade do substrato e das
amostras presentes nos mesmos, devendo assim ser armazenado em condicdes de baixa
humidade e temperaturas inferiores a 4°C (122-124). Foi também descrito que, aquando
da colheita das amostras, 0 armazenamento deve ser feito a temperatura inferior a -20°C,
ndo se devendo deixar mais de 14 dias a temperatura ambiente (122), o que nédo foi
realizado. Estes fatores influenciam a preservacdo das amostras e, por conseguinte, a
capacidade de detecdo por PCR das diferentes variantes de HIV-1, dada a elevada
diversidade genética que este virus apresenta (122—124). E, no entanto, importante realcar
que as particularidades do HIV-1, em termos de diversidade genética, como também a
localizacdo geografica na qual o estudo foi realizado (Angola), regido com uma
multiplicidade de subtipos em circulacdo, constituiram sempre um desafio para uma
amplificagdo bem-sucedida. Um dos pontos fulcrais a considerar seria a capacidade dos
primers hibridarem eficaz e especificamente a regido alvo pretendida.

As amostras positivas foram selecionadas através da visualizacdo dos produtos de PCR
apos eletroforese em gel de agarose, sendo estas as que apresentavam uma banda com um
tamanho aproximado de 723 pb. Observaram-se vérios padrdes de migracdo nas
diferentes amostras. Como se pode verificar na Figura 14 (amostras 380-384, 386 e 387),
obtiveram-se padrdes de amplificacdo especificos, com apenas uma banda, com o
tamanho pretendido. Porém, algumas reacdes de amplificagdo também apresentavam
produtos inespecificos, como se verifica, a titulo de exemplo, na Figura 15. O
procedimento experimental subsequente variava de acordo com a especificidade dos

produtos de amplificacdo, conforme mencionado previamente (seccao 2.5).
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NZYTech
DNA 379 380 381 382 383 384 385 386 387 388 H20 H20c

Ladder V

723pb  723pb  723pb  723pb  723ph 723pb  723pb

1000
9200
800
700
600
500
400
300

200

100

Figura 14. Visualizacdo dos padrdes de migracéo dos produtos de amplificagdo por nested PCR da regiéo codificante
da IN do HIV-1, ap6s eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), em tampdo TAE 0,5X, corado com Green Safe
Premium (NZYTech, Portugal). Legenda: NZYTech DNA Ladder V — Marcador de massa molecular (100-1000 pb);
379-388 — Amostras em estudo; H20 e H20c— Controlos negativos.

723pb, . 723pb

100

Figura 15. Visualizagdo dos padrdes de migragao dos produtos de amplificacéo por nested PCR da regido codificante
da IN do HIV-1, ap6s eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), em tampdo TAE 0,5X, corado com Green Safe
Premium (NZYTech, Portugal). Legenda: NZYTech DNA Ladder V — Marcador de massa molecular (100-1000 pb);
367-536 — Amostras em estudo; H20 e H20c— Controlos negativos.

Nas amostras que apresentavam uma banda especifica, com o tamanho pretendido, e uma
quantidade de DNA aceitavel (88/97) (90,7%), este foi enviado para sequenciagao
nucleotidica diretamente a partir da mistura de PCR, com realizacdo de uma purificagdo
pela propria empresa de fornecimento de servicos de sequenciacdo (STAB VIDA,
Caparica, Portugal). Nas amostras que apresentavam bandas inespecificas (9/97) (9,3%),
que poderiam interferir, desde logo, com a qualidade das sequéncias nucleotidicas a obter,
os produtos de PCR de tamanho esperado foram submetidos a purificacéo a partir de gel

de agarose, apés separacdo eletroforética e, s6 depois, enviados para sequenciacao.
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3.3 Anélise bioinformética das sequéncias nucleotidicas
3.3.1 Edicéo e confirmacéo de identidade

Apo0s a sequenciacdo nucleotidica dos 97 fragmentos e obtencdo de duas sequéncias, e
respetivos cromatogramas, para cada amostra, uma no sentido direto (sense) e outra no
sentido reverso (antisense), de forma a ser possivel a sua comparacao para obtencao final
de uma sequéncia consenso, procedeu-se a sua analise e edicdo. A sequenciacdo
nucleotidica em ambos 0s sentidos teve como objetivo principal aumentar a fiabilidade
dos resultados, considerando o objetivo de caracterizar mutagdes ligadas a resisténcia aos
farmacos antirretrovirais inibidores da IN. Para determinadas posi¢cfes, observou-se a
incapacidade de atribuicao de apenas um nucle6tido, devido a existéncia de quasispecies,
sendo assim necessaria a atribuicdo de uma base degenerada, com base no cédigo IUPAC
(do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry) (Anexo 4). Na totalidade,
foram obtidas 92 sequéncias nucleotidicas consenso, uma vez que em 5/97 fragmentos de
DNA sequenciados (5,2%) nao foi possivel obter sequéncias devido a sua fraca qualidade
(sequéncias/cromatogramas truncados, cromatogramas com elevado “ruido de fundo”

e/ou um elevado numero de degeneragdes, que tornavam dificil a sua interpretacédo).

Depois de obter uma sequéncia nucleotidica consenso para cada amostra, procedeu-se a
uma confirmacdo preliminar da sua identidade através da comparacdo com sequéncias
depositadas em bases de dados internacionais, utilizando o programa BLAST (disponivel

em https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Posteriormente, foram registadas as

sequéncias da base de dados que demonstraram maior similaridade com as sequéncias em
analise, bem como o respetivo E value, para posterior utilizacdo na analise filogenética.
Como resultado, foram identificadas percentagens de similaridade com sequéncias de

HIV-1 iguais ou superiores a 92,8% e E value igual a zero.

3.3.2 Genotipagem automatizada

ApoOs obtencdo das sequéncias em andlise, prosseguiu-se para uma genotipagem
preliminar automatizada, antes da construcdo da arvore filogenética manual. Para tal, foi
utilizado o software REGA HIV-1 Subtyping Tool (versao 3.46), como descrito no ponto

2.7.2. Este procedimento teve como objetivo a obtencdo de um conhecimento inicial
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sobre a diversidade dos gendtipos presentes na amostra populacional em estudo. Como
pode ser observado na Figura 16, verificou-se a predominancia do sub-subtipo F1 (22/92,
23,9%), sequido dos subtipos C (17/92, 18,5%), G (15/92, 16,3%) e Al (8/92, 8,7%),
observando-se ainda a presenca do subtipo H (1/92, 1,1%). Uma vez que, para este
software, a anélise de eventos de recombinacdo genética so é efetuada para sequéncias de
tamanho superior a 800 pb, e as sequéncias em analise apresentam um tamanho inferior
(682 pb), ndo foi possivel a sua realizacdo. Assim, é importante realcar que para 29/92
(31,5%) sequéncias em estudo ndo foi possivel a atribui¢éo de qualquer genétipo/subtipo,
0 que pode indiciar que estamos face a uma sequéncia recombinante (genoma mosaico),
ou uma sequéncia muito divergente das sequéncias de referéncia utilizadas para a

realizacdo da analise.

23,9% F1
31,5% .
G
Al
18,5% 4
1,1'3"6 357% NA

16,3%

Figura 16. Representagdo grafica (em percentagem) dos subtipos obtidos apds genotipagem preliminar automatizada
das sequéncias nucleotidicas em estudo, utilizando o software REGA HIV-1 Subtyping Tool (versdo 3.46). NA é a
designacdo para as sequéncias cujos gendétipos ndo foram atribuidos.

Optou-se por utilizar o software REGA HIV-1 Subtyping Tool pois os resultados gerados
sdo fundamentados em andlise filogenética, ao contrério de outros programas disponiveis
online que se baseiam principalmente na procura de semelhanca direta entre sequéncias.
Isso confere uma maior significancia a analise, apesar de algumas restricdes que possam
existir (125-127).

3.3.3 Anadlise filogenética

Para uma caracterizacdo mais significativa da diversidade genética das estirpes de HIV-

1 presentes na amostra em estudo, procedeu-se a construcdo de uma arvore filogenética
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por métodos ndo automatizados, como descrito no ponto 2.7.3 (Figura 17). Esta arvore
filogenética, construida a partir de um alinhamento multiplo de sequéncias nucleotidicas
que abrange um total de 682 nts, compreende um conjunto de 150 sequéncias, incluindo
as 92 sequéncias em analise, 30 sequéncias obtidas da base de dados GenBank por meio
de pesquisa de regides de semelhanca local entre sequéncias, utilizando o programa
BLAST, 27 sequéncias de referéncia do grupo M do HIV-1 e uma sequéncia de referéncia
do grupo O do HIV-1, que foi utilizada como outgroup para esta analise. Resumidamente,
para a construcdo desta arvore filogenética foi utilizado o método de neighbor-joining
(120), com a matriz de distancia genética calculada pelo método de dois parametros de
Kimura (121). A robustez da topologia resultante foi avaliada por meio do método de
bootstrapping, com a realizacdo de 1000 réplicas. Os agrupamentos foram considerados
filogeneticamente consistentes quando os valores de bootstrap obtidos foram iguais ou

superiores a 70%.

Apbs analise da arvore filogenética obtida, foi possivel atribuir um genotipo a 80 das
sequéncias nucleotidicas em analise, estando estas posicionadas em nove agrupamentos
filogenéticos distintos. Destes agrupamentos, trés (CRF02_AG, H e CRF18 cpx,
conforme ilustrado na Figura 17) sdo suportados por valores de bootstrap significativos,
com percentagens de 76%, 90% e 95%, respetivamente. No entanto, mesmo nos casos de
agrupamentos que ndo alcancaram significancia do ponto de vista filogenético, as suas
topologias apresentam-se, de maneira geral, bem definidas. Portanto, a identificacdo dos
genotipos da grande maioria das sequéncias em estudo pdde ser realizada com um grau
de certeza elevado. A um conjunto de 12 sequéncias, no entanto, ndo foi possivel atribuir
um gendtipo, devido a sua posicdo ambigua na arvore filogenética ou a notavel
divergéncia genética apresentada em relacdo ao nd ancestral que as suporta. Estas
sequéncias seriam naturais candidatas a uma posterior analise de bootscanning, com o
objetivo de investigar a possivel ocorréncia de fendmenos de recombinagao

intergenotipica, contudo, esta ndo foi efetuada devido a restricdes temporais.

Das 29 sequéncias ndo genotipaveis pelo método automatizado, 22 (AO_202, AO_210,
AO_334, AO 356, AO_367, AO_380, AO_383, AO_384, AO_386, AO_387, AO_404,
AO_406, AO_416, AO_433, AO_449, AO_456, AO_462, AO_472, AO_483, AO_488,
AO 508 e AO_521) foram classificadas somente recorrendo a arvore filogenética. As
restantes 7/29 sequéncias (AO_398, AO_474, AO_475, AO_480, AO_481, AO_527 e
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AO_533) ndo genotipadas pelo método automatizado, juntamente com mais cinco
(AO_434, AO_466, AO_494, AO_520 e AO_531) constituem o conjunto total de 12
sequéncias ndo genotipaveis na amostra populacional em estudo. As 58 sequéncias
restantes foram classificadas por conjugacdo de informacdo entre a genotipagem

automatizada e a posicéo relativa na arvore filogenética final.

Numa primeira analise da arvore filogenética construida, é evidente que uma grande parte
dos grupos formados néo apresentaram valores de bootstrap superiores a 70%, sugerindo
que a fiabilidade da inferéncia filogenética realizada é algo limitada. Esta limitac&o pode
ser atribuida, em parte, ao tamanho da regido analisada, que compreende apenas 682 nts,
sendo gue para uma inferéncia mais robusta seria necessaria a analise de uma sequéncia
de maior tamanho, idealmente, 0 genoma completo. Para além disso, apesar da regido
codificante da IN ser mais conservada que as correspondentes das restantes enzimas, é
importante realcar que as amostras em estudo sdo provenientes de uma regido geografica
onde é reconhecida uma elevada diversidade genética de formas virais circulantes. Assim,
sera provavel estar na presenca de uma grande diversidade de gendtipos divergentes,
CRFs e/ou URFs, ndo sendo possivel formar grupos monofiléticos suportados por valores
de bootstrap estatisticamente significativos com geno6tipos puros. Tendo em consideragao

esses fatores, prossegue-se para uma analise mais detalhada dos resultados obtidos.

O agrupamento das sequéncias AO_202, AO_235, AO_245, AO_374, AO 383,
AO_386, AO_387, AO_404, AO_416, AO_423, AO_432, AO_433, AO_449, AO_455,
AO 462, AO_483, AO_489, AO 508 e AO_511, com sequéncias do subtipo A apresenta
um suporte estatistico apoiado por valores baixos, devido a valores de bootstrap inferiores
a 70%, o que indica falta de consisténcia. No entanto, a topologia deste agrupamento
permitiu, para fins deste estudo, a classificagcdo destas amostras como subtipo A (Figura
17). E importante realcar que a inferéncia filogenética neste caso possui uma fiabilidade
limitada e seria necessario estudar uma regido mais extensa da sequéncia, em vez de se
restringir apenas a regido codificante da IN. Este agrupamento demonstra, também, uma
grande diversidade intragenotipica, inferéncia apoiada pelo padréo de distribuicdo dos
diferentes ramos neste agrupamento da arvore filogenética. A sequéncia AO_508, por
exemplo, difere claramente das demais, pois forma um grupo monofilético consistente
com duas sequéncias de referéncia do sub-subtipo A2 (valor de bootstrap de 95%), sendo

assim possivel atribuir este sub-subtipo a essa sequéncia.
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Em estudos realizados em 2009 foi verificado que o subtipo A era predominante em
Angola o que ndo seria surpreendente dado os paises que faziam fronteira com este pais
(RDC e RC) apresentarem também uma predominéancia deste subtipo (61,65). Em 2014,
comeca-se a observar uma diminuicdo da prevaléncia do subtipo A (66) acompanhada de
um aumento da prevaléncia do subtipo C, que poderia ser explicado pelo aumento da sua
prevaléncia nos paises fronteiricos, nomeadamente a regido sul da RDC e Zambia (66).
Assim, ao longo do periodo 2000-2019 tem-se vindo a verificar uma diminui¢do na
prevaléncia do subtipo A em Angola, juntamente com um aumento de formas
recombinantes (71). Os resultados apresentados neste trabalho v@o de encontro ao
registado na literatura, uma vez que, como se pode observar na Tabela 6, para além da
prevaléncia de ambos os subtipos ser equivalente, no seu conjunto, ambos 0s subtipos

concorrem para cerca de 40% das sequéncias caracterizadas.

Tabela 6. Resultados da genotipagem para a regido codificante da IN das 92 sequéncias em

estudo, apos construgdo da arvore filogenética (NA= gendtipo ndo atribuido).

Gendtipo  Numero de sequéncias (%)

F1 26 (28,3)

A 19 (20,7)

C 18 (19,6)
CRF27_cpx 4 (4,3)
G 3(3,3)
CRF02_AG 3(3,3)
CRF19 cpx 3(3,3)
D 2(2,2)
H 1(1,1)
CRF18_cpx 1(1,1)

NA 12 (13,0)

Total 92 (100)

Ainda no agrupamento A, é importante observar a presenca de um subgrupo monofilético
consistente, que inclui trés das sequéncias angolanas (AO_356, AO_384 e AO_406),
juntamente com uma sequéncia CRF19 cpx, sustentado por um valor de bootstrap de
92%. Considerando este valor elevado e que a regido especifica do genoma que estamos
a analisar tem na CRF19_cpx uma estrutura mosaico complexa (conforme representada

no Anexo 5), na qual a regido codificante da IN inclui dois pontos de recombinagéo,
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originando um mosaico A/G/A, pode afirmar-se com alguma certeza que as amostras em
causa, na regido em estudo, tém uma estrutura mosaico CRF19 cpx. Dentro deste
agrupamento, foram observados eventos de hipermutacdo pela APOBEC na sequéncia
AO 356 (Figura 17).

Relativamente aos dois agrupamentos que incluem sequéncias da CRF124 cpx e de
referéncia da CRF27_cpx, estes constituem grupos monofiléticos com valores de
bootstrap estatisticamente significativos, sendo eles 91% e 74%, respetivamente. Foi
observado que a estrutura da CRF124_cpx (Anexo 5) na regido codificante da IN contém
uma porc¢édo da CRF27_cpx (Anexo 5), 0 que suporta a posicao relativa de ambas as CRFs
na arvore filogenética. Como tal, na medida em que ambas as CRFs tém exatamente a
mesma estrutura recombinante G/J, caracteristica da CRF27_cpx, para a regido genomica
em estudo (regido codificante da IN e ndo o genoma completo), as sequéncias AO_363,
AO 448, AO 482 e AO 538 foram classificadas como CRF27_cpx. Um estudo
desenvolvido em 2012 identificou varios recombinantes que apresentavam uma por¢édo
parcial do gene pol desconhecida, que ndo agrupavam com nenhuma CRF conhecida, mas
entre eles constituiam um grupo monofilético bem suportado (67), sendo denominados
de “recombinantes UH”. Mais tarde, um estudo realizado em 2022 caracterizou melhor
estas sequéncias e descreveu-as como uma nova CRF em Angola designada de
CRF124 cpx (69). Esta CRF é composta por fragmentos dos subtipos A, G, H e da
CRF27_cpx (69), o que vai de encontro com aos resultados apresentados na Figura 17,
onde se consegue observar uma clara relagdo filogenética no posicionamento relativo das
sequéncias em estudo agrupadas com a CRF124 cpx e com a CRF27_cpx. Finalmente, a
estrutura mosaico G/J para a regido codificante da IN, nesta ultima CRF, suporta uma
maior proximidade filogenética com o subtipo G (e CRF02_AG), como se pode observar
na arvore filogenética. Para além disto, este agrupamento revelou duas sequéncias
(AO_363 e AO_482) que apresentaram eventos de hipermutacdo pela APOBEC (Figura
17).

No que se refere as sequéncias AO_7, AO_309 e AO_473, que foram genotipadas como
CRF02_AG, elas constituem um grupo monofilético, com uma Unica sequéncia de
referéncia dessa CRF, com origem nos Camardes, apresentando um valor de bootstrap de
76%. Assim, com base na estrutura mosaico da CRF02_AG (representada no Anexo 5),

particularmente na regido codificante da IN, que inclui um ponto de recombinacéo entre
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0 subtipo G e uma regido A/G, e considerando ainda a sua posicéao relativa na arvore
filogenética (proxima das sequéncias do grupo G), podemos afirmar com confianga que
essas sequéncias serdo, de facto CRF02_AG na regido em analise. Relativamente ao
agrupamento que inclui as sequéncias AO_237, AO_373 e AO_485 e sequéncias de
referéncia do subtipo G, é relevante observar que ele ndo se configura como um
agrupamento consistentemente robusto, visto que o valor de bootstrap que o suporta é
inferior a 70%. Contudo, dentro desse mesmo agrupamento, as amostras AO_237,
AO 373 e AO_485 formam um subgrupo consistente (valor de bootstrap de 84%) com
sequéncias de referéncia do subtipo G com origem em Espanha e Portugal, demonstrando
a sua grande proximidade evolutiva. Levando ainda em consideracdo a raridade da
circulacdo do subtipo G na Europa, mas a sua elevada expressdo na epidemia portuguesa
(para Portugal, a Los Alamos HIV Sequence Database reporta 38,7% de sequéncias do
subtipo G), podemos especular sobre a mais que provavel origem em Angola deste

subtipo no nosso pais.

Quanto as sequéncias em estudo AO 367 e AO_488, estas emparelham com as
sequéncias de referéncia do subtipo D (Figura 17). Ainda que o agrupamento formado
ndo apresente um valor de bootstrap estatisticamente significativo, a topologia da arvore
filogenética sugere uma clara similaridade das sequéncias em estudo com este subtipo,

pelo que nele foram classificadas.

Na Figura 17, é também possivel observar um agrupamento monofilético,
estatisticamente significativo (suportado por um valor de bootstrap de 95%), que inclui a
sequéncia AO_334 juntamente com duas sequéncias de referéncia classificadas como
CRF18_cpx. Tendo ainda em conta a estrutura mosaico altamente complexa caracteristica
dessa CRF (Anexo 5) na regido codificante da IN (U/G/A/G), apresentando dois pontos
de recombinacdo e duas regides de gendtipo dubio (U e A/G), podemos afirmar com
elevada fiabilidade que a sequéncia AO_334, na regido em analise, é uma CRF18_cpx.
Esta forma recombinante foi pela primeira vez descrita, em 2005, em Cuba (128), pais
que manteve, e mantém, relacdes sociais e politicas com Angola, particularmente durante
0 periodo da guerra civil. A circulacdo desta CRF foi descrita em Angola pela primeira
vez em 2012 (67).
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Figura 17. Relagdes filogenéticas entre 150 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da
integrase, baseadas num alinhamento multiplo de 682 nucle6tidos. Na arvore filogenética foram
incluidas as 92 sequéncias em estudo (indicadas com o simbolo @), 27 sequéncias de referéncia
do grupo M (Al-A4, A6-A8, B, D, F1, F2, G, H, J, K, L, CRF18_cpx e CRF27_cpx) e uma do
grupo O (como outgroup) e 30 sequéncias obtidas por pesquisa de semelhanca local entre
sequéncias (analise BLAST). Com excecdo das sequéncias em estudo, a designacdo de cada
sequéncia inicia-se com o respetivo gendétipo, seguido do cddigo do pais de origem (AO -
Angola, AU — Austrdlia, BE — Bélgica, BR — Brasil, BW — Botsuana, CD — Republica
Democratica do Congo, CF — Republica Centro-Africana, CM — Camardes, CN — China, CU —
Cuba, CV — Cabo Verde, ES — Espanha, ET — Etiopia, FI — Finlandia, FR — Franga, GB — Reino
Unido, GH — Gana, IN — India, MW — Malaui, NG — Nigéria, PT- Portugal, SE — Suécia, SN —
Senegal, TH — Tailandia, UA — Ucrania, UG — Uganda, ZA — Africa do Sul, ZM — Zambia),
nome da estirpe/isolado viral e nimero de acesso no GenBank. A inferéncia filogenética foi
realizada com recurso ao software MEGA versdo 11, tendo por base 0 modelo de neighbor-
joining e o método de dois parametros de Kimura para o calculo das distancias genéticas (a
escala indica 2% de distancia genética). A robustez da inferéncia filogenética foi analisada por
bootstrapping de 1000 amostragens aleatorias, considerando-se significativos valores >70%. As
sequéncias nas quais foi detetada a ocorréncia de fendmenos de hipermutagéo estdo indicadas
com o simbolo
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No que diz respeito ao subtipo F, é notorio que o grupo de sequéncias em estudo ndo
inclui representantes do sub-subtipo F2. No que diz respeito a 26 sequéncias (AO_205,
AO_210, AO_314, AO_315, AO_318, AO_322, AO_380, AO_381, AO_382, AO_391,
AO_410, AO_436, AO_441, AO_443, AO_452, AO_453, AO_472, AO_491, AO_492,
AO_495, AO_507, AO_515, AO 519, AO_521, AO_536 e AO_541), estas apresentam-
se agrupadas juntamente com sequéncias de referéncia do sub-subtipo F1. Apesar deste
agrupamento nao estar suportado por um valor de bootstrap consistente (<70%), a
topologia da arvore evidencia uma clara relacdo filogenética entre as sequéncias em
estudo e o sub-subtipo F1, com uma elevada diversidade intragenotipica. As sequéncias
AO_205, AO_210, AO_314 e AO_322, ainda que classificadas, nesta analise, como
pertencentes ao sub-subtipo F1, seriam passiveis de uma posterior analise de
recombinantes, dada a divergéncia genética elevada sugerida pelos ramos que as
suportam na arvore filogenética (Figura 17), ndo tendo sido realizada pelas razdes
referidas anteriormente. Entre estas, a sequéncia AO_205, juntamente com a sequéncia
AO 491, evidenciando esta notavel divergéncia genética, foram selecionadas para
pesquisa de possiveis eventos de hipermutacéo, tendo sido verificados. O sub-subtipo F1
é descrito como o mais frequente na regido norte de Angola (62,67,71), sendo que hd uma
diminuicdo da sua prevaléncia de norte para sul deste pais (67). Os subtipos C e F1 foram
apresentados como 0s mais frequentes na maioria dos estudos revistos por Sebastido et
al. (2021) em Angola, foi também relatado um aumento da prevaléncia do sub-subtipo
F1 entre os anos de 2000-2019 (129), o que pode justificar a predominancia deste subtipo
na amostra populacional em estudo. Na arvore filogenética (Figura 17), foram
evidenciadas relacGes filogenéticas com sequéncias de referéncia originarias do Brasil,
Angola, Camardes, Africa do Sul e alguns paises europeus. Estas observacdes vio de
encontro aos resultados do estudo de Bello et al. (2012), que refere que o subtipo F1 é
excecionalmente prevalente em Angola, Brasil e Roménia. O contexto epidemioldgico
em que se dispersou esta relacionado com o longo periodo de guerra civil em Angola e a
infecdo de um grande nimero de criancas na Roménia (68). As trés subepidemias do
subtipo F1 comecgaram a propagar-se mais ou menos na mesma altura, entre o final da
década de 1970 e o inicio da década de 1980. Este periodo coincide com as importantes
mudangas sociopoliticas que ocorreram em Angola apés o inicio da guerra civil em 1975.

Esta, ndo so esteve associada a uma importante vaga de emigracdo, mas também recebeu
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intervencgdo de varias poténcias estrangeiras, nomeadamente, Cuba, paises do Bloco de
Leste (incluindo a Roménia), EUA, Africa do Sul e Zaire (atual RDC) (68). Estas
circunstancias conferiram uma dimensao internacional ao conflito angolano que pode ter
espoletado a migragdo de virus do sub-subtipo F1 da Africa Central para a Europa e a
América do Sul, bem como a sua larga disseminacdo em Angola (68), especialmente na

regido norte.

O grupo monofilético relativo ao subtipo H é sustentado por um valor de bootstrap de
90% (Figura 17), o que permite uma classificacdo genotipica inequivoca da sequéncia
AO_451 como pertencente a esse subtipo, relativamente a regido em estudo. O subtipo H
tem sido reportado em Angola por varios estudos (71), embora, tal como no presente

trabalho, em prevaléncias relativamente baixas.

A sequéncia AO_475 emparelha com uma sequéncia de referéncia da China reportada
como uma URF complexa em 2015 (130), apesar deste agrupamento nao ser suportado
por um valor de bootstrap estatisticamente significativo (<70%). Esta URF é uma forma
recombinante de terceira geracdo, resultante das CRF55_01B, CRF01_AE e CRF07_BC,
na qual, na estrutura mosaico final, segmentos genémicos dos subtipos B e C foram
inseridos na matriz genémica da CRF01_AE (130). A CRF01_AE teve origem na Africa
Central e é agora muito mais prevalente no leste e sudeste Asiatico, tendo tido uma rapida
expansao em diferentes grupos de risco e regides geogréaficas na China, desde 1980 (131).
Para além disto, na arvore filogenética de genoma completo apresentada por Gui et al.
(2015), evidencia-se um agrupamento monofilético entre esta URF e a CRF01_AE
proveniente dos Camardes, com um valor de bootstrap de 100% (130). Ambos os aspetos
mencionados parecem corroborar uma possivel relacdo filogenética entre a sequéncia
AO_475 de Benguela e esta URF complexa descrita na China. Neste contexto, digno
ainda de realce, o notavel aumento, nos ultimos anos, da emigracao com origem na China
para o continente africano, particularmente para Angola (132), que conta ja com mais de
20 000 individuos residentes com origem nesse pais asiatico (129).

No que diz respeito as demais sequéncias sob analise, nomeadamente AO_319, AO_320,
AO_364, AO_370, AO_394, AO_397, AO_417, AO_418, AO_442, AO_456, AO_469,
AO_490, AO_493, AO_503, AO 512, AO_516, AO_522 e AO_545, observa-se que
formam um agrupamento com diversas sequéncias de referéncia do subtipo C. No

entanto, € relevante destacar que esse agrupamento ndo é apoiado por um valor de
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bootstrap consistente, permanecendo abaixo do limite de 70%, a exce¢do das sequéncias
AO_469 e AO_522 que se encontram num agrupamento monofilético com uma sequéncia
de referéncia do subtipo C, suportado por um valor de bootstrap de 82%, bem como a
sequéncia AO_397 pertencente a um agrupamento monofilético com uma sequéncia do
subtipo C, apoiado por um valor de bootstrap de 75%. O grau de divergéncia dos ramos
onde se encontram as sequéncias AO_469 e AO_522 na arvore filogenética consta-se de
elevada significancia, pelo que, segundo a analise, representa eventos de hipermutacéo
induzida pela APOBEC. Tanto estas duas sequéncias, como a AO_364, seriam sequéncias
que, dada a posicao relativa dos ramos na arvore filogenética, faria sentido prosseguir
para uma analise de recombinacdo, como passo futuro, ndo tendo sido realizada por razdes
ja mencionadas. Nao obstante, a topologia da arvore filogenética sugere uma relacao
filogenética evidente dessas sequéncias com o subtipo C, embora com divergéncia
genética elevada (conforme ilustrado na Figura 17). O subtipo C é prevalente na maioria
dos estudos citados por Sebastido et al. (2021) em Angola, nomeadamente, nas provincias
da regido sul e sudeste, tal como na regido meridional de Africa (63) e, portanto, o
aumento na prevaléncia deste subtipo desde 2009 podera ser explicado pela sua circulacdo
disseminada nos paises que fazem fronteira com Angola, particularmente, Zambia,
Namibia e a regido sul da RDC (66,67). Os resultados apresentados, no que diz respeito
a elevada prevaléncia do subtipo C na nossa amostra, seriam expectaveis, dada a
localizacdo geografica de Benguela. As sequéncias do subtipo C que formam
agrupamentos com as sequéncias em estudo tém, na sua maioria, origem em estirpes de
HIV-1 em circulagio em paises do sul e sudeste de Africa, como Zambia, Africa do Sul,
Malaui e Botsuana, o que vai de encontro a literatura referida anteriormente.

Por ultimo, é importante notar que para um conjunto de 12 sequéncias, nomeadamente
AO_398, AO_434, AO_466, AO_474, AO_475, AO_480, AO_481, AO_494, AO_520,
AO_527, AO_531 e AO_533, nao foi possivel atribuir nenhum genétipo, pelo facto de
ndo se encontrarem incluidas em nenhum agrupamento monofilético significativo, de
acordo com a inferéncia filogenética realizada. Consequentemente, essas sequéncias
seriam candidatas a uma analise futura mais aprofundada, a fim de investigar possiveis
fendmenos de divergéncia genética extrema e recombinacéo, ndo tendo sido realizada por
razdes j& mencionadas. Sendo que duas delas (AO_474 e AO_533) estdo associadas a

fendmenos de hipermutacdo pela APOBEC. No geral, essas sequéncias sdo suportadas
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por ramos precocemente divergentes, ou formam mesmo agrupamentos divergentes, em
comparacgdo com a topologia global da arvore filogenética construida, e, na sua maioria,
apresentam distancias genéticas relativas aos respetivos ancestrais (n6s da arvore)

substancialmente elevadas, conforme ilustrado na Figura 17.

Foi referido anteriormente que algumas arvores filogenéticas com sequéncias de HIV-1
com origem em Angola tém uma fraca organizacdo subestrutural, sendo constituidas por
agrupamentos menos consistentes do que os formados pelas sequéncias de referéncia
globais, ndo permitindo, por isso, uma classificagdo inequivoca dos subtipos (61), como
se pode observar na arvore filogenética construida neste estudo. Como consequéncia, ha
um grau de incerteza associado a classificacao global dos subtipos neste estudo, que pode
ndo refletir toda a extensao da diversidade genética nesta regido. Assim, uma analise mais
aprofundada sera necessaria, por exemplo, para clarificar se estas sequéncias sao subtipos
puros ou representam novas formas genéticas recombinantes do HIV-1. Apesar de tudo,
estes resultados reforcam que Angola, tal como a RDC, é um dos epicentros de
diversidade desta epidemia. Alguns subtipos com distribuicdo fora de Africa poderéo ter
resultado da disseminagéo de estirpes fundadoras, com origem na regido de Angola, para
outras regiGes geogréficas (e.g. subtipo G, em Portugal, depois na base também da
CRF14 _BG, com alguma disseminacdo europeia, particularmente, entre a populacdo
toxicodependente por via intravenosa). Os resultados publicados tém vindo a indicar que
a complexidade genética da epidemia do HIV-1 em Angola continua a aumentar,
sugerindo altas taxas de coinfecdo e/ou superinfecdo (66), o que é consistente com o

aumento da incidéncia e prevaléncia destes virus com genomas recombinantes.

3.4 Andlise bioinformética das sequéncias aminoacidicas e pesquisa de
mutacdes de resisténcia associadas aos inibidores da integrase

De forma a realizar a analise bioinformatica das 92 sequéncias aminoacidicas traduzidas

putativas e pesquisa das mutacOes associadas a resisténcia aos antirretrovirais inibidores

da IN, utilizou-se o programa HIVdb, nomeadamente o Genotypic Resistance

Interpretation Algorithm da Stanford University HIV Drug Resistance Database (verséo

9.4) (disponivel em: https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-sequences/), como foi referido

no ponto 2.8.1. O objetivo principal seria fazer um levantamento das mutagfes associadas
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a resisténcia aos inibidores da IN (mutacdes principais e acessérias), bem como de outros
polimorfismos genéticos naturais. O programa utilizado gera um relatorio interpretativo
individual para cada uma das sequéncias nucleotidicas submetidas para anélise, referentes
aregido codificante da IN, sendo os resultados obtidos por meio de comparagdo com uma

sequéncia consenso do subtipo B.

Na sua grande maioria (90/92, 97,8%), as sequéncias aminoacidicas em andlise
correspondem a um fragmento de 227 dos 288 residuos de aminoécidos que compdem a
estrutura priméria da IN (78,8%), ainda assim, englobando a quase totalidade das
posicBes nas quais ja foram descritas mutacGes associadas a resisténcia aos inibidores
desta enzima (principais e acessorias) (posi¢des 54-281). Utilizando o mesmo algoritmo,
também foram reunidos os perfis fenotipicos previstos para cada um dos inibidores da IN
considerados, em relagdo a cada sequéncia analisada. No relatorio emitido, com base na
mutacédo identificada, foram fornecidas pontuacdes individuais relativamente a cada
INSTI. Em seguida, considerando a soma das pontuacdes de cada uma das mutacdes
encontradas, em cada sequéncia submetida, foi atribuida uma classificacdo do nivel
fenotipico de resisténcia correspondente (suscetibilidade, potencial de nivel baixo, nivel
baixo, intermédio ou elevado), descritas no subcapitulo 2.8.1. Essa classificacdo foi
determinada para os cinco inibidores da IN (RAL, EVG, DTG, BIC e CAB). E importante
realcar que o RNA gendmico viral isolado a partir do plasma é considerado o material
bioldgico preferencial para pesquisa de mutagdes de resisténcia aos ARVs (99,133,134).
Contudo, no presente estudo, as sequéncias em andlise foram obtidas a partir da
amplificacdo do DNA proviral que se encontrava em células mononucleadas do sangue
periférico infetadas, existentes na mancha de sangue preservada nos cartdes FTA® (GE
Healthcare, Reino Unido). Desta forma, o virus representado pelo DNA proviral pode nao
ser inteiramente representativo da populagdo de virus replicativos, em circulagédo na
corrente sanguinea, podendo representar apenas populacdes virais latentes e sequéncias
“arquivadas”. A utilizacdo, para este tipo de testes, de RNA gendmico viral presente no
plasma, permite a identificacdo preferencial das mutacGes que conferem resisténcia ao
regime terapéutico presente e que poderdo estar na base de uma eventual faléncia
terapéutica (134). Outro tipo de resisténcia, como reflexo de falhas terapéuticas anteriores
ou mutacBes associadas a TDR, pode encontrar-se no DNA proviral, em células

mononucleadas de sangue periférico, sendo que essas variantes virais que se encontram
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latentes, podem reemergir sob a pressao seletiva do farmaco (134). Foi demonstrado que
a resisténcia aos farmacos no reservatério proviral prevé a recuperagdo viroldgica (135),
ainda que a avaliacdo de resultados desta natureza requeira algum cuidado, ja que as
mutacgdes encontradas nem sempre correspondem as encontradas no RNA gendémico do
virus (embora alguns estudos indiquem valores de concordancia entre os resultados
obtidos com o RNA viral e 0 DNA proviral que variam entre 28% e 100% (134)).
Independentemente do tipo de amostra biologica utilizada, existe uma outra limitagdo
para estes testes, especialmente quando implementados atraves do método classico de
sequenciacdo de Sanger, que é o facto de poderem existir estirpes minoritarias que
possuem mutagOes associadas a resisténcia aos farmacos antirretrovirais no conjunto da
quasispecies que ndo sao caracterizadas, isto devido ao limite de detecdo (15-20%) dos
testes genotipicos empregues para rastrear essas mutacoes de resisténcia (99,134,136).
Apesar destas e outras limitacdes, os testes genotipicos sdo preferencialmente utilizados
devido ao seu custo reduzido e facilidade e rapidez de implementagao (99).

3.4.1 Identificacdo de mutagdes associadas a resisténcia aos INSTI e
outros polimorfismos genéticos
De entre 0 conjunto de sequéncias aminoacidicas em analise foram encontradas cinco
mutac¢des associadas a uma diminui¢do da suscetibilidade aos inibidores da IN, num total
de 10 sequéncias: uma mutacdo principal, E92G (1,2%) e quatro mutacfes acessorias,
L74M (3,6%), Q95K (2,4%), T97A (3,6%) e E157Q (1,2%), como se pode observar na
Figura 18, sendo que cada uma das sequéncias apresentava apenas uma das mutacoes

representadas.

E importante realcar que nesta analise foram excluidas 9/92 (9,8%) sequéncias em estudo
(AO_205, AO 356, AO 363, AO 469, AO_474, AO_482, AO_491, AO_ 522 e
AO _533), por apresentarem indicios de hipermutacdo por hiperadenilacdo associada a
atividade da APOBEC (137,138). Esta é uma enzima do hospedeiro humano a que esta
associado um fendmeno de hiperadenilacdo do acido nucleico do virus (C>A), com
efeitos mutagénicos (138,139). A introducdo destas mutacGes, nomeadamente
conduzindo a coddes de terminagéo, ao longo da sequéncia codificante da IN, conduz a

uma enzima defetiva. Uma vez que esta desempenha um papel fundamental no ciclo
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replicativo do virus, é possivel que nem se cheguem a formar quaisquer novas particulas
virais, a partir destes provirus contendo regides codificantes da IN com evidéncia de
hiperadenilacdo, dependendo da localizacdo na grelha de leitura aberta do gene pol do

primeiro coddo de terminacao introduzido.

a)
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b) Prevaléncia das mutacdes de resisténcia aos INSTI identificadas na regido

codificante da integrase (%0)
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Figura 18. a) Representacdo esquematica de todas as mutagfes encontradas associadas a resisténcia aos INSTI, na
sequéncia codificante da IN. As letras superiores representam o aminoécido (cédigo de uma letra) da sequéncia
consenso do subtipo B (suscetibilidade), o nimero refere-se a sua posi¢do na sequéncia e as letras inferiores indicam o
aminodcido associado & mutacdo que confere resisténcia aos INSTI. A negrito esta destacada a mutagédo principal,
enquanto as restantes sdo mutacdes acessorias. b) Representagdo grafica da prevaléncia das mutacdes associadas a
resisténcia aos INSTI identificadas na regido codificante da IN das sequéncias em estudo.

E de notar, também, que 60 posicdes aminoacidicas da sequéncia primaria da IN n&o
foram analisadas neste estudo (posicOes 1-53 e 282-288), sendo uma delas, a posi¢do 51,
associada a uma mutacao de resisténcia aos INSTI (H51Y, uma mutagéo acessoria pouco

comum e ndo polimérfica).

As sequéncias AO_391, AO_434 e AO_472 apresentaram a mutacdo L74M. Nas
sequéncias AO_448, AO_473 e AO_480, foi constatada a presenga da mutagdo T97A.
Ambas sdo mutacdes acessorias, polimorficas, associadas a resisténcia aos ISNTI, sendo
a primeira delas comum. Segundo os dados da Stanford University HIV Drug Resistance
Database, apresentam uma prevaléncia entre 1-5% em pessoas que nunca receberam

HAART, dependendo do subtipo viral. Por si sO, ndo reduzem a suscetibilidade aos
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INSTI, contudo, em conjugacdo com outras mutacdes de resisténcia principais,

contribuem para a diminuigdo da suscetibilidade (140).

Em relacdo as sequéncias AO_456 e AO_520, identificou-se a mutacdo Q95K, que é uma
mutacdo acessoria, ndo polimorfica, e que, sozinha, contribui pouco, ou nada, para a
diminuicdo da suscetibilidade aos INSTI (140). A amostra AO_404 exibiu a mutagédo
E157Q, sendo esta uma mutacdo polimdrfica, também acessoria, selecionada em
individuos sob terapia incluindo EVG e RAL, mas que parece ter também pouco efeito
na reducdo da suscetibilidade aos INSTI (140).

Por ultimo, a mutacdo E92G foi detetada exclusivamente na sequéncia AO_416. E92G é
uma mutacdo principal, ndo polimorfica, que reduz a suscetibilidade ao EVG mais de 10
vezes, mas ndo parecendo contribuir para uma reducdo da suscetibilidade aos outros
INSTI (140). Esta é, também, uma mutacdo relevante para a vigilancia epidemioldgica da
resisténcia transmitida aos ARVs no HIV-1 (SDRM) (110,141), tendo sido selecionada
in vivo em individuos sob tratamento com INSTI (141). As SDRMs, como mencionado
anteriormente, sdo uma lista de mutacBes que cumprem 0s critérios necessarios para
comparar com exatiddo as taxas de resisténcia transmitida aos ARVs entre regides
geograficas e periodos de tempo distintos: 1) sdo reconhecidas como DRMs por um grupo
de peritos em resisténcia aos farmacos contra o HIV; 2) ndo sdo polimorficas,
independentemente do subtipo viral; e 3) ndo sdo excessivamente raras (ou seja, foram

excluidas as mutacfes que resultam muito raramente da pressao dos farmacos) (141).

E de notar que na populacéo angolana, tanto quanto é do nosso conhecimento, ainda n&o
foram conduzidas pesquisas de resisténcia aos INSTI envolvendo grupos de individuos
nunca submetidos a terapia antirretroviral com base neste grupo de ARVSs, considerando
até a recente introducdo do DTG nos esquemas terapéuticos do pais. Portanto, 0s
resultados aqui apresentados, indicando a presenca de uma mutacgdo principal e quatro
mutacdes acessorias, associadas a uma reducdo na suscetibilidade aos INSTI, ndo foram,
até a data, previamente reportados nesta mesma populacdo. Contudo, foram realizados
estudos noutras regides (e.g. Marrocos, RUssia, Suica), nos quais j& foram descritas estas
mutagcOes, como por exemplo a L74M, T97A e E157Q, surgindo em proporgoes

semelhantes as relatadas no presente estudo (142-146).
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Com recurso ao algoritmo da Sandford University HIV Drug Resistance Database, a cada
mutacao foi atribuida uma pontuacéo, associada a cada inibidor da IN, por forma a estimar

a probabilidade de resisténcia fenotipica para cada uma das sequéncias em estudo.

A grande maioria das sequéncias analisadas apresentava total suscetibilidade aos
diferentes INSTI (76/83; 91,6%), enquanto para 7 sequéncias (7/83; 8,4%) foi previsto

algum nivel associado de resisténcia fenotipica (Figura 19).

Para a mutagdo E92G (na sequéncia AO_416) foram estimados niveis intermédio, baixo
e potencial de nivel baixo de resisténcia ao EVG, RAL e CAB, respetivamente. Como
referido anteriormente, uma mutacdo de resisténcia de nivel intermédio indica uma
elevada probabilidade de que a atividade do farmaco, neste caso 0 EVG, seja reduzida,
mas que este ird, provavelmente, reter uma significativa atividade antiviral remanescente
(147). A resisténcia de nivel baixo, associada a esta mutacdo, indica que o virus pode ter
uma suscetibilidade reduzida ao RAL in vitro, ou que o individuo infetado com este virus
pode ter uma resposta virologica suboptima ao tratamento com este ARV (147). Por fim,
uma mutacdo de resisténcia potencial de nivel baixo indica uma possivel exposi¢do
anterior do virus a ARVs, sendo que, pelas caracteristicas da populagdo angolana em
estudo, estariamos perante uma mutacdo de resisténcia transmitida (147). Relativamente
as mutacOes acessorias Q95K, T97A e E157Q, encontradas nas restantes seis sequéncias
(AO_404, AO_448, AO_456, AO_473, AO_480 e AO_520), foram associados perfis
fenotipicos de resisténcia potencial de nivel baixo para 0 EVG e RAL. A mutagdo L74M,
presente nas sequéncias AO_391, AO 434 e AO_472, foi associada a perfis fenotipicos
de suscetibilidade. E notavel observar a completa suscetibilidade, das sequéncias em
estudo, manifestada em relacdo ao BIC e ao DTG, especialmente considerando a
introducdo recente, deste Gltimo, nos esquemas terapéuticos em Angola (2021) (91). Este
resultado parece indicar uma perspetiva promissora em termos de eficacia terapéutica,
uma vez que a suscetibilidade abrangente a este ARV pode sugerir a viabilidade do
recurso a0 mesmo como componente essencial nos regimes de tratamento. Esta
observacao pode ser relevante para a definicéo de diretrizes e planeamento de esquemas

terapéuticos no controlo da disseminacéo do HIV-1 em Angola.

Neste estudo, a mutacdo L74M foi descrita em sequéncias classificadas nos subtipos F1
(AO_391 e AO_472) e G (AO_434). Esta mutacao foi mencionada num estudo de 2011,
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no qual se verificou a sua sele¢do, bem como a de outras mutacgdes acessérias, como T97A
e E157Q, devido a pressdo seletiva associada a terapia com RAL, podendo contribuir para
a falha na terapia com recurso a esse ARV (148). Esta mutacdo foi observada em virus
dos subtipos Al, C, D, F1, G e CRF02_AG, a niveis inferiores a 10% (149), o que vai de
encontro ao observado no presente estudo, em que a mesma se encontra, com uma baixa
prevaléncia, associadas aos subtipos F1 e G. Num estudo realizado em 2016, esta mutacao
foi observada maioritariamente em virus pertencentes ao subtipo C (150). Relativamente
as mutacdes E157Q e E92G, estas estdo presentes nas sequéncias AO_404 e AO_416,
respetivamente, classificadas como subtipo A. A mutacdo E157Q foi observada em 35%
dos individuos infetados que nunca foram submetidos a HAART infetados com o subtipo
C (148). Num estudo de 2016, foi também observada a presenca desta mutacdo em
individuos infetados com este subtipo (149), o que ndo se observa no presente trabalho.
E157Q tem sido, ainda, reportada em virus do subtipo B (150,151) e CRF02_AG (150),
0 que ndo parece ir de encontro aos resultados obtidos. E, no entanto, importante referir
novamente que apenas foi estudada a regido codificante da IN e que ndo foi feita uma
analise de recombinacdo, pelo que a comparacdo entre resultados pode nao ser
inteiramente significativa. Segundo a literatura, a prevaléncia da mutacdo E92G varia
substancialmente, tendo sido relatada associada a diferentes subtipos, com diferentes
prevaléncias, como por exemplo, o subtipo F (18,5%) (152) e a CRF02_AG (0,1%) (141).
Em 2018, verificou-se uma associa¢édo entre individuos infetados com virus do subtipo A
e a presenca desta mutacdo com uma prevaléncia de 1,7% (153), na Africa subsariana.
Este resultado vai de encontro ao observado no presente trabalho, que apresenta uma
percentagem semelhante. Quanto & mutagdo Q95K, esta encontrava-se presente nas
amostras AO_456 e AO_520, classificadas nos subtipos C e G, respetivamente. Num
estudo realizado em 2016, foi observada esta mutacdo, maioritariamente, em virus
pertencentes ao subtipo C (150). Por fim, as sequéncias AO_448, AO_473 e AO_480,
que apresentavam a mutacdo T97A, foram classificadas como sendo CRF27_cpx,
CRF02_AG e NA (gendtipo ndo atribuido), respetivamente. Dados anteriores, associam

esta mutacdo, a niveis abaixo de 10%, a virus pertencentes 8 CRF02_AG (149).
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Fercentagem de sequiencias em estudo

EVG RAL EIC DTG CAB

NSTI
Suscetibilidade Besisténcia potencial de nivel baize
Fesizténcia de nivel baixo B Fesizténcia de nivel intermédio

Figura 19. Representacdo gréfica da distribuicdo relativa dos niveis de resisténcia fenotipicos putativos aos cinco
INSTI: Elvitegravir (EVG), Raltegravir (RAL), Bictegravir (BIC), Dolutegravir (DTG) e Cabotegravir (CAB);
associados as sequéncias da regido codificante da IN analisadas.

De nota que a sequéncia AO_373 apresentou uma insercdo na posicdo 253, com
ocorréncia de frameshift, contudo, ndo demonstrando afetar o nivel de suscetibilidade a
nenhum dos INSTI.

Finalmente, procedeu-se a uma analise dos polimorfismos genéticos ndo associados a
diminuicdo da suscetibilidade aos INSTI, presentes nas 92 sequéncias em estudo, segundo
o algoritmo da Stanford University HIV Drug Resistance Database. Foi também realizado
um alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas putativas em andlise, tendo como
referéncia uma sequéncia consenso do subtipo B, o que permitiu uma mais facil
comparacao entre sequéncias. Apos recolha de todos os polimorfismos genéticos a partir
do alinhamento maultiplo, foi realizada uma andlise estatistica (como descrito na sec¢édo
2.10), com o proposito de analisar uma potencial associacdo entre os polimorfismos

genéticos identificados em cada posicao e os diferentes genotipos.

Alguns polimorfismos genéticos demonstraram uma associagdo com significado
estatistico (p<0,01) com os subtipos A, C e F1 (Anexo 6). Estes mesmos polimorfismos
foram, entdo, considerados como assinaturas genéticas de subtipo. Para o subtipo A foram
identificados trés destas assinaturas, sendo elas 159V, S65P e D113E. Para o subtipo C,
cinco, nomeadamente, A37E, F46Y, S65T, C162H e D225A, apresentado duas delas
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(F46Y e D225A) uma associacdo altamente significativa (p<0,00001). Por fim, para o
subtipo F1 foram identificadas sete assinaturas genéticas, A44G, T58I, K82C, A151S,
T1641, L180V e D203E, com trés delas (T581, L180V e D203E) com uma associa¢do
altamente significativa (p<0,00001) (Anexo 6 e Tabela 7). E importante referir que a
importancia destes polimorfismos genéticos ainda se apresenta controversa, uma vez que
estes apresentam um impacto nulo, a nivel fenotipico, na resisténcia aos ARVs. Contudo,
ja foi demonstrada uma eventual importancia clinica dos mesmos, no que diz respeito a
selecdo de mutacdes de resisténcia, que se verificou ser acompanhada por um aumento
da prevaléncia de polimorfismos especificos que ocorrem naturalmente no virus,
contribuindo para uma sele¢do mais rapida ou mais lenta de DRM (154). Para além disto,
estes polimorfismos genéticos associados de forma significativa a determinados subtipos,

podem ser usados como marcadores epidemioldgicos (155).

Tabela 7. Assinaturas genéticas identificadas nas sequéncias da regido codificante da IN em estudo pertencentes aos
subtipos A, C e F1 (p<0,01). Os polimorfismos assinalados a negrito indicam uma associagdo altamente significativa
ao respetivo genotipo (p<0,00001). O codigo internacional IUPAC de uma letra foi utilizado para representar os
aminodacidos em cada posicdo (Anexo 4).

Subtipo Virus Selvagem (sequéncia consenso do subtipo B) Posicdo aminoacidica | Virus mutado
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4. Conclusdes
A pandemia do HIV-1 continua a representar um desafio significativo para a saude global,
mas sdo de notar 0s avancos realizados a nivel da prevencao, tratamento e monitorizagdo
desta infecdo viral. No entanto, apesar de todos 0s progressos nos ultimos anos, a infecdo

pelo HIV-1 permanece uma ameaca persistente, especialmente na regido africana.

O HIV-1 apresenta, cada vez mais, um aumento na diversidade genética e complexidade
das formas virais circulantes, observando-se, ao longo dos tempos, um aumento na
prevaléncia das formas virais recombinantes, acompanhado de uma diminuicdo na
prevaléncia dos subtipos puros (23,30,32). Esta complexidade genética é bastante
significativa em Angola, pais localizado na regido geogréfica epicentro desta
complexidade. O presente estudo permitiu verificar, exatamente, essa grande diversidade
genética de formas virais circulantes, para a regido codificante da IN, no gene pol,
nomeadamente, na provincia de Benguela, em Angola. E importante ressaltar a limitacio
de dados anteriores, presentes na literatura, disponiveis referentes a esta regido. Os
resultados obtidos confirmam uma maior prevaléncia do subtipo F1 (28,3%), seguido dos
subtipos A (20,7%) e C (19,6%). Foram ainda encontrados a CRF27_cpx (4,3%), 0
subtipo G (3,3%), a CRF02_AG (3,3%), a CRF19 _cpx (3,3%), o subtipo D (2,2%), o
subtipo H (1,1%) e a CRF18_cpx (1,1%). Nesta regido (sul de Angola), seria razoavel
antecipar uma maior prevaléncia do subtipo C, no entanto, o predominio conjunto
daqueles trés genotipos virais vai de encontro ao descrito na literatura para esta regiao.
Para além disso, é imperativo reiterar que os subtipos atribuidos referem-se apenas a
regido codificante da IN, ndo abrangendo o genoma total. Entre as formas virais
encontradas, foi constatada uma relativa diversidade de formas recombinantes (CRFs ou
URFs) para a regido em estudo. Uma vez que, por razbes temporais, ndo houve
oportunidade de implementar uma analise de recombinacdo, por técnica de bootscanning,
é plausivel que a contagem atual de formas recombinantes possa subestimar a verdadeira

incidéncia de eventos de recombinacdo gendmica nesta populacao viral.

Uma das principais conquistas no combate a pandemia pelo HIV-1 tem sido o
desenvolvimento e implementacdo mais generalizada da HAART, o que permitiu a
transicdo de um estado de doenca quase sempre fatal para uma condi¢do cronica

controlavel. A terapia antirretroviral ndo melhora apenas a qualidade de vida das pessoas
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infetadas, como também reduz significativamente a transmissdo vertical e sexual,
contribuindo assim também, em Gltima instancia, para a redu¢do do impacto desta infe¢éo
ao nivel dos sistemas de salde, a escala global. No entanto, a acessibilidade a estes
farmacos, a adesdo terapéutica individual e a implementacdo de uma monitorizacdo
sistematica, com recurso a testes de carga viral e genotipicos/fenotipicos de resisténcia,
constituem um grande desafio em muitas partes do mundo, nomeadamente, no continente
africano. No ambito deste estudo, observou-se um grau de resisténcia primaria aos INSTI
ndo negligenciavel, tendo-se reportado a circulagdo na provincia de Benguela de estirpes
virais com as mutacGes associadas a diminui¢do da suscetibilidade aos INSTI L74M,
Q95K, T97A, E157Q e E92G, sendo esta Gltima uma mutacdo principal. No cémputo
geral 12,0% (10/83) das sequéncias estudadas continham mutacbes associadas a
diminuicdo da suscetibilidade aos INSTI, 8,4% (7/83) associadas a niveis fenotipicos de
resisténcia. Dada a introdugdo tardia destes ARVs nos regimes de HAART em Angola,
nomeadamente o DTG (91) como esquema de primeira linha (93), a presenga
consideravel de niveis de resisténcia aos INSTI em individuos que ainda ndo foram
submetidos a terapia, apesar de ndo ser extremamente alarmante, sugere, de forma
indicativa, a existéncia de resisténcia aos ARVs transmitida. Além disso, o grau de
resisténcia manifestado neste estudo, em relacdo ao DTG, pode fornecer uma estimativa
da probabilidade de sucesso da HAART que inclua este ARV.

Apesar de todos os progressos dos ultimos anos, continuam a persistir desafios
significativos. A acessibilidade universal a tratamentos eficazes e preventivos ainda esta
longe de ser ideal, especialmente em regides com recursos limitados, como os paises de
médio/baixo rendimento. Adicionalmente, a falta de uma monitorizacdo terapéutica
sistematizada, como observada na maioria da populacdo infetada, nomeadamente nestes
paises, representa um desafio significativo, podendo contribuir para o desenvolvimento
de resisténcia aos ARVs, tanto primaria, como transmitida. A resisténcia aos
antirretrovirais continua a ser uma preocupacdo, destacando-se a necessidade de
desenvolvimento continuo de novos farmacos. A estigmatizacdo social relacionada com
a infecdo pelo HIV-1 também permanece como um obstaculo, que pode resultar em
barreiras significativas para a prevencéo, testagem e tratamento. Assim, uma abordagem
abrangente para o HIV-1 ndo inclui apenas avangos cientificos, mas exige também

esforgos para combater o estigma e promover a educacao publica.
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E imperativo salientar que este estudo apresenta algumas limitagGes, incluindo o nimero
mediano de amostras analisadas (n=92) e a relativamente baixa taxa de sucesso de
amplificacdo da regido codificante da IN (42,9%). As razbes subjacentes a essas
limitacGes foram previamente explanadas e estdo associadas, principalmente, a desafios
enfrentados durante a fase inicial de otimizacao do protocolo laboratorial para a obtengéo
dos fragmentos de DNA a serem analisados por sequenciagdo nucleotidica de Sanger.
Adicionalmente, é importante observar que os resultados obtidos ndo incluem
informacdes sobre eventuais estirpes virais minoritarias em circulacdo em cada um dos
individuos da amostra populacional estudada, devido as caracteristicas do método de
genotipagem (sequenciacao de Sanger) e pesquisa de mutacOes de resisténcia aos INSTI
utilizados, que ndo possibilita a sua detecdo. Por fim, foram impostas restricbes temporais
para a conclusdo da parte laboratorial desta dissertacdo, que resultaram na exclusdo de
algumas amostras e procedimentos (e.g. analise de recombinacdo), a fim de concluir o

estudo dentro dos prazos estipulados.

O estado atual da pandemia pelo HIV-1 reflete um quadro complexo de avancos
promissores e desafios persistentes. Enquanto a evolugdo constante da eficicia das
terapias antirretrovirais e estratégias preventivas, como a PrEP, oferecem esperanca, a
equidade global no acesso a essas intervencdes e a luta contra o estigma continuam a ser
cruciais. A colaboracdo internacional, investimentos continuos em pesquisa e acoes
coordenadas a nivel global, nacional e comunitario sdo essenciais para superar 0S
obstaculos que ainda permanecem e alcancar o objetivo de por fim a pandemia até 2030
(96).

Para concluir, os resultados obtidos neste trabalho reforcam a importancia da
monitorizacdo da emergéncia de mutagdes de resisténcia primaria aos diferentes ARVs e
sua transmissdo em Angola, considerando o seu impacto direto na efetividade terapéutica

e consequentemente controlo da infecao.
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6. Anexos

Anexo 1. Poster apresentado no 6.° Congresso Nacional de Medicina Tropical

Resisténcia primaria aos inibidores da integrase no virus da imunodeficiéncia
humana do tipo 1 (HIV-1) na provincia de Benguela (Angola)
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o codigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infe¢des sexualmente transmissiveis (IST). A
utilizagdo do simbolo “-*“ corresponde & ndo obtencgdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia . o
individuo Hepatite B Sifilis
AO_6 Nao Feminino Vidvo Ser_n Rural X
sabe Escolaridade
AO_7 58 Masculino  Solteiro Ensmf) . Urbana
Secundario
AO_25 38 Feminino Casado Er15|'no Urbana X
Basico
AO_26 48 Masculino  Casado Er15|'no Urbana X
Basico
AO_51 52 Feminino Solteiro Ensm? . Urbana X
Secundario
AO_61 6 Masculino  Solteiro Ser:n Rural
Escolaridade
AO_80 22 Masculino  Solteiro Er15|'no Urbana
Basico
AO_84 52 Feminino Vidvo SerT] Rural
Escolaridade
AO_91 25 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_92 30 Masculino Casado Ensm'o Urbana
Superior
AO_116 53 Feminino Casado Er35|'no Urbana
Basico
AO_119 26 Feminino Solteiro Ensm? . Urbana
Secundario
AO_141 53 Feminino Divorciado Ensm? . Urbana X
Secundario
AO_153 31 Masculino Casado Ensmg Urbana
Superior
AO_177 6 Masculino  Solteiro Se’?" Rural
Escolaridade
AO_201 35 Feminino Casado Ensm.o Urbana X
Superior
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia  yepatite o
individuo B Sifilis
AO_202 46 Masculino Divorciado Er15|'no Urbana X
Basico
AO_205 45 Masculino  Casado Er15|'no Rural
Basico
AO_206 65  Feminino  Viivo Ensino. Urbana
Secundario
AO_209 3 Masculino  Solteiro Ser:n Rural
meses Escolaridade
A0 210 67  Feminino  Viivo Ensino Urbana
Basico
AO_211 52 Feminino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_216 18 Masculino  Solteiro Er15|.no Rural
Basico
AO_217 6 Masculino  Solteiro Se’.“ Urbana
Escolaridade
. . Sem
AO_224 8 Masculino  Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_235 49 Feminino Divorciado Er15|.no Rural
Basico
AO 237 63  Feminino  Vitvo sem Rural X
Escolaridade
AO 245 64  Feminino  Vitvo sem Rural X
Escolaridade
AO_252 57 Feminino Casado Ensm? . Urbana X
Secundario
AO_269 29 Masculino  Solteiro En5|n? . Urbana X
Secundario
AO_277 38 Masculino Divorciado Er15|.no Rural
Basico
AO 289 69  Feminino  Vitvo Ensino Urbana X
Superior
AO_307 60 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Estado Outras IST
do Idade Sexo civil Escolaridade Residéncia Hepatite o
individuo B Sifilis
AO_309 28 Masculino Casado EnsmE) . Urbana
Secunddrio
AO_313 22 Masculino Solteiro Ensm? . Rural
Secunddrio
AO_314 56 Masculino Vidvo Er15|.no Urbana
Basico
AO_315 66 Feminino Vidvo Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_316 52 Feminino Casado Er15|.no Rural
Basico
AO_317 65 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_318 35 Masculino Solteiro Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_319 25 Feminino Solteiro Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_320 33 Masculino Casado Er15|.no Rural
Basico
AO_321 50 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_322 21 Masculino Solteiro Er15|.no Rural
Basico
AO_324 53 Feminino Vidvo Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_325 43 Masculino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_327 61 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_330 24 Masculino Solteiro Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_333 35 Feminino  Divorciado Ensm‘o Urbana
Superior
A0 334 54  Masculino  Casado Ensino Rural
Secunddrio
AO_335 25 Feminino Solteiro Ensm? . Rural
Secunddrio

93



Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo

do
individuo

AO_337
AO_338
AO_340
AO_341
AO_342
AO_343
AO_344
AO_347
AO_348
AO_349
AO_350
AO_351
AO_352
AO_353
AO_354
AO_355
AO_356

AO_357

Idade

51

43

67

18

33

57

32

27

50

54

42

54

11

36

28

33

33

Sexo

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Estado
civil

Casado

Divorciado

Viuvo

Solteiro

Casado

Casado

Casado

Casado

Casado

Solteiro

Casado

Casado

Casado

Solteiro

Divorciado

Solteiro

Casado
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Escolaridade Residéncia

Ensino
Secunddrio
Ensino
Basico
Ensino
Basico
Sem
Escolaridade
Ensino
Secunddrio
Ensino
Basico
Ensino
Secunddrio
Ensino
Secunddrio
Ensino
Secunddrio
Sem
Escolaridade
Ensino
Secunddrio
Ensino
Secunddrio
Ensino
Superior
Ensino
Basico
Ensino
Superior
Ensino
Secunddrio
Ensino
Secundario
Sem
Escolaridade

Urbana

Rural

Rural

Rural

Urbana

Rural

Urbana

Urbana

Urbana

Rural

Urbana

Rural

Urbana

Rural

Urbana

Urbana

Urbana

Urbana

Outras IST

Hepatite
B

Sifilis




Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemiolégicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia Hepatite
individuo Sifilis
B
AO_358 24 Feminino Solteiro EnsmE) . Urbana
Secunddrio
AO_359 38 Masculino Casado EnIS|'no Rural
Basico
. . Sem
AO_360 14 Masculino Solteiro . Urbana X
Escolaridade
. . Sem
AO_363 60 Feminino Solteiro . Rural X
Escolaridade
AO_364 60 Feminino Viavo Ensm? . Rural
Secunddrio
AO_365 20 Masculino Solteiro EnIS|'no Urbana
Basico
AO_366 66 Feminino Viavo SerTw Rural
Escolaridade
AO_367 34 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_368 63 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_369 53 Feminino Casado EnIS|.no Rural
Basico
AO_370 12 Feminino Solteiro Ser_n Rural X
Escolaridade
AO_371 37 Feminino Solteiro Ensm? . Urbana X X
Secunddrio
AO_372 31 Feminino Solteiro Er'ES{no Urbana X
Basico
AO_373 32 Feminino Solteiro Ensm‘o Urbana X
Superior
AO_374 47 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_377 48 Masculino  Divorciado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_378 34  Masculino  Casado Ensino Rural X
Basico
AO_379 44 Masculino  Divorciado Er115{no Rural X
Basico
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia  Hepatite
o Sifilis
individuo B
AO_380 10 Feminino Solteiro Se’?’ Rural
Escolaridade
AO_381 51 Masculino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_382 34 Feminino Casado Ensm? . Rural
Secunddrio
AO_383 63 Feminino Casado Ensm? . Rural
Secunddrio
AO_384 21 Masculino  Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
AO_385 32 Masculino Casado Ensm'o Urbana
Superior
AO_386 55 Feminino  Divorciado Ensm9 . Rural
Secunddrio
AO_387 37 Masculino Casado Ensmp Urbana
Superior
AO_388 48 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_389 50 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_390 29 Masculino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_391 17 Masculino  Solteiro EnIS|.no Urbana
Basico
A0 392 65 Masculino  Viivo Ensino Rural
Basico
AO_394 24 Masculino  Solteiro Er115{no Urbana X
Basico
AO_395 51 Masculino Casado Ensm? . Urbana
Secunddrio
AO_397 36 Masculino Casado Ensm‘o Urbana
Superior
A0 398 62  Feminino  Casado Ensino Rural
Basico
AO_399 37 Feminino Casado Ensm? . Rural
Secunddrio
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia Hepatite
o Sifilis
individuo B
AO_404 59 Feminino Viudvo Ensmf) . Rural X
Secundario
AO_405 52 Feminino Vidvo Sem Rural
Escolaridade
AO_406 50 Masculino Casado Er15|.no Urbana X
Basico
AO_409 30 Masculino Casado Ensm.o Urbana
Superior
AO_410 35 Masculino  Divorciado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_412 53 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_414 37 Feminino Solteiro Serrl Rural
Escolaridade
AO_415 5 Feminino Solteiro Sem Rural X
Escolaridade
- Sem
AO_416 25 Feminino Casado . Urbana
Escolaridade
AO_417 19 Masculino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
AO_418 47 Feminino  Divorciado Ensm? . Urbana X
Secundario
AO_419 Néo Masculino  Divorciado Sem Rural
sabe Escolaridade
.. . Sem
AO_423 16 Feminino Solteiro . Rural
Escolaridade
AO_426 80 Masculino Casado Er15|.no Rural
Basico
AO_431 95 Masculino Vidvo Er15|.no Urbana
Basico
AO_432 18 Feminino  Divorciado EnIS|.no Urbana
Basico
. . Sem
AO_433 3 Masculino Solteiro . Urbana X
Escolaridade
AO 434 67  Feminino  Vitvo Sem Rural

Escolaridade
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia Hepatite
o Sifilis
individuo B
Nao - .. Sem
AO_436 Feminino Viudvo . Rural
sabe Escolaridade
AO_437 23 Feminino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
. . Sem
AO_438 15 Masculino Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_439 Néo Feminino Casado Sem Rural
sabe Escolaridade
AO_440 52 Feminino Casado Er15|.no Rural X
Basico
3 . . Sem
AO_441 Masculino Solteiro . Rural
meses Escolaridade
. . Sem
AO_442 15 Feminino Solteiro . Rural
Escolaridade
. . Sem
AO_443 3 Masculino Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_444 32 Masculino  Divorciado Er15|.no Urbana
Basico
AO_445 61 Masculino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_446 78 Feminino Vidvo Sen;r Urbana
Escolaridade
AO_447 41 Feminino Casado Ensmp Urbana
Superior
AO_448 50 Masculino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
AO_449 52 Masculino  Divorciado Er15|.no Urbana
Basico
AO_450 2 Masculino Solteiro Se’?" Rural
Escolaridade
AO_451 53 Feminino Casado EnIS|.no Urbana
Basico
AO_452 16 Feminino Solteiro Se’?" Urbana
Escolaridade
. . Sem
AO_453 5 Masculino Solteiro Urbana

Escolaridade
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Estado Outras IST
do Idade Sexo civil Escolaridade Residéncia Hepatite
individuo B Sifilis
AO_454 24 Masculino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
AO_455 72 Feminino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_456 67 Masculino Casado Serrl Rural
Escolaridade
. . Sem
AO_457 18 Masculino Solteiro . Rural
Escolaridade
AO_458 1 Masculino Solteiro Serrl Rural
Escolaridade
AO_459 23 Feminino Solteiro Ensm.o Urbana
Superior
AO_460 59 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_461 41 Masculino  Divorciado Er15|.no Rural
Basico
AO_462 14 Masculino Solteiro Sen;r Rural
Escolaridade
AO_463 66 Feminino Divorciado Er15|.no Urbana
Basico
AO_464 49 Feminino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
AO_465 66 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_466 26 Masculino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
. Sem
AO_467 64 Feminino Casado . Urbana
Escolaridade
. . Sem
AO_468 6 Masculino Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_469 27 Feminino Solteiro Ensm9 . Urbana
Secundario
. . Sem
AO_470 12 Masculino Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_471 53 Feminino Solteiro Ensm9 . Urbana
Secundario
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia Hepatite
e Sifilis
individuo B
AO_472 1 Masculino Solteiro Sem Rural
Escolaridade
AO_473 57 Feminino Casado Sem Rural
Escolaridade
AO_474 22 Feminino Solteiro Serrl Rural
Escolaridade
AO_475 32 Feminino  Divorciado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_476 20 Masculino Solteiro Er15|.no Rural
Basico
AO_477 57 Feminino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_478 6 Masculino Solteiro Serrl Rural
Escolaridade
AO_479 27 Feminino Solteiro Ensm? . Rural
Secundario
AO_480 31 Masculino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_481 50 Feminino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_482 9 Feminino Solteiro Sen;r Urbana X
Escolaridade
AO_483 9 Feminino Solteiro Sem Rural X
Escolaridade
AO_484 40 Masculino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
AO_485 36 Masculino Casado Er15|.no Rural
Basico
AO_486 26 Feminino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
AO 488 60 Feminino  Vidvo Ensino Rural
Secundario
- . Sem
AO_489 13 Feminino Solteiro . Rural X
Escolaridade
AO_490 54 Masculino Casado Ensm9 . Urbana X
Secundario
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia Hepatite
o Sifilis
individuo B
AO_491 33 Feminino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_492 40 Feminino  Divorciado Er15|.no Rural X
Basico
AO_493 46 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
. . Sem
AO_494 11 Masculino Solteiro . Urbana X
Escolaridade
AO_495 42 Masculino  Divorciado Er15|.no Rural
Basico
AO_496 6 Feminino Solteiro Sem Rural
Escolaridade
AO_497 35 Feminino Casado Er15|.no Rural X
Basico
AO_499 54 Feminino Casado Ensm? . Rural
Secundario
AO_500 48 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_501 42 Feminino Casado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_502 50 Masculino Casado Er15|.no Urbana
Basico
AO_503 52 Feminino Divorciado Ensm? . Urbana
Secundario
AO_505 15 Feminino Solteiro Sen;r Rural X
Escolaridade
. .. Sem
AO_506 71 Masculino Vidvo . Urbana
Escolaridade
. . Sem
AO_507 0 Masculino Solteiro . Rural X
Escolaridade
. . Sem
AO_508 17 Feminino Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_510 23 Masculino Solteiro Er15|.no Rural
Basico
AO_511 39 Feminino Casado EnIS|.no Rural
Basico
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Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemioldgicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cédigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia Hepatite
o Sifilis
individuo B
AO_512 24 Feminino Solteiro Sem Urbana
Escolaridade
AO_513 73 Feminino Vidvo Sem Rural
Escolaridade
AO_515 57 Feminino Casado Serrl Rural
Escolaridade
. . . Sem
AO_516 5dias Feminino Solteiro . Rural
Escolaridade
AO_518 57 Masculino  Divorciado Er15|.no Urbana
Basico
AO_519 58 Masculino Solteiro Ensm? . Urbana
Secundario
. . Sem
AO_520 5 Masculino Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_521 42 Feminino Divorciado Er15|.no Urbana
Basico
AO_522 35 Feminino  Divorciado Ensm_o Urbana
Superior
AO_523 4 Feminino Solteiro Sem Rural
Escolaridade
- . Sem
AO_524 14 Feminino Solteiro . Urbana
Escolaridade
AO_525 17 Feminino Solteiro Sem Rural
Escolaridade
AO_526 19 Masculino Solteiro Er15|.no Urbana
Basico
. . Sem
AO_527 7 Masculino Solteiro . Rural X X
Escolaridade
- . Sem
AO_528 52 Feminino Solteiro . Urbana
Escolaridade
. . Sem
AO_529 33 Masculino Solteiro . Rural
Escolaridade
AO_530 49 Feminino  Divorciado Er15|.no Urbana
Basico
AO_531 36 Feminino Casado Sem Rural

Escolaridade

102



Anexo 2. Dados epidemioldgicos da amostra populacional incluida neste estudo

Dados epidemiolégicos dos 226 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no
presente estudo. No quadro é indicado o cddigo do individuo, idade (em anos,
relativamente ao ano de 2016), sexo, estado civil, nivel de escolaridade (“sem
escolaridade” = analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), area de
residéncia (rural ou urbana) e outras infecBes sexualmente transmissiveis (IST). A
utiliza¢do do simbolo “-*“ corresponde a ndo obtencdo de resposta por parte do individuo.

Cadigo Outras IST
do Idade Sexo Escolaridade Residéncia Hepatite
o Sifilis
individuo B
A0 532 63  Feminino  Vidvo sem Rural
Escolaridade
AO_533 29 Feminino  Divorciado Er15|'no Urbana
Basico
AO 534 59  Feminino  Casado Ensino. Urbana
Secundario
AO 535 47  Feminino Divorciado _ - N0 Urbana
Secundario
AO_536 18 Masculino Solteiro Er15|'no Urbana
Basico
AO_537 7 Masculino Solteiro Ser_n Urbana
Escolaridade
AO 538 51  Feminino  Casado Ensino -
Basico
AO_539 35 Feminino Casado Er15|'no Urbana
Basico
AO_540 52 Feminino  Divorciado Er35|'no Urbana
Basico
AO_541 25 Feminino Casado Er15|'no Urbana
Basico
AO_542 50 Feminino Casado Er35|'no Urbana
Basico
AO_543 32 Feminino Casado Er15|'no Urbana
Basico
AO_545 58 Masculino  Divorciado Er15|.no Urbana
Basico
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Anexo 3. Protocolo para preparacéo de cartdes FTA®

Cartdes FTA®— Amostras de sangue
Preparacio dos discos
1. Limpar o tapete de corte com etanol a 70% (v/v).

2. Limpar a extremidade do “puncher” (pressionar o émbolo) com etanol a 70%6 (v/v) e
de seqnida fazer seis furos em papel Whatman

3. Pressionar o “puncher” sobre a amostra de sangue no cartio FTA e introduzir o disco
de cartdo num gppendoryde 1,5 ml

4. Repetir o passo 2.

5. Adicionar 200 pl de FTA purification reagent a cada disco.
Incubar durante > min 3 temperatura ambiente, agitando o tubo de vez em quando.
Notas: Pode agitar-se no vortex.
E normal formar-se espuma, mas deve evitar-se.
O meio deve ficar amarelado, devido a saida de hemoglobina do disco.
Pretende-se obfer um disco com cor clara.

0. Eemover o meio (e a espuma) com auxilio de micropipeta com pontas com filtro.

7. Bepetir 05 passos 5 e 0 mais duas vezes (fazer mais repeticdes, com tempos de
incubacio maiores, caso o disco ndo se apresente claro).

8. Adicionar 200 pl de tampao TE (10 mM Tns-HCI, 0.1 mM EDTA. pH 8.0) a cada
disco e agitar o tubo.
Incubar durante 5 min 3 temperatura ambienfe, agitando o tubo de vez em quando.
Nota: Pode agitar-se no vortex.
E normal formar-se espuma, mas deve evitar-se.

9. Eemover o meio (& a espuma) com auxilio de micropipeta com pontas com filtro.

10. Repefir os passoz 8 e O

11. Colocar os tubos abertos no Speedlac (Eppendorf concentrator 5301 ), no programa
para solugdes aquosas, a 30°C durante 10 min.

Agitar o twbo para ver se o disco esta bem seco (neste caso, deve soltar-se
facilmente das paredes do tubo). Caso ainda nio esteja seco, secar a 30°C mais 5 min.

12. O disco pode ser utilizado até 3h apds o processamento. Caso contrario, pode ser
conservado a 4°C (ou a -20°C) por um periodo maximo de uma semana.

Nota: Quanto mais “vermelhos™ os discos ficarem. menor sera o rendimento da PCE.

Protocolo Grupo de Virologa, Umdade de Microbiologia Medica, IHMT, UNL, 2009
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Anexo 4. Nomenclatura dos nucle6tidos e amino&cidos
Cdbdigo de uma letra da IUPAC para a nomenclatura dos nucle6tidos.

Cddigo IUPAC Base organica
A Adenina
C Citosina
G Guanina
T (ou U) Timina (ou Uracilo)
R AouG
Y CouT
S CouG
W AouT
K GouT
M AouC
B CouGouT
D AouGouT
H AouCouT
\Y AouCouG
N Qualquer base organica
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Caodigo de trés letras e de uma letra da IUPAC para a nomenclatura dos aminoécidos.

Aminoacido | Cddigo de trés letras Codigo IUPAC
Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina GIn Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val V
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Anexo 5. Representacdo do genoma mosaico das formas recombinantes circulantes
CRF19_cpx, CRF124_cpx, CRF27_cpx, CRF02_AG e CRF18_cpx (Los Alamos HIV

Sequence Database)

(disponivel em, https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.comp).

o CRF19 cpx

o
=

776
—1208
—4240
—4571
—5011
—5291
—6416
—&191
—a511
—a721

(o] TS Em I =]
e -
| X DEETiEy 0 w1
- . I

Pontos de recombinacdo em HXB2 (Casado et al., 2005) (156):
776 1207 A
1208 4239 D

52916415 G
6416 8190 A
8191 8510 G
85118720 A
87219412 D
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https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.comp

o CRF124_cpx

—a79
—1371
2243

4214
—6076
—a162
—0497
—9719

I—ssag

o W ]
o
S @ v [

Pontos de recombinacdo em HXB2 (Mendes da Silva et al. 2022) (69):

1878 U

879 1370 A
13712242 G
2243 4213 H

6076 8161 H
8162 8888 G
8889 9496 H
9497 9719 U
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o CRF27_cpx

—803

—z152
2580
3957

—4899
6355

tat

I—560?

[sor] (S |

re

v

-—8356

n

v 0 Bk or I &

Pontos de recombinagdo em HXB2 (Vidal et al., 2008) (157):

8032151 G

2152 2698 H
2699 2779 U
2780 3986 J

5607 5986 K
5987 6387 J

6388 8355 01_AE
8356 8659 A
8660 9046 G
9047 9411 H
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o CRF02_AG

1
— 790
—2391+-235
3275
4175

tat

135

I—ssso 675

Pontos de recombinagdo em HXB2 (Carr et al., 1998) (158):
1789G

790 2155 A

2156 2625 A/G

2626 3274 G

32754174 A

6225 8311 A
8312 8588 A/G
8589 9089 A/G
9090 9719 G
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o CRF18 cpx

—BE01+-300

—795
—2081
—2471
—z531
—30d1
—3440

3Fae
—4131
—4471
—6071
—6800

Fie
—8220
—8570
—&790
—a442

(4]
s
I—5281 430

= |
— env - |

[£]

- - v d v [ ¢

Pontos de recombina¢do em HXB2 (Thomson et al., 2005) (128):
7952080 A

2081 2470 G

2471 2630 U

26313040 F

3041 3439 U

3440 3730 A

37614130 H

57116070 K
6071 6300 H
6301 6900 G/J
6920 7750 H
7770 8270 A
8280 8570 H
8790 9442 A

Segmentos nucleotidicos que incluem a regido codificante da integrase em estudo no
gene pol (posicdes nucleotidicas 4390 a 5071, em HXB2).
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Anexo 6. Listagem dos polimorfismos genéticos identificados nas 92 sequéncias
aminoacidicas putativas em estudo e associacdo com significado estatistico a
subtipos (p<0,01) (assinaturas genéticas de subtipo), recorrendo ao teste exato de

Fisher bilateral ou 2.

O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo A e nado-A. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas A ou ndo-A. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥*. A negrito estdo representados valores de p
gue comprovam uma associagdo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutagdes | Subtipo A | Subtipos ndo-A p
D1E 1 0 0,207
DIN 0 2 1,000
S3A 0 1 1,000
S3V 0 1 1,000
S3F 0 1 1,000
G5K 0 2 1,000
G5E 0 2 1,000
I6M 1 4 1,000
16V 0 4 0,577
LIl 2 2 0,188
LoV 1 0 0,207
E15K 0 1 1,000

G16R 0 6 0,339
G16C 0 1 1,000
G16E 0 3 1,000
K17C 0 2 1,000
K17C 0 1 1,000
118V 10 33 0,563*
119V 0 1 1,000
L201I 5 9 0,131*
L20V 0 1 1,000
L20M 0 3 1,000
A22G 0 1 1,000
V23A 0 1 1,000
A26V 0 1 1,000
G28R 0 3 1,000
G28S 0 1 1,000
G28D 0 1 1,000
Y29F 0 1 1,000
130M 1 3 1,000
E31K 0 1 1,000
E33K 0 2 1,000
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo A e nado-A. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas A ou ndo-A. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutac6es Sut')At\lpo Subtipos ndo-A p
A37S 1 0 0,207
A37C 0 1 1,000
A37E 0 3 1,000
A37T 0 2 1,000
E38K 0 1 1,000
E38G 1 0 0,207
T39I 1 0 0,207
G40R 0 2 1,000
C41K 0 2 1,000
C41Q 0 1 1,000
E42D 2 5 0,631
T43A 0 3 1,000
A44G 0 4 0,577
F46Y 0 13 0,063

L47I 3 57 < 0,00001
L47V 2 4 0,600
K49R 0 2 1,000
G52A 3 3 0,100
G52R 0 2 1,000
G52E 0 1 1,000
K57R 1 3 1,000
K57T 1 1 0,372
T58V 13 41 0,334*
T58I 2 20 0,225
T58M 1 3 1,000
T58A 0 1 1,000
159V 7 6 0,001*
G64R 0 1 1,000
S65P 8 9 0,003*
S65T 1 10 0,449
S65R 0 0,339
S65G 0 1 1,000
T68I 3 2 0,058
T70A 11 54 0,170*
T70C 1 1 0,372
T70N 3 5 0,355
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo A e nado-A. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas A ou ndo-A. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutacbes Sut))At\lpo Subtipos ndo-A p
T70G 2 1 0,107
T70S 2 3 0,274
T71A 18 66 0,551*
T71V 0 1 1,000
V72M 0 1 1,000
VT72A 0 1 1,000
K73R 0 4 0,577
G80D 7 10 0,021*
G8ON 8 12 0,016*
G80S 1 0 0,207
181V 5 22 0,745*

181L 0 1 1,000
K82R 1 1 0,372
K82C 10 40 0,866*
K82H 3 3 0,100
K82N 0 3 1,000
K82T 0 13 0,063
K82Q 0 2 1,000
C83H 0 3 1,000
C83Q 0 1 1,000
C83R 0 1 1,000
E84D 0 3 1,000
F85Y 1 0 0,207
F85H 0 2 1,000
G86R 0 5 0,580
G86E 0 1 1,000
187V 0 1 1,000
C94Q 0 1 1,000
G95R 0 4 0,577
/961 0 2 1,000
Va7i 0 1 1,000
E98K 0 2 1,000
M100lI 0 3 1,000

E103K 0 2 1,000
E103C 1 0 0,207
K106C 1 0 0,207
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo A e nado-A. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas A ou ndo-A. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutac6es Sut')At\lpo Subtipos ndo-A p

K106R 0 1 1,000
1107L 0 1 1,000
1108V 0 1 1,000
G109R 0 3 1,000
G109T 0 1 1,000
G109N 0 1 1,000
G109E 0 1 1,000
C110Q 1 2 0,505
V111l 0 3 1,000
R112K 0 3 1,000
D113E 8 9 0,003*
D113K 0 1 1,000
C114Q 1 1 0,372
H117Y 0 1 1,000
K119R 0 1 1,000
V1221 0 1 1,000
F127L 1 4 1,000
F127R 0 1 1,000
1128V 0 1 1,000
K134R 0 8 0,198
G135E 0 1 1,000
G136K 0 1 1,000
1137M 1 0 0,207
1137V 0 1 1,000
G138R 0 2 1,000
G139K 0 1 1,000
G139R 0 1 1,000
G139E 0 2 1,000
G139D 0 1 1,000
Y140C 0 2 1,000
Al142V 0 1 1,000
G143E 0 4 0,577
G143R 0 1 1,000
V1471 18 66 0,551*
1149M 2 1 0,107
A151S 0 14 0,066
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo A e nado-A. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas A ou ndo-A. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutac6es Sut')At\lpo Subtipos ndo-A p
T152S 8 31 0,977*
D153E 2 6 0,667
D153N 0 1 1,000

1154L 4 4 0,054
1154M 0 1 1,000
T156V 1 1 0,372
T1561 0 2 1,000
K157R 3 13 1,000
K157Q 1 0 0,207
K157T 0 1 1,000
K157C 0 2 1,000
E158A 1 3 1,000
E158I 0 2 1,000
K161N 1 3 1,000
C162R 2 0 0,041
C162H 1 0 0,207
T164S 1 4 1,000
T1641 3 32 0,033
K165N 4 2 0,016
K165C 0 2 1,000
1161V 1 2 0,505
1161L 0 2 1,000
C162T 2 0 0,041
C162S 1 0 0,207
C162H 0 3 1,000
C162E 0 1 1,000
N163K 2 3 0,274
N163A 0 1 1,000
N163H 0 2 1,000
R170C 1 5 1,000
R170Q 0 1 1,000
Y173F 1 10 0,449
D175G 0 1 1,000
S176N 0 2 1,000
D178E 0 2 1,000
L.180I 16 50 0,175*
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo A e nado-A. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas A ou ndo-A. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutacbes Sut')At\lpo Subtipos ndo-A p
L180V 2 23 0,085
K182R 1 0 0,207
K186R 1 0 0,207
G193R 0 1 1,000

1197L 0 1 1,000
C198E 0 1 1,000
X199E 0 1 1,000
X200S 0 1 1,000
N201K 3 2 0,058
N201G 0 1 1,000
N201W 0 1 1,000
N201S 0 1 1,000
S202G 2 4 0,600
S202T 1 1 0,372
S202C 1 0 0,207
S202N 0 18 0,019
D203E 4 43 0,004
\206I 0 2 1,000
R209K 0 1 1,000
R210K 0 1 1,000
K211R 0 1 1,000
A212V 0 12 0,066
A212T 0 1 1,000

1214F 0 1 1,000

1215L 2 2 0,188
R216K 1 10 0,449
R216C 0 1 1,000
D217N 1 1 0,372
D217H 2 5 0,631
D217E 1 3 1,000
G219R 0 3 1,000
D225A 0 16 0,036
D225T 0 1 1,000
D225E 0 1 1,000
D225N 0 1 1,000
D226G 0 4 0,577

117



O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo A e nado-A. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas A ou ndo-A. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutac6es SUtX'pO Subtipos ndo-A p
D226Y 0 1 1,000
C227G 1 0 0,207
C227W 0 1 1,000
C227R 0 1 1,000
C227S 0 1 1,000

Total 19 73 92
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O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas C ou ndo-C. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

MutacGes | Subtipo C | Subtipos ndo-C p
D1E 0 1 1,000
DIN 0 2 1,000
S3A 1 0 0,196
S3V 1 0 0,196
S3F 1 0 0,196
G5K 1 1 0,355
G5HE 0 2 1,000
I6M 1 4 1,000
16V 1 3 1,000
L9l 2 2 0,171
L9V 0 1 1,000
E15K 0 1 1,000

G16R 2 4 0,334
G16C 0 1 1,000
G16E 0 3 1,000
K17C 0 2 1,000
K17C 0 1 1,000
118V 12 31 0,059*
119V 0 1 1,000
L20I 2 12 0,730
L20V 1 0 0,196
L20M 0 3 1,000
A22G 0 1 1,000
V23A 0 1 1,000
A26V 0 1 1,000
G28R 1 2 0,484
G28S 1 0 0,196
G28D 0 1 1,000
Y29F 0 1 1,000
I130M 2 2 0,171
E31K 0 1 1,000
E33K 1 1 0,355
A37S 0 1 1,000
A37C 1 0 0,196
A37E 3 0 0,007
A37T 0 2 1,000
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O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas C ou ndo-C. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutacdes Subtipo | Subtipos néo- 0
C C
E38K 0 1 1,000
E38G 0 1 1,000
T39I 0 1 1,000
G40R 1 1 0,355
C41K 1 1 0,355
C41Q 0 1 1,000
E42D 0 7 0,338
T43A 0 3 1,000
A44G 0 4 0,582
F46Y 13 0 < 0,00001
L47I1 16 44 0,019 *
LA7V 1 5 1,000
K49R 1 1 0,355
G52A 0 6 0,593
G52R 1 1 0,355
G52E 1 0 0,196
K57R 1 3 1,000
K57T 1 1 0,355
T58V 15 39 0,018*
T58I 1 21 0,062
T58M 1 3 1,000
T58A 0 1 1,000
159V 0 13 0,065
G64R 0 1 1,000
S65P 3 14 1,000
S65T 7 4 0,001
S65R 3 3 0,087
S65G 0 1 1,000
T68lI 0 5 0,579
T70A* 8 57 0,006*
T70C 0 2 1,000
T70N 2 6 0,652
T70G 0 3 1,000
T70S 2 3 0,251
T71A 18 66 0,348
T71V 0 1 1,000
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O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas C ou ndo-C. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutacdes Subtipo | Subtipos néo- 0
C C
V72M 0 1 1,000
V72A 0 1 1,000
K73R 3 1 0,023
G80D 1 16 0,178
G8ON 0 20 0,009
G80S 0 1 1,000
181V 0 27 0,001
I81L 1 0 0,196
K82R 1 1 0,355
K82C 11 39 0,521*
K82H 1 5 1,000
K82N 2 1 0,097
K82T 0 13 0,065
K82Q 1 1 0,355
C83H 0 3 1,000
C83Q 0 1 1,000
C83R 0 1 1,000
E84D 0 3 1,000
F85Y 0 1 1,000
F85H 0 2 1,000
G86R 2 3 0,251
G86E 0 1 1,000
187V 0 1 1,000
C94Q 0 1 1,000
G95R 2 2 0,171
V96l 1 1 0,355
Va7l 1 0 0,196
E98K 0 2 1,000
M100I 1 2 0,484
E103K 1 1 0,355
E103C 0 1 1,000
K106C 0 1 1,000
K106R 0 1 1,000
1107L 0 1 1,000
1108V 0 1 1,000
G109R 2 1 0,097
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O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas C ou ndo-C. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutacdes Subtipo | Subtipos néo- 0
C C

G109T 0 1 1,000
G109N 0 1 1,000
G109E 0 1 1,000
C110Q 0 3 1,000
V111l 0 3 1,000
R112K 1 2 0,484
D113E 3 14 1,000
D113K 0 1 1,000
C114Q 0 2 1,000
H117Y 0 1 1,000
K119R 0 1 1,000
V1221 0 1 1,000
F127L 1 4 1,000
F127R 1 0 0,196
1128V 0 1 1,000
K134R 3 5 0,186
G135E 1 0 0,196
G136K 1 0 0,196
1137M 0 1 1,000
1137V 0 1 1,000
G138R 2 0 0,037
G139K 1 0 0,196
G139R 0 1 1,000
G139E 0 2 1,000
G139D 0 1 1,000
Y140C 1 1 0,355
Al42V 0 1 1,000
G143E 2 2 0,1706
G143R 1 0 0,1957
V1471 17 67 0,598*
1149M 0 3 1,000
A151S 2 12 0,729
T152S 6 33 0,386*
D153E 2 6 0,652
D153N 0 1 1,000
1154L 1 7 1,000
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O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas C ou ndo-C. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutacdes Subtipo | Subtipos néo- 0
S ©

1154M 0 1 1,000
T156V 0 2 1,000
T1561 0 2 1,000
K157R 2 14 0,729
K157Q 0 1 1,000
K157T 1 0 0,196
K157C 0 2 1,000
E158A 0 4 0,582
E158I 0 2 1,000
K161N 1 3 1,000
C162R 0 2 1,000
C162H 0 1 1,000
T164S 0 5 0,579
T1641 6 29 0,646*
K165N 0 6 0,593
K165C 0 2 1,000
1161V 0 3 1,000
1161L 1 1 0,355
C162T 0 2 1,000
C162S 0 1 1,000
C162H 3 0 0,007
C162E 0 1 1,000
N163K 2 3 0,251
N163A 1 0 0,196
N163H 2 0 0,037
R170C 2 4 0,334
R170Q 0 1 1,000
Y173F 1 10 0,685
D175G 0 1 1,000
S176N 0 2 1,000
D178E 0 2 1,000
L180lI 17 49 0,017*
L180V 1 24 0,020
K182R 0 1 1,000
K186R 0 1 1,000
G193R 0 1 1,000
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O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas C ou ndo-C. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Mutacdes Subtipo | Subtipos néo- 0
C ©

1197L 1 0 0,196
C198E 0 1 1,000
X199E 0 1 1,000
X200S 0 1 1,000
N201K 1 4 1,000
N201G 0 1 1,000
N201W 0 1 1,000
N201S 0 1 1,000
S202G 2 4 0,334
S202T 0 2 1,000
S202C 0 1 1,000
S202N 2 16 0,509
D203E 3 44 0,001
V2061 0 2 1,000
R209K 0 1 1,000
R210K 1 0 0,196
K211R 1 0 0,196
A212V 4 8 0,241
A212T 0 1 1,000

1214F 1 0 0,196

1215L 1 3 1,000
R216K 4 7 0,216
R216C 0 1 1,000
D217N 0 2 1,000
D217H 0 7 0,338
D217E 1 3 1,000
G219R 2 1 0,097
D225A 12 4 < 0,00001
D225T 1 0 0,196
D225E 0 1 1,000
D225N 0 1 1,000
D226G 0 4 0,582
D226Y 0 1 1,000
C227G 0 1 1,000
C227TW 1 0 0,196
C227R 0 1 1,000
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O quadro apresenta a comparacéo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. Nas
células a fundo cinzento estdo representados os valores correspondentes aos
polimorfismos que foram classificados como assinaturas C ou ndo-C. Os valores de p
com * resultam da aplicacéo do teste de ¥>. A negrito estdo representados valores de p
que comprovam uma associagéo altamente significativa (p < 0,00001).

Subtipo | Subtipos néo-
Mutac6es C C P
C227S 0 1 1,000
Total 18 74 92
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo F1 e ndo-F1. Nas
células a fundo lilas estdo representados os valores correspondentes aos polimorfismos
que foram classificados como assinaturas F1 ou ndo-F1. Os valores de p com * resultam
da aplicagdo do teste de ¥°. A negrito estdo representados valores de p que comprovam
uma associacao altamente significativa (p < 0,00001).

MutacGes | Subtipo F1 | Subtipos ndo-F1 p
D1E 0 1 1,000
DIN 1 1 0,488
S3A 0 1 1,000
S3V 0 1 1,000
S3F 0 1 1,000
G5K 1 1 0,488
G5HE 0 2 1,000
I6M 3 2 0,135
16V 1 3 1,000
L9l 0 4 0,574
L9V 0 1 1,000

E15K 1 0 0,283
G16R 2 4 1,000
G16C 0 1 1,000
G16E 0 3 0,556
K17C 2 0 0,078
K17C 0 1 1,000
118V 9 34 0,144*
119V 1 0 0,283
L20I 3 11 0,750
L20V 0 1 1,000
L20M 2 1 0,192
A22G 1 0 0,283
V23A 0 1 1,000
A26V 0 1 1,000
G28R 2 1 0,192
G28S 0 1 1,000
G28D 0 1 1,000
Y29F 0 1 1,000
130M 0 4 0,574
E31K 0 1 1,000
E33K 1 1 0,488
A37S 0 1 1,000
A37C 0 1 1,000
A37E 0 3 0,556
A37T 1 1 0,488
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo F1 e ndo-F1. Nas
células a fundo lilas estdo representados os valores correspondentes aos polimorfismos
que foram classificados como assinaturas F1 ou ndo-F1. Os valores de p com * resultam
da aplicagdo do teste de ¥°. A negrito estdo representados valores de p que comprovam
uma associacao altamente significativa (p < 0,00001).

~ Subtipo Subtipos ndo-

Mutacoes Flp F;l p
E38K 1 0 0,283
E38G 0 1 1,000
T39I 0 1 1,000
G40R 1 1 0,488
C41K 0 2 1,000
C41Q 1 0 0,283
E42D 2 5 1,000
T43A 0 3 0,556
A44G 4 0 0,005
FA6Y 0 13 0,017
L471 20 40 0,139*
L47V 1 5 0,672
K49R 1 1 0,488
G52A 1 5 0,672
G52R 0 2 1,000
G52E 0 1 1,000
K57R 1 3 1,000
K57T 0 2 1,000
T58V 4 50 < 0,00001
T58I 16 6 < 0,00001*
T58M 2 2 0,316
T58A 0 1 1,000
159V 1 12 0,101
G64R 0 1 1,000
S65P 0 17 0,002
S65T 2 9 0,722
S65R 2 4 1,000
S65G 0 1 1,000
T68I 0 5 0,317
T70A 23 42 0,019*
T70C 0 2 1,000
T70N 2 6 1,000
T70G 1 2 1,000
T70S 0 5 0,317
T71A 24 60 0,830*
T71V 0 1 1,000
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo F1 e ndo-F1. Nas
células a fundo lilas estdo representados os valores correspondentes aos polimorfismos
que foram classificados como assinaturas F1 ou ndo-F1. Os valores de p com * resultam
da aplicagdo do teste de ¥°. A negrito estdo representados valores de p que comprovam
uma associacao altamente significativa (p < 0,00001).

~ Subtipo Subtipos ndo-

Mutacoes Flp F;l p
V72M 0 1 1,000
V72A 0 1 1,000
K73R 1 3 1,000
G80D 2 15 0,137
G8ON 0 20 0,001
G80S 0 1 1,000
181V 9 18 0,486*
181L 0 1 1,000
K82R 0 2 1,000
K82C 23 27 0,000037*
K82H 2 4 1,000
K82N 0 3 0,556
K82T 0 13 0,017
K82Q 1 1 0,488
C83H 0 3 0,556
C83Q 1 0 0,283
C83R 1 0 0,283
E84D 1 2 1,000
F85Y 0 1 1,000
F85H 1 1 0,488
G86R 1 4 1,000
G86E 0 1 1,000
187V 0 1 1,000
C94Q 0 1 1,000
G95R 1 3 1,000
V6l 0 2 1,000
Vo7l 0 1 1,000
E98K 0 2 1,000
M100lI 1 2 1,000
E103K 0 2 1,000
E103C 0 1 1,000
K106C 0 1 1,000
K106R 0 1 1,000
1107L 1 0 0,283
1108V 0 1 1,000
G109R 1 2 1,000
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo F1 e ndo-F1. Nas
células a fundo lilas estdo representados os valores correspondentes aos polimorfismos
que foram classificados como assinaturas F1 ou ndo-F1. Os valores de p com * resultam
da aplicagdo do teste de ¥°. A negrito estdo representados valores de p que comprovam
uma associacao altamente significativa (p < 0,00001).

~ Subtipo Subtipos néo-

Mutacoes Flp |p:1 p
G109T 1 0 0,283
G109N 0 1 1,000
G109E 0 1 1,000
C110Q 1 2 1,000
V111l 1 2 1,000
R112K 1 2 1,000
D113E 3 14 0,378
D113K 0 1 1,000
C114Q 1 1 0,488
H117Y 1 0 0,283
K119R 0 1 1,000
V122l 1 0 0,283
F127L 2 3 0,619
F127R 0 1 1,000
1128V 1 0 0,283
K134R 3 5 0,683
G135E 0 1 1,000
G136K 0 1 1,000
1137M 0 1 1,000
1137V 0 1 1,000
G138R 0 2 1,000
G139K 0 1 1,000
G139R 1 0 0,283
G139E 2 0 0,078
G139D 1 0 0,283
Y140C 0 2 1,000
Al42V 1 0 0,283
G143E 0 4 0,574
G143R 0 1 1,000
V1471 24 60 0,830*
1149M 1 2 1,000
A151S 9 5 0,001*
T152S 5 34 0,005*
D153E 2 6 1,000
D153N 0 1 1,000
1154L 2 6 1,000
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo F1 e ndo-F1. Nas
células a fundo lilas estdo representados os valores correspondentes aos polimorfismos
que foram classificados como assinaturas F1 ou ndo-F1. Os valores de p com * resultam
da aplicagdo do teste de ¥°. A negrito estdo representados valores de p que comprovam
uma associacao altamente significativa (p < 0,00001).

~ Subtipo Subtipos néo-

Mutacoes Flp |p:1 p
1154M 0 1 1,000
T156V 1 1 0,488
T156l 1 1 0,488
K157R 4 12 1,000
K157Q 0 1 1,000
K157T 0 1 1,000
K157C 0 2 1,000
E158A 2 2 0,316
E158I 1 1 0,488
K161N 0 4 0,574
C162R 0 2 1,000
C162H 0 1 1,000
T164S 0 5 0,317
T164I 17 18 0,001*
K165N 0 6 0,179
K165C 1 1 0,488
1161V 0 3 0,556
1161L 0 2 1,000
C162T 0 2 1,000
C162S 0 1 1,000
C162H 0 3 0,556
C162E 1 0 0,283
N163K 0 5 0,317
N163A 0 1 1,000
N163H 0 2 1,000
R170C 1 5 0,672
R170Q 0 1 1,000
Y173F 2 9 0,722
D175G 1 0 0,283
S176N 2 0 0,078
D178E 2 0 0,078
L.180I 5 61 < 0,00001*
L180V 21 4 < 0,00001
K182R 0 1 1,000
K186R 0 1 1,000
G193R 1 0 0,283
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo F1 e ndo-F1. Nas
células a fundo lilas estdo representados os valores correspondentes aos polimorfismos
que foram classificados como assinaturas F1 ou ndo-F1. Os valores de p com * resultam
da aplicagdo do teste de ¥°. A negrito estdo representados valores de p que comprovam
uma associacao altamente significativa (p < 0,00001).

~ Subtipo Subtipos nédo-

Mutacoes Flp F;l p
1197L 0 1 1,000
C198E 0 1 1,000
X199E 0 1 1,000
X200S 0 1 1,000
N201K 0 5 0,317
N201G 1 0 0,283
N201W 1 0 0,283
N201S 0 1 1,000
S202G 1 5 0,672
S202T 1 1 0,488
S202C 0 1 1,000
S202N 2 16 0,086
D203E 24 23 < 0,00001*
V206l 2 0 0,078
R209K 0 1 1,000
R210K 0 1 1,000
K211R 0 1 1,000
A212V 4 8 0,735
A212T 1 0 0,283
1214F 0 1 1,000
1215L 0 4 0,574
R216K 3 8 1,000
R216C 1 0 0,283
D217N 1 1 0,488
D217H 3 4 0,399
D217E 1 3 1,000
G219R 1 2 1,000
D225A 2 14 0,220
D225T 0 1 1,000
D225E 0 1 1,000
D225N 0 1 1,000
D226G 3 1 0,067
D226Y 0 1 1,000
C227G 0 1 1,000
C227TW 0 1 1,000
C227R 1 0 0,283
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O quadro apresenta a comparacao entre sequéncias do subtipo F1 e ndo-F1. Nas
células a fundo lilas estdo representados os valores correspondentes aos polimorfismos
que foram classificados como assinaturas F1 ou ndo-F1. Os valores de p com * resultam
da aplicagdo do teste de ¥°. A negrito estdo representados valores de p que comprovam
uma associacao altamente significativa (p < 0,00001).

~ Subtipo Subtipos néo-
Mutacoes £1 £1 p
C227S 0 1 1,000
Total 26 66 92
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Anexo 7. Composic¢éao dos tampdes utilizados na realizagdo do presente estudo.

Meios e solugdes utilizados Composicéo

242 g Tris-base

57,1 ml &cido acético glacial
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
Adicionar agua destilada para
1000 ml

Tampé&o TAE 50% (1000 mL)

Tampao TE = 10 mM Tris-HCI
= 0,1mMEDTA, pH 8,0
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