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Resumo

No inicio dos anos 80, o VIH-1 foi introduzido em Mog¢ambique e desde entdo houve um
aumento exponencial do numero de casos de infe¢do, atingindo em 2020 cerca de
2 200 000 pessoas infetadas, o que equivale a uma prevaléncia de 12,9% (11,9%-14,4%).
Neste trabalho, caraterizou-se a diversidade genética das estirpes de VIH-1 que circulam
em Maputo e a frequéncia e distribuicdo de polimorfismos genéticos nas regides
codificantes das enzimas transcriptase reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN)
associados ou ndo a resisténcia aos antirretrovirais em uso clinico. Analisou-se pela
primeira vez a resposta de anticorpos neutralizantes e ndo neutralizantes de individuos
mogambicanos infetados pelo VIH-1. Foram obtidas sequéncias da regido C2V3C3
(N=58) do gene env e das regides codificantes da RT (N=26) PR (N=34) e IN (N=22) do
gene pol. A andlise filogenética mostrou a circulagdo maioritaria de virus do subtipo C
de fenotipo RS (86%, N=50). Observou-se a introducdo de outros subtipos, tais como A,
B, D e CRF02_AG e outros recombinantes. A andlise das sequéncias aminoacidicas da
RT permitiu identificar seis mutagdes associadas a resisténcia aos NRTI (K65R, D67N,
K70R, M184V, T215V e K219E) e quatro mutagdes principais (K103N, V106A, Y181C
e G190A) e quatro mutacdes acessorias (A98G, V1081, E138A e F227L) associadas a
resisténcia aos NNRTI. Estes resultados sugerem que 27% (7/26) dos individuos se
encontram infetados com virus potencialmente resistentes aos regimes terapéuticos de
primeira linha definidos em Mogambique e 12% (3/26) aos regimes terapéuticos de
segunda linha. Para a classe dos PI, foram identificadas quatro mutacdes acessorias (147R,
Q58E, G73S e L10F) e para a classe dos INSTI apenas uma mutagao acessoria (G163R).
Em todas as sequéncias identificou-se um ntmero consideravel de polimorfismos
genéticos, o que € consistente com a grande diversidade genética do subtipo C. Avaliou-
se a resposta dos anticorpos de ligacdo para polipéptidos recombinantes C2V3C3 dos
subtipos B, C, G, H e CRF02_AG. A maioria dos doentes (77%) reagiu contra o
polipéptido CRF02 AG, mas houve também uma forte reatividade (>40%) contra os
polipéptidos G, C e H, confirmando a forte antigenicidade da regido C2V3C3 do
involucro do VIH-1. A maioria dos individuos possuiam anticorpos capazes de
neutralizar o isolado VIH-1 NL4.3 (subtipo B), seguido dos pseudovirus TRO11 (subtipo
B), BJOX2000 (CRF07_BC) e CE1176 (subtipo C). Observou-se uma correlagao entre o
espetro e a poténcia de neutralizacdo e ainda uma associagdo inversa entre o nimero de

locais de N-glicosilagdo e a poténcia de neutralizagdo. Os individuos com atividade
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neutralizante tinham uma carga viral 1,4 vezes mais baixa (P=0,0391) que os individuos
sem anticorpos neutralizantes, sugerindo que estes anticorpos contribuem para o controlo
da carga viral nesta popula¢do. Em conclusdo, os nossos resultados mostram que a
epidemia VIH-1 em Mocambique estd a evoluir rapidamente para uma maior
complexidade genética e epidemioldgica, acompanhada pelo aumento de mutagdes de
resisténcia que tornam ineficientes os regimes terapéuticos de primeira e segunda linha
em utilizacdo em Mogambique. A introdu¢do dos INSTI no programa nacional de
tratamento poderia contribuir para o controlo do VIH no pais. Estudos adicionais sdo
necessarios para definir o perfil de neutralizagdo em individuos infetados por VIH-1 em

Mogambique e para identificar os principais determinantes de neutralizagao.

Palavras-chave: Infecio VIH-1; Mocambique; Genotipagem; Mutacdes de resisténcia e

Polimorfismos; Tropismo viral; Anticorpos de ligacdo; Anticorpos neutralizantes.
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Abstract

In the early 1980s HIV-1 was introduced in Mozambique and since then there has been
an exponential increase in the number of cases of infection reaching around 2.200.000
infected people in 2020, equivalent to a prevalence of 12.9% (11.9%-14.4%). In this work
we characterized the genetic diversity of HIV-1 strains circulating in Maputo as well as
the frequency and distribution of genetic polymorphisms in the coding regions of the
reverse transcriptase (RT), protease (PR) and integrase (IN) enzymes commonly
associated with resistance to antiretroviral drugs in clinical use. In addition, the
neutralizing and non-neutralizing antibody response of HIV-1 infected Mozambican
patients was analyzed for the first time. Sequences of C2V3C3 (N=58), RT (N=26) PR
(N=34) and IN (N=22) genes were obtained and phylogenetic analysis showed that the
majority of circulating viruses belong to subtype C and have with the R5 phenotype (86%,
N=50). Other subtypes, such as A, B, CRF02 AG and other recombinants were also
detected. The analysis of RT amino acid sequences allowed the identification of six
mutations associated with NRTI resistance (K65R, D67N, K70R, M184V, T215V and
K219E), and four primary mutations (K103N, V106A, Y181C and G190A) secondary
mutations (A98G, V108I, E138A and F227L) associated with resistance to the NNRTIs.
These results show that 27% (7/26) of the individuals are infected with viruses potentially
resistant to first line therapeutic regimens in use in Mozambique and 12% (3/26) to the
second line therapeutic regimen. For the IP class, four secondary mutations were
identified (I47R, Q58E, G73S and L10F) while for the INSTI class only one secondary
mutation was detected (G163R). A considerable number of genetic polymorphisms was
identified in all sequences, which is consistent with the great genetic diversity of subtype
C. Binding antibody reactivity to C2V3C3 recombinant polypeptides of subtypes B, C,
G, H and CRF02_AG was evaluated. Most patients (77%) reacted against CRF02 AG
polypeptide, and there were also many patients (>40%) reacting with G, C and H
polypeptides, confirming the C2V3C3 region as a dominant antigenic region in the HIV-
1 envelope. Most individuals had antibodies able to neutralize the HIV-1 NL4.3 isolate
(subtype B), followed by the pseudovirus TRO11 (subtype B), BJOX2000 (CRF07 _BC)
and CE1176 (subtype C). There was a correlation between the neutralization breadth and
potency and an inverse association between the number of N-glycosylation sites and
neutralization potency. Individuals with neutralizing activity had a viral load 1.4 times

lower (P =0.0391) than individuals without neutralizing antibodies, suggesting that these



antibodies contribute to the control of viral load in this population. In conclusion, our
results show that the HIV-1 epidemic in Mozambique is rapidly evolving in terms of
genetic and epidemiological complexity, and that there is an increase in the prevalence of
resistance mutations that render Mozambique’s first and second line therapeutic regimes
inefficient. The introduction of INSTI in the national treatment programme could
contribute to HIV control in the country. Additional studies are needed to define the
neutralization profile in HIV-1 infected individuals in Mozambique and to identify the

main determinants of neutralization.

Keywords: HIV-1 infection; Mozambique; Genotyping; Resistance mutations and

Polymorphisms; Viral tropism; Binding antibodies; Neutralizing antibodies.
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1. Introducao



1.1 Descoberta do VIH

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH), como agente etiologico da sida remonta
a Junho de 1981 nos Estados Unidos da América com a descri¢ao de casos clinicos de
pneumonia por Pneumocystis carinii em jovens homossexuais do sexo masculino [1-5].
Entre 1982 ¢ 1983, a sida foi identificada no Haiti, Africa e Europa [6-8], em grupos
populacionais especificos, nomeadamente, utilizadores de drogas injetaveis, hemofilicos,
praticantes de relagdes sexuais desprotegidas e bebés infetados por transmissao vertical
[9-11]. O principal agente etiologico da sida, o VIH-1, foi isolado em 1983 por Luc
Montaigner e Francoise Barré-Sinoussi do Instituto Pasteur de Paris, a partir de um
ganglio linfatico de um doente com linfadenopatias generalizadas [12-14]. Este novo
isolado correspondia a um retrovirus, o qual foi designado de LAV (do inglés
lymphadenopathy-associated virus) [12]. A sida tornou-se pandémica muito rapidamente
e nos ultimos meses de 1986, oitenta e cinco paises distribuidos por Africa, América,
Asia, Europa e Oceénia, j4 haviam relatado casos de individuos com infe¢do por VIH-1
e sida a Organizagdo Mundial da Saude [15]. Em 1985, um novo retrovirus foi isolado e
caraterizado em individuos com sida da Guiné-Bissau e Cabo Verde, com caracteristicas
morfoldgicas, estruturais e imunoldgicas semelhantes ao entdo designado VIH, mas com
algumas diferengas a nivel genético e antigénico. Este novo virus foi classificado como

virus da imunodeficiéncia humana tipo 2 (VIH-2) [16,17].

1.2 Origem biologica do VIH

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) teve origem em multiplos eventos de
transmissdo de caracter zoondtico do virus da imunodeficiéncia simia (VIS) de primatas
ndo humanos para humanos [18]. Esta transmissdo aconteceu no continente africano,
onde sdo encontradas cerca de 45 espécies de primatas infetados naturalmente por
diversos tipos de virus da imunodeficiéncia simia [19]. A elevada prevaléncia de VIS nos
seus hospedeiros naturais sem causar doenca ¢ indicativo de um longo periodo de
circulagcdo desses virus nas respetivas espécies, o que refor¢a a sua ancestralidade em
relacdo ao VIH [19,20]. De acordo com consideragdes filogenéticas e geograficas,

concluiu-se que uma subespécie do chimpanzé comum (Pan troglodytes troglodytes) e



de gorila (Gorilla gorilla gorilla), infetados com VIScpzPtt e VISgor, respetivamente,
terdo sido o reservatério natural para a transmissdo zoondtica de VIH-1 [19-21]. Em
relagdo ao VIH-2, a sua origem bioldgica estd intimamente relacionada com estirpes de
VISsmm encontradas em macacos mangabeys (Cercocebus atys) existentes na Africa

Ocidental, entre o Senegal e Costa do Marfim, regides caracteristicamente endémicas

[22].
1.3 Diversidade genética do VIH-1

1.3.1 Classificacao do VIH-1

Os estudos filogenéticos, epidemioldgicos e moleculares permitiram concluir que a
infecdo humana por VIH-1 teve origem na transmissao cruzada de VIScpzPtt e VISgor
em pelo menos quatro ocasides independentes correspondentes aos quatro grupos de
VIH-1 existentes: M (Major), P, O (Outlier) e N (non-M, non-0) [19,20]. Os grupos M e
N descendem de VIScpzPtt transmitido dos chimpanzés para os humanos no sul dos
Camardes, enquanto o grupo P descende de VISgor existente em gorilas-do-ocidente. O
grupo O, esta mais relacionado filogeneticamente com VISgor do que com VIScpzPtt, no
entanto ndo ¢ claro se o precursor imediato do virus humano infetou chimpanzés ou
gorilas (Figura 1) [18,19]. Os virus do grupo M divergiram progressivamente na
populacdo humana, no inicio do século XX, aproximadamente em 1908 (1884-1924), e
atualmente sdo responsaveis por cerca de 33 milhdes de infe¢des a nivel mundial [19].
Este grupo ¢ composto por dez subtipos diferentes designados A, B, C, D, F, G, H, J, K
e L [23-25]. Os grupos de VIH-1 divergem entre si ao nivel da sequéncia de aminodcidos
cerca de 30% em Gag e 47% em Env [23]. Os subtipos A e F do grupo M dividem-se
ainda em sub-subtipos A1-A6 e F1-F2, respetivamente [19,24]. Os diferentes subtipos
distinguem-se por divergéncia nos seus aminoacidos em cerca de 15-30% em Env, 15-
20% em Gag e 10% em Pol [24]. Dentro de um sub-subtipo pode verificar-se divergéncia,
ao nivel da sequéncia de aminodcidos, na ordem de 8-17% em Env [24,25]. Tendo em
conta as consideragdes anteriores, atualmente os subtipos B e D seriam considerados sub-
subtipos de um tnico subtipo, no entanto, por razdes historicas ¢ dificil alterar as

designacdes [20].



SIVepzGAB1

SIVcpzCAMS

SIVepzANT1
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Figura 1 — Arvore filogenética de VIS e VIH-1. Arvore filogenética baseada em sequéncias
do gene pol de referéncia de VIS e VIH-1. Encontram-se representados os grupos de VIH-1 (M,
N, O e P), bem como os subtipos (A-D, F-H, J e K) do grupo M. Para o VIS dos chimpanzés
foram incluidas sequéncias de SIVcpz. Foram incluidas também sequéncias representativas de

SIVgor. Adaptado de [18].

O grupo M inclui ainda cerca de 102 formas recombinantes circulantes (CRF) e
inimeras formas recombinantes tinicas (URF) que advém de fenémenos de recombinacao
que ocorrem quando uma célula esté infetada por dois ou mais virus de subtipos diferentes
[20,26]. As CRF correspondem a virus com genomas mosaico, idénticos entre si e que
foram identificados em pelo menos trés individuos ndo relacionados
epidemiologicamente; por outro lado, as URF correspondem a virus com genoma
mosaico que foram identificados num tnico individuo, ou num conjunto de individuos
epidemiologicamente relacionados. As CRF constituidas por trés ou mais subtipos sdo
designadas de CRF complexas (CRF cpx) [18]. Os grupos N e P sé existem nos
Camardes, onde foram descobertos em 1998 e 2009, respetivamente. Ambos possuem
uma menor diversidade genética intragrupo, o que sugere uma introdug¢do mais recente
na populacdo humana [18,20,24]. Relativamente ao grupo O, estima-se que tenha iniciado
a sua dispersdo paralelamente ao grupo M, no entanto, este grupo infeta apenas alguns
milhares de pessoas, com maior incidéncia na Africa Ocidental, nos Camardes, Gabéo e

Guiné Equatorial [18,20].



1.3.2 Dados estatisticos da pandemia

Segundo os ultimos dados globais de 2020 da Joint United Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS) existem cerca de 37,6 milhdes pessoas infetadas pelo VIH dos quais 19,2
milhdes sdo mulheres e 1,7 milhdes sdo criangas com menos de 15 anos [27]. As regides
do globo que mais contribuem para estes resultados estatisticos sdo a Africa Oriental e
Austral, que registam 20,6 milhdes do total de infe¢des [27]. Relativamente ao numero
total de novas infe¢des verificou-se uma diminuicdo global desde 2010, sendo mais
acentuada em criangas, nas quais se registou, em 2020, cerca de 160 000 novos casos num
total de 1,5 milhdes. Ainda no mesmo ano, registou-se 690 000 mortes (95 000 em

criangas) por sida [27].

1.3.2.1 Distribui¢do global dos subtipos do grupo M, CRF e URF do VIH-1

A pandemia apresenta-se como uma rede epidemiologica complexa, bastante
heterogénea e dindmica, com diversos subtipos nas diferentes regides geograficas,
afetando grupos populacionais diferentes [28,29]. A dispersdo do VIH-1, documentada
em torno de Kinshasa, atual Republica Democratica do Congo, ¢ sustentada pela maior
diversidade genética de estirpes do virus encontrada nessa regido e nos paises vizinhos,
como Camardes, Angola, Republica Centro-Africana, Gabao e Guiné Equatorial (Figura

2) [28].

Globalmente, predomina o subtipo C, que representa cerca de 50% de todas as infegdes
por VIH-1 no mundo, seguido do subtipo B (12%), subtipo A (10%) e das formas
recombinantes CRF02_AG (8%) e CRF01_AE (5%) [28]. Os subtipos F, H, J e K sdo
responsaveis, em conjunto, por 1% das infe¢des, enquanto os subtipos G e D representam
5% e 3%, respetivamente. As restantes CRF representam cerca de 4% das infe¢des que,
em conjunto com as URF (6%), elevam a propor¢do da infecdo global por VIH-1
atribuivel a recombinantes para os 23% (Figura 2) [28]. Nos paises da Africa Austral, o
subtipo C ¢ o mais prevalente. Na Africa Oriental, o subtipo A ¢ responsavel por cerca
de 53% das infe¢des, embora o subtipo D (17%) e o subtipo C (15%) circulem
significativamente, tal como algumas CRF e URF (13%). A ocidente do continente

africano, a CRF02_AG est4 a tornar-se predominante em varios paises (46%), registando-



se uma influéncia significativa de estirpes virais do subtipo G e A (27%) e algumas URF

(16%) [28-30].
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Figura 2 - Distribuicdo global dos principais subtipos, CRF e URF do VIH-1. Todos os paises
foram agrupados em 14 regides. Os paises que formam uma regifo possuem a mesma cor no
planisfério. A area de cada grafico corresponde ao numero de pessoas infetadas pelo VIH-1. A
cor de cada seccdo dos graficos representa os subtipos, CRF ou URF circulantes na regido.

Adaptado de [28].

Na Europa, em particular na Europa Ocidental e Central, o subtipo B tem sido o mais
prevalente (75%), bem como na América do Norte e Sul e na Oceania. Ao longo do
tempo, principalmente através da imigragao, o subtipo F e a CRF02_ AG foram também
introduzidos nestas regides [31-34]. Relativamente & Europa Oriental e Asia Central, mais
de metade das infe¢des sdo originadas por virus do subtipo A e as restantes por virus do
subtipo B e algumas CRF [28,35]. No Sudeste Asiatico t€ém surgido inimeras CRF,
nomeadamente CRFO1_AE, CRF07 BC e CRF08 BC que sdo responsaveis por mais de
70% das infe¢des [28,29,36]. No Médio Oriente ¢ no Norte de Africa verifica-se um
aumento considerdvel do niimero de CRF, responsaveis por 60% do nimero total de
infe¢cdes, acompanhadas de uma diminui¢do nas infe¢des causadas por virus do subtipo

B [28,37].



1.3.3 Mecanismos responsaveis pela diversidade genética do VIH-1

O VIH apresenta uma extensa variabilidade genética intra e interindividual, que resulta
de uma combinagdo de varios fatores que permitem que o virus se diversifique em
inimeras formas genéticas, adote mecanismos para subverter a resposta do sistema
imunitario e desenvolva variantes resistentes aos antirretrovirais [38]. A evolugdo rapida
do virus resulta da progressiva acumulagdo de mutacdes durante o processo de transcri¢cao
reversa, devido a auséncia de um mecanismo de proofreading, e através de mecanismos
de recombinagdo que ocorrem em células co-infetadas com duas ou mais estirpes virais
genotipicamente diferentes [38,39]. A frequéncia de recombinagio é cerca de 8,3x10*
recombinagdes por ciclo de replicagdo [40] enquanto a acumulagdo de mutagdes ocorre
numa frequéncia média de 2,4x107 por nucledtido por ciclo de replicagio e 6,4x1073 por
nucledtido por ano [38,40]. A marcada heterogeneidade genética do VIH ¢ ainda
ampliada devido ao elevado nimero de células infetadas num individuo sem terapia
antirretroviral (= 107-10%), pela elevada taxa reprodutiva do virus in vivo (cada célula
infetada produz entre 10? e 10* virides) e pelo niimero de virus que se podem produzir
diariamente nestes individuos (cerca de 10°) [40]. Existe ainda a atividade de fatores
mutagénicos do hospedeiro, como a APOBEC3G, que contribuem para a elevada taxa
mutagénica [38]. A manifestacdo genotipica dos fendémenos apresentados traduz-se na
constante manutengdo de uma extensa variabilidade de sequéncias nucleotidicas do
genoma viral, sendo que, por vezes, ¢ possivel encontrar num unico individuo uma
complexa populagdo de variantes viricas heterogéneas, relacionadas geneticamente, mas

com propriedades antigénicas distintas designadas por quasispecies [41].

1.4 Genoma e estrutura do VIH-1

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) pertence a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Lentivirus [42]. O genoma do VIH-1 ¢
constituido por duas moléculas idénticas de ARN de cadeia simples e polaridade positiva,
com uma extensdo nucleotidica de cerca de 10 kb [42-44]. Por sua vez, o genoma do
ADN proviral, consiste numa molécula de cadeia dupla resultante da retrotranscri¢ao do
ARN viral aquando da infe¢do da célula hospedeira [42]. A cadeia de ADN ¢ flanqueada

nas suas extremidades por sequéncias LTR (do inglés, long terminal repeats) — a regido



5’ LTR contém importantes elementos de controlo transcricional enquanto a regido 3’

LTR ¢ responsavel pela poliadenilagdo dos ARNS virais [44].

A organiza¢do do genoma ¢ complexa e compreende nove genes que codificam as
principais proteinas do virido. Estes genes estdo divididos em trés grupos: estruturais
(gag, pol, env), reguladores (tat, rev) e acessorios (vif, vpr, vpu, nef) e encontram-se
representados na figura 3A [42-44]. As proteinas estruturais e enzimaticas estdo
envolvidas no processo replicativo do virus, sendo que as proteinas reguladoras e
acessorias estdo geralmente associadas a processos transcricionais e pos-transcricionais
da expressdo génica e também a mecanismos de evasdo a resposta imunoldgica do
hospedeiro [45,46]. O gene gag codifica para uma poliproteina precursora, Pr559%, que
¢ processada pela protease viral (PR), gerando as proteinas da matriz (MA, do inglés
matrix protein), da capside (CA, do inglé€s capsid protein), da nucleocapside (NC, do
inglés nucleocapside protein) e a proteina p6. O gene pol codifica uma proteina
precursora, Pr160%°! cujo processamento proteolitico, pela PR, permite obter as
enzimas virais: protease (PR), integrase (IN) e transcriptase reversa (RT). Por sua vez, o
gene env codifica uma poliproteina precursora (gp160) que € posteriormente cindida por
enzimas celulares no complexo de Golgi, originando as glicoproteinas gp120 (SU, do
inglés surface protein) e gp41 (TM, do inglés transmembrane protein) [43-45]. Os genes
reguladores, denominados fat e rev, codificam as proteinas reguladoras Tat e Rev (p19),
essenciais na replicacdo viral [43-45]. Os genes acessorios vif, vpr, vpu € nef codificam
as proteinas acessorias Vif, Vpr, Vpu e Nef, respetivamente, ¢ possuem funcgdes de
regulagdo tardia, sendo importantes na infecciosidade viral e na eficiéncia da replicagao

do VIH [43-45].

As particulas virais maduras apresentam uma morfologia esférica com
aproximadamente 100 a 120 mm de didmetro e possuem um invélucro externo de
natureza fosfolipidica, com origem na membrana plasmatica das células infetadas (Figura
3B) [47]. Esta bicamada fosfolipidica ¢ constituida pelas glicoproteinas de superficie
gpl120 e transmembranares gp41 e outras proteinas constituintes da membrana celular
(e.g. HLA-I e HLA-II) [43-45]. Este invodlucro lipidico envolve uma matriz viral,
constituida pela proteina da matriz p17 (MA), em cujo interior se encontra a capside viral,

em forma de cone truncado, composta pela proteina p24 (CA) [42-45]. No interior da



capside viral encontra-se o complexo ribonucleoproteico, constituido pela proteina da
nucleocapside p7 (NC) associada ao genoma viral, proteinas virais de natureza enzimatica

(transcriptase reversa, integrase e protease), algumas proteinas acessorias e outras

proteinas de origem celular (Figura 3B) [42-45].
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Figura 3 — Mapa genémico do ADN proviral e esquema representativo de uma particula de
VIH-1. A) Localizagdes relativas dos genes gag, pol, env, vif, vpr, vpu, nef, tat e rev e indicacao
das LTR em 5’ e 3°. B) Representagdo esquematica da morfologia do virido do VIH-1. O invélucro

lipido envolve a matriz viral em cujo interior se encontra a capside viral que encerra o genoma

viral, para além das enzimas virais (RT, IN e PR). Adaptado de [46].

1.4.1 Gene pol

O gene pol codifica as proteinas enzimaticas do VIH-1 (RT, PR e IN) e possui cerca
de 3012 nucledtidos, segundo a estirpe de referéncia HXB2 (Figura 4). Esta regido ¢ uma
das mais bem conservadas do genoma do virus, sendo por isso, os seus produtos alvos
preferenciais da terapia antirretroviral [44,45,48]. Este gene encontra-se parcialmente
sobreposto ao gene gag numa grelha de leitura diferente. Devido a existéncia de um codao
stop no final da sequéncia codificante do gene gag, ¢ efetuada uma mudanca na fase de
leitura durante a tradugdo, para que o gene pol seja expresso, o que resulta numa

poliproteina de fusdo Pr160£2er°! [44]. O processamento proteolitico da poliproteina



ocorre durante o processo de maturacao do virido, pela PR, resultando na separagdo das

proteinas estruturais e enzimaticas [42,44].
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Figura 4 — Mapa gen6émico do gene pol do VIH-1, com base na estirpe de referéncia HXB2.
A regido gendmica codifica as enzimas protease, transcriptase reversa e integrase. Estas
enzimas sdo produzidas como uma poliproteina precursora Gag-Pol, que ¢ processada pela

protease viral. Adaptado de [49].

1.4.1.1 Protease: Estrutura e funcao

A protease do VIH-1 pertence a familia das proteases asparticas e intervém na
conversdo proteolitica das poliproteinas precursoras Pr55¢¢ ¢ Pr1602%€P°! nas proteinas
virais enzimaticas e estruturais. A sua atividade enzimatica ¢ imprescindivel no processo
de maturacdo e obtencdo de particulas virais infeciosas [50]. A protease apresenta-se
como um homodimero simétrico, constituido por duas subunidades idénticas de 99
aminoacidos [50]. A sua estrutura dimérica € estabilizada pela interacdo entre a regido
N-terminal de um monomero e a regido C-terminal do segundo, nas posigdes
aminoacidicas 1-4 e 96-99, sendo que a sua dissociagdo leva a perda da atividade
catalitica (Figura 5) [51]. O centro ativo da enzima localiza-se na interface dos dois
mondmeros sendo composto pela triade catalitica D25-T26-G27, altamente conservada
[50,51]. Na sua forma ativa, a protease possui uma estrutura flexivel em ambos os
monomeros, designada de flap (residuos de aminoacidos 43 a 58) que alteram a sua
conformagao (aberto e fechado) de modo a permitir a ligagdo de substratos ou inibidores
ao centro ativo da enzima [50,51]. Existem outros residuos de aminodcidos conservados
no centro ativo (D25, G27, A28, D29 e D30), na regido flexivel flap (G48, G49 e [47) e
na regido C-terminal (I84 e P81), que sdo criticos para a ligagcdo do substrato ao centro
ativo da enzima. Estas regides estdo identificadas como alvos terapéuticos de inibidores

da protease devido a sua importancia para o correto funcionamento da enzima [50-52].
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Figura 5 — Estrutura da protease do VIH-1. As regides altamente conservadas estdo
representadas a amarelo, as regides de maior variabilidade entre os subtipos do grupo M encontra-

se a cinza. As regides alvo das principais mutacdes de resisténcia (DRM) estdo a verde. Os

circulos vermelhos indicam as posigdes das principais DRM. Adaptado de [52].

1.4.1.2 Transcriptase Reversa: Estrutura e funcio

A transcriptase reversa do VIH-1 ¢ uma enzima multifuncional responséavel por trés
atividades essenciais para a replicacdo viral: 1) ADN polimerase ARN-dependente,
responsavel pela conversdo do genoma de ARN de cadeia simples do virus, em ADN; 2)
RNase H, que hidrolisa a molécula de ARN gendmico presente nos hibridos ARN/ADN
formados durante o processo de transcricdo reversa; € 3) ADN polimerase ADN-
dependente, que permite a formacao da cadeia de ADN complementar [53]. Esta enzima
apresenta-se como um heterodimero assimétrico constituido por uma subunidade com 66

kDa (p66) e outra com 51 kDa (p51) (Figura 6) [53-55].

A subunidade p66 apresenta dois dominios cataliticos com fung¢des distintas: dominio
polimerase, que permite a sintese do ADN proviral e o dominio RNase H (15 kDa)
[53,54]. A subunidade p51 deriva da excisdo proteolitica da extremidade C-terminal da
p66 correspondente a ribonuclease H (RNase H) levada a cabo pela PR [53,54]. As duas
subunidades possuem conformagdes estruturais distintas entre si, sendo que a subunidade
p51 possui apenas um papel estrutural que € essencial para a estabilidade e atividade da
enzima [53,54]. O dominio polimerase da subunidade p66 ¢ constituido por quatro

subdominios que sdo descritos com analogia a anatomia da mao humana: fingers

(residuos 1-85 e 118-155), palm (residuos 86-117 e 156-236) e thumb (residuos 237-318)
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que intervém na polimeriza¢do do ADN viral e o subdominio connection (residuos 319-

426) que permite a ligacdo ao dominio RNase H (Figura 6) [53-55].
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Figura 6 — Estrutura do heterodimero p66/p51 da transcriptase reversa do VIH-1. A
subunidade p66 esta representada a cores enquanto a subunidade p51 esta em cinza. Os varios
subdominios da p66 encontram-se representados: fingers (azul), palm (vermelho), thumb (verde),

connection (amarelo) e RNase H (laranja). A cadeia de acido nucleico encontra-se a magenta.

Adaptado de [55].

O centro ativo do dominio polimerase ¢ composto por uma triade catalitica conservada
(D110, D185 e D186) no subdominio palm. Esta triade catalitica forma complexos de
coordenagdo com catides divalentes (Mg?", utilizado in vivo), essenciais a atividade da
enzima [55]. Os residuos D185 e D186 fazem parte do motivo YXDD, altamente
conservado nos retrovirus (no caso do VIH-1, X corresponde a metionina) [55]. Existem
outras regides conservadas, tal como o motivo estrutural DNA primer grip (E224-H235)
que ¢ essencial para o correto posicionamento da extremidade 3’-OH do primer tRNA[ys3
no centro ativo da enzima para o ataque nucleofilico ao dANTP a incorporar na cadeia
nascente. O dominio RNase H estd compreendido entre os aminoacidos 427 e 560 da
subunidade p66 e possui duas regides conservadas: o centro ativo, composto por quatro
aminoacidos — D442, E478, D498 e D549; e o RNase H primer grip, composto por uma
extensa rede de aminodacidos - T473, 1505, K476, Q475, Y501, Q448, N474 e R500 — que

interagem com as cadeias de ADN e ARN proximas do centro ativo [55].
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1.4.1.3 Integrase: Estrutura e funcao

A integrase ¢ uma proteina com uma massa molecular de 32 kDa, constituida por 288
aminoacidos e pertence a familia das nucleotidiltransferases [56]. A enzima catalisa a
integracdo do ADN complementar no genoma da célula hospedeira e possui trés dominios
funcionais: N-terminal (NTD), centro catalitico (CCD) e C-terminal (CTD), como se

encontra representado na figura 7 [47,56-58].
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Figura 7 — Dominios funcionais e estruturais da enzima integrase do VIH-1. O dominio NTD
tem quatro residuos de aminoacidos essenciais e conservados (H12, H16, C40 e C43) que
coordenam um atomo de zinco. O dominio CCD contém a triade catalitica DDE motif (D64, D116,
E152) coordenando um, ou possivelmente dois metais divalentes. O dominio CTD interage com

os dois dominios anteriores promovendo a ligagdo ao ADN. Adaptado de [57].

O dominio N-terminal (NTD) (1-49 residuos de aminoacidos) contém quatro
aminoacidos essenciais ¢ conservados, duas histidinas (H12 ¢ H16) e duas cisteinas (C40
e C43) que coordenam um atomo de zinco [56-58]. A formagdo do complexo de

coordenagdo entre o atomo de zinco e o motivo H!?H!SC*C* contribui para a
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oligomerizacdo da integrase e para o aumento da atividade catalitica da mesma [56-58].
O dominio catalitico (CCD) abrange os residuos de aminodcidos 50-212 e contém uma
triade catalitica acida altamente conservada (DDE motif) formada por dois aminoacidos
de acidos asparticos (D64, D116) e um de acido glutamico (E152). Estes aminoacidos
sdo considerados essenciais para a IN, uma vez que a sua alteracdo culmina na perda da
atividade catalitica [56-58]. Os residuos D64 e D116 formam um complexo de
coordenacdo com ides divalentes (manganésio ou magnésio) [56,58]. Outros residuos
importantes neste dominio estdo incluidos no motivo K'®R"™K'8 que participa na
multimerizacdo da enzima e possui um sinal de localizagdo nuclear, que permite a
importacdo do ADN complementar para o nucleo da célula infetada [59]. A regido central
da integrase ¢ essencial para a ligacdo a cofatores celulares de integracdo (e.g.
LEDGF/p75) que intervém na ligagao da integrase a cromatina, permitindo a translocagao
do ADN complementar do citoplasma para o ntcleo [57,58]. Por ultimo, o dominio
carboxiterminal (CTD), compreendido entre os aminoacidos 213-288, corresponde a
regido menos conservada da integrase [49]. Este dominio tem um papel fundamental na
formacao da estrutura quaternaria da enzima e ¢ ainda responsavel pela ligacdo do ADN

viral ao ADN da célula hospedeira [47,56-59].

1.4.2 Gene env

O gene env do VIH-1 possui cerca de 2570 nucledtidos e codifica uma glicoproteina
viral de 160 kDa (gp160) [48,60]. A glicoproteina gp160, apds traducao, ¢ clivada por
proteases celulares originando as glicoproteinas de superficie gpl120 (SU) e
transmembranar gp41 (TM). Estas, por sua vez, permanecem covalentemente ligadas no
involucro viral formando um heterodimero, que se dispde em trimeros, onde a gp120
permite a interacdo com os recetores celulares e a gp41 media a fusdo do virus com a
membrana da célula hospedeira [60]. A glicoproteina de superficie gp120 é constituida
por cinco regides conservadas (C1-C5) e cinco regides variaveis (V1-V5), como
representado na figura 8 [47,61]. Na sua conformacao nativa, gp120 possui um dominio
interno ¢ um dominio externo. O dominio externo (252-482, em VIH-1 HXB2) ¢
altamente glicosilado e esta envolvido na ligagdo ao recetor CD4 e aos co-recetores
CCR5/CXCR4 [48,60,62]. Este dominio serve também como principal alvo da resposta

imunoldgica do hospedeiro, pois contém a maior parte dos determinantes antigénicos da
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gp120, incluindo epitopos neutralizantes, que sdo alvo dos anticorpos neutralizantes [62].

O dominio interno ¢ hidrofébico e essencial para a ligagdo entre a gp120 e a gp41[47].

127 196 297 329 383 410 457 475 511
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Figura 8 — Ilustracio esquematica da glicoproteina SU do VIH-1 HXB2. A glicoproteina
de superficie inclui cinco regides conservadas (C1-C5) e cinco regides variaveis (V1-V5).

Adaptado de [61].

As regides varidveis V1-V4 tendem a formar loops delimitados por ligagdes
dissulfureto e encontram-se expostas a superficie do invélucro viral (Figura 9) [61]. As
regides V1-V2 sdo consideradas as mais varidveis em termos de sequéncia e tamanho e
apresentam uma extensa glicosilacdo. A exclusdo das regides V1/V2 torna o virus
altamente suscetivel a neutralizacdo, uma vez que o seu padrdo de glicosilagdo permite a
oclusdo de dominios neutralizantes constituintes da regido V3 [60,63]. As proprias loops
V1/V2 constituem um alvo importante de a¢do de anticorpos neutralizantes e ndo
neutralizantes. A sensibilidade das estirpes virais aos anticorpos neutralizantes esta
também relacionada com as dimensdes das loops V1/V2. Geralmente, os virus que

possuem regides V1/V2 mais longas sdo menos suscetiveis a neutralizagdo [63].

Inner domain

Figura 9 — Representacio estrutural do monémero gp120 e do heterodimero gp120-gp41.
A) A gpl120 encontra-se dividida no seu dominio interno (cinza), externo (amarelo) e bridging
sheet (azul escuro). As loops correspondentes as regides variaveis V1-V5 estdo representadas a
verde, magenta, azul claro e vermelho, respetivamente. B) O heterodimero € composto pela
gp120, exposta a superficie (colorida como em A) e a gp41 representada a azul. Adaptado de

[62].
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A regido V3 da gpl120 é geralmente constituida por 35 aminoacidos, podendo variar
entre 34-36. [64,65]. A sua sequéncia aminoacidica ¢ muito variavel nos subtipos do
grupo M, a excec¢do dos virus do subtipo C onde a sequéncia de V3 ¢ geralmente mais
conservada, comparativamente com outros subtipos [66]. Para além da sua funcdo no
inicio do ciclo replicativo (ligacdo a um co-recetor de quimiocina), o dominio V3 foi
identificado como o principal dominio neutralizante do invoélucro viral, sendo alvo de

varios anticorpos monoclonais e policlonais anti-V3 [64-66].

1.5 Replicacao Viral

1.5.1 Tropismo Celular e Recetores

O VIH revela um tropismo particular para células do sistema imunitario que expressem
o recetor CD4 e os co-recetores CCR5 e/ou CXCR4, nomeadamente linfocitos T CD4"
auxiliares, células de linhagem monocitaria e células dendriticas [67]. A entrada do virus,
na maioria das células, ¢ iniciada pela ligacdo da gpl120 ao recetor CD4 (cluster de
diferenciagdo 4), desencadeando alteragdes conformacionais que permitem a exposicao
da regido V3, responsavel pela ligacdo a co-recetores essenciais para uma infecdo
eficiente da célula hospedeira [67,68]. Os co-recetores fundamentais para a entrada do
virus nas células sdo CCRS5 (recetor de P-quimiocinas) e CXCR4 (recetor de o-
quimiocinas), possuem cerca de 352 aminodcidos, apresentam-se na membrana das
células e tém sete dominios transmembranares [67,69]. O co-recetor CCRS5 ¢ expresso
em monocitos, macréfagos, células natural killer (NK), células T de memoria, células T
ativadas e células dendriticas imaturas, incluindo as células de Langerhans da mucosa
genital [69,70]. O co-recetor CXCR4 ¢ expresso numa maior classe de células, como a
maior parte das células hematopoiéticas, incluindo neutréfilos, monécitos, macrofagos,
linfocitos T primarios (naive), linfocitos B e células dendriticas. Este recetor ¢ ainda
expresso em células endoteliais vasculares, neurénios e na glia [67,68,70]. As estirpes do
VIH-1 que utilizam CCRS5 (estirpes R5) predominam durante a fase assintomatica e em
cerca de 60% dos individuos nos estagios terminais da infe¢do. As estirpes que utilizam
o co-recetor CXCR4 (estirpes X4) surgem em estagios mais tardios da infecdo e estdo
associados a diminuigdo do nimero de linfocitos T CD4" e progressdo da doenga. Existem

estirpes que apresentam tropismo duplo, sendo por isso designadas de R5/X4. As estirpes
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X4 sdao em geral mais suscetiveis a agdo de anticorpos neutralizantes do que as estirpes
R5 [67-70]. O tropismo diferencial do VIH-1 pelos co-recetores €, em geral, determinado
pela sequéncia em aminodcidos, carga e dimensao da regido V3 da gp120 [67,71,72]. A
acumulacdo de mutagdes nessa regido promove a alteracdo da carga global da ansa V3,
podendo também levar a substituicdo de aminoacidos especificos nas posi¢des 11 e 25
que estdo diretamente envolvidos na interagdo da gpl20 com os co-recetores [67,73].
Quando estes aminoacidos possuem carga positiva, os virus usam, em geral, CXCR4 para
entrar nas células [67,73]. Este facto pode ser explicado pela atragdo eletrostatica entre a
loop V3 e a superficie extracelular do co-recetor CXCR4, uma vez que este possui mais
cargas negativas que CCRS5 [67,73]. A alterag@o do padrao de N-glicosilacao da loop V3
também pode contribuir para a ligacdo a um co-recetor em particular [74]. Atualmente
sdo usados algoritmos informaticos que permitem prever com elevada precisdo o tipo de

co-recetor que ¢ utilizado por determina estirpe de VIH-1 [67-74].

1.5.2 Ciclo Replicativo

O ciclo replicativo do VIH-1 consiste numa série de eventos sequenciais com vista a
producgdo de novos virides capazes de infetar outras células alvo [75]. Genericamente, o
ciclo replicativo pode ser dividido numa fase precoce e numa fase tardia (Figura 10). A
fase precoce tem inicio com a ligagdo do virido a superficie celular e termina com a
integracdo do ADN proviral no genoma da célula hospedeira, enquanto a fase tardia
engloba a transcri¢do dos genes virais até a maturagao dos virides [75,76]. A entrada do
VIH-1 em células suscetiveis inicia-se com a ligacdo da gp120 ao recetor celular CD4,
sofrendo um conjunto de altera¢cdes conformacionais que expdem a regido V3 permitindo
a sua interacdo com o CCR5 ou CXCR4. Apoés esta interagdo, da-se a exposi¢dao do
péptido de fusdo da gp41 que culmina com a subsequente fusdo das membranas viral e
celular [75,77]. As particulas virais sofrem uma descapsidacdo parcial permitindo a
libertagdo da capside viral no citoplasma [75]. Subsequentemente, inicia-se a transcri¢cao
reversa do genoma viral, a partir do qual ¢ sintetizada uma molécula de ADN
complementar de cadeia dupla [76-79]. A nova cadeia de ADN, associada a varias
proteinas virais (MA, NC, Vpr, RT e IN), formam o complexo de pré-integracao (PIC),

transportado até ao nucleo, através de uma rede de microtubulos citoplasmaticos [76,79].
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No nucleo, através da acdo da integrase viral, ocorre a integragdo do ADN viral no
genoma da célula hospedeira [48,56,76]. Uma vez integrado, o ADN proviral serve de
matriz para a sintese do genoma viral e d¢ ARNm que codificam as proteinas virais,

recorrendo & maquinaria enzimatica celular [76,80].
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Figura 10 — Resumo do clico replicativo do VIH. A fase precoce tem inicio com a ligagdo do
virido a superficie celular, seguido da sua entrada, sintetize do DNA proviral e integracdo do
mesmo no genoma da célula hospedeira. A fase tardia engloba a transcri¢do dos genes do virus,
o processamento dos ARNm, sintese de proteinas virais, montagem ¢ gemulagdo de novas

particulas virais imaturas, que por fim sofrem o processo de maturagdo. Adaptado de [76].

Depois de transcritos, os ARNm sofrem algumas transformagdes, como a
poliadenilacdo na extremidade 3’ ou o processamento por splicing (nenhum, parcial,
total). Os ARN que ndo sofrem splicing codificam as proteinas Pr5593 ¢ Pr16092eFol oy
sdo utilizados como ARN gendémico na génese de novos virides [76,78]. Os ARNm
parcialmente processados ddo origem a Env, Vif, Vpr e Vpu. Os ARNm maduros que
resultam de um splicing total sdo os primeiros a ser produzidos e codificam as proteinas
precoces Tat, Rev e Nef [78-80]. Os ARNm completamente processados sdo
transportados para o citoplasma como qualquer ARN celular. No entanto, o transporte de
ARNm nao processados ou parcialmente processados sdo assegurados pela proteina Rev,
precocemente expressa [79,81]. A sintese das glicoproteinas do invélucro ocorre ao nivel
dos polirribossomas associados @ membrana do reticulo endoplasmatico, sob a forma do

precursor poliproteico gpl60 [66,78]. As restantes proteinas sdo traduzidas em
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polirribossomas livres no citoplasma da célula [42,75]. Apds a sintese as glicoproteinas
virais sdo transportadas até junto da membrana plasmatica, através de vesiculas do
complexo de Golgi [76,82]. O processo de montagem de novos virides ocorre no
citoplasma da célula, junto @ membrana plasmatica (onde ja encontram as proteinas do
involucro) num processo que envolve copias de ARN do genoma viral e as poliproteinas
percursoras Pr5592 e Pr160%3¢P°! O dominio MA direciona a proteina precursora para a
membrana plasmatica, enquanto a NC permite a encapsida¢do do genoma viral [75,83].
Ocorre a gemulagdo das particulas virais para o exterior, ainda de forma imatura e nao
infeciosa, coordenada principalmente pelo dominio p6 da Pr5592 e pela proteina Vpu
[75,82]. No final do ciclo replicativo do VIH-1, ocorre a maturagao das particulas virais,
que pode ou ndo coincidir com a sua saida da célula, na qual ocorre a clivagem das
poliproteinas precursoras Pr559% ¢ Pr16093¢P°! mediada pela PR, dando origem a

particulas virais maduras e infeciosas [84].

1.6 Historia natural da infe¢do por VIH-1

1.6.1 Vias de transmissao

A infecdo por VIH pode ser contraida através de uma exposicdo parentérica
(inoculagdo percutanea e transfusdo de sangue contaminado), apds contacto sexual sem
protecdo, através da mucosa rectal e genital e por transmissdo vertical de mae para filho,
durante a gestagdo, no parto ou através da amamentacao [88]. O risco associado a estas
diferentes vias de exposi¢do difere, mas independentemente da via de transmissdo,
regista-se um aparecimento uniforme, cronolégico e ordenado dos marcadores virais de

infecao [88].

1.6.2 Patofisiologia e marcadores de infe¢cio

1.6.2.1 Infecio primaria e sindrome da infe¢do aguda

O primeiro estadio da infe¢do pelo VIH-1, denominado de fase aguda, ocorre
aproximadamente, trés a seis semanas apos o evento de transmissdo. A maior parte dos
individuos revelam algumas manifestacdes clinicas semelhantes a gripe, febre,

linfadenopatia, cefaleias, artralgia, nduseas e vomitos, diarreia, perda de peso e erupcdes
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cutaneas [85]. Estas manifestacdes estdo associadas a uma intensa replicagdo viral,
associada ao aumento exponencial da carga viral, acompanha por uma diminuicdo
transitoria do nimero de células T CD4" no sangue periférico, devido a interagdo direta
do virus com as mesmas, ¢ através da resposta celular do sistema imunoldgico do

hospedeiro, que promove a apoptose das células infetadas (Figura 11) [86-88].
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Figura 11 — Decurso geral de uma infe¢ido por VIH-1. Cronograma dos diferentes estagios
de infecdo e respetivas variagdes nos niveis de carga viral (verde) e do numero de células T
CD4" (linha preta). Geralmente, o virus utiliza o co-recetor CCRS no inicio da infegdo, mas
em estagios mais tardios pode evoluir por forma a utilizar o co-recetor CXCR4 (vermelho) e

pode adquirir a capacidade de infetar células com baixos niveis de CD4 (CD4Low RS5 M-
phage-tropic, roxo). Adaptado de: [88]

Durante e ap0s a infe¢@o aguda, o virus encontra-se, sobretudo, em células T da regido
paracortical dos nddulos linfaticos, que se encontram produtivamente infetadas [86,87].
Neste estadio, observa-se também uma deple¢do marcada das células T CD8" e T CD4*
de memoria, em particular das que expressam o co-recetor CCRS5 nos tecidos linfoides
secundarios [86,87]. Nas semanas subsequentes, verifica-se uma diminui¢ao gradual da
carga viral plasmatica ¢ um aumento do nimero de células T CD4", até ser atingido um
equilibrio entre a replicagdo viral e a resposta imunitéria do hospedeiro, denominado viral
set point, sendo determinante na forma de evolugdo da doenca (Figura 11) [86-88].
Geralmente, trés a doze semanas apo6s a infe¢do, inicia-se a seroconversdo com detecao

de anticorpos [89].
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1.6.2.2 Infecao Cronica: Periodo de laténcia clinica

O segundo estadio da infecdo pelo VIH-1 ¢ considerado uma fase de laténcia clinica
ou assintomatica e pode durar entre oito a dez anos [85,88]. E caracterizado por baixos,
mas persistentes, niveis de replicagdo viral e uma estimulacdo continua do sistema
imunoldgico do hospedeiro [85,88,90]. O virus induz a ativagdo cronica do sistema
imunoldgico, que reverte em seu beneficio, permitindo a manuten¢do da infe¢ao de novas
células e da replicacdo viral. A continua ativagdo celular leva a expansao clonal de
linfocitos e induz anergia e aumento da suscetibilidade a apoptose, promovendo a faléncia

do sistema imunologico [90].

1.6.2.3 SIDA

A maioria dos individuos infetados pelo VIH-1, na auséncia de tratamento, tornam-se
suscetiveis a ocorréncia ou reativagdo de infegcdes oportunistas (e.g. pneumonia,
tuberculose, candidiase), bem como o desenvolvimento de neoplasias, na sua maioria
relacionadas com a reativagdo de microrganismos oportunistas, como certos linfomas e
carcinomas (e.g. virus de Epstein-Barr, papilomavirus e herpesvirus 8) [91]. Estas
manifestagdes clinicas definem um estddio de doenga avangada associado a deplecdo
progressiva de células T CD4" que se designa por sida [85,91]. De acordo com a
definicdo redigida pelo Centro de Controlo e Prevengao de Doengas (CDC), o individuo
entra neste ultimo estagio quando a contagem de células T CD4" se encontra abaixo de
200 células/mm? de sangue associada a infe¢des oportunistas [92]. A maioria dos doentes
com sida morrem num periodo médio de 3 anos se ndo forem tratados com antirretrovirais

[85,91].

1.7 Resposta imunitaria contra o VIH-1

1.7.1 Imunidade Inata

A resposta imunoldgica a infe¢do pelo VIH-1 tem inicio com a dete¢do do virus e a
sinalizacdo imediata da atuacdo do sistema inato. A detecdo do virus pelo organismo ¢
possivel pelo reconhecimento de padrdes moleculares associado ao patégeno (PAMP),

sendo realizado por recetores de reconhecimento de patogéneos (PRR) expressos por
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células do sistema imunologico inato [93,94]. O reconhecimento do virus permite a
ativacao de células responsaveis pela libertacdo de IFN-y e TNF-a, bem como citocinas
€ quimiocinas pro-inflamatdrias que recrutam e ativam novas células do sistema inato

para os locais de infecdo com o objetivo de inibir a replicacdo viral [93,94].

1.7.2 Imunidade Adaptativa

1.7.2.1 Resposta Celular

As respostas celulares contra o VIH-1 sdo mediadas por varios tipos de linfocitos T,
nomeados de acordo com a sua fung¢@o, tais como: células T auxiliares (CD4"), células T
citotoxicas (CD8™) e células T foliculares (Tth) [95]. Apds a infegdo, as células T naive,
que circulam nos 6rgaos linfoides, reconhecem epitopos especificos que se encontram na
superficie das células apresentadoras de antigénios, no contexto da apresentacdo
dependente de HLA classe II, induzindo a sua expansao proliferativa e diferenciacdo em
células T efetoras [95-97]. As células T CD4" promovem a libertagdo de um conjunto de
interleucinas e citocinas que estimulam autocrinamente a proliferagdo linfocitdria e a
amplificacdo da resposta de diferentes componentes do sistema imunitirio, como o
desenvolvimento de linfocitos TCD8" (CTL) [96]. Estas células estimulam ainda, a
diferenciag@o dos linfocitos B em células plasmaticas e o recrutamento de neutrofilos e
macrofagos para os locais de infe¢do [96]. Geralmente, a populagdo de células T efetoras
ativadas leva a produ¢do de um conjunto de células T de memoria responsaveis pela
resposta rapida a uma reexposi¢do ao patogeno [96,97]. As células auxiliares foliculares
(Tth), localizadas nos 6rgdos linfoides secundérios, intervém na estimulagdo das células
B a produzir anticorpos e diferenciacdo em células B de memoria [96,98]. Deste modo,
as células TCD4" intervém na ativac@o e expansdo das células T CD8", contribuem para
a maturacdo das células B e para o desenvolvimento de memoria imunitaria [95-98]. No
decurso da infegdo até a SIDA, as altera¢des qualitativas dos linfocitos T CD4* traduzem-
se na diminui¢do da sua capacidade proliferativa e alteracdo da producdo de citocinas,
que em conjunto comprometem a resposta imune celular e humoral [85-88]. A deplecao
linfocitaria ¢ causada por eventos de apoptose promovidos por uma variedade de
proteinas do VIH, pela ativagdo cronica do sistema imunoldgico e pelo estado

hiperinflamatorio caracteristico da infe¢cdo [99].
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No entanto, a maior parte das respostas celulares contra o VIH-1 sdo mediadas por
linfocitos T CD8" citotoxicos no contexto da apresentagdo antigénica pelo complexo de
histocompatibilidade (HLA) classe I, induzindo a lise direta das células infetadas [95-97].
Os CTL também podem promover a libertagdo de fatores supressores soliiveis, como
citocinas - TNF-a e IFN-y, responsaveis pela inibi¢do da replicacdo viral — e quimiocinas
(MIP-1a,, MIP-1 e RANTES) que competem com o virus para o uso do co-recetor CCRS
e bloqueiam, desta forma, a entrada do mesmo na célula [95-97]. A expansao dos CTL
ocorre no inicio da infecdo aguda, podendo atingir concentragdes muito elevadas no
sangue periférico (até 1% das células mononucleadas) e parece ser crucial, para o declinio
posterior da viremia plasmadtica, interferindo com o set point, e, portanto, com a taxa de
progressdo da doenca [95]. Ao longo da fase aguda da infe¢do verifica-se um declinio
rapido das células T CD8*, muitas vezes explicado pela agdo das proteinas virais Tat, Nef
e Vpu do VIH-1 que tém a capacidade de promover a diminuicdo da expressdo de
moléculas HLA-I, da superficie das células, impedindo o reconhecimento do antigénio
pelos linfécitos TCD8" [97]. Outro fator que contribui para o declinio do nimero de
células T CD8" ¢ selecdo inicial de mutagdes que interferem no reconhecimento dos
antigénios virais pelas CTL, permitindo o escape viral. Para além disso, a ativagdo cronica
e a perda de fun¢do das células T auxiliares, com a progressiva deplecao de linfocitos T
CD4", pode culminar numa anergia funcional dos CTL, bem como um aumento da
suscetibilidade a apoptose, contribuindo para a perda de atividade citolitica com a

progressao da doencga [97].
1.7.2.2 Resposta Humoral

A resposta humoral ¢ caraterizada pela produgao de anticorpos (ou imunoglobulinas)

neutralizantes e ndo neutralizantes por plasmocitos — células derivadas dos linfocitos B

[100].

1.7.2.2.1 Classes de anticorpos

Os anticorpos sdo proteinas glicosiladas presentes na superficie de células B
(imunoglobulinas de superficie) que servem como recetores de antigénios (BCR, do
inglés, B cell receptor), ou sdo secretados no espacgo extracelular, onde se ligam aos seus

antigénios alvo [100]. Os anticorpos sao constituidos por quatro cadeias polipeptidicas —
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duas cadeias pesadas e duas cadeias leves — que se encontram ligadas por pontes

dissulfeto (Figura 12) [100].

Light Antigen-
chains binding
site

Heavy

/ chains \

> Fab

FcR and C1q
binding site

Figura 12 — Estrutura do anticorpo. Os anticorpos sdo compostos por duas cadeias pesadas
(VH e CH) e duas cadeias leves (VL e CL). O fragmento de ligacdo ao antigénio, Fab, ¢
composto por um dominio variavel de cada cadeia pesada e leve (VH e VL). Os dominios
constantes CH2 e CH3 da cadeia pesada constituem o fragmento Fc, que medeia as fungdes

efetoras da Ig. Adaptado de: [100]

A estrutura das imunoglobulinas apresenta, a nivel funcional, duas regides principais:
o fragmento cristalino (Fc) e o fragmento de liga¢do ao antigénio (Fab). A regido Fab ¢
responsavel pela ligacdo ao determinante antigénico ou epitopo e é composta por um
dominio constante e outro varidvel de cada uma das cadeias leve e pesada do anticorpo.
Em cada dominio varidvel existem trés regides, denominadas regides determinantes de
complementaridade (do inglés, complementarity determining region, CDR), que entram
em contato direto com o antigénio [100,101]. O fragmento cristalizavel (Fc) ¢ composto
pelos dominios constantes das cadeias pesadas (CH2 e CH3) e ¢ responsavel pelas
fungdes efetoras do anticorpo através da ligacdo aos recetores Fc ou a proteinas do sistema
complemento [100]. Com base em sequéncias de aminodcidos inicas na regido constante
da extremidade C-terminal das cadeias pesadas, os anticorpos sdo classificados como
IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Cada classe possui propriedades funcionais e estruturais
especificas [102]. A classe de anticorpos IgG ¢ a mais abundante no plasma e encontra-
se subdividida em quatro subclasses: IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 [102]. Os individuos

infetados pelo VIH-1, durante o estadio agudo e crénico da doenga, produzem
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principalmente anticorpos IgG1 e IgA (encontrado principalmente nas mucosas), em que
titulos mais altos dessas subclasses de anticorpos estdo associados a um melhor controlo

da replicagdo viral [103,104].

1.7.2.2.2 Producio de anticorpos — Células B

A produgdo de células B ocorre pela primeira vez na fase embriondria e apds o
nascimento a sua produg¢do ocorre na medula dssea a partir de células estaminais
hematopoiéticas (HSC) [100,105]. O desenvolvimento e maturacao destas células ocorre
segundo um processo altamente regulado, onde se dd o rearranjo dos genes de
imunoglobulina nas cadeias pesadas e leves e eventos de sele¢do negativa e positiva que
selecionam as células B imaturas que possuem um recetor BCR funcional e ndo
autoreativo [106]. Apds estes processos, as células B naive maduras, que expressam IgM
e IgD a sua superficie, migram para os tecidos linfoides e para a corrente sanguinea [107].
A interag@o inicial entre as células T CD4" e os linfécitos B ocorre na extremidade dos
foliculos linfoides apos apresentacdo antigénica pelas células dendriticas, promovendo a
primeira linha de defesa humoral contra o virus (Figura 13, passo 1) [100,108]. Esta
interagdo resulta na producdo de niveis baixos de anticorpos com baixa afinidade para o
antigénio circulante. Os plasmocitos gerados nesta interagdo sao geralmente de vida curta
(SLPC, do inglés short-lived plasma cells) e produzem anticorpos por poucas semanas.

Sao geradas poucas células B de memoéria (Figura 13, passo 2) [100,108,109].

Algumas células T CD4" auxiliares ativadas pela apresentagdo antigénica por parte das
células dendriticas migram para o interior do foliculo, diferenciando-se em células T
foliculares (TFh) (Figura 13, passo 3 e 4) [100,110]. As células B migram também para
o interior do foliculo formando uma estrutura organizada chamada de centro germinativo,
que se encontra dividido numa zona clara e numa zona escura (Figura 13, passo 5)
[100,108]. Na zona escura do centro germinativo, as células B expandem e diversificam
0s seus recetores por meio de hipermutacdo somadtica extensiva das regides variaveis do
gene Ig e alteracdo da classe da cadeia pesada para IgG, IgA ou IgE, promovendo a
alteracdo das funcdes efetoras do anticorpo [100,106,108]. Na zona clara do centro
germinativo as células dendriticas foliculares apresentam o antigénio as células B do
centro germinativo (Figura 13, passo 6). Estas internalizam e processam o antigénio em

vesiculas para apresentagdo as células TFh (Figura 13, passo 7) [100,108].
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Figura 13 — Ativacio e diferenciacdo de células B em células B de meméria e células
plasmaticas. Apresentacdo antigénica inicial (passo 1 e 2). A migragdo de algumas células T
CD4" e células B para o interior do foliculo permite a formagdo de um centro germinativo,
ocorrendo a expansao clonal e diversificacdo de células B (passos 3 a 8). Nova exposi¢do ao
antigénio promove a ativacao de células B de memoria e/ou diferenciagdo das mesmas em células
plasmaticas de vida longa ou migragdo para o foliculo para formagao de novo centro germinativo

(passo 9). Adaptado de: [100]

Estas reagdes no centro germinativo promovem a produ¢do de células B de memoria
e células plasmaticas de vida longa (LLPC, do inglés long-lived plasma cells) que migram
para medula 6ssea onde produzem anticorpos por periodos prolongados, para uma
protecdo persistente (Figura 13, passo 8) [100,108,109]. No caso de nova exposi¢dao ao
mesmo antigénio, as cé¢lulas B de memoria sdo ativadas e podem diferenciar-se em células
plasmaticas de vida longa para a producdo de novos anticorpos ou iniciarem uma nova
expansdo clonal através da migra¢do para o foliculo, formando um novo centro

germinativo (Figura 13, passo 9) [100,108].

1.7.2.3 Anticorpos neutralizantes e nio neutralizantes produzidos na infe¢cio por
VIH-1

A resposta inicial das células B a infe¢do pelo VIH-1 ocorre cerca de uma semana
apos viremia detetavel e ¢ dirigida, inicialmente, contra o antigénio p24 e depois contra

epitopos varidveis e ndo neutralizantes do involucro viral [111]. No invélucro, esta
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resposta ¢ direcionada, numa primeira instancia, contra a gp41 e cerca de 28 dias apds
carga viral detetavel contra a gp120 [107,111]. Estes anticorpos ndo neutralizantes atuam
através da sua ligacao a células infetadas promovendo o recrutamento de células efetoras,
que por sua vez induzem a citélise ou a apoptose das primeiras [89]. Estes mecanismos
sdo conhecidos como citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC, do inglés
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) e inibicdo viral mediada por células
dependentes de anticorpos (ADCVI, do inglés antibody-dependent cell-mediated virus
inhibition). O primeiro compreende a formacdo de um complexo entre a regido Fab do
anticorpo com a proteina de superficie do involucro viral e a ligagdo da por¢do Fc aos
recetores FcyRs em células efetoras (e.g. células NK, macrofagos, células dendriticas e
neutrofilos) (Figura 14) [89]. ADCVI trata-se da inativagdo de virus livres e/ou
associados a células, por morte celular, mas também inibi¢do do virus por citocinas e

outros fatores secundarios (Figura 14) [89,112].
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Figura 14 — Representacio esquematica dos mecanismos de acio dos anticorpos

neutralizantes e nio neutralizantes. A) Os anticorpos neutralizantes ligam-se as

glicoproteinas do involucro viral e impedem a entrada do virus na célula. B) Em ADCC a

formagdo de um complexo entre o anticorpo, a proteina viral de superficie e as células

efetoras promove a lise da célula infetada. C) Em ADCVI ocorre inativacao de virus por

morte celular e/ou por libertagao de citocinas e outros fatores secundarios. Adaptado de:

[89].
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Os primeiros anticorpos neutralizantes (NAbs), direcionados para regides especificas
das glicoproteinas do involucro viral (gp120 e gp41), surgem cerca de dois a trés meses
apos a infecdo e atuam através da ligacdo a virus livres, impedindo que o virido infete
novas células (Figura 14) [89,111]. No entanto, operam apenas sob a estirpe infetante
(virus autélogo), sendo incapazes de neutralizar virus mais divergentes (virus
heterdlogos) [106,112,113]. Contudo, os NAbs autdlogos exercem uma pressao seletiva
sobre o virus que rapidamente adquire mutagdes que possibilitam o escape a neutralizacio
[106]. O escape viral ¢ em grande parte resultado da variabilidade genética de Env e das
suas caracteristicas estruturais que limitam ou bloqueiam o acesso dos anticorpos aos
epitopos neutralizantes conservados [106]. A titulo de exemplo, tais caracteristicas
incluem a alteracdo do padrio de glicanos para ocultar epitopos ou a exposicdo
momentanea de alguns desses epitopos aos anticorpos (e.g. conformagdo de pré-fusdo da
gp41). Para além dos fatores mencionados, a ligacdo dos anticorpos a epitopos nao
funcionais (e.g. precursores nio clivados e monomeros de gpl120) e o tamanho das
imunoglobulinas que impedem o acesso a alguns epitopos (e.g CD4i), contribuem
também para o escape viral [106]. No decurso da infecdo, aproximadamente 20-30% dos
individuos infetados pelo VIH-1 desenvolvem respostas de anticorpos neutralizantes
contra virus heter6logos e aproximadamente 1% dos individuos desenvolvem uma
potente e ampla resposta de anticorpos neutralizantes (bNAbs) [70,114]. Os bNAbs sdo
anticorpos raros capazes de neutralizar in vitro varias estirpes de VIH-1 de diversos
subtipos e geralmente surgem dois a quatro anos apds seroconversao (estadio cronico da
infecdo), estando ausentes em individuos recentemente infetados [106,114]. Estes
anticorpos possuem em geral caracteristicas que tornam dificeis a sua indugao, tais como:
auto e poli-reatividade, uma longa regido determinante de complementaridade (CDR3) e
uma extensa hipermutag¢do somatica [115]. Estas caracteristicas sugerem que a infe¢ao
persistente e a exposicao repetida aos antigénios virais sdo necessarias para a produgdo
de bNADbs [106,116]. O desenvolvimento de novas técnicas de clonagem de anticorpos,
em complementaridade com métodos de selecdo baseados na ligagdo a antigénios,
permitiu mapear e definir estruturalmente as regides do invélucro viral que sao alvo dos
bNADs, sendo elas: local de liga¢ao ao recetor CD4 (CD4bs), epitopos associados aos N-
glicanos nas loops V1/V2 e V3, local de interface gp120/gp41, péptido de fusdo e regido
externa proximal de membrana da gp41 (MPER, do inglés membrane proximal external

region) (Figura 15) [106,115].
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Figura 15 — Mapeamento dos locais de ligacdo de bNADs nas glicoproteinas do invélucro do
VIH-1. As regides alvo dos bNADbs sdo: epitopos associados aos N-glicanos das loops V1/V2
(vermelho) e V3 (verde), péptido de fusdo (amarelo), regido externa proximal de membrana da
gp41 (castanho), local de interface gp120/gp41 (roxo) e o local de ligacdo ao recetor CD4
(CD4bs) (laranja). Adaptado de: [106]

Os bNADs de primeira geragdo foram isolados de amostras de individuos infetados
com VIH-1, no inicio dos anos noventa do século passado e embora neutralizassem
diversas estirpes de VIH-1 in vitro, a sua poténcia e amplitude eram insuficientes, uma
vez que suprimiam apenas moderadamente a viremia [106,116,117]. A aplicacdo de
novas técnicas de clonagem de anticorpos e o desenvolvimento de ensaios de
neutralizagdo de alto rendimento permitiram o isolamento e a carateriza¢do de uma nova
geracdo de bNAbs com maior poténcia e amplitude para profilaxia imunolédgica e terapia
da infe¢do por VIH-1 [117]. Em ensaios de imunoterapia, a administracio de bNAbs em
animais cronicamente infetados resultou numa diminuicdo do ARN viral plasmatico para
niveis indetetaveis, uma reducdo do ADN proviral na mucosa gastrointestinal e nos
nddulos linfaticos e ainda um aumento da resposta imunitaria celular [117,118]. A
inducdo de uma resposta imunitaria potente, capaz de induzir bNAbs, tornou-se palco de
atuacdo de muitos virologistas, com a tentativa de desenvolver uma vacina para combater
a pandemia [113]. Desde 1987, foram desenvolvidos mais de trinta candidatos a vacina
contra o VIH-1, em que alguns produziram uma resposta protetora em modelos primatas
nao humanos e uma pequena parte avangou para ensaios clinicos em humanos [119-121].

Estes estudos utilizaram diferentes tipos de estratégias para induzir uma resposta
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imunologica, nomeadamente, proteinas de involucro viral gp120 recombinante, péptidos
multiméricos com base na regido V3 da proteina gl20, vetores viricos, e ainda,
combinagdes de vetores e subunidades do involucro viral, em diversos esquemas de
imunizacdo primdria e de reforgo [119-122]. Apds décadas de pesquisa, uma vacina eficaz
permanece por descobrir. Alguns dos principais obstidculos encontrados sdo: 1)
diversidade abrangente e evolutiva do VIH-1 como consequéncia da sua alta taxa de
mutagdo; 2) destruigdo precoce das células T CD4"; 3) dificil identificagdo de
imunogénios capazes de induzir uma resposta celular abrangente e duradoura; 4)
dificuldade em definir estruturas e estratégias de imunizacdo capazes de produzir
anticorpos neutralizantes; 5) estabelecimento precoce de reservatorios virais latentes

[119-122].
1.8 Terapia antirretroviral

Na inexisténcia de uma vacina eficaz contra o VIH e apesar das abordagens de saude
publica no controlo da pandemia (e.g promocao do uso de preservativos e programas de
prevencao entre os toxicodependentes), os antirretrovirais sao considerados a inica opgao
efetiva no combate a infe¢do por VIH [123]. Em 1987, o primeiro farmaco antirretroviral,
chamado Zidovudina (AZT), foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
nos EUA. Desde entdo, foram desenvolvidos e aprovados cerca de 31 antirretrovirais

adicionais descritos na tabela A1 em anexo [123,124].

1.8.1 Classes de antirretrovirais

Os antirretrovirais, até agora desenvolvidos, enquadram-se em cinco classes
dependendo do local da sua atuagdo no ciclo replicativo do VIH-1: 1) inibidores de
entrada (antagonistas de co-recetores, inibidores de fusdo e inibidor de ligacdo); 2)
inibidores da RT andlogos a nucledsidos/nucledtidos (NRTI, do inglés
nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inhibitors); 3) inibidores da RT ndo analogos
a nucledsidos (NNRTI, do inglés nonnucleoside reverse transcriptase inhibitors); 4)
inibidores da IN (INSTI, do inglés integrase strand transfer inhibitors) e 5) inibidores da
PR (PI, do inglés protease inhibitors) [124-126].
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1.8.1.1 Inibidores de entrada (EI)

Os EI impedem a entrada do virus na célula hospedeira, intervindo nos principais
eventos da fase precoce do ciclo replicativo do VIH: ligagdo ao recetor CD4, ligagdo ao
co-recetor CCRS e fusdo do involucro viral com a membrana citoplasmatica da célula.
Atualmente, existem trés antirretrovirais desta classe em uso clinico, um inibidor de fusao
(enfuvirtide), um antagonista do CCRS5 (maraviroc) e um inibidor de ligacdo
(fostemsavir) [127,128]. O enfuvirtide € um polipeptideo de 36 aminodcidos de sequéncia
idéntica a regido HR2 da glicoproteina gp41 do VIH-1. Este composto interage com a
regido HR1 na gp41, exposta temporariamente durante a fusdo do VIH com as células
alvo, impedindo a associacdo de HR1 com HR2, o que impossibilita que a glicoproteina
gp41 assuma a sua conformacao de fusdo e consequentemente a entrada do virus na célula
[127,129]. Relativamente ao maraviroc, este interage com o co-recetor CCRS, utilizado
pelas estirpes RS, impedindo a ligacdo da gp120 viral ao mesmo [130]. Por ultimo, o
fostemsavir ¢ produzido sob a forma de pré-farmaco, sendo necessérias reagdes de
hidrolise por enzimas celulares para o converter na sua forma ativa (temsavir) [131]. Este
farmaco atua ligando-se diretamente a gp120 do invoélucro viral inibindo a interagdo da

mesma com o recetor CD4 e por isso impedindo a entrada do virus na célula [131].

1.8.1.2 Inibidores da RT analogos a nucledsidos/nucledtidos (NRTI)

Os NRTI atuam no centro ativo da transcriptase reversa como inibidores competitivos,
uma vez que substituem os dNTPs celulares durante a sintese da cadeia de ADN proviral,
induzindo a sua terminacdo precoce. A estrutura molecular desta classe de inibidores
evidencia a auséncia do residuo 3’-OH (grupo hidroxilo) no carbono C3, o que impede a
formagdo da ligacdo fosfodiéster necessaria a continuagdo da reacdo de polimerizacio
[124-127]. Estes antirretrovirais sdo produzidos sob a forma de pro-firmacos, sendo
necessarias reagdes de fosforilagcdo (adicao de trés grupos fosfato) por enzimas celulares
para os converter na sua forma ativa. Nesta classe de inibidores encontra-se inserido um
analogo de nucleotido (NtRTI). O NtRTI possui um grupo fosfato, sendo necessaria a
adi¢do de apenas dois grupos fosfato para ser convertido na sua forma ativa. Esta mesma

categorizacdo, apesar da diferenca mencionada, deve-se a estrutura molecular e
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mecanismo de acdo semelhante & dos NRTI [125]. Atualmente, estdo aprovados oito

farmacos desta classe, discriminados na tabela A1 em anexo.

1.8.1.3 Inibidores da RT nao analogos a nucledsidos (NNRTI)

Os NNRTI sao moléculas de natureza hidrofobica, ndo necessitam ser metabolizados
a nivel celular para se tornarem ativos e possuem diferentes estruturas moleculares entre
si[125,128]. A atividade dos antirretrovirais inseridos nesta classe ¢ também direcionada
para a RT, atuando como inibidores ndo competitivos especificos [124]. Estes ligam-se a
um centro alostérico, localizado no dominio pa/m da subunidade p66, perto do centro
ativo da RT, promovendo alteragdes conformacionais da enzima, impedindo o correto
funcionamento da mesma [125-127]. Os seis farmacos aprovados e inseridos nesta classe

de antirretrovirais encontram-se discriminados na tabela A1 em anexo.

1.8.1.4 Inibidores da integrase (INSTI)

Os INSTTI interagem com o cofator da enzima integrase, um complexo de coordenagao
de ides divalentes (Mg?*) alterando a sua atividade. Para além disso, os compostos desta
classe de inibidores impedem a formacdo de ligacdes covalentes entre as extremidades
do cADN viral e o ADN da célula hospedeira, bloqueando a integracao e a consequente
formagdo do provirus [124,126,127]. Atualmente, estdo aprovados cinco farmacos desta

classe, discriminados na tabela A1 em anexo.

1.8.1.5 Inibidores da protease (PI)

Os PI atuam com base no principio da mimetizagdo peptidica, ou seja, assemelham-se
aos péptidos virais que servem de substrato a protease viral [126]. Estes inibidores sdo
considerados competitivos, uma vez que se ligam ao centro ativo da enzima no lugar nas
poliproteinas precursoras virais Pr559% ¢ Pr1609¢"°! impedindo a etapa de maturagdo
do ciclo replicativo viral, resultando na producdo de particulas virais imaturas e nao
infeciosas [126,128]. Foram aprovados dez farmacos desta classe, discriminados na

tabela A1 em anexo.
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1.8.2 Regime terapéutico

Inicialmente, os antirretrovirais eram administrados em regimes de monoterapia, no
entanto, em 1996, surgiu e conceito de terapia antirretroviral de alta eficicia (HAART,
do inglés, Highly Active Antiretroviral Therapy) [127]. A HAART consiste geralmente,
na administra¢do de uma combinacdo de trés antirretrovirais, com pelo menos dois alvos
terapéuticos distintos [127, 132]. Desde 2018, os regimes de primeira linha incluem um
inibidor de integrase (DTG) em combinagdo com dois inibidores de transcriptase reversa
analogos a nucledsidos/nucledtido [TDF e 3TC (ou FTC)]. Os restantes regimes

encontram-se representados na tabela 1.

Tabela 1 —Regimes terapéuticos de primeira e segunda linha. Regimes de primeira e segunda
linha e segunda linha alternativa, atualizados no ultimo relatério da OMS (Julho 2019). TDF —
tenofovir; 3TC — lamivudina; FTC — emtricitabina; DTG — dolutegravir; EFV — efavirenz; NVP
— nevirapina; AZT — zidovudina; ATV/r — atazanavir/ritonavir; LPV/r — lopinavir/ritonavir;

DRV/r — darunavir/ritonavir. Adaptado de: [132].

. Regime de primeira-  Regime de segunda-  Regime de segunda-
Populacio
linha linha linha alternativa
TDF + 3TC (ou FTC)+ AZT + 3TC + ATV/r
AZT +3TC + DRV/r
DTG (LPV/)
TDF + 3TC (ou FTC) + AZT +3TC + ATVt
Adultos e AZT + 3TC + DTG
EFV (ou NVP) (ou LPV/r ou DRV/r)
adolescentes
TDF + 3TC (ou FTC) +
AZT +3TC + EFV (ou TDF + 3TC (ou FTC)
ATV/r (ou LPV/r ou
NVP) + DTG
DRV/r)

No entanto, em alguns paises em vias de desenvolvimento, como Mocambique, o0s
regimes de primeira linha ainda sdo baseados em antirretrovirais da classe dos NRTI e
NNRTI[132]. AHAART oferece uma melhor qualidade de vida aos individuos infetados
pelo VIH, pois na maioria dos casos, promove a diminui¢do da replicagdo viral e, por
consequéncia, a recuperagdo parcial do sistema imunoldgico culminando com a
interrup¢do da progressdo da doencga [127]. Atualmente, verifica-se um prognostico
otimista para os individuos infetados pelo VIH-1 e uma diminui¢ao significativa das taxas

de mortalidade associadas, gracas a implementacdo da HAART [133].
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1.8.3 Resisténcias associadas as antirretrovirais

Apesar dos beneficios da terapia, esta ndo ¢ uniformemente eficaz para todos os
individuos e o desenvolvimento de resisténcias aos antirretrovirais ¢ uma consequéncia
quase inevitavel [126]. Apesar da HAART diminuir a probabilidade do virus adquirir
resisténcias, uma vez que atua em diferentes alvos fundamentais do ciclo replicativo viral,
existem diversos fatores, quer sejam virais (e.g. elevada diversidade genética e altas taxas
de mutabilidade), farmacologicos (e.g. absor¢do variavel do composto no organismo e a
interagdo com outros medicamentos) ou associados ao proprio individuo infetado (e.g.
falta de adesdo aos regimes terapéuticos), que contribuem fortemente para o
desenvolvimento de virus resistentes [127]. Atualmente, estdo descritas mutagdes de
resisténcia para todos os medicamentos em uso clinico para o combate a infecdo pelo
VIH-1 [134]. As mutagdes de resisténcia podem ser classificadas como principais e
acessorias. As mutacdes principais geralmente, ocorrem em locais estruturalmente
essenciais e conservados (e.g. proximo do local catalitico de uma enzima) e conferem
resisténcia direta a um ou mais antirretrovirais [ 135]. Por vezes, uma inica mutagao deste
tipo pode conferir resisténcia cruzada a todos os ARV dentro de uma determinada classe
de medicamentos, ou seja, o virus ¢ definido como resistente a medicamentos aos quais
nunca foi exposto, em resultado de mutagdes que foram selecionadas pelo uso de outro
medicamento [136]. As mutagdes acessorias emergem durante a continua pressao seletiva
dos ARV e geralmente estdo associadas a mutagdes principais. Estas tém a capacidade de
reconstituir o fitness replicativo do virus, afetado em maior ou menor grau pelas mutagdes
primarias [135,136]. E de referir que uma mutagio considerada principal para um
determinado farmaco pode ser considerada secundéria para outro [134]. Relativamente
aos polimorfismos naturais, consistem em variantes genéticas, sem impacto significativo
na replicagdo viral, e ocorrem, com frequéncia, em individuos ndo submetidos a qualquer
terapéutica [137]. A presenga de mutagdes que permitam a replicacdo de determinadas
estirpes virais sob regime terapéutico, levam a que se tornem rapidamente dominantes,
resultando na falha da terapia antirretroviral. Por esta razdo, ¢ extremamente importante
a monitorizagdo de resisténcias, que pode ser realizada com recurso a testes de
suscetibilidade fenotipicos - analise da capacidade replicativa do virus na presenga de
diferentes concentra¢des do farmaco, com recurso a culturas celulares — e genotipicos,

que consistem na identificacdo de perfis genéticos de resisténcia, baseados na anélise de
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sequéncias nucleotidicas dos genes virais pol e env, cujos produtos proteicos constituem

alvos terapéuticos dos farmacos [138].

1.8.4 Mutacoes de resisténcia em cada classe de antirretrovirais

1.8.4.1 Mutacoes de resisténcia aos inibidores de entrada

O inibidor de fusdo, enfurvirtida, possui uma barreira genética relativamente baixa e a
sua capacidade de controlo da carga viral ¢ de curta duracdo. As mutagdes que conferem
resisténcia a este antirretroviral ocorrem entre os coddes 32 e 39 da regido codificante do
dominio HR1 da gp41 [69,139]. Relativamente ao maraviroc, a resisténcia pode ocorrer
através do mecanismo habitual de sele¢cdo de mutacdes na ansa V3 do gene env, que
permitem a ligacdo do virus ao co-recetor CCRS, mesmo na presenca do farmaco. No
entanto, a ineficacia do maraviroc esta muitas vezes, associada a sele¢ao do co-recetor
CXCR4 como preferencial a entrada do virus na célula [139]. A resisténcia ao recente

farmaco aprovado — fostemsavir — estd muitas vezes associada a mutagdes em regides
especificas da gp120 (e.g L116P, A204D, S375T, M426L, M4341, S4751 e V506M) que

diminuem a afinidade entre esta e o farmaco permitindo a liga¢do da glicoproteina do

involucro ao recetor CD4 [140].

1.8.4.2 Mutacoes de resisténcia aos NRTI

A resisténcia aos NRTI esta associada a mutagdes na regido codificante da
transcriptase reversa, as quais estdo associadas a dois mecanismos distintos: diminui¢ao
da afinidade do farmaco para a RT e pirofosforolise [141]. No primeiro mecanismo, as
mutacdes existentes conferem a RT uma maior seletividade que permite a distingdo entre
dNTPs celulares e os seus andlogos, impedindo a incorporacdo dos NRTI na cadeia
nascente de ADN complementar [141]. Por sua vez, a pirofosforolise resulta da aquisicao
de mutagdes que conferem uma alteracdo da atividade fosforolitica da RT, que permite a
excisdo de NRTI incorporados na cadeia nascente a partir da extremidade 3’, revertendo
a terminacdo da mesma e permitindo a continuagdo da sua polimerizagao [136,141]. Os
registos das muta¢des mais comuns aos NRTI encontram-se representadas na tabela 2

[125,134,142].
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Tabela 2 —Mutagdes de resisténcia mais comuns aos NRTI. A vermelho encontram-se
assinaladas as mutacdes associadas aos niveis mais baixos de suscetibilidade. As mutagdes a
negrito diminuem a suscetibilidade aos NRTIL. As muta¢des em texto simples contribuem para
a reducdo da suscetibilidade em combina¢do com outras muta¢des de resisténcia. Os
aminoacidos apresentados em cada posicdo estdo representados pelo codigo internacional

IUPAC. Adaptado de [142].

Mutag¢des de Resisténcia a NRTI

Mutagdes discriminatérias TAMs Muta¢does MDR

Farmaco M K K L Y M D K L T K T Q
18 65 70 74 115 | 41 67 70 210 215 219 69 151

3TC VI R Ins M
FTC VI R Ins M
ABC VI R E VI F L W  FY Ins M
ddI VI R E VI L W FY Ins M
TDF ¥*¥* R E F L R W FY Ins M
DAT ¥** R E L N R W FY QE Ins M
AZT EE L wEE Rk L N R W FY QE Ins M

Ins: Mutagdo de inser¢do. *** Reversdo da suscetibilidade ao farmaco.

A resisténcia aos NRTI pode ocorrer através de uma tinica mutagdo ou por acumulagao
sucessiva de mutagdes. As TAMs (do inglés, thymidine analogue mutations) sio
mutacdes ndo polimorficas que se acumulam de forma sequencial, sdo selecionadas
principalmente pelos analogos de timidina AZT e d4T e sdo detetaveis, com maior
frequéncia, nos coddes 41,210 e 215 e, com menor frequéncia nos coddes 67, 70 e 219
[125,142]. Relativamente as mutacdes discriminatdrias (tabela 2), uma das mutacdes de
resisténcia mais comuns ¢ M184V/I e localiza-se no motivo altamente conservado
YMDD da transcriptase reversa [ 138].Geralmente, esta mutagdo ¢ a primeira a aparecer
sob selecao do ABC no decurso da acumulagdo de mutagdes que incluem L74V, K65R e
Y115F [138,142]. Por outro lado, a presenca desta mutacdo pode restaurar,
temporariamente, a suscetibilidade ao AZT, d4T ou TDF, num virus previamente
resistente a esses farmacos [142]. Outro exemplo de interacdo entre mutagdes, ¢ a
reversao quase total da resisténcia ao TDF que se verifica quando ocorre uma mutagao
no codao 65 e se associa a mutagdo no codao 184 [125,142]. L74V/I ocorre comumente

em individuos que recebem tratamento com ABC ou ddI. L74I parece menos eficaz na
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redugdo da suscetibilidade aos farmacos indicados e nao interfere no aumento da
suscetibilidade a AZT, ao contrario de L74V [125,142]. No entanto, a combinagdo de
L74V/I com pelo menos uma das mutagdes M184V, K65R e Y115F, sendo a primeira o
conjunto mais comum, além de reduzir a suscetibilidade a ABC e ddI, pode resultar na
resisténcia cruzada aos farmacos andlogos de timidina. A mutacdo K65R ocorre no
subdominio fingers da RT e € selecionada por TDF, ABC e ddI, conferindo um alto nivel
de resisténcia aos mesmos [125]. K65R promove a reducdo de suscetibilidade a 3TC,
FTC e d4T e em contraste aumenta a suscetibilidade a AZT, exceto quando se encontra
em combinacdo com QI151M [125,142]. K65R raramente ocorre em combinagdo com
TAMs [142]. A mutagdo Q151M foi identificada em individuos sujeitos a terapia com
ddI em combina¢dao com AZT ou d4T [138]. Ocorre, geralmente, em combinagdo com
duas ou mais mutagdes acessorias (e.g. A62V, V751, F77L e F116Y), conferindo
resisténcia a todos os NRTI [125,142,143]. As inser¢des que ocorrem entre os coddes 66
e 70 sdo por convencdo atribuidas a posi¢do 69. Estas geralmente compreendem a
inser¢do de dois aminoacidos (habitualmente duas serinas) e ocorrem em combinacio
com multiplas TAMs, conferindo assim, uma resisténcia de nivel intermédio a 3TC e FTC
e resisténcia de alto nivel aos restantes NRTI. Estas mutacgdes sao, usualmente, descritas

apos regimes terapéuticos prolongados [138].

1.8.4.3 Mutacoes de resisténcia aos NNRTI

A resisténcia a esta classe de inibidores resulta da aquisicdo de mutac¢des no seu local
de ligacdo a RT ou em residuos adjacentes, promovendo uma reducdo da afinidade da
ligacdo dos mesmos a enzima [144]. Os NNRTI possuem uma baixa barreira genética,
pelo que a fixagdo de uma ou duas mutagdes podem resultar em elevados niveis de
resisténcia com um impacto minimo no fitness replicativo [144]. Assim, observam-se
fendmenos frequentes de resisténcia cruzada nesta classe de inibidores, uma vez que a
maioria das mutagdes reduzem substancialmente a suscetibilidade a multiplos NNRTI
[144]. Os registos das mutacdes mais comuns associadas aos NNRTI encontram-se
representados na tabela 3 [142]. As mutacdes registadas nesta classe de inibidores
ocorrem, maioritariamente, no subdominio palm da subunidade p66 da RT. A andlise de
gendtipos virais resistentes aos NNRTI mostram que K103N, Y181C e G190A sao as

mutagdes mais prevalentes [142,144].
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Tabela 3 — Mutacées de resisténcia mais comuns aos NNRTI. A vermelho encontram-se
assinaladas as mutagdes associadas aos niveis mais baixos de suscetibilidade. As mutagdes a
negrito diminuem a suscetibilidade aos NNRTI. As muta¢des em texto simples contribuem para
a redugdo da suscetibilidade em combinagdo com outras mutagdes de resisténcia. Os
aminoacidos apresentados em cada posi¢cdo estdo representados pelo codigo internacional

IUPAC. Adaptado de [142].

Mutagdes de Resisténcia a NNRTI

Mutagdes principais Mutacgdes acessorias

Férmaco Y K \% Y G E L M K
181 103 106 188 190 138 100 230 101

DOR CIv AMI LHC SE | L EP
EFV CIv NS AM LCH ASE I L EP
ETR Clv L ASE AGKQ I L EP
NVP Clv NS AM LCH ASE I L EP
RPV Clv L ASE AGKQ I L EP

A mutacdo K103N ¢ selecionada em individuos que recebem tratamento com NVP e
EFV, reduzindo a suscetibilidade a estes farmacos [128]. Adicionalmente, surgem
mutacdes como V1081 e P225H que potenciam a resisténcia conferida por K103N [128].
A elevada prevaléncia de K103N pode ser explicada pelo facto da NVP e o EFV serem
frequentemente usados na terapia de primeira linha e pela mutagcdo em si ndo possuir
incompatibilidades relevantes com outras mutagdes de resisténcia a inibidores da RT, ndo
alterando significativamente o fitness replicativo [123]. Relativamente a Y181C/I/V, esta
¢ selecionada por NVP, ETR e RPV. Esta mutacdo causa uma elevada redugdo da
suscetibilidade a NVP e intermédia a ETR e RPV. Y181C reduz a suscetibilidade a DOR
e EFV apenas associada a outras mutacdes e suprime a mutagdo T215Y associada a
resisténcia a AZT [123,126,136,142]. O tratamento combinado de AZT com NVP
favorece a emergéncia de mutagdes que causam resisténcia elevada a NVP nos coddes
103,188 e 190. GI90A/S sao mutagdes ndo polimorficas selecionadas por NVP e EFV.
Relativamente a G190S confere elevada resisténcia a ambos os farmacos. Esta mutagao
ocorre mais comumente em virus do subtipo A [123,126,136,142]. Y188L ¢ uma mutacao
ndo polimorfica de dois pares de base, selecionada por NVP, EFV e DOR, conferindo um
alto nivel de resisténcia a todos os NNRTI, a exce¢ao de ETR. Y188C ¢ menos comum

que a anterior, sendo selecionada por NVP e EFV conferindo um elevado nivel de
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resisténcia aos mesmos. V106A ¢ selecionada por NVP e DOR e por si s6 causa redugdes
intermediarias na suscetibilidade a DOR, mas quando associada a outras mutagdes, como
F227C, confere elevados niveis de resisténcia a este farmaco, a NVP ¢ EFV. V106M ¢é
selecionada, principalmente, por EFV, NVP e DOR, e ¢ particularmente comum em virus
do subtipo C [123,126,136,142]. Relativamente as mutagdes acessorias, L100I ocorre
muitas vezes em combina¢do com K103N promovendo um elevado nivel de resisténcia
ao EFV e NVP e um nivel intermédio de resisténcia a RPV e ETR. Esta mutacdo acessoria
causa hipersuscetibilidade a AZT. K101E, K101P e M230L sdo selecionadas por todos
os NNRTI e geralmente ocorrem em combinagdo com outras mutacdes

[123,126,136,142].

1.8.4.4 Mutacoes de resisténcia aos INSTI

Os INSTI bloqueiam a integracdo do ADN complementar no ADN da célula infetada
e representam a ultima classe de antirretrovirais a ser aprovada para o tratamento de
individuos infetados pelo VIH-1 [145]. A resisténcia a esta classe de antirretrovirais
surge a partir da alteracdo do alvo enzimatico, seja por alteracao conformacional no centro
ativo da enzima ou por perturbagdes na coordenacdo dos ides metalicos, resultando numa
afinidade reduzida entre o inibidor e a integrase [127]. As muta¢des mais comuns aos

inibidores da integrase encontram-se representadas na tabela 4 [142].

Tabela 4 —Mutacdes de resisténcia mais comuns aos INSTL. A vermelho encontram-se
assinaladas as mutacdes associadas aos niveis mais baixos de suscetibilidade. As mutagdes a
negrito diminuem a suscetibilidade aos INSTI. As muta¢des em texto simples contribuem para
a reducdo da suscetibilidade em combina¢do com outras muta¢des de resisténcia. Os
aminoacidos apresentados em cada posi¢do estdo representados pelo codigo internacional

IUPAC. Adaptado de [142].

Mutagdes de Resisténcia a INSTI

T E G E G Y S Q N R
Farmaco
66 92 118 138 140 143 147 148 155 263
BIC K Q R KAT SAC - - HRK H K
DTG K Q R KAT SAC - - HRK H K
EVG AIK Q R KAT SAC - G HRK H K
RAL AIK Q R KAT SAC RCH - HRK H K
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O RAL e EVG apresentam uma baixa barreira genética, ou seja, a resisténcia a estes
farmacos ¢ mais provavel, podendo ser conferida apenas com uma mutacgao [145,146].
As mutacdes na regido codificante da integrase mais comuns e responsaveis pela
resisténcia ao RAL, sdo definidas como mutagdes principais - Y143R/C/H, N155H e
Q148H/R/K - e geralmente encontram-se associadas a outras mutagdes acessorias
[145,146]. O RAL e EVG tém em comum as principais mutag¢des de resisténcia e por isso
verifica-se resisténcia cruzada entre os farmacos, sendo que, no entanto, mutagdes em
T66 e E92 sdo predominantemente selecionadas pelo EVG [145,146]. As mutagdes de
resisténcia para estes farmacos desaparecem quando se interrompe o tratamento, mas caso
haja uma nova introdu¢do do farmaco, estas voltam a surgir devido a presenca na
quasispecies de estirpes virais minoritdrias resistentes [147]. Esta observa¢do mostra que
as mutagdes principais, selecionadas por RAL e EVG, provocam um impacto
significativo no fitness viral e por isso sdo frequentemente acompanhadas por uma ou
mais mutagdes acessorias especificas [147]. Em contraste, DTG e o BIC possuem um
perfil de resisténcia marcadamente distinto, acompanhado de uma barreira genética mais
elevada [146,148]. A combinagdo da mutagdo R263K com G118R, T66I e/ou N155H
aumenta a resisténcia a estes dois fArmacos, no entanto, nao interferem com a capacidade
replicativa do virus, devido a reconstituicdo do fitness viral conferido por estas [146]. O
DTG e o BIC sdo eficazes mesmo na presenca de mutagdes que conferem resisténcia ao
RAL e ao EVG, como N155H, Y143R/C/H, T66A/I/K e E92Q, exceto na presenca da
mutagdo Q148H/R/K, em que estes ndo atuam de forma tdo eficaz, principalmente quando

essa mutagdo se encontra associada a mutagdes acessorias [148].

1.8.4.5 Mutacoes de resisténcia aos PI

A resisténcia aos PI esta associada a mutagdes que provem a diminuicdo do volume
das cadeias laterais dos aminodcidos constituintes do centro ativo da enzima. Esta
alteracdo promove a perda de interagdes ndo-covalentes entre a PR mutante e o inibidor,
resultando num decréscimo da afinidade de ligacdo entre estes, permitindo a reativagao
funcional da protease [125]. Existe uma complexidade acrescida na interpretagdo dos
testes genotipicos de suscetibilidade aos farmacos para a regido do genoma codificante
da PR, pois esta apresenta-se como altamente polimorfica. Algumas mutacdes podem

existir como polimorfismos naturais em estirpes virais de individuos nunca submetidos a
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terapia antirretroviral [149,150]. O registo das muta¢des mais comuns aos inibidores de

protease encontram-se representadas na tabela 5 [142].

Tabela 5 —Mutagoes de resisténcia mais comuns aos PI. A vermelho encontram-se
assinaladas as mutacdes associadas aos niveis mais baixos de suscetibilidade. As mutagdes a
negrito diminuem a suscetibilidade aos PI. E as muta¢des em texto simples contribuem para a
redugdo da suscetibilidade em combinagdo com outras mutagoes de resisténcia. Os aminoacidos
apresentados em cada posic¢ao estdo representados pelo codigo internacional [IUPAC. Adaptado

de [142].

Mutagdes de Resisténcia a PI

Mutagdes principais Mutacgdes acessorias

Férmaco D G 1 \' 1 L \' L M 1 1 L N
30 48 50 82 84 90 | 32 33 46 47 54 76 88

ATV - VM L ATFS V M | I F IL V  VTALM - S

DRV - - \'% F \' - I F - VA LM \'% -

FPV - - \% ATSF \% M I F IL VA VTALM \% -

IDV - - - ATFS \% M I - IL \' VTALM V S

LPV - VM \'% ATFS \'% M I F IL VA VTALM V -
NFV N VM - ATFS \% M - F IL \' VTALM - DS

SQV - VM - AT \% M - - - - VTALM - S

TPV - - - TL \'% - 1 F IL VA VAM - -

O desenvolvimento de um elevado grau de resisténcia ao IDV e LPV requer a
acumulac¢do de sucessivas mutagdes. Geralmente, a primeira mutagdo detetavel ocorre no
coddo 82, seguida da selecdo de trés mutacdes adicionais nos coddes 46, 54 e 84 que
diminuem, significativamente, a eficcia destes farmacos e conferem resisténcia cruzada
a praticamente todos os PI [149,150]. A resisténcia ao SQV esté associada, muitas vezes,
as mutagdes G48V e LI90M, sendo esta tltima a primeira a surgir com maior frequéncia,
reduzindo a suscetibilidade a todos os PI, exceto ao TPV e DRV. A estas mutagdes podem
associar-se multiplas mutagdes acessorias que conferem resisténcia cruzada a outros
farmacos desta classe [150,151]. A resisténcia ao LPV resulta do aparecimento de uma
mutagdo no codao 50 — substituicdo de uma isoleucina por uma valina. Uma mutagdo no
mesmo coddo, mas com um aminoacido diferente — leucina em vez de valina — ¢é
carateristica da resisténcia ao ATV e confere um aumento da suscetibilidade aos demais
PI [142]. Apesar das mutagdes ocorrem no mesmo coddo, ndo conferem resisténcia

cruzada entre estes dois ARVs. No entanto a mutacao selecionada pelo LPV confere
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resisténcia cruzada significativa ao DRV. A muta¢do [50V também reduz a
suscetibilidade a FPV e DRV, mas aumenta a suscetibilidade a TPV [142,150]. A
resisténcia ao NFV esta associada a substitui¢do de um éacido aspartico por uma arginina,
no codao 30 da regido codificante da protease. Quando esta mutacdo ocorre em
combinacdo com outras mutagdes de resisténcia aos PI, esta associada a uma

suscetibilidade reduzida a toda esta classe [149,150].

1.8.5 Polimorfismos genéticos naturais

Os estudos que incidem na andlise das resisténcias aos ARV, atualmente disponiveis,
tém sido centrados em individuos infetados por isolados virais do subtipo B. No entanto,
a andlise dos restantes subtipos ¢ absolutamente legitima e necessaria, uma vez que se
verifica um potencial para diferenciais genéticos entre subtipos para produzir padrdes de
mutagdo diferenciados que conferem resisténcia aos antirretrovirais [152,153]. Os
polimorfismos genéticos naturais sdo mutagdes que ocorrem em virus que nunca foram
expostos a pressao seletiva dos farmacos. No entanto, alguns destes polimorfismos podem
contribuir para a resisténcia aos antirretrovirais quando o individuo € sujeito a terap€utica.
Deste modo, diferencas entre subtipos virais a nivel de polimorfismos genéticos naturais
podem culminar no desenvolvimento de padrdes de resisténcia unicos e diferentes niveis

de eficacia dos farmacos [152,154].

1.10 Epidemiologia da infecio VIH/SIDA em Moc¢ambique

1.10.1 Dados estatisticos

A Africa Subsariana é a regiio com mais casos de infecio por VIH-1, onde cerca de
25,3 milhdes de pessoas sdo portadoras do virus, representando 67% de todas as infe¢des
no mundo [155]. Mocambique localiza-se nesta regido, com uma populagdo estimada de
29,5 milhdes e uma esperanga média de vida de 59 anos [155,156]. Estima-se que no
inicio dos anos 80 do século XX [157] o VIH-1 tenha sido introduzido em Mogambique
e desde entdo houve um aumento exponencial do numero de novos casos de infe¢do,
registando-se, em 2019, cerca de 2 200 000 pessoas infetadas [156,158]. As mulheres
representam cerca de 60% do total de infegdes no pais (1 300 000) e as criangas (<15

anos) cerca de 7% (150 000) [156,158]. A proximidade de Mocambique com paises que
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apresentam elevadas taxas de prevaléncia de infe¢cdo em adultos (Tanzania 4,8%, Malawi
8,9%, Zambia 11,5%, Zimbéabue 12,8%, Essuatini 27,0% e Africa do Sul 19,0%) e os
fatores historicos e sociologicos (e.g. guerra civil, migragdo, cultura, condi¢des
econdmicas precarias) contribuem para uma disseminacao massiva e sustentada do virus
no pais [159-161]. Em 2019 foram registadas 130 000 novas infe¢des e 51 000 mortes
[156,158]. No estudo de Nuttor et al. (2020), estimaram que a prevaléncia da infecao pelo
VIH-1 em Mogambique ¢ cerca de 12,6% (11,9%-14,4%) em adultos (15-49 anos),
variando entre 3,2% e 28,5% em diferentes provincias [156,158,162]. As prevaléncias
mais elevadas registam-se na regido centro ¢ sul de Mog¢ambique, com taxas de
prevaléncia de 12% e 19% respetivamente, em comparagao com a regido norte que possui
uma taxa de 9% [161-163]. As taxas de prevaléncia encontram-se discriminadas na tabela

6.

Tabela 6 — Distribui¢do regional da prevaléncia de HIV-1 em Mocambique. Os dados
registados mostram a prevaléncia de HIV-1 no pais em fungdo do género (feminino e

masculino). Adaptado de: [162].

Provincias Prevaléncias (%)
Feminino Masculino

Niassa 9,80 4,40
Cabo Delgado 15,7 10,6
Nampula 5,10 6,20
Zambézia 16,2 12,7
Tete 6,10 3,20
Manica 15,2 11,2
Sofala 18,4 12,7
Inhambane 16,1 8,00
Gaza 28,5 18,8
Maputo 28,0 16,7
Cidade de Maputo 21,7 12,1

Os dados mostram também que Gaza e Maputo registam a maior prevaléncia de VIH-
1 entre as onze provincias de Mocambique e que as mulheres sdo as mais afetadas, exceto
na provincia de Nampula (Tabela 6) [162]. Com a exce¢ao de Gaza, Maputo e Cidade de

Maputo, as restantes provincias registaram um maior nimero de casos em areas urbanas
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face as areas rurais [162]. Os novos casos ocorrem predominantemente na faixa etaria
dos 35-39 anos nas provincias de Tete, Manica, Cidade de Maputo e Maputo. Por sua vez
em Gaza, Zambézia e Cabo Delgado a faixa etaria com maior incidéncia da infe¢do ¢ de

30-34 anos e em Nampula e Sofala entre os 40-49 anos [162].

1.10.2 Subtipos circulantes no pais

Na epidemia de VIH-1 em Mog¢ambique, os virus do subtipo C sdo predominantes
[159, 162-166]. No entanto, foi demonstrado que existem em circulagdo virus de outros
subtipos como A, D, G e algumas formas recombinantes (B/D, C/A1, C/G, B/C) [162,
159,164-168]. O padrao epidémico descrito até hoje revela uma predominédncia acentuada
no subtipo C na regido sul do pais, que se torna menos evidente, sem deixar de ser
predominante, quando nos deslocamos para norte [167]. A presenga crescente de subtipos
nao-C no norte do pais pode ser explicada pela influéncia dos paises da Africa Oriental,
como Quénia, Ruanda, Tanzania e Uganda, nos quais circulam ativamente virus dos
subtipos ndo-C (em particular A, D e algumas CRF) [164,167]. Por outro lado, a regido
sul do pais sofre uma maior influéncia e trafego migratério da Africa do Sul, onde o

subtipo C ¢ altamente predominante [161,164,167].

1.10.3 Terapia antirretroviral

Em 2004, os regimes de terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) foram
instituidos de forma gratuita no pais a um nimero crescente de individuos verificando-
se, em consequéncia, uma diminuicao significativa da taxa de mortalidade e morbidade
associada a infe¢do pelo VIH-1, para além de melhorias consideraveis no prognostico dos
individuos infetados [157,163,168]. No entanto, apesar da meta 90-90-90 [169], definida
até¢ 2020, em Mogambique, apenas 77% das pessoas infetadas conhecem a sua condigao,
das quais apenas 60% (1 213 000) estdo em tratamento, sendo que 65% do niimero total
sdao mulheres [161,165]. Além disso, a taxa estimada de individuos em terapéutica com
supressao viral ¢ de apenas 45%. Relativamente as criangas, apenas 63% (95 080) tém
acesso a terapéutica [156,158]. Apesar do acesso gratuito a estes esquemas de tratamento
padronizados e simplificados, ainda existem muitas dificuldades em fazer chegar os

antirretrovirais as comunidades mais isoladas devido a dificuldade de deslocagdo dos
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individuos infetados aos pontos de recolha ou até mesmo dos distribuidores a esses
mesmos locais [170-172]. Este obstdculo promove muitas vezes a compra dos
antirretrovirais no mercado negro ou a interrup¢ao da terapéutica por longos periodos de
tempo. Além disso, em paises com recursos limitados, como Mogambique, ha falta de
infraestruturas adequadas para uma monitorizacdo personalizada de cada individuo
[168,170]. Os fatores mencionados, acoplados as caracteristicas virais promovem uma
constante alteracdo genética do virus circulante associada a novas mutacdes que podem
levar ao rapido aparecimento e disseminacao de estirpes virais resistentes que limitardo
as opgdes terapéuticas disponiveis atualmente [143,163,166,168]. Além disso, a
transmissao direta de estirpes virais resistentes aos antirretrovirais em uso clinico revela-
se um grande problema de satde publica, embora, em Mog¢ambique, as taxas de
resisténcia transmitida aos antirretrovirais (TDR, do inglés transmitted drug resistance
mutations) permanecam abaixo dos 5% [168]. A terapia de primeira linha aplicada em
Mogcambique consiste em dois NRTI e um NNRTI e a de segunda linha, num PI
(potenciado por ritonavir) e dois NRTI, como representado na tabela 7 [156,163,168]. A
monitorizagdo do tratamento € realizada usando essencialmente parametros imunolégicos

(contagem de linfocitos TCD4") ¢ critérios clinicos [168].

Tabela 7 — Registo dos regimes terapéuticos de Mocambique. Terapéutica de primeira e

segunda linha usados no pais.

Populacio Regime de primeira-linha Regime de segunda-linha
AZT + 3TC + NVP TDF + 3TC + ATV/r
TDF + 3TC + EFV AZT+3TC+ATV/r
Adultos e
TDF + FTC + EFV TDF+3TC+LPV/r
adolescentes
AZT +3TC+LPV/r
TDF+FTC+ LPV/r

1.10.3.1. Mutacoes de resisténcia

Com referéncia as opgdes de tratamento de primeira linha, o nimero de mutagdes
descritas ¢ maior e mais incidente nas classes de antirretrovirais NNRTI e NRTI, como
representado na tabela 8 [168,173]. Uma vez que os PI sdo usados em regime de segunda
linha, os poucos estudos realizados indicam que ndo existe um niimero significativo de

mutagdes principais que conferem resisténcia a esta classe de antirretrovirais. No entanto,
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foram registadas algumas mutagdes acessorias, ja descritas como polimorfismos comuns
em estirpes virais do subtipo C (Tabela 8), que reduzem a suscetibilidade a alguns

farmacos desta classe [168,174,175].

Tabela 8 — Registo de mutagdes de resisténcia. As mutacdes representadas sdo as mais

comumente descritas em estudos anteriores para NRTI, NNRTI, PI e INSTI, em Mogambique.

Mutacdes principais Mutacdes acessorias
NRTI M184V, T2I5F/Y/N, D67N, K219E/R, | a62v, V751
T69A/D/N, M41L, L210W, K70R
NNRTI K103N, Y181C, V106A/M, G190A, K101E, | A98G, K101Q, VI108I, EI138A,
V179A/D M230L
K20R, M36I/T/L, D60E, L63A/P,
Pl 164M, V771, 185M, L8IM, 193L
IN L74M, T97A, E157Q

Em 2018, ponderou-se a inclusdao de INSTI, nomeadamente, DTG e RAL, nos regimes
de tratamento, uma vez que se trata de uma classe de antirretrovirais mais recente,
permitindo abordar alguns casos clinicos associados a virus extensivamente resistentes as
classes de antirretrovirais anteriormente inseridas nos regimes terapéuticos [173].
Estudos mostram que ndo foram detetadas resisténcias primarias a DTG e RAL em
Mogcambique, no entanto foram detetadas algumas mutacdes polimorficas acessorias
entre estirpes virais do subtipo C (Tabela 8) [176]. A auséncia de mutagdes de resisténcia
principais a INSTI, em isolados de Mocambique, pode sugerir uma boa perspetiva para a
introducdo desta classe de antirretrovirais no pais [176]. Em suma, a implementagdo em
larga escala da HAART em Mocambique teve inicio ha 17 anos e ¢ de extrema
importancia investir em estudos longitudinais que analisem a diversidade genética e a
evolu¢ao molecular do VIH-1, bem como estudos que incluam analises filogenéticas e a
identificacdo de polimorfismos de resisténcia aos antirretrovirais em uso clinico, para um

controlo eficaz da epidemia no pais [157,166,177].
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1.11 Objetivos e plano de trabalho

Os principais objetivos deste trabalho foram: 1) Caraterizar os subtipos de VIH-1 em

circulagido em Mocambique em 2014; 2) Caracterizar os virus em circulagdio em

Mogambique no que concerne ao uso dos co-recetores CCRS5 e/ou CXCR4; 3)

Caracterizar a frequéncia e distribuicdo de mutacdes de resisténcia aos antirretrovirais; e

4) Iniciar a caracterizagdo das respostas em anticorpos de ligacdo e neutralizagdo em

Mogambique. O desenho simplificado do estudo e objetivos definidos para o trabalho

desenvolvido encontra-se representado na figura 16.

I Grupo de individuos infetados com VIH-1 I

| Colheita de sangue periférico I

Separagdo de células mononucleadas do sangue
periférico

| Obtengdo do plasma para o estudo |

'
'
'

v

Extragdo e purificagdo de ARN a partir do plasma

v v

Amplificagdo por nested PCR da regido

codificante de C2V3C3 do gene env Amplificagdo por nested PCR da
regido codificante do gene pol

Observagdo dos fragmentos de
ADN em gel de agarose

Observagdo dos fragmentos de ADN em
gelde agarose

Purificagdo dos fragmentos de ADN l
Purificagdo dos fragmentos de
ADN
Sequenciagdo de Sanger I
I Sequenclagdo de Sanger I

Andlise bioinformdtica

o Construglo de érvore filogenética; Andlise bloinformatica
o Genotipagem,
o Previsdo genotipica do uso do co- Construgdo de érvores filogendticas;

recetor; o Tradugdo ¢ andlise de sequéncias;
o Identificagho de polimorfismos o Identificagio de mutagdes associads
genéticos; a resisténcia aos NRTL NNRTL Ple
o Previs3o de locais de N-glicosilagio. INSTL
_—_— 0 ldentificagio  de  polimorfismes

gendéticos.

v

Ensalos de ligagdoe
neutralizagdo dos anticorpos

1gG plasmaticos

—

e

KOR
Instituto do Coragdo
Maputo - Mogambique

FFUL
Faculdade de Farmdcia da
Universidade de Lisboa
Portugal

Figura 16 — Desenho base do estudo e objetivos definidos para o trabalho desenvolvido.
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2. Materiais e Métodos
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2.1 Caraterizacio da amostra populacional estudada

O presente estudo inclui 58 individuos seropositivos para VIH-1, aos quais foi
efetuada, em 2014, uma colheita de sangue periférico para fins de diagnostico ou controlo
da infecdo por VIH-1, a cargo do Instituto do Coracao (ICOR) em Maputo, Mogambique.
Apos a consulta em base de dados do laboratério do ICOR, pela respetiva responsavel e
com o consentimento dos pacientes, foram fornecidos alguns dados relevantes,
nomeadamente: ano de diagnostico da infecdo por VIH-1, idade, sexo, terapia
antirretroviral aplicada, nimero de linfocitos T CD4" e carga viral (Tabela 9). O estudo
inclui 24 mulheres e 35 homens com idades entre os 4 € 77 anos, cujo ano de diagnostico
de infecdo varia entre 2004-2014. A identificacdo das amostras foi realizada tendo por
base um c6digo numerario aleatdrio atribuido a cada paciente. O plasma obtido do sangue

total foi armazenado a -80°C (duas aliquotas de 1000 pl e o restante em tubos de stock).

Tabela 9 - Caracterizagdo epidemiolédgica e clinica dos pacientes do ICOR em Mocambique

incluidos no estudo.

Ano de Linfécitos T CD4*  Carga viral (cépias

Amostra Sexo Idade Regime terapéutico
diagnéstico  (n° células/mm?3) ARN viral/ml)
17 F 33 394 e
19 F 53 - 465 e
22 F 37 - 433 e
24 M 48 K I
25 M 32 2013 346 682
28 M 29 - 9 — e
33 M 57 - 33— e
36 M 46 2007 43 838 AZT+3TC+NVP
38 F 37 2008 83 3566 Duovir (AZT+3TC)
44 M 48 30 5490 Duovir (AZT+3TC)
45 F 34 14— e
48 M 48 2014 30— e
55 M 41 m — s
57 M 54 92 e s
62 F 20 2012 502 - Naive
65 M 39 - 266 58505 Atripla
(EFV+FTC+TDF)
67 F 52 2012 188 Naive
70 M 76 - 280 e e
71 F 37 - 241 e
72 F 33 2008 41 Darunavir
73 F 27 2008 156 98470 Naive
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47
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4

2008

87

75

124

387
260
345
487
499
783
68
851
102
295
184
132
244

33

195
343
670
167

68

101
75
193

344
19
314
290
90
179

167

360
34

299

262

243984

5040

143381

1230
143381

128970

677271

194975

4036
192735

91403

611259

Atripla
(EFV+FTC+TDF)
Atripla
(EFV+FTC+TDF)
Duovir (AZT+3TC)
Naive
Naive
Efavirenze
Naive
Duovir (AZT+3TC)

Naive

Atripla
(EFV+FTC+TDF)
EVF+3TC
Darunavir
D4T + 3TC+ NVP
Atripla
(EFV+FTC+TDF)

Atripla
(EFV+FTC+TDF)

Atripla
(EFV+FTC+TDF)
Atripla
(EFV+FTC+TDF)

Dados néo facultados.
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2.2 Extracido de ARN viral a partir de plasma

O processamento das amostras de plasma iniciou-se com a extragdo do ARN viral com
0 QIAamp®™ Viral RNA Mini KIT (QIAGEN). Utilizou-se 1mL de plasma e procedeu-se a
sua concentracdo através de centrifugacdo a 23000xg durante 60 minutos a 4°C [178]. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80°C para posterior utilizagdo em ensaios de
ligacdo e neutralizacdo de anticorpos IgG plasmaticos. O pellet foi dissolvido em 560ul
de tampdo de lise (AVL+Carrier RNA) sob condi¢cdes desnaturantes, inativando
possiveis RNases em solu¢do. Adicionou-se 560ul de etanol absoluto para precipitar o
ARN e transferiu-se a solu¢do para a coluna de extracdo Qlamp [179]. O ARN viral
adsorve a membrana de silica da coluna apos duas breves etapas de centrifugagdo a
6000xg, ambas de 1 minuto. Posteriormente, adicionou-se 500ul de um tampao de
lavagem (AW1) seguido de uma centrifugacdo de 6000xg 1 minuto [179]. Por forma a
terminar a etapa de lavagens ¢ adicionado um novo tampao de lavagem (AW2) para a
remogdo completa de contaminantes durante uma centrifugacio de 6000xg 3 minutos. E
feita uma nova centrifuga¢do de 6000xg 1 minuto para remover o excesso de tampao
[179]. Por fim, adicionou-se 60l de tampao de elui¢do AVE, composto por dgua e azida
de sodio (0,04%), que impede o crescimento microbiano, seguido de 2 minutos de
incubagdo a TA e de uma etapa de centrifugacdo de 6000xg durante 1 minuto [179]. Fez-
se aliquotas de 20ul do ARN viral eluido e armazenadas a -80°C. O risco de perda de

ARN esta associado ao nimero de descongelamentos a que ¢ sujeito, ndo devendo por

isso, ser descongelado mais de duas vezes [178].

2.3 Amplificacido por nested PCR da regido C2V3C3 do gene env e da regido
codificante das enzimas RT, PR e IN do gene pol

2.3.1 Sele¢ao dos primers

Os primers selecionados para a amplificacdo da regido C2V3C3 do gene env foram
adaptados de estudos anteriores com recurso ao protocolo implementado por Bértolo et
al. (2005) [180,181]. Relativamente aos primers para a amplificagdo do gene pol foram
desenhados especificamente para este estudo, de acordo com os subtipos circulantes em
Mogambique. Na Tabela 10 estdo descritas as sequéncias nucleotidicas dos primers e a

sua respetiva localizagdo, segundo a estirpe de referéncia HXB2 de VIH-1 [48]. Estes
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possuem posi¢des degeneradas (Y= C ou T; R= G ou A) e foram sintetizados pela

empresa Invitrogen Custom Primers, by Thermo Fisher Scientific. Os primers liofilizados

foram hidratados com agua desionizada para uma concentragao de trabalho de 10pmol/pul.

Tabela 10 — Primers utilizados nas rea¢des de amplificacdo e sequenciagcdo das regides

codificantes das enzimas RT, PR e IN do gene po/ e daregidao C2V3C3 do gene env.

Primers Posicao® Regiio Sequéncia
JA167 II°  6856-6880 V2 loop end AYCCAATTCCYATACATTATTGTGC
JA170°  7412-7388 V4 start GTGATGTATTRCARTAGAAAAATTC
JA168F¢  6959-6983 V2 loop end ACAATGYACACATGGAATTARGCCA
JA169B4  7350-7326 V4 start AGAAAAATTCYCCTCYACAATTAAA
PR _I1F®  2017-2037 Gag p2 start AAAAGGGCTGTTGGAAATGT
PR 2R®  2759-2782 Pol protease end CTGAAATCTACTAATTTYCTCCA
PR _3F4  2109-2130 Gag pl end ACAAGGGRAGGCCAGGRAATT
PR 4Re4  2584-2606 Pol p66 end p51 RT start GGGCCATCCATTCCTGGCTTTA
RT 1F®  2387-2409 Gag p6 end ATGATAGGAGGRATTGGAGGTT
RT 2RY  3693-3715  Pol pl5 RNase H start TCTTTCCCCATATTACTATGCT
RT 3Fed  2485-2506 Pol protease end CCTACACCTGTCAACATAATT
RT 4R  3554-3578  Pol pl5 RNase H start CTTGRTAAATTTGATATGTCCATT
IN _1F®  4024-4046  Pol p15 RNase H start AGTAAAYATAGTAACAGACTCA
IN 2R®  5193-5214 P31 integrase end TGGGATGTGTACTTCTGAACT
IN 3Fe¢  4171-4193  Pol p31 Integrase start TTGGAGGAAATGAACAAGTAGA
IN 4Re¢  5076-5096 P31 integrase end TCTAATCTTCATCCTGTCTA

3 HIV-1 HXB2, ° Primers externos para PCR, ¢ Primers internos para PCR, ¢ Primer de sequenciagio

2.3.2 Protocolo de amplificacio da regido codificante C2V3C3 do gene env

A regidao C2V3C3 foi amplificada seguindo um protocolo de amplifica¢do por PCR de

duas etapas — Nested PCR. As condigdes de amplificagdo foram baseadas na temperatura

de hibridacdo dos primers (temperatura de annealing), no tamanho dos fragmentos de

ADN a amplificar e nas caracteristicas das enzimas utilizadas em cada uma das reagdes

de PCR. As reagdes de polimerizacdo enzimatica em cadeia foram efetuadas no

termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Portugal).

52



2.3.2.1 One-Step RT-PCR

A primeira reagdo de PCR ¢ mediada pelo par de primers externos (JA167 III e
JA170) para dar origem a um fragmento de ADN de 556pb. Utilizou-se o kit MyTaq™
One-Step RT-PCR (Bioline, Londres) [182]. A enzima MyTaq HS DNA Polymerase ¢
ativada a temperatura de 95°C (hot start PCR), prevenindo a amplificag¢do inicial de
produtos inespecificos e a formagdo de dimeros de primers, garantindo um aumento da
especificidade da reagdo de amplificacdo [182]. Para além disso, suporta temperaturas
mais elevadas, importante para superar as estruturas secundérias para um acesso completo
a regido alvo [186]. Foram usados 10ul (=z300ng) de ARN total extraido e uma mistura
de reacdo de 25ul constituida por: 2x MyTaq One Step Mix, 12,5ul; Primer JA167 11
(10uM), 0,75ul; Primer JA170 (10uM), 0,75ul; RiboSafe RNase Inhibitor, 0,5ul; MyTag
HS DNA Polymerase, 0,25ul e dH20 até perfazer o volume total. As condi¢des de

amplificagdo encontram-se descritas na Tabela 11.

Tabela 11 — Condi¢des de amplificacdo aplicadas na primeira reagdo de PCR para amplificacao

da regido C2V3C3 do gene env.

Etapas Condicdes de amplificacao Numero de ciclos
Transcri¢ao Reversa 45°C — 20 minutos 1
Ativacao da Polimerase 95°C — 1 minuto 1
Desnaturagdo 95°C — 30 segundos
Annealing 58°C — 35 segundos 45
Extensdo 72°C — 50 segundos
Manutencao 4°C - 0

2.3.2.2 Segunda reaciao de PCR

Para a realizagdo da segunda reagdo de PCR utilizou-se os primers internos JA168F e
JA169B (Tabela 10), para dar origem a um fragmento de ADN final de 391pb. Foi
utlizada a NZYTaq I DNA polymerase (Nzytech, Portugal), que consiste numa polimerase
de ADN otimizada para reagdes de PCR padrdo, produzindo bons rendimentos na
amplificacdo de ADN em tempos de execu¢do mais curtos [183]. A mistura de reacdo foi
preparada para um volume final de 50ul, constituida por: 10x Reaction buffer, Sul;
Primer JA168F (10uM), 1,5ul; Primer JA169B (10uM), 1,5ul; ANTPs mix (10mM), 1pul;
MgCly (50mM), 3ul; NZYTaq III (5U/ul), 0,5ul e dH20 até perfazer o volume total.
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Adicionou-se 5ul do produto de amplificagdo do PCR anterior. As condi¢des de

amplificagdo encontram-se descritas na Tabela 12.

Tabela 12 — Condig¢des de amplificacdo aplicadas na segunda reacdo de PCR para amplificacdo da

regido C2V3C3 do gene env.

Etapas Condicdes de amplificacao Numero de ciclos
Desnaturagao inicial 95°C — 3 minutos 1
Desnaturagdo 94°C — 30 segundos
Annealing 63°C — 35 segundos 40
Extensdo 72°C — 40 segundos
Extensdo final 72°C — 5 minuto 1
Manutencao 4°C - o

2.3.3 Protocolo de amplificacio da regiio codificante das enzimas RT, PR, IN do
gene pol

O protocolo de amplificagdo das regides codificantes do gene pol correspondentes a
transcriptase reversa, protease e integrase, também segue a amplica¢do por PCR em duas
etapas. A amplificacdo de cada uma das enzimas ¢ realizada por reacdes de PCR
independentes. As condi¢des de amplificagdo sdo baseadas nos pardmetros mencionados
na secc¢do anterior. As reacdes de PCR foram efetuadas no termociclador C1000 Touch

Thermal Cycler (Bio-Rad, Portugal).

2.3.3.1 One-Step RT-PCR

A primeira reagdo de PCR, para cada uma das enzimas, ¢ mediada pelo par de primers
externos representados e organizados na tabela 13, bem como o tamanho dos fragmentos
originados apds as rea¢des de retrotranscri¢do e amplificagdo. Utilizou-se o kit MyTag™
One-Step RT-PCR (Bioline, London), ja descrito anteriormente [182]. As condi¢gdes de
amplificagdo, bem como os volumes de preparag¢do da mistura de reagdo com um volume

total de 25ul, encontram-se descritas na tabela 13.
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Tabela 13 — Condic¢des de amplificacdo aplicadas na primeira reacdo de PCR para amplificago

da regido codificante das enzimas RT, PR e IN que constituem o gene pol.

One Step RT-PCR

Tamanho
Par de
. do Mistura de reacio Condig¢oes de amplificacao
primers
fragmento
50°C, 40min - 1 ciclo
RTI1 F 950C, Imin - 1 ciclo
1328pb 95°C, 20seg; 57°C, 45seg; 72°C 1,30min
RT2 R —10 ciclos
- = 2x MyTaq One-Step Mix — 12,5Ul | 95°C, 20seg; 57°C, 45seg; 72°C 1,30min
. com incrementos de 3seg — 35 ciclos
= Primer 1 (10uM) —1,25ul
= Primer 2 (10uM) - 1,25ul 50°C, 40min - 1 ciclo
°C, 1min - 1 cicl
PR1_F — RiboSafe RNase Inhibitor — 1,0u1 | > < 1min - 1 eielo
766pb 95°C, 15seg; 52°C, 45seg; 72°C 1,10min
PR2 R = Enzima—0,25pl — 10 ciclos
- = dH,0-1,75ul 95°C, 15seg; 52°C, 45seg; 72°C 1,10min
com incrementos de 3seg — 35 ciclos
= ARN - 7ul (=300ng)
45°C, 30min - 1 ciclo
INI F 95°C, 1min - 1 ciclo
- 1187pb 95°C, 20seg; 50°C, 45seg; 72°C 1,30min
IN? R —10 ciclos

95°C, 20seg; 50°C, 45seg; 72°C 1,30min
com incrementos de 3seg — 35 ciclos

2.3.3.2 Segunda reacio de PCR

Para a realiza¢do da segunda reacdo de PCR utilizou-se os primers representados e

organizados na tabela 14. Para a preparacdo das misturas de reagdo utilizou-se o kit

QIAGEN LongRange PCR. O LongRange PCR Enzyme Mix ¢ constituido por uma

mistura de polimerases de ADN termoestaveis recombinantes que permitem um aumento

da processabilidade, garantindo uma alta taxa de extensdo e uma maior fidelidade na

amplificacdo de fragmentos mais longos [184]. O tamanho final dos fragmentos

amplificados, as condi¢des de amplificagdo, bem como os volumes de preparacdo da

mistura de reacdo com um volume total de 50pul, encontram-se descritas na tabela 14.
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Tabela 14— Condicdes de amplificacdo aplicadas na segunda reagdo de PCR para amplificago

da regido codificante das enzimas RT, PR e IN que constituem o gene pol.

Nested PCR
Tamanho
Par de
. do Mistura de reacio Condig¢oes de amplificacao
primers
fragmento
RT3 F 93°C, 3min - 1 ciclo
1093pb | . [ongRange PCR buffer, 10X —5ul | 93°C, 30seg; 57°C, 45seg; 68°C
RT4 R in — i
. - Primer 1 - 2.5l 1,20min — 40 ciclos
PR3 F = Primer 2 —2,5ul 93°C, 3min - 1 ciclo
596pb | . ANTP mix (10mM) - 2,5ul 93°C, 30seg; 62°C, 45seg; 68°C
H . g. g
PR4 R — Enzima — 04yl Imin — 40 ciclos
IN3_F = dH0-341pl 93°C, 3min - 1 ciclo
925pb | = cDNA -3ul 93°C, 30seg; 53°C, 45seg; 68°C
IN4 R 1,20min — 40 ciclos

2.4 Observacao dos fragmentos de ADN em gel de agarose

Os fragmentos de ADN obtidos foram observados apds migragdo por eletroforese em
gel de agarose (SeaKem® LE, EUA) a 1% (p/v), em tampdo SB 1X (Tabela A2 em anexo),
com Greensafe Premium (0,05ul/ml) (Nzytech, Portugal). O volume de cada produto de
amplificagdo aplicado no gel de agarose foi de 5ul, a uma voltagem de 90V durante,
aproximadamente, 1 hora. Por forma a verificar a presenca do fragmento de ADN
pretendido, pelo padrao de migragdo criado em fungdo dos pesos moleculares, foi usado
o marcador NzyDNA Ladder III (Nzytech, Portugal). A visualiza¢do das bandas obtidas
foi efetuada com recurso a um transiluminador (Cleaver Scientific, UK), com exposi¢ao

a radiacdo ultravioleta (A=254nm).

2.5 Purificacdo dos produtos de PCR

O sistema utilizado para proceder a purificagdo dos produtos obtidos foi o
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Alemanha) que permite purificar
os fragmentos de ADN diretamente a partir dos produtos de PCR [185]. O processo inicia-
se com a adi¢ao de 10pul dH20 estéril a 45l do produto de amplificag@o aos quais se junta

o dobro do volume de partida, neste caso 110ul de tampao de ligagdo NTI, permitindo
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uma melhor adsor¢do do ADN a coluna de purificagio (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up Column). Procedeu-se a centrifugacdo da amostra na coluna durante 30 segundos a
11000xg. De seguida adiciona-se 700ul tampao de lavagem NT3 para a remogdo de
contaminantes e centrifugou-se 30 segundos a 11000xg. Repete-se a etapa anterior com
apenas 250ul tampao de lavagem NT3. Ao protocolo do fabricante adicionou-se uma
nova etapa de centrifugacdo de 3 minutos a 11000xg para remog¢do completa do tampao
NT3. Por fim, o ADN puro ¢ eluido com 30ul de tampao NE (5mM Tris/HCI, pH 8,5)
ap6s 2 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, seguidos de 3 minutos de

centrifugacao a 11000xg.

2.6 Sequenciacio de Sanger

A sequenciacdo nucleotidica dos fragmentos de ADN purificados foi realizada pela
empresa STAB VIDA (Portugal) pelo sistema You Tube It, com recurso ao método de
terminacdo de cadeia, descrito por Sanger et al. (1977) [186]. A sequenciacao foi efetuada
nos sentidos foward e reverse, com os primers internos descritos para cada reacdo de PCR
em 2.4.1. Enviou-se 10ul do produto de amplifica¢ao purificado, com uma concentragao

maior ou igual a 20ng/ul, aos quais foram adicionados 3pl de primer por reagao.

2.7 Ensaio imunoenzimatico (ELISA, Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para

testar a diversidade antigénica dos doentes mocambicanos

Para testar a antigenicidade de polipéptidos recombinantes da regido C2V3C3 da
gp120 (SU) dos subtipos B, C, G, H e CRF02_AG do VIH-1, previamente expressos em
E.coli, utilizou-se um ensaio imunoenzimatico ELISA descrito previamente [187-189].
Os ensaios ELISA foram realizados em microplacas de poliestireno (MaxiSorp — Thermo
Fisher Scientific, US) de 96 pogos. Estas foram revestidas com 100ul, por poco, com os
péptidos a testar, numa concentrag¢do de 0,5ug/ml em tampao de bicarbonato de sodio e
incubou-se durante 24h a 4°C. Ap6s trés lavagens com PBS (137mM NaCl, 2,7mM KClI,
100mM Na,HPOg4, pH 7,4), contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T), adicionou-se 200l
de bloqueante (gelatina a 1% em tampao PBS) em cada poco e incubou-se durante lhora
a temperatura ambiente. Procedeu-se a lavagem da microplaca (3 vezes) e adicionou-se
100ul das diferentes amostras de plasmas (diluidas a 1:100 em PBS-T com 1% de

gelatina) em duplicado, seguido de um periodo de incubacdo de 2horas e 30 minutos.
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Uma mistura de plasmas de individuos saudaveis seronegativos para VIH-1) serviu como
controlo do ensaio, utilizado para critérios de validacao do teste. Lavou-se a microplaca
(5 vezes) e adicionou-se 100ul de anticorpo de cabra anti-IgG humano conjugado com a
enzima peroxidase (Jakson Immuno Research, UK) e incubou-se durante 1h. Apds 5
lavagens com tampdao PBS-T, adicionou-se 50ul de substrato da enzima
(tetrametilbenzidina) durante 10 minutos. Por fim, adicionou-se 50ul de 4cido sulfurico
(IN) para parar a reagcdo. Na presenca de anticorpos de ligacdo especificos para os
antigénios testados, observa-se a cor azul. A leitura das absorvancias foi realizada a um
comprimento de onda de 450 nm no lumindémetro (Microplate Reader Biotek, EUA). Os
resultados do ensaio sdo expressos quantitativamente como proporgdes entre a densidade
otica (DO) da amostra clinica e o cut-off (DO média da amostra clinica negativa mais
duas vezes o valor de absorvancia correspondente ao desvio padrdo). Considera-se que
existe interacdo entre os anticorpos de ligagdo e os polipéptidos em estudo quando

DO/cuf-off >1 [188,189].

2.8 Purificacdo e quantificacio de anticorpos IgG

O processo de purificagdo de anticorpos IgG, a partir do plasma dos individuos
infetados por VIH-1 em estudo, foi efetuado com recurso ao kit Protein A and G Mag
Sepharose™ Xtra (GE Healthcare, EUA) [190]. Este sistema promove uma purificagio
por afinidade com base em esferas magnéticas constituidas pelas proteinas A e G,
provenientes de bactérias, as quais interagem de forma especifica com a regido Fc dos
anticorpos presentes na amostra biologica [191]. O processo inicia-se com 100ul da
solucdo que contém as esferas magnéticas, num tubo de 1,5ml e a sua lavagem com 500l
de tampao PBS [190,192]. Com o magneto, remove-se o tampao e adiciona-se as esferas
magnéticas 150ul de plasma, seguido de um periodo de incubag@o de 60 minutos, sob
agitacdo orbital. Segue-se duas etapas de lavagem com 500ul de tampao PBS,
homogeneizando a solu¢do com o voértex entre lavagens. O tampao ¢ removido com
auxilio do magneto. Adiciona-se 100ul de tampao de eluigdo (100mM glicina-HCI, pH
2,8) ao tubo de 1,5ml, por forma a quebrar a interac@o entre as IgG e as proteinas A e G
[190,192]. O sobrenadante contendo as IgG ¢ recolhido para um novo tubo de 1,5ml,

contendo 10ul de Tris-HCI (1M, pH 9,0), que auxilia na preservacdo da atividade dos
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anticorpos a um pH de 7,0-7,4 [190,192]. A concentragdo das IgG purificadas foi

determinada utilizando o reagente de Bradford [193].

2.9 Ensaios de Neutralizacio da infecio viral

A atividade neutralizante dos anticorpos IgG purificados foi testada contra trés
pseudovirus do painel global de estirpes de referéncia definida por Montefiori et al (2014)

[194] e um virus tier 1- pNL4.3 (Tabela 15) [195]. Para os ensaios foi usada a linha celular
TZM-bl com gene reporter luciferase [196].

Tabela 15 — Pseudovirus VIH-1 utilizados nos ensaios de neutralizagao.

Pseudovirus Genoétipo Origem Tier Ano
pTROL11 env B Italia 2 1995
pBJOX2000 env CRF07_BC China 2 2007
pCE1176 env C Malawi 2 2004
pNL4.3 env B e 1 1991

Os ensaios de neutralizacdo foram efetuados como descrito anteriormente
[187,188,192]. Resumidamente, 10000 células em 100ul de meio de crescimento
completo (DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% L-glutamina e 0,5%
penicilina/estreptomicina) foram adicionadas a placas de cultura de fundo plano de 96
pogos (Nunc) por um periodo de incubagdo de 24h a 37°C. Subsequentemente, 100ul de
cada virus (correspondendo a 200 TCID50) foi incubado durante 1h a 37°C, com 75ug/ml
de anticorpos purificados (diluicdo de 1:100), num volume total de 250ul de meio de
crescimento completo, contento DEAE-Dextran (19,6ug/ml). Esta mistura foi adicionada
as células por um periodo de incubagdo de 48h a 37°C. Para cada amostra, o ensaio foi
realizado em duplicado, com um controlo de células (DMEM com células) e um controlo
de virus (DMEM com células e virus) para efeitos de validagcdo do ensaio. Removeu-se o
meio de cultura de cada pogo e analisou-se a atividade da luciferase num luminémetro
(TECAN), a um comprimento de onda de 613nm, usando o kit Pierce™ Firefly Luc One-
Step Glow Assay (Thermo Scientific, US) [195,196]. A atividade neutralizante percentual
foi calculada através: [1-(CVA-CC)/(CV-CC)] x 100, sendo CVA a média de RLUs
(unidade de luz relativa) dos pogos contendo células, virus e anticorpos; CC e CV a média

de RLUs correspondentes aos pocos contendo o controlo de células e o controlo de
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infecdo, respetivamente. Os resultados sdo considerados validos se a média de RULs

obtida em CV for cerca de 10 vezes superior a média de RLUs obtida em CC.

2.10 Analise bioinformatica das sequéncias nucleotidicas

2.10.1 Edicao de sequéncias e homologia genética

A sequencia¢do nucleotidica foi realizada no sentido direto e reverso, obtendo-se duas
sequéncias por cada isolado viral. Deste modo, os cromatogramas relativos a ambas as
sequéncias foram analisados e manualmente editados no programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (versdo 7.0.9.0), tendo como objetivo a constru¢cdo de uma sequéncia
consenso para cada isolado viral. Isto permite definir de forma mais precisa e acertada
que nucledtido ocupa efetivamente cada posicdo. Procedeu-se a pesquisa de homologia
genética entre as sequéncias nucleotidicas dos isolados de cada doente e sequéncias
nucleotidicas de outros doentes ¢ de isolados de referéncia existentes nas bases de dados,
através do programa on-line BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (disponivel
em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), com o objetivo de confirmar a identidade das

sequéncias obtidas.

2.10.2 Subtipagem por analise filogenética

As sequéncias obtidas para cada uma das regides codificantes em estudo (C2V3C3,
RT, IN e PR) foram alinhadas, através do programa on-line MAFFT version 7 (Multiple
alignment program for amino acid or nucleotide sequences) (disponivel em
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) [197], com sequéncias de referéncia de VIH-1 do
grupo M (subtipos, sub-subtipos e as CRF mais comuns) obtidas a partir da base de dados
Los Alamos HIV Database (disponivel em
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/mainpage.html). =~ Os  alinhamentos
multiplos obtidos foram editados no programa BioEdit Sequence Alignment Editor
(versdo 7.0.9.0).

O modelo de substituicdo nucleotidica mais adequado as sequéncias em estudo foi
determinado utilizando o programa ModelTest e as arvores filogenéticas foram
construidas com recurso ao método Maximum Likelihood [198] no programa 1Q-Tree

V.1.6.12 (disponivel em http://www.igtree.org). Os modelos escolhidos foram
GTR+F+R6 para as sequéncias da regido C2V3C3 e GTR+F+R5, TVM+F+R4 e
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TVM+F+R3 para as sequéncias das regides codificantes da RT, PR e IN, respetivamente.
Foi usado o método de bootstrapping, com base em 1000 amostragens aleatdrias, para
garantir a robustez da inferéncia filogenética e das topologias sugeridas. Considerou-se
significativo obtencdo de valores de bootstrap iguais ou superiores a 70% [199]. As
arvores filogenéticas foram visualizadas e editadas no programa FigTree (V1.4.4)
(disponivel em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). As distdncias genéticas entre as
sequéncias dos diferentes genes em estudo foram calculadas segundo os modelos
aplicados na constru¢do das arvores filogenéticas com o método pairwise distance,
implementado no programa MEGA V7 (disponivel em https://www.megasoftware.net)

[200].

2.10.3 Analise de hipermutac¢do e de recombinacio

As sequéncias nucleotidicas, cujo posicionamento na arvore filogenética se revelou
ambiguo relativamente aos grupos monofiléticos formados, ou que apresentaram uma
elevada divergéncia filogenética foram analisadas quanto a identificacdo de potenciais
recombinantes através do método bootscanning implementado no programa Simplot
3.5.1. Os isolados virais com genoma mosaico, também foram analisados pelo método de
bootscanning a partir de sequéncias concatenadas, resultantes da justaposicdo das
sequéncias nucleotidicas das regides codificantes C2V3C3, RT, PR e IN no programa
ChromasPro (V2.1.10). As formas recombinantes identificadas foram desenhadas através
da ferramenta on-line Recombinant HIV-1 Drawing Tool (disponivel em
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/DRAW _CRF/recom mapper.html). Todas
as sequéncias em estudo foram analisadas quando a presenca de fendomenos de
hipermutagdo por ocorréncia de hiperadenilacao (G—A), por acao das APOBEC, através
da ferramenta on-line Hypermut 2.0 (disponivel em
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HY PERMUT/hypermut.html?sample %201
nput=1) [201].

2.11 Analise bioinformatica das sequéncias aminoacidicas

2.11.1 Analise de resisténcias aos antirretrovirais

As sequéncias aminoacidicas correspondentes as enzimas virais RT, PR e IN foram
analisadas quanto a existéncia de mutagdes associadas a diminui¢do da suscetibilidade

aos antirretrovirais, bem como a existéncia de polimorfismos genéticos. Esta analise foi
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realizada no programa on-line HIVdb baseado no algoritmo interpretagdo de resisténcia
genotipica da Stanford University HIV Drug Resistance Database (versio 8.9)
(disponivel em https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-sequences/). O relatério obtido para
cada sequéncia evidéncia as mutagdes principais, mutacdes acessorias € outras mutagdes
ndo associadas a resisténcia. Para cada mutagcdo ¢ atribuido um valor gerado pelo
algoritmo, relativo a cada farmaco, que reflete a probabilidade dessa mutagdo estar
associada a aquisicdo de resisténcia fenotipica a esse mesmo farmaco. Apos esta
classificacdo, os dados sdo convertidos qualitativamente em cinco categorias: suscetivel
(0-9), resisténcia potencial de nivel baixo (10-14), resisténcia de nivel baixo (15-29),
resisténcia de nivel intermédio (30-59) e resisténcia de nivel elevado (>60). A resisténcia
potencial de nivel baixo definida pelo algoritmo do programa indica uma exposi¢ao
prévia a determinado antirretroviral da respetiva classe terapéutica, embora o virus seja
suscetivel ao farmaco. A resisténcia de nivel baixo indica uma diminuicdo da
suscetibilidade ao farmaco e por isso em caso de tratamento com o mesmo, o individuo
pode apresentar uma resposta virologica incompleta. No nivel de resisténcia intermédia,
os niveis de suscetibilidade ao farmaco sdo significativamente reduzidos e no nivel de
resisténcia elevada, o virus apresenta suscetibilidade muito reduzida ou inexistente ao

antirretroviral em questao.

2.11.2 Variabilidade das sequéncias aminoacidicas obtidas

As sequéncias nucleotidicas em estudo foram traduzidas, segundo o codigo genético
universal, no  programa on-line EMBOSS  Transeq (disponivel em

https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/). A constru¢do do alinhamento multiplo

contendo as sequéncias em estudo foi realizada no programa MAFFT e submetidas na

ferramenta bioinformatica Analyse Align (disponivel em

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ ANALYZEALIGN/analyze align.html).

Esta ferramenta gera WebLogos que permitem analisar as sequéncias aminoacidicas
quanto ao seu grau de conservacdo de forma simplificada e imediata. O output gerado
apresenta-se como um grafico, onde cada coluna do alinhamento se encontra representada
por letras, que correspondem aos aminodcidos das sequéncias em estudo, segundo o
codigo IUPAC (do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry) [202]. O
tamanho de cada letra ¢ proporcional a frequéncia com que determinado aminoacido ¢

observado naquela posi¢do. As letras de cada coluna sdo ordenadas da mais frequente
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para a menos frequente, de modo a que a sequéncia consenso esteja representada no topo
da coluna. O padrao de cores selecionado representa o grau de hidrofilicidade ou
hidrofobicidade de cada aminoécido, permitindo avaliar a natureza conservativa ou nao
dos polimorfismos encontrados [202]. A variabilidade das sequéncias também foi
analisada com recurso a ferramenta on-line Entropy (disponivel em
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY /entropy one.html). Esta
ferramenta permite analisar quantitativamente a variabilidade das sequéncias
aminoacidicas em todas as posi¢des de um determinado alinhamento multiplo, permitindo
restringir e definir regides com interesse especifico. O output gerado consiste numa
tabela, onde se encontra o valor de entropia atribuido a cada posi¢do aminoacidica — valor

mais baixo corresponde a uma menor variabilidade e vice-versa.

2.11.4 Analise de Locais de N-glicosilacao

As sequéncias aminoacidicas da regido C2V3C3 foram analisadas quanto a potenciais
locais de N-glicosilagdo (motivo NXS/T, em que X ¢ qualquer aminoacido diferente de
prolina). Esta andlise foi realizada na ferramenta on-line N-GlycoSite, disponivel em

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLY COSITE/glycosite.html.

2.11.5 Predicao do tropismo viral

A andlise de sequéncias aminoacidicas da loop V3, com o objetivo de determinar o
uso preferencial dos co-recetores CCRS e/ou CXCR4, foi realizada nos programas on-
line geno2phenojcoreceptor] (disponivel em https://coreceptor.geno2pheno.org), PhenoSeq
(disponivel em http://tools.burnet.edu.au/phenoseq/) e Web PSSM (disponivel em

https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/).

Geno2phenojcoreceptor] € uma ferramenta bioinformatica, desenvolvida pelo Instituto de
informatica Max Planck, que para além da genotipagem automatica de sequéncias V3,
permite determinar a possibilidade do uso do co-recetor CCRS5 por comparagdo com a
sequéncia de referéncia HXB2 [203]. Além disso, o programa permite a analise de
parametros clinicos adicionais (e.g. carga viral, nimero de células T CD4" e células T
CD8") que correlaciona com marcadores clinicos de individuos naive, inseridos no
sistema [204]. O nivel de significancia usado foi de 10%, de acordo com as

recomendacdes do European Consensus Group para a gestdo dos testes de tropismo de
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VIH-1 [205]. PhenoSeq, desenvolvido pelo Instituto Burnet, funciona como o programa
descrito anteriormente, por comparacao das sequéncias em estudo com a sequéncia de
referéncia HXB2. Esta ferramenta bioinformatica é especifica para os subtipos A, B, C e
D do VIH-1 e as CRFO1_AE e CRF02_AG [206]. Por fim, o programa PSSM analisa as
sequéncias em estudo gerando matrizes com valores de probabilidade para a
determinag¢do do tropismo, com base na acumulagdo de mutacdes na regido V3 que levam
a alteracdo da sua carga global bem como a substituicdo de aminoécidos especificos nas
posicdes 11 e 25. Estas matrizes sdo comparadas com as de sequéncias com fenotipo
conhecido gerando o resultado mais provavel. A desvantagem mais evidente deste

programa reside no facto da andlise ser limitada a isolados virais do subtipo B e C [207].

2.12 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no GraphPad Prim versdo 5.1 para Windows
(GraphPad Software), com um nivel de significancia de 5%. Testes ndo paramétricos
foram usados para comparar medianas entre duas varidveis, nomeadamente o teste de
Mann-Whitney. Para testes paramétricos entre duas variaveis foi usado o teste t de
Student. Para comparar 3 ou mais variaveis foi usado o teste one-way ANOVA. O teste
exato de Fisher bilateral e o teste Chi-Quadrado (y?), aplicados a analise de tabelas de
contingéncia 2x2, foram usados para avaliar estatisticamente diferengas entre frequéncias
obtidas nos grupos em estudo. Para estudar a evolucao de duas variaveis foram realizadas

regressoes lineares e coeficientes de correlagdo de Spearman.
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3. Resultados
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3.1 Analise filogenética das sequéncias nucleotidicas

Os resultados obtidos, relativos a subtipagem através da andlise filogenética
encontram-se resumidos na tabela 16. Todas as sequéncias consideradas para a
construcdo de arvores filogenéticas foram analisadas quanto a ocorréncia de fendmenos
de hipermutagdo. Nenhuma sequéncia obteve valores estaticamente significativos
(p<0,05) apods andlise pelo teste exato de Fisher (incluido no algoritmo do programa

Hypermut 2.0) para considerar a ocorréncia de hipermutagoes.

Tabela 16 — Subtipos genéticos em circulacdo em Mog¢ambique.

Genétipo Genotipo

Amostra C2V3C3 PR RT IN Amostra C2V3C3 PR RT IN
17 c e cC 109 C e e e
19 B e e e 111 B C cC
22 C e e e 113 C C e
24 C C C C 114 C cC C
25 C C cC 123 C e e e
28 C C C C 127 cC C C
33 cC e e C 130 C C e
36 C e e e 134 C e e e
38 C (O 135 C C C C
44 C (O 137 C e e e
45 C C C C 139 C A B C
48 B C C C 142 C e e
55 C C C C 146 C C e
57 C C C C 150 C C C C
62 C e e e 151 C C e
65 C e e e 153 C C C D
67 B e e e 154 C C C C
70 C (O 157 C C C C
71 C e e e 158 C e e e
72 C (O 160 C C C C
73 C C cC 163 C e e e
74 C e e e 170 C A D C
77 C CRF02_AG D C 178 C A c
84 C (O 184 C C C C
93 C e e e 186 C B C D
94 C e e e 187 C C D -
95 C e e e 188 C C C C
103 C e e e 192 C C C C
105 C e e e 197 Al A e e

----- Nao foi possivel amplificar.
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3.1.1 Analise filogenética das sequéncias nucleotidicas C2V3C3

A andlise filogenética das 58 sequéncias nucleotidicas da regido C2V3C3 mostra que
a maioria das sequéncias pertence ao subtipo C (91%, N=53), havendo ainda algumas
sequéncias dos subtipos B (7%, N=4) e Al (2%, N=1) (Tabela 16 e Figura 17). As
sequéncias MZ 160, MZ 94 e MZ 158 formam um grupo monofilético com a sequéncia
de referéncia C_ BE HQ912711 de origem belga. Este grupo encontra-se distante dos
restantes isolados do subtipo C sugerindo que estes isolados s3o mais relacionados com
o subtipo C proveniente da Bélgica do que com os restantes isolados de subtipo C de

origem asiatica ou africana.

As sequéncias MZ 109, MZ 103, MZ 134 e MZ 137 aparentam estar muito mais
proximas entre si, do ponto de vista filogenético, do que de qualquer sequéncia de
referéncia incluida na arvore. Este fato coloca em consideragdo a possibilidade de
contaminagdo entre amostras aquando da manipulagio laboratorial, ou a hipotese destes
individuos estarem epidemiologicamente relacionados, através da transmissdo numa
pequena comunidade ou num grupo com um comportamento de risco semelhante que
permita a transmiss@o do virus entre si. No entanto, os dados facultados dos pacientes ndo

permitem confirmar estas possibilidades.

As 20 sequéncias designadas por MZ 44, MZ 24, MZ 154, MZ 74, MZ 127,
MZ 178, MZ 170, MZ 105, MZ 123, MZ 146, MZ 142, MZ 186, MZ 151, MZ 84,
MZ 25, MZ 188, MZ 157, MZ 28, MZ 62 e MZ 139 apresentam um posicionamento
ambiguo na arvore filogenética e uma elevada diversidade genética relativamente ao n6
ancestral, ndo obstante a topologia da arvore remeter para uma evidente homologia das
sequéncias em estudo com sequéncias de referéncia do subtipo C. Estas sequéncias foram
por isso, analisados por bootscaning para pesquisa de eventuais fendmenos de
recombinacdo intergenotipica, os quais nao se verificaram (graficos de bootscanning nao

apresentados).

Relativamente ao grupo monofilético formado pelas sequéncias de referéncia
representativas da CRF07 BC e pelas sequéncias MZ 36, MZ 135 e MZ 153, a
inferéncia filogenética consistente (bootstrap 72%) permite, em primeira instancia,

classificar as sequéncias em estudo como sendo CRF07 BC. No entanto os graficos de
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bootscanning revelam homologia genética com o subtipo C ao longo do fragmento em

analise, e por isso a auséncia de pontos de recombinagdo (grafico de bootscanning nao

apresentado).
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Figura 17 — Arvore Filogenética de sequéncias C2V3C3 de Mocambique. Relagdes filogenéticas
entre 173 sequéncias nucleotidicas da regido codificante C2V3C3, com base num total de 392
nucledtidos. A arvore filogenética inclui 58 sequéncias em estudo (representadas com o prefixo MZ),
100 sequéncias obtidas no GenBank por pesquisa de homologia genética com o programa BLAST e
15 sequéncias de referéncia do grupo M do VIH-1 (F, G, H, J, K, CRF05_DF, CRF10 _CD,
CRF41 CD, CRF12 BF). A designagdo das sequéncias de referéncia ¢ iniciada com a letra
correspondente ao gendtipo, seguida do local de origem ¢ o nimero de acesso no GenBank. As
origens geograficas das sequéncias de referéncias sdo: BD — Bangladesh, BE — Bélgica, CM —
Camardes, CN — China, CY — Chipre, ET — Etiopia, IN — India, IT — Italia, KE — Quénia, MW —
Malawi, PG — Papua Nova Guiné, PT — Portugal, RDC — Republica Democratica do Congo, SE —
Suécia, TW — Taiwan, TZ — Tanzania, UK — Reino Unido, ZA — Africa do Sul, ZM — Zambia, ZW —

Zimbabwe.

Este resultado permite concluir que os segmentos do genoma viral em andlise sdo
semelhantes ao subtipo C da CRF07_BC, o que justifica a posi¢do destas CRF junto de
outras sequéncias de referéncia que pertencem ao subtipo C. Assim, as sequéncias MZ
serdo subtipo C com grande homologia com a regido C destas CRFO7 BC (Figura 18).
As restantes sequéncias incluidas na 4arvore filogenética foram classificadas

inequivocamente como subtipo C.
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Figura 18— Mapa genomico da CRF07_BC. As regides azuis representam o subtipo B e as

- -

castanhas o subtipo C.

3.1.2 Analise filogenética das sequéncias nucleotidicas RT

A andlise revelou que 85% dos isolados virais eram do subtipo C, 12% do subtipo D
e 3% do subtipo B (Figura 19). As sequéncias associadas a n6s terminais de ramos muito
longos, que representam possiveis sequéncias divergentes, foram analisadas quanto a

presenca de sequéncias recombinantes o que ndo se verificou em nenhum dos casos.
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Figura 19 — Arvore filogenética de sequéncias codificantes da RT de Mocambique. Relagdes
filogenéticas entre 145 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da RT, com base num total de
1021 nucledtidos. A arvore filogenética inclui 26 sequéncias em estudo (representadas com o prefixo
MZ), 102 sequéncias obtidas no GenBank por pesquisa de homologia genética com o programa
BLAST e 17 sequéncias de referéncia do grupo M do VIH-1 (A, D, F, G, H, J, K, CRF07 BC ¢
CRF08 _BC). A designagdo das sequéncias de referéncia ¢ iniciada com a letra correspondente ao
genotipo, seguida do local de origem e o niimero de acesso no GenBank. As origens geograficas das
sequéncias de referéncias sdo: AT — Austria, BW — Botswana, CA — Canada, ES — Espanha, IN —
India, ME — Montenegro, MW — Malawi, MZ — Mogambique, SE — Suécia, SN — Senegal, UG —
Uganda, USA — Estados Unidos da América, UK — Reino Unido, ZA — Africa do Sul, ZM — Zambia,
ZW — Zimbabwe.

3.1.3 Analise Filogenética das sequéncias nucleotidicas PR

Relativamente a analise da arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas da
protease, conclui-se que 85% das sequéncias pertenciam a isolados virais do subtipo C,
9% do subtipo A, 3% do subtipo B e 3% CRF02_AG (Tabela 16 e Figura 20).

As sequéncias MZ 113, MZ 188, MZ 38, MZ 157, MZ 70, MZ 151, MZ_160,
MZ 135, MZ 48 e MZ_ 25 foram analisadas quanto a existéncia de possiveis eventos de
recombinacdo por estarem associadas a nos terminais de ramos muito longos, bem como
as sequéncias MZ 28 e MZ 57 por apresentarem segregagdes precoces do grupo que
contém as demais sequéncias de referéncia. No entanto ndo foram detetados eventos de

recombinagdo nestas sequéncias (graficos de bootscanning nao apresentados).

A auséncia de eventos de recombinacdo também se verificou no grafico de
bootscaning da sequéncia MZ_77, classificada como CRF02_AG. O gréfico revelou uma
homologia inequivoca com o subtipo G. A anélise da CRF02_AG (Figura 21) mostra que
a regido do genoma correspondente a protease (2253-2549 nucledtidos) ¢
maioritariamente do subtipo G, justificando, possivelmente, o resultado obtido através do
programa Simplot. Os grupos formados pelas sequéncias de referéncia do subtipo A e
pelas sequéncias de referéncia CRF02_AG, incluindo a sequéncia MZ_77, encontram-se
relacionados do ponto vista filogenético com um valor significativo de bootstrap de 71%.
Desta forma, as consideragdes apresentadas suportam a hipdtese de MZ 77 se tratar
efetivamente de uma CRF02_AG, apesar de ndo ser evidente somente pela analise do

grafico de bootscanning.
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Figura 20 — Arvore Filogenética de sequéncias codificantes da PR de Mocambique. Relagdes filogenéticas
entre 120 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da PR, com base num total de 460 nucleétidos. A arvore
filogenética inclui 34 sequéncias em estudo (representadas com o prefixo MZ), 76 sequéncias obtidas no GenBank
por pesquisa de homologia genética com o programa BLAST e 10 sequéncias de referéncia do grupo M do VIH-1
(F, G, H, J, K e CRF12_BF). A designagio das sequéncias de referéncia ¢ iniciada com a letra correspondente ao
gendtipo, seguida do local de origem e o numero de acesso no GenBank. As origens geograficas das sequéncias de
referéncias sdo: AT — Austria, BW — Botswana, CA — Canada, ES — Espanha, IN — India, ME — Montenegro, MW—
Malawi, MZ — Mogambique, SE — Suécia, SN — Senegal, UG — Uganda, USA — Estados Unidos da América, UK —
Reino Unido, ZA — Africa do Sul, ZM — Zambia, ZW — Zimbabwe.
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Figura 21 — Mapa gendémico da CRF02_AG. As regides vermelhas representam o subtipo A e
as verdes o subtipo G. Adaptado de [26].

3.1.4 Analise Filogenética das sequéncias nucleotidicas IN

A arvore filogenética das 22 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da enzima
integrase encontra-se representada na figura 22, onde se verifica que 91% das sequéncias
estdo agrupadas com sequéncias de referéncia do subtipo C e os restantes 9% com

sequéncias de referéncia do subtipo D.

A sequéncia MZ 184 forma um grupo monofilético com sequéncias de referéncia do
subtipo C de Mogcambique, no entanto, encontra-se inserido no grupo que diverge para
dar origem a maioria das estirpes do subtipo ndo-C. A topologia observada pode sugerir
que MZ 184 esté relacionado do ponto de vista filogenético com um ou mais subtipos
deste grupo ou que existem alteragdes significativas ao nivel das sequéncias nucleotidicas
de referéncia do subtipo C provenientes de outras regides em comparacdo com as duas
sequéncias de referéncia do subtipo C de Mocambique. Por forma a confirmar a
classificagdo do isolado viral em estudo como subtipo C, procedeu-se a andlise de

possiveis eventos de recombinacdo, os quais ndo se verificaram.

As sequéncias MZ 157, MZ 170, MZ 45, MZ 192 associadas a n6s terminais de
ramos muito longos, representando possiveis sequéncias divergentes, foram analisadas
pelo método bootscaning, tal como as sequéncias MZ 24, MZ 55, MZ 28 e MZ 135
por apresentarem segregacdes precoces do grupo que contém as demais sequéncias de
referéncia. Todavia, nenhuma das sequéncias analisadas revelou a existéncia de pontos

de recombinagdo (graficos de bootscanning nao apresentados).
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Figura 22 — Arvore Filogenética de sequéncias codificantes da IN de Mocambique. Relagdes
filogenéticas entre 74 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da IN, com base num total de
892 nucledtidos. A arvore filogenética inclui 22 sequéncias em estudo (representadas com o
prefixo MZ), 42 sequéncias obtidas no GenBank por pesquisa de homologia genética com o
programa BLAST e 10 sequéncias de referéncia do grupo M do VIH-1 (A, B, F, G, H, J, K). A
designacdo das sequéncias de referéncia ¢ iniciada com a letra correspondente ao genotipo, seguida
do local de origem e o nimero de acesso no GenBank. As origens geograficas das sequéncias de
referéncias sdo: BW — Botswana, CM — Camardes, CN — China, DE — Alemanha, ET — Etiopia,
MW — Malawi, MZ — Mogambique, PL — Polonia, SA — Arabia Saudita, SN — Senegal, UK — Reino
Unido, ZA — Africa do Sul, ZM — Zambia.
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3.2 Analise das sequéncias MZ com genomas mosaico

Apds a analise das quatro regides do genoma viral em estudo, conclui-se que as
sequéncias MZ 48, MZ 111, MZ 139, MZ 153, MZ 77, MZ 170, MZ 178, MZ 186
e MZ 187 possuem genomas recombinantes (Tabela 16). A sequéncia MZ_48 apresenta
fendmenos de recombinagdo entre os subtipos B e C, com a estrutura mosaico C/C/C/B
(PR, RT, IN e C2V3C3, respetivamente) (Figura A1, Anexo 3). Em MZ 48 ¢ evidente a
homologia genética com o subtipo C ao longo do gene pol e posteriormente com o subtipo
B em C2V3C3. Relativamente a MZ_111, apresenta fendmenos de recombinacdo entre
os subtipos B e C, com uma estrutura em mosaico semelhante as sequéncias anteriormente
apresentadas, no entanto, ndo foi possivel amplificar a regido codificante da enzima
integrase, pelo que, ndo pode ser confirmada a semelhanca total entre estas trés

sequéncias (Figura A1, Anexo 3).

A sequéncia MZ_77 apresenta uma estrutura mosaico CRF02 AG/D/C/C (Figura A2,
Anexo 3). Na parte inicial do grafico de bootscanning, correspondente a regido da enzima
protease ¢ observavel um ponto de recombinagdo entre os subtipos A e G, no entanto
abaixo do nivel de significancia de 70%. Todavia dada a justificagdo apresentada na
seccdo 3.1.3, o isolado viral ¢ considerado recombinante nesta regido do genoma. A
seccdo do grafico correspondente a regido C2V3C3 (1800-2100 nucledtidos) apresenta-
se por completo abaixo do valor de significancia estabelecido de 70%. Uma possivel
justificagdo para este facto, tendo em conta a arvore filogenética da seccdo 3.1.1, seria
baseada no tamanho do ramo que representa a sequéncia bem como a segregagao precoce
do grupo que contém as demais sequéncias de referéncia do subtipo C, que levaria a
considerar MZ_77 como divergente desse mesmo subtipo. No entanto, ¢ observavel um
possivel ponto de recombinagdo com o subtipo G, que se revela incompativel com os
dados obtidos da andlise da arvore filogenética, uma vez que esta sequéncia seria
invariavelmente classificada como subtipo C devido a formag¢ao de um agrupamento com
sequéncias de referéncia desse subtipo com um valor de bootstrap de 89%. Além disso,
a topologia da arvore mostra uma distancia filogenética significativa das sequéncias de
referéncia do subtipo G. Dada a inexisténcia de sequéncias de referéncia relativas a uma
possivel forma recombinante entre os subtipos C e G ndo ¢ possivel estabelecer uma

comparagdo direta entre sequéncias.
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Tal como MZ 77, as sequéncias MZ 153 e MZ 170 apresentam na regido C2V3C3
um possivel ponto de recombinacdo entre o subtipo C e G. No entanto, a dimensao do
fragmento C2V3C3 (392 nucledtidos) ndo permite atingir um nivel de significancia acima
dos 70% por forma a confirmar esta estrutura mosaico. Para uma genotipagem inequivoca
destas sequéncias C2V3C3 seria necessario sequenciar o gene env por completo. Assim,
as sequéncias MZ 153 e MZ 170 apresentam uma estrutura mosaico C/C/D/C e
A/D/C/C, respetivamente (Figura A3, Anexo 3). As sequéncias MZ 139 e MZ 186
apresentam estruturas em mosaico A/B/C/C e B/C/D/C (PR, RT, IN, C2V3(C3),
respetivamente (Figura A4, Anexo 3). MZ 187 ndo apresenta dados sobre a regido
codificante da enzima integrase que ndo foi possivel amplificar, no entanto apresenta a
estrutura mosaico C/D/C (PR, RT, C2V3C3) (Figura A4, Anexo 3). Os dados sdo
concordantes com os obtidos aquando da analise filogenética. Em relagdo a MZ 178, esta
revela uma estrutura mosaico A/C/C (PR, RT e C2V3C3). A regido correspondente a
regido C2V3C3 (1000-1300 nucledtidos) no grafico de bootscanning (Figura A5, Anexo
3) encontra-se totalmente abaixo do valor de significancia de 70%. Apesar deste facto,
em comparac¢ao com a analise filogenética e inequivoca classificagdo do fragmento como

subtipo C, considera-se esta genotipagem correta.

3.3 Distancias genéticas

A distancia genética média foi calculada entre todos os isolados virais de cada regido
do genoma em estudo e encontra-se resumida na tabela 17. Os valores médios de distancia
genética obtidos foram de 23,4% para C2V3C3, 11,9% para PR, 8,87% para RT e 7,81%
para IN.

Tabela 17 — Distancias genéticas entre os isolados virais de cada regido do genoma em estudo.

Distancia Genética (média Maximo Numero de
Regido S.E Minimo (%)
%) (%) isolados
C2V3C3 23,4 0,0140 38,7 0,660 58
RT 8,87 0,0051 16,4 0,440 26
PR 11,9 0,0085 22,3 0,230 34
IN 7,81 0,0052 17,1 0,570 22

As distancias genéticas entre subtipos para as regides do genoma viral em andlise também
foram calculadas (Tabela 18). Verificou-se que o gene env € o mais variavel, com valores

calculados de 25,9% a 30,6% entre os isolados virais dos subtipos A, B e C. As regides
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codificantes das enzimas constituintes do gene pol variam entre 8,6% e 16,8%. A

distancia genética mais elevada para a RT ¢ encontrada entre os subtipos C e D e para a

PR entre o subtipo C e CRF02_AG.

Tabela 18 — Matrizes de distancia genética entre os subtipos das diferentes regides do genoma

viral.
Matrizes de Distincias Genéticas entre subtipos
C2V3C3 RT PR IN
C B A C B D C B A CF02 C D

C C C C

B 119% B 14,7% D 11,7%
B 30,2%

D 13,1% 8,60% A 13,7% 12,0%
A 30,6%  25,9% ° ’ ’ ’

CRF02 16,8% 154% 11,9%

As distancias genéticas médias entre os isolados virais do mesmo subtipo também
foram analisadas para as quatro regides do genoma em estudo e encontram-se
representadas na tabela 19. Os dados revelam uma maior variabilidade genética entre as
sequéncias do subtipo C em comparacdo com os restantes subtipos independentemente

da regido em analise.

Tabela 19 — Distancias genéticas médias (%) dos isolados virais em cada subtipo nas diferentes

regides do genoma viral.

Distancia genética [média% (SE )]

Subtipo C2V3C3 RT PR IN
A - 1,14(0,0039) -
B 2,90(0,0076) e
C 22,5(0,0140) 7,53(0,0050) 11,1(0,0113) 7,26(0,0052)
) J— 0,50(0,0020) - 0,8(0,0027)

----- Nao foram identificados os subtipos na regido do genoma em analise.

Os vinte isolados virais destacados na seccdo 3.1.1 (MZ 44, MZ 24, MZ 154,
MZ 74, MZ 127, MZ 178, MZ 170, MZ 105, MZ 123, MZ 146, MZ 142, MZ 186,
MZ 151, MZ 84, MZ 25, MZ 188, MZ 157, MZ 28, MZ 62 ¢ MZ 139) que
revelaram um posicionamento ambiguo das sequéncias MZ na arvore filogenética,
remetendo para uma maior relagdo entre si do ponto de vista filogenético do que com as

sequéncias de referéncia do subtipo C, podiam sugerir a existéncia de um sub-subtipo do
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subtipo C, uma vez que ndo foram detetados eventos de recombinagdo. Dada esta
hipotese, calculou-se a distancia genética entre as sequéncias MZ destacadas e as
restantes sequéncias correspondentes a isolados do subtipo C. O valor da distancia
genética obtido foi de 19,7£0,0266%, remetendo para a possibilidade de as sequéncias
em estudo poderem representar efetivamente um sub-subtipo C [208]. Por forma a
confirmar esta observagdo seria necessario obter as sequéncias gendmicas integrais dos
isolados, confirmar que ndo possuem um genoma mosaico € que estes individuos nao

estdo epidemiologicamente relacionados [209].

3.3 Analise bioinformatica das sequéncias aminoacidicas da transcriptase reversa,
protease e integrase

As sequéncias em estudo foram analisadas quanto a presenca de mutacdes associadas
a diminui¢ado da suscetibilidade aos antirretrovirais em uso clinico, bem como a existéncia

de polimorfismos genéticos.

3.3.1 Identificacio de mutacdes associadas a resisténcia aos inibidores da
transcriptase reversa e outros polimorfismos genéticos

Nas vinte e seis sequéncias em estudo da regido RT foram encontradas as seguintes
mutagdes principais associadas a diminuicao da suscetibilidade aos NRTI: K65R (4%),
D67N (4%), K70R (4%), M184V (8%), T215V (4%) e K219E (4%). Quanto aos NNRTI
foram encontradas as seguintes mutacdes: A98G (4%), K101E (4%), K103N (12%),
K103S (4%), V106A (4%), V106M (4%), V1081 (4%), E138A (8%), Y181C (8%),
G190A (8%) e F227L (4%). Estas mutagdes foram encontradas em oito isolados virais
(14%) do subtipo C, cujos perfis de resisténcia se encontram representados na tabela 20.
Considerando os oito isolados virais onde foram detetadas as mutagdes referidas e a
analise dos dados representados na tabela 20, constatou-se que 15% (N=4) revelam
mutagoes de resisténcia aos NRTI e 31% (N=8) possuem pelo menos uma mutacgio de
resisténcia aos NNRTI. Desta forma, estes individuos em estudo, encontram-se infetados
com virus potencialmente resistentes ao tratamento com a maioria dos fArmacos de ambas
as classes de antirretrovirais abordadas. Por 1ltimo, foram analisados outros
polimorfismos genéticos presentes nas 26 sequéncias da transcriptase reversa. Estas,

segundo o algoritmo de interpretacdo de resisténcias genotipicas de Stanford HIVdb, nao
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estdo associadas a resisténcia aos inibidores da RT e encontram-se representados na figura

23.

Tabela 20 — Perfis de resisténcia dos isolados virais de Mogambique em estudo.

Isolado Mutagoes Perfil de resisténcia
NRTI NNRTI P. Baixo Baixo Intermédio Alto
MZ 24 E138A ETR RPV
MZ 45 K103N EFV, NVP
K103N,
MZ 55 G190A ETR RPV EFV, NVP
V106A, ABC, DDI, DOR, EFV,
MZ 57 D67N F227L TDF AZT, DAT, NVP
ABC, FTC,
MZ 127 K65R Y181C DOR 3TC, EFV, 1]?]4;”11;, 3211;
ETR, RPV ’
K103N,
MZ 135 V106M, ETR RPV DOR EFV, NVP
E138A
FTC, 3TC,
MZ 153 M184V K103N DDI ABC EFV. NVP
K70R, V108I, FTC, 3TC,
M184V, Y181C, ABC, AZT, DOR, EFV,
MZ_188 T215V, G190A TDF DAT, DDI ETR, NVP,
K219E A98G RPV
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Figura 23 — Representacio grafica da prevaléncia dos 56 polimorfismos genéticos
identificados na RT. Os polimorfismos representados ndo estdo associados a resisténcia aos

inibidores da RT (NRTI e NNRTI). A linha a tracejado assinala o cut-off de 50%.

Os 56 polimorfismos foram encontrados em isolados virais do subtipo B, C e D,

revelando maior incidéncia sob isolados do subtipo C. As mutagdes encontradas com
maior frequéncia (>50%) sdo: V35T (85%), T39E (69%), S48T (77%), V60I (50%),
K122E (85%), Q147K (65%), D177E (69%), T200A (85%), Q207E (69%), R211K
(81%), V245Q (69%), A272P (65%), K277R (54%), T286A (50%), E291D (65%), V2921
(77%), 1293V (77%) e G335D (50%). As frequéncias dos polimorfismos genéticos mais

encontrados nos isolados em estudo, sdo coincidentes com os descritos na base de dados
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de Stanford (Tabela A2, Anexo 4) [210]. Em relag@o aos polimorfismos menos frequentes
(<50%), e estabelecendo a comparacdao com a base de dados, as mutacdes E36A e T286A
sdo encontradas com maior frequéncia, em isolados do subtipo C, do que as registadas
neste estudo enquanto que para as mutagdes T139K, G196E e G333E ocorre o inverso
[214]. A incidéncia dos restantes polimorfismos € coincidente com os dados ja descritos
(Tabela A2, Anexo 4) [210]. Os isolados do subtipo D revelam diferencas mais
significativas em relacdo aos dados de Stanford. Os polimorfismos V35T, V60I, K122E,
DI177E, Q207E, D250E, T286A e 1293V possuem frequéncias semelhantes as descritas
em estudos anteriores (Tabela A2, Anexo 4). Todavia, os polimorfismos D121H, I1135T,
K173N, Q174K e T200A possuem valores de incidéncia mais elevados nos isolados virais
em estudo quando comparados com os valores de referéncia, ao contrario do que se
verifica com as mutagdes G335E, A272P e R211K, que apesar de descritos
frequentemente para isolados do subtipo D, ndo foram registados nos isolados virais em
estudo (Tabela A2, Anexo 4) [210]. Ainda foram encontradas as mutagcdes G336H e
Y339F com uma frequéncia de 41% e 14% respetivamente, em isolados do subtipo C e a
mutagdo Y339F, com uma frequéncia de 33%, para o subtipo D, no entanto estas nio se
encontram registadas nas bases de dados para estes subtipos [210]. Alguns polimorfismos

foram mais frequentemente encontrados nos subtipos C e D do que nos outros subtipos

(Tabela 21).

Tabela 21— Polimorfismos genéticos associados estatisticamente (p<0,05) aos subtipos C e D.

Subtipos Virus Selvagem Posi¢io aminoacidica Virus mutado Valor p
T 39 E 0,0047

S 48 T 0,0010

R 211 K 0,0144

C K 245 Q 0,0047

A 272 P 0,0084

K 277 R 0,0331

E 291 D 0,0084

I D ] 121 ] H 0,0004

| 135 T 0,0038

D K 173 N 0,0004

I 224 \% 0,0015

D 250 E 0,0462

80



3.3.1.2 Analise da variabilidade da transcriptase reversa

A variabilidade das sequéncias aminoacidicas da RT foi analisada ao longo das
seccdes anteriores, no entanto, com o intuito de fornecer uma representagao simplificada
do grau de conservacao relativo de cada posi¢ao aminoacidica no alinhamento multiplo,
foi construido um WebLogo com recurso a ferramenta bioinforméatica AnalyzeAlign. Na
representacdo grafica da figura 24, cada aminoacido representado pelo codigo IUPAC,
possui um tamanho especifico em cada posi¢ao, proporcional a frequéncia na qual ¢
encontrado no conjunto de sequéncias que formam o alinhamento, mostrando de modo

imediato e simplificado quais as regides mais conservadas.
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Figura 24— WebLogo do alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas MZ da
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enzima RT. Representacdo grafica da sequéncia aminoacidica weblogo constituida a partir do
alinhamento multiplo das sequéncias MZ para a RT. Os aminoacidos apresentados em cada
posicao estdo representados pelo codigo internacional [UPAC. As cores representam o grau de

hidrofobicidade: azul — hidrofilico, verde — neutro, preta — hidrofobico.

Os subdominios fingers (residuos 1-85 e 118-155), palm (residuos 86-117 e 156-236),
thumb (residuos 237-318) e connection (residuos 319-426) fazem parte do dominio
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polimerase da subunidade p66 da transcriptase reversa (descricdo pormenorizada na
seccdo 1.4.1.2) [53-55]. No subdominio palm encontra-se o centro ativo da enzima,
composto por uma triade catalitica, geralmente, conservada (D110, D185 ¢ D186). E
possivel confirmar pela andlise do WebLogo da figura 24, a conservagdo da triade
catalitica, evidenciada pela presenga da letra D, representativa do acido aspartico, cuja
probabilidade associada ¢ igual a 1. Os residuos D185 e D186 fazem parte do motivo
YXDD, altamente conservado nos retrovirus (no caso do VIH-1, X corresponde a
metionina) [53-55], no entanto verifica-se a existéncia da mutacdo primaria M184V.
Verificou-se que a maioria dos polimorfismos genéticos encontrados ocorrem no
subdominio fingers, apesar de se encontrarem distribuidos de forma significativa pelos
restantes subdominios. Por fim, ao analisar o codigo de cores que representa o grau de
hidrofilicidade/hidrofobicidade de cada aminoécido, permite concluir que a maioria dos

polimorfismos encontrados sdo de natureza conservativa.

3.3.2 Identificacdo de mutagdes associadas a resisténcia aos inibidores da integrase

e outros polimorfismos genéticos

Nas vinte e duas sequéncias aminoacidicas da integrase analisadas foi encontrada
apenas uma mutacgdo acessoria G163R num isolado do subtipo C. Esta mutagdo por si s6
tem pouco efeito sobre a suscetibilidade aos INSTI, no entanto, promove uma resisténcia
de nivel baixo a0 EVG e RAL, devido a baixa barreira genética destes antirretrovirais.
Foram encontrados 63 polimorfismos genéticos, ndo associados a resisténcia aos INSTI,

em isolados virais do subtipo C e D (figura 27).
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Figura 27 — Representag¢do griafica da prevaléncia dos 63 polimorfismos genéticos
identificados na IN. Os polimorfismos representados ndo estdo associados a resisténcia aos
INSTI. A linha a traceiado assinala o cut-off de 50%.
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Os polimorfismos mais frequentes (>50%) sdo: D25E (68%), V31I (64%), 172V
(55%), F100Y (64%), L1011 (69%), T112V (91%), T124A (68%), T125A (86%), K136Q
(86%), V2011 (100%), T218I (50%), L2341 (86%), D278A (68%) e S283G (77%). As
frequéncias dos polimorfismos genéticos sdo coincidentes com os descritos na base de
dados de Stanford (Tabela A7, Anexo 8) [210]. A andlise dos polimorfismos menos
frequentes nos isolados virais do subtipo C permitiu identificar os polimorfismos Q285R
(20%), D286E (15%) e D288G (15%) que nao se encontram registados nas bases de dados
para os subtipos em estudo. A mutacdo D288G também foi encontrada num isolado viral
do subtipo D (Tabela A7, Anexo 8) [210]. Alguns polimorfismos foram mais

frequentemente encontrados nos subtipos C e D do que nos outros subtipos (Tabela 22).

Tabela 22 — Polimorfismos genéticos associados estatisticamente (p<0,05) aos subtipos C e D.

Subtipos Virus Selvagem Posicao aminoacidica Virus mutado Valor p

L 101 I 0,0260

T 125 A 0,0130

¢ K 136 Q 0,0130

S 283 G 0,0433

'''''''''''''''''''''''' v 3T 00043

I 113 \Y 0,0043

P K 211 R 0,0130

D 256 E 0,0130

3.3.3.1 Analise da variabilidade das sequéncias MZ para a integrase

A variabilidade das sequéncias aminoacidicas da IN foi analisada como descrito para
as restantes enzimas nas secgOes anteriores, a partir da constru¢do de um WebLogo
representado na figura 28. A enzima possui trés dominios funcionais: N-terminal (NTD,
residuos 1-49), o dominio do centro catalitico (CCD, 50-212 residuos) e o dominio C-
terminal (CTD, 213-288 residuos) [47, 56-59]. O dominio NTD possui quatro
aminoacidos essenciais ¢ conservados, duas histidinas (H12 ¢ H16) e duas cisteinas (C40
e C43), que coordenam um atomo de zinco, e a analise do weblogo permite confirmar a
conservagdo das posicdes mencionadas nos isolados em estudo [47, 56-59]. Por sua vez,
o dominio CCD contém uma triade catalitica acida altamente conservada (DDE motif)
formada por dois aminoécidos de acidos asparticos (D64, D116) e um de 4cido glutdmico

(E152), o que também se verifica pela analise do WebLogo [47,56-59]. Ainda neste

83



dominio, o motivo K'¥R¥3K 188 envolvido na importagdo do ADN proviral para o nacleo
da célula infetada, apresenta o polimorfismo K188R em um quarto dos isolados virais em
estudo. Por fim, o dominio CTD, apesar de fundamental para a conservacao da estrutura
quaternaria da enzima e pela ligagdo do ADN viral ao ADN da célula hospedeira,
corresponde a regido mais variavel da integrase no estudo, associada a um maior nimero
de polimorfismos. Na maioria dos estudos anteriores, este dominio também esta
caracterizado por uma maior variabilidade [47, 211-213]. Pela distribui¢ao de cores que
representam a hidrofobicidade ou hidrofilicidade dos aminoacidos € possivel concluir que

a maior parte das substitui¢des sdo de natureza conservativa.

FLDGTORAQEEREKYRMIRMASEFNEPPEVAKETVAS
ﬂKClK‘EAiH_GQTDMQIWG.DﬂH.EG&%JAMA
-SCTGEAEVTPAETCRETAYYTLKLAGRIPYRVIFTONGSN
FTSRARAACMACTOOERCIPYAPOSQCH

TR AV N O SAGERL
IO TTATDTOTKEL KQAKTONFRIVYROSROPTIKGRAK
lLWKGEﬁAWIQD&DKWBBBKAK ROVCROAGADG

Figura 28-WebLogo do alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas MZ da

pmbahlhty pvubab\hiy pmbab\hty pmnanmry pvobab\h\y
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enzima IN. Representacdo grafica da sequéncia aminoacidica constituida a partir do
alinhamento multiplo das sequéncias MZ da enzima IN. Os aminoacidos apresentados em cada
posicao estdo representados pelo codigo internacional [IUPAC. As cores representam o grau de

hidrofobicidade: azul — hidrofilico, verde — neutro, preta — hidrofobico.

3.3.3 Identificacao de mutagdes associadas a resisténcia aos inibidores da protease
e outros polimorfismos genéticos

A andlise das 34 sequéncias aminoacidicas da regido PR permitiu identificar quatro
mutagdes secundarias associadas a diminuicdo da suscetibilidade aos inibidores de
protease, sendo estas: L10F (3%), I47R (6%), Q58E (3%) e G73S (3%). Estas mutacdes
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foram encontradas em trés isolados virais do subtipo A e C, cujos perfis de resisténcia se

encontram representados na tabela 23.

Tabela 23 — Mutagdes associadas aos PI e os respetivos perfis de resisténcia dos isolados virais de

Mogambique em estudo.

Isolad Mutacs Perfil de resisténcia
solado utacoes P. Baixo Baixo Intermédio Alto
ATV, FPV, IDV,NFV,
MZ 55 147R, Q58E, G73S LPV SQV, TPV
DRV, IDV,
MZ 113 L10F LPV FPV, NFV
MZ 178 I147R

O perfil de resisténcia mostra que estes individuos encontram-se infetados com virus
potencialmente resistentes ao tratamento com farmacos desta classe. E importante referir
que a mutacdo 147R, encontrada em dois isolados virais, ¢ altamente incomum nesta
posicao pelo que é desconhecido o seu impacto na suscetibilidade aos inibidores de
protease. Outros polimorfismos genéticos, ndo associadas a resisténcia aos PI,

encontrados nas 34 sequéncias aminoacidicas estao representados no grafico da figura 25.
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Figura 25 — Representacio grafica da prevaléncia dos 45 polimorfismos genéticos
identificados na PR. Os polimorfismos representados ndo estdo associados a resisténcia aos

inibidores da PR. A linha a tracejado assinala o cut-off de 50%.

Os 45 polimorfismos foram encontrados em isolados virais do subtipo A, B, C e na
CRF02_AG e segundo o grafico, as mutagdes encontradas com maior frequéncia (>50%)
sdo: T12S (60%), 115V (71%), E35D (54%), M36I (86%), R41K (80%), H69K (94%),
L8IM (51%) e 193L (77%). As frequéncias dos polimorfismos encontradas nos isolados
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em estudo, sdo coincidentes com os descritos na base de dados de Stanford (Tabela A5,
Anexo 6) [210]. No entanto, ¢ importante destacar a baixa incidéncia da mutagao L10I
nos isolados virais em estudo, uma vez que esta mutagao se revela transversal e altamente
frequente (>99%) nos subtipos A, B e C e na CRF02_AG em andlise. Esta mutagdo foi
encontrada apenas nas sequéncias aminoacidicas correspondentes a regido da PR do
subtipo A [210]. O polimorfismo A28V ndo esta descrito para os subtipos B, C e para a
CRFO02_AG, sendo relatado com uma frequéncia de apenas 0,1% para o subtipo A [210].
Contudo, foi encontrado em todas as sequéncias do subtipo A em estudo para esta regido
do genoma (Tabela A5, Anexo 6). Alguns polimorfismos foram mais frequentemente

encontrados nos subtipos A e C do que nos outros subtipos (Tabela 24).

Tabela 24 — Polimorfismos genéticos associados estatisticamente (p<0,05) aos subtipos A ¢ C.

Subtipos Virus Selvagem Posi¢io aminoacidica Virus mutado Valor p

L 10 | 0,0002

A | 13 \% 0,0017

A 28 \% 0,0002

_____________________________ T 12 s 00046

| 15 \% 0,0005

¢ L 19 | 0,0465

R 41 K 0,0362

4.3.2.1 Analise da variabilidade das sequéncias MZ para a protease

A andlise da variabilidade das sequéncias aminoacidicas da enzima protease foi
realizada a partir do WebLogo representado na figura 26. A protease possui uma estrutura
dimérica estabilizada pela interagdo da regido N-terminal de um monémero e a regido C-
terminal do segundo, nas posi¢des aminoacidicas 1-4 e 96-99, respetivamente [50,51]. A
analise do weblogo permite atestar a conservagdo de ambas as regides nos isolados em
estudo. O centro ativo da enzima localiza-se na interface dos dois monémeros (residuos
23-32, 45-53 e 80-84) e ¢ composto pela triade catalitica D25 T26 G27, altamente
conservada, como evidencia a figura 26 [50,51]. No entanto, no centro ativo,
nomeadamente nas posi¢des 23, 28, 47 e 82 foram detetados os polimorfismos L23F,
A28V, I47R e V82I. Na sua forma ativa, a protease possui uma estrutura flexivel em

ambos os mondmeros, designada de flap (residuos 43-58) que permite a ligacdo aos
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substratos e ¢ geralmente conservada [50,51]. Pela andlise da representagdo grafica
WebLogo ¢ detetavel a presenga no polimorfismo R57K nessa regido. Pela distribuicao
de cores que representam a hidrofobicidade ou hidrofilicidade dos aminodacidos € possivel
concluir que a excecdo de algumas posi¢des polimorficas da sequéncia (L19, A28, N37,

147, L63 e I72), as substitui¢des sao, na generalidade, de natureza conservativa.
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Figura 26— WebLogo do alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas MZ da
enzima PR. Representagdo grafica da sequéncia aminoacidica constituida a partir do
alinhamento multiplo das sequéncias MZ da enzima PR. Os aminoécidos apresentados em cada
posicao estdo representados pelo codigo internacional [UPAC. As cores representam o grau de

hidrofobicidade: azul — hidrofilico, verde — neutro, preta — hidrofobico.

3.4 Analise bioinformatica das sequéncias aminoacidicas da regiio C2V3C3

O alinhamento multiplo das 58 sequéncias aminoacidicas da regido C2V3C3 (Figura
A6, Anexo 10) foi convertido num WebLogo (figura 29), por forma a analisar de forma
imediata e sintetizada a variabilidade das mesmas, uma vez que esta se trata da regido
mais heterogénea do genoma do VIH-1. No Weblogo a regido C2 encontra-se entre as
posicdes 1-30, V3 entre 31-67 e por fim C3 de 68-120. Uma vez que o padrdo de
glicosilacdo do gene env do VIH-1 pode influenciar o escape a neutralizacdo e o tropismo
viral analisou-se os potenciais locais de N-glicosilagdo nas sequéncias em estudo
[214,215]. Os locais de N-glicosilacdo que estdo associados, geralmente, a um motivo
NXS/T (X € qualquer aminoacido diferente de prolina) [194]. Na regido C2 existem 3
locais de N-glicosila¢do putativos, segundo a literatura, nas posi¢cdes destacadas a laranja
na figura 29 (posi¢des 11, 24 e 30) que ndo se apresentam conservadas. A analise das
sequéncias através da ferramenta on-line N-GlycoSite, evidenciou a variabilidade destas

regides que se traduzem numa perda de locais de glicosilagao de 14% nas posigdes 11-13
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(277-279, no HIV-1 HXB2), 41% nas posi¢des 24-26 (290-292, segundo numeracao
HXB2) e 79% nas posi¢des 30-33 (295-297, no HXB2).
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Figura 29— WebLogo do alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas MZ da loop
V3. Representagdo grafica da sequéncia aminoacidica constituida a partir do alinhamento
multiplo das sequéncias MZ da regido C2V3C3. Os aminoacidos apresentados em cada posi¢@o
estdo representados pelo codigo internacional IUPAC. As cores representam o grau de
hidrofobicidade: azul — hidrofilico, verde — neutro, preta — hidrofobico. As posi¢des destacadas
por um retangulo laranja representam locais putativos de N-glicosilagdo e a roxo locais de ligacao

ao recetor CD4.

A regido V3 apresenta nas posi¢des 36-38 (301-303, no HXB2) outra regido de N-
glicosilagdo que se encontra conservada em 95% dos isolados virais em estudo. Este local
¢ de extrema importancia pois oculta grande parte dos epitopos CD4bs por forma a
promover o escape a neutraliza¢do [216]. Por fim a regido C3 possui trés regides descritas
na literatura como locais de N-glicosilacdo nas posi¢cdes 68-70 (332-334, segundo
numeragdo HXB2), 73-75 (337-339, segundo numeracdo HXB2) e 92-94 (356-358,
segundo numeragcdo HXB2), nas quais se registou, respetivamente, em 19%, 74% e 24%
dos isolados virais a perda de glicanos. No entanto, verificou-se que existe em algumas
sequéncias, a compensacao dos locais de N-glicosilagdo perdidos (Figura A6, Anexo 10).
Os isolados que evidenciam a perda dos locais de N-glicosi¢cdo na posi¢do 68 (332,
segundo a numeracdo HXB2), adquirem mutagdes adicionais que permitem substituir
esse local por outro na posicdo 70 (334, segundo a numeragdo HXB2). O mesmo se
verifica para a posicao 73 e 92 (356, segundo numeracdo HXB2), em que a perda de
locais de N-glicosilagdo dessas regides ¢ compensada a jusante, em alguns isolados virais,

nas posicoes 75 (339, segundo numeragdo HXB2) e 80 (344, segundo numeracao HXB?2)

88



e para a segunda regido de perda, as mutacdes que permitem adquirir novos locais de
glicosilagdo ocorre em 94 (358, segundo numeragdo HXB2) e 98 (362, segundo
numeragdo HXB2). Em resumo, o nimero de locais de N-glicosilagio variou
significativamente entre V3 e C3 (teste ¢ de Student, p =0,0444), sendo que os locais mais
conservados estavam localizados em V3. Em cada um dos 58 isolados virais, o nimero
de locais de N-glicosilacdo varia entre 2 e 8. A comparagdo da distribuigdo destes locais
entre os genotipos encontrados (A, B e C), revela que esta é genericamente aleatdria, no
entanto, o nimero médio de locais de N-glicosilacdo, revelou ser maior em isolados virais

do subtipo B (teste ¢ de Student, p = 0,0083).

3.4.1 Polimorfismos genéticos da loop V3

A regido V3 da gpl20 ¢ delimitada por duas cisteinas e ¢ constituida por 34 a 35
aminodcidos e as suas sequéncias aminoacidicas caraterizam-se por serem altamente
variaveis (Figura 29) [64,65]. Esta regido para além de ser identificada como o principal
dominio neutralizante do invélucro viral, possui um papel essencial na determinacao do
tropismo viral [66]. Por forma a analisar as sequéncias aminoacidicas da regido em estudo
construiu-se o alinhamento multiplo representado na figura 30. A /oop V3, ndo obstante,
a sua proeminente variabilidade, possui uma regido conservada designada de motivo
coroa— GPGR/Q — considerado o epitopo mais antigénico de toda a V3. As sequéncias
MZ 19,MZ 48, MZ 67 e MZ 111, do subtipo B, apresentam o motivo GPGR enquanto
que as restantes sequéncias do subtipo C, incluindo uma sequéncia do subtipo Al,
apresentam o motivo GPGQ (Figura 30). Estes dados sao concordantes com os dados da

literatura [217,218].

O gréfico da figura 31 representa a frequéncia (%) das 44 mutacdes encontradas nas
sequéncias aminoacidicas da regido V3. As mutagdes encontradas com maior frequéncia
(>50%) no conjunto dos 58 isolados virais sdo: R306S (97%), R315Q (91%), V318Y
(81%), T319A (90%), 1320T (76%), K322T (74%), N325D (67%) e M3261 (93%). Foram
encontradas quatro mutagdes com associacdo estatistica aos subtipos mencionados —
R315Q (p<0,0001) e A316T (p=0,0238) para o subtipo C e R308H (p<0,0001) e K305R
(p=0,0002) para o subtipo B.
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N301

\ :

A
HXB2 : CTRPNNNTRKRIRIQEGPGRAFVTIGK-IGNMRQAH

Carga total V3 Posicao 11/25 Co-recetor
Mz 17 : .I...8.... S...--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 19 @ ......... RS.H.--....V.YAT.DI..DI..... 5 SD CCR5
Mz 22 : .I...8.... S...--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZi24 P .....H. .. TSV..--...Ql.YAT.DI..DI..... 3 SD CCR5
MZ 25 : cee Gala SV..--...Q..FATNEV..DI..... 4 SE CCR5
MZ 28 : SoWHoL SV..--...QITFAT.DI..DI.K... 6 SD CCR5
MZ 33 : .V...DR..TS.L.--...Ql.YAM.DI...I.K... 4 SD CCR5
MZ 36 : cee Gala S...--...Qr.YAT.AT..DI..... 5 SA CCR5
MZ 38 : .I...8.... SV..--...QIr.YAT.EV..DI.K... 5 SE CCR5
Mz 44 @ ..., TSV..--...Ql.YAT.DI..DI..... 3 SD CCR5
Mz 45 : .I...8.... S...--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 48 :  ......... RS.H.--...... YAT.DI..DI..... 5 SD CCR5
MZ 55 : ...l S..F--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
Mz 57 : Voo S...--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 62 : eee Sl SV..--...QILFAT.NI..DI..... 5 SN CXCR4
MZ 65 : ..., SV..--...Q..YAT.DI..DI.R... 4 SD CCR5
MZ 67 :  ......... RS.H.-—-...... YAT.DI..DI..... 5 SD CCR5
MZ 70 : .V...DR..TS.L.--...Ql.YAM.DI...I.K... 4 SD CXCR4
MzZ 71 @ ... S...--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
Mz 72 : ee. .G TS...-=...QT.FAT.EV..DI..... 3 SE CCR5
MZ 73 : ee..G... RS- L LQTLF.TNLI. . T ... 8 SK CCXR4
Mz 74  ....o..... TS...--...Q..Y.T.DIT.DI...Y. 2 SD CCR5
Mz 77 Voo SV..--...Qr.YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 84 : cee Gala SV..--...Q..FATNEV..DI..... 4 SE CCR5
MZ 93 : .I...8.... S...--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 94 : ......... QS.H.--...Q.LY.T-NI...I.K.Y. 5 SN CXCR4
MZ 95 : LIL.S.. .. S...-=...QI.YAT.EV...I..... 5 SE CCR5
MZ 103: Voo, --...Q..YAT.DI..DI...Y. 4 RD CXCR4
MZ 105: LI0.Galll SM..--...Qr.YAM.DI...I.K... 6 SD CXCR4
MZ 109: ....GDQ...SMQQ--...Ql.YAM.DI...I.K... 4 SD CCR5
Mz 111: ......... RS.H.--...... YAT.DI..DI..... 5 SD CCR5
Mz 113: .I...DQ...SMQQ--...QT.YAM.DI...I.K... 4 SD CCR5
MZi114: «...G....RSV..~-=...0Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 123: LI0.Galll SM..--...Qr.YAM.DI...I.K... 6 SD CCR5
MZ 127: ee. .G QS .- .QT.YAT.DI..DI..... 3 SD CCR5
MZ 130: cee Gaa SV..--...QV.YAT.DIT.DI..... 4 SD CCR5
MZ 134: Voo S...--...Q..YAT.DI..DI...Y. 3 SD CCRS
MZ 135: cee Gaa S...--...Q..YAT.EV..DP.K... 5 SE CCR5
MZ 137: Voo S...--...Q..YAT.DI..DI...Y. 3 SD CCR5
MZ 139: .I..G....RSV..--...Ql.FAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 142: cee Gala SM..--...QIr.YAM.DI...I.K. 6 SD CCR5
MZ 146: LI0.Galll SM..--...Qr.YAM.DI...I.K... 6 SD CCR5
MZ 150: .......... S...-=...Q..YATNEV...I.K... 7 SE CXCR4
Mz 151: cee Gala SV..--...QIr.YTM.DI...I..... 5 SD CCR5
Mz 153: cee Gaa S...--...Q..YAT.EV..DP.K... 5 SE CCR5
MZi154: .......... SM..--...Qr.YAT.DI..DI...Y. 3 SD CCR5
Mz 157: ee. .G TS, ..-= .. .QT.FAT.DI...I..... 4 SD CCR5
MZ 158: Vool RS..L--...Q..YA..DI..DI.... 4 SD CCR5
MZ 160: ......... QS.H.--...Q.LY.T-NI...I.K.Y. 5 SN CXCR4
MZ 163: .......... SV..--...Q..YAT.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 170: LI0.Galll SM..--...Qr.YAM.DI...I.K... 6 SD CCR5
MZ 178: ee..G.. .. TSVG.~-=...QT.YAT.DV..DI...Y. 1 SD CCR5
MZ 184: eee Sl SMG.--...QIr.YAT.DI..DI..... 3 SD CCR5
MZ 186: .......... SV..--...Qr.YAM.DI...I..... 5 SD CCR5
MZ 187: cee Gala SV..--...Q..YAT.DI...P.K... 6 SD CCR5
MZ 188: ee. .G TS, ..-= .. .QT.FAT.DI...I..... 4 SD CCR5
MZ 192: ..., --...Qr.Y.T.DI..DI..... 4 SD CCR5
MZ 197: .......... SV..--...Q..YA..DVT.DI..... 4 SD CCR5
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Figura 30— Alinhamento multiplo das 58 sequéncias aminoacidicas da regiao V3 dos isolados
de VIH-1 de Mocambique em estudo. As sequéncias alinhadas foram comparadas com a
sequéncia aminoacidica de HXB2, obtida na base de dados Los Alamos HIV database
(www.hiv.lanl.gov). Os aminoacidos apresentados em cada posicdo estdo representados pelo
codigo internacional [UPAC. Os pontos indicam semelhanga relativamente a sequéncia HXB2. As
posi¢des aminoacidicas em destaque na regido V3 representam: os aminoacidos das posi¢des 11 e
25 (relevantes na identificagdo do tropismo viral), o local de inser¢do comum a quase todas as
sequéncias MZ (laranja) e motivo coroa conservado GPGR/Q (verde). Os tridngulos denotam
residuos de cisteina conservados. O potencial local de N-glicosilagdo esta representado em
cinzento (N301).
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Figura 31 — Representacgao grafica da prevaléncia dos 44 polimorfismos genéticos identificados

na regido V3. A linha a tracejado assinala o cut-off de 50%.

3.4.1.1 Tropismo Viral

O tropismo diferencial do VIH-1 pelos co-recetores foi determinado através de
algoritmos informaticos que estabelecem a comparacdo entre as sequéncias de
aminoacidos dos isolados virais em estudo com a sequéncia aminoacidica de HXB2,
tendo em conta a substituicdo de aminodcidos especificos nas posi¢des 11 e 25 que estdo
diretamente envolvidos na interagdo da gpl120 com os co-recetores, a carga e dimensao
da regido V3 [67,73] (Figura 30). A andlise das 58 sequéncias da regido V3 permitiu
identificar 8 isolados virais (14%) que utilizam CXCR4 como co-recetor aquando da
entrada na célula hospedeira, sendo que os restantes utilizam o co-recetor CCRS. Os
isolados virais identificados pelo uso de CXCR4 pertencem ao subtipo C.
Independentemente do tropismo viral, todas as sequéncias sdo constituidas por 35
aminoacidos. As mutagoes T319A (p=0,0293), K322D (p=0,0068) e N325D (p=0,0011)
estdo associados aos isolados virais que utilizam o co-recetor CCRS5 e as muta¢des K305Q

(p=0,0472), F317L (p=0,0018), K322N (p=0,0018) e Q328K (p= 0,0401) aos isolados
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que utilizam CXCR4. Os virus que usam CCRS5 possuem uma carga total na regido V3
significativamente inferior aos virus que usam CXCR4 (mediana para virus R5=4 vs 6

para virus X4, P = 0,0127) (Figura 32). Estes resultados sdo consistentes com o descrito
na literatura [217-222].
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Figura 32 — Representagdo grafica da carga total de aminoacidos da regiio V3 em
funciio do tropismo viral. O grafico permite fazer uma comparagdo entre a carga de
aminoacidos da loop V3 dos isolados de VIH-1 que utilizam o co-recetor CCR5 ou CXCR4

para entrar nas células hospedeiras.

Por fim, foi comparada a entropia das sequéncias aminoacidicas da regido C2V3C3
dos isolados virais que utilizam CCRS5 e CXCR4 (Figura 33). O gréfico de entropia
permite analisar a variabilidade aminoacidica de locais especificos do alinhamento
multiplo construido com as sequéncias em estudo. Um valor de entropia mais elevado

estd associado a uma maior variabilidade da regido em analise [223,224].

1.54 -~ CCR5
-&- CXCR4

Entropia

Figura 33 — Grafico de entropia da regido V3 de isolados virais de acordo com o tropismo.
Variabilidade em termos de aminoacidos, em cada posi¢do na loop V3, de acordo com o uso do
co-recetor CCR5 ou CXCR4.
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As variantes CXCR4 em estudo apresentam uma maior variabilidade ao longo da regido
V3 em comparagdo com os isolados virais que utilizam CCRS5 (teste ¢ de Student, p =
0,0406). As posi¢des aminoacidicas (segundo a numeragdo HXB2) em que se observa
uma maior variabilidade entre os isolados com diferentes tropismos sdo 305-307, 317-
322 ¢ 325 ¢ 328.

3.5 Diversidade antigénica nos doentes mocambicanos

Esta seccdo tem como objetivo caraterizar a diversidade antigénica nos individuos

mog¢ambicanos com base na resposta em anticorpos contra polipéptidos da regido

C2V3C3 de diferentes subtipos de VIH-1 (B, C, G, H, CRF02_AG) [187]. A maioria dos

58 plasmas testados possuia anticorpos IgG que se ligaram a pelo menos um dos
polipéptidos recombinantes em teste ELISA (Figura 34). Apenas onze amostras ndo
apresentaram reatividade contra nenhum dos polipéptidos recombinantes. Das oito
amostras que reagiram contra apenas um polipéptido, seis reagiram contra o polipéptido
AG e duas contra o polipéptido C. As amostras que nio reagiram contra nenhum
polipéptido, ou que reagiram apenas contra um, sdo de individuos infetados com subtipo
C. Relativamente as doze amostras que reagiram contra os cinco polipéptidos, 42% (N=5)
sdo de doentes infetados com virus recombinantes, 50% (N= 6) com subtipo C e 8%
(N=1) com subtipo A. Os nove doentes com virus recombinantes identificados no estudo
possuem anticorpos de ligacdo contra trés ou mais péptidos - 56% reagem contra todos

os polipéptidos, 33% contra trés e 11% contra quatro.
20
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Figura 34 — Frequéncia com que anticorpos IgG anti-C2V3C3 presentes no plasma dos doentes

em estudo reagem contra determinado numero de polipéptidos recombinantes.
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Cerca de 77% dos doentes possuia anticorpos de ligagdo contra o polipéptido
recombinante AG, seguido de G (47%), C (45%), H (43%) e B (31%) (Figura 35).
Existem diferengas estatisticamente significativas relativamente ao numero de isolados
virais que reagem contra os polipéptidos AG (p<0,0001) e B (p=0,0027). A baixa ligagao
ao polipéptido B ¢ consistente com o reduzido niimero de doentes infetados por este
subtipo viral e com as diferengas significativas existentes entre o subtipo B e os restantes
subtipos ao nivel da regido em causa [225] (Figura A7, Anexo 13). Pelo contrario, a
elevada antigenicidade do péptido AG foi algo surpreendente e podera estar relacionada
com a conservagdo das regides CD4bs que sdo semelhantes a sequéncia consenso dos

isolados virais MZ bem como dos motivos de N-glicosilagao (Figura A7, Anexo 13).

AG (77%)
B (31%)
(45%)
47%)
(43%)

a0

Figura 35 — Frequéncia (%) com que anticorpos IgG anti-C2V3C3 presentes no plasma dos
doentes em estudo reagem contra os polipéptidos recombinantes AG (verde), B (laranja), C

(cinzento), G (amarelo) e H (azul).

Quanto aos niveis de reatividade, estes foram maiores para o polipéptido G (mediana
2,09) seguido do péptido C (mediana 1,89). Contudo s6 se observou diferencas
significativas entre os diferentes polipéptidos AG e G (Figura 36). Os niveis mais
elevados de reatividade, encontrados contra o péptido G em relacdo ao péptido AG,
podem ser explicados com base na semelhanga do motivo — GPGQ — presente em quase
todos os isolados virais em estudo e nos polipéptidos recombinantes G e C e ausente nos

restantes, incluindo o polipéptido AG (Figura A7, Anexo 13).
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Figura 36 — Reatividade média dos anticorpos de ligacio (OD/Cut-off) das 58 amostras de
plasma contra os diferentes polipéptidos recombinantes. O teste One-Way ANOVA foi usado

para comparar os valores medianos.

3.6 Analise da atividade neutralizante dos anticorpos IgG

No total de individuos em estudo, apenas 32% (N=19) possuiam anticorpos
neutralizantes contra pelo menos um dos virus/pseudovirus selecionados para os ensaios
- pNL4.3 (subtipo B), TROIlI(subtipo B), CE1176 (subtipo C) e BJOX2000
(CRF07_BC). Os individuos que apresentavam uma neutralizacdo acima dos 20%
estavam infetados por isolados dos subtipos C (93%) e B (7%) na regido C2V3C3 e todos
apresentavam tropismo para o co-recetor CCRS. A figura 37 representa o niimero de
isolados virais que possuem atividade neutralizante contra o painel de pseudovirus usado.
O pseudovirus CE1176 foi o menos frequentemente neutralizado (p=0,0345). Dado este
facto, estabeleceu-se a comparagdo entre regido C2V3C3 de uma sequéncia consenso MZ
e as sequéncias dos pseudovirus do painel usado, todavia ndo foram encontradas nesta
regido alteracdes que permitam justificar o menor nimero de amostras capazes de

neutralizar CE1176 (Figura A8, Anexo 14).

Consistente com isto, o virus mais facilmente neutralizdvel foi NL4.3 (média de
neutralizagdo=40,7%), seguido de TRO11 (37,3%), BJOX200 (35,9%) e por fim CE1176
(32,8%). Como seria de esperar, o espectro de neutralizacdo, ou seja, nimero de virus
neutralizados por cada amostra, correlacionou-se com a poténcia de neutralizacao (% de

neutralizacdo a dilui¢do testada) (F=4,837; p=0,0466) (Figura 38).
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Figura 37 — Numero de isolados virais que possuem atividade neutralizante contra o painel
de pseudovirus usado. O teste exato de Fisher bilateral foi usado para comprar os valores de
frequéncia. Apenas CE1176 (subtipo C) apresentou diferengas estatisticamente significativas
(p=0,0345) entre a frequéncia com que era neutralizado comparativamente com os restantes

pseudovirus — pNL4.3 (subtipo B), TRO11 (subtipo B) e BJOX2000 (CRF07_BC).
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Figura 38 — Correlacdo entre a poténcia e o espectro da atividade neutralizante.

Com base na evidéncia de que o padrao de glicosilacdo da regido C2V3C3 pode
influenciar a atividade neutralizante [74,189,226] o nimero de locais de N-glicosilacio
daregido C2V3C3 de cada amostra foi analisado em fun¢@o da mesma. Observou-se uma
associacdo inversa entre o niumero de locais de N-glicosilagdo na regido C2V3C3 dos
isolados virais dos individuos mogambicanos e a atividade neutralizante (F=4,198;
p=0,0485) (Figura 39). Consistente com isto, os isolados virais com quatro locais de N-
glicosilagcdo em C2V3C3 possuem uma média de atividade neutralizante de 64,4%, que

¢ significativamente diferente em relagdo as médias dos restantes isolados com niimeros
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de locais de N-glicosilacdo superiores (One-Way ANOVA, p=0,0012). Estes resultados
sugerem que um menor numero de locais de N-glicosilacdo esta associado a uma maior

atividade neutralizante.

100+
F=4,198; p=0,0485
80+
60+

40-

Neutralizacio (%)

20+

0 L] L] L] L] 1
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N° locais de N-glicosila¢io

Figura 39 — Atividade neutralizante percentual em fun¢do do niimero de locais de N-

glicosilacdo da regido C2V3C3 de cada isolado viral.

Por fim, analisou-se a carga viral (copias ARN/ml) dos individuos em fun¢do de
apresentarem (>20%) ou nao atividade neutralizante (<20%). Observou-se que a carga
viral ¢ mais elevada em individuos sem atividade neutralizante em comparagdo com os
que possuem atividade neutralizante (log10 de copias de ARN mediana/ml 4,20 vs. 3,00,
P = 0,0391) (Figura 40A). Estes resultados sugerem que os anticorpos neutralizantes

podem contribuir para a reducdo da carga viral nesta populagao em estudo.

A carga viral (copias/ml) dos individuos sujeitos a terapéutica antirretroviral e
individuos naive, em fun¢do da atividade neutralizante também foi analisada (Figura
40B). Os individuos com terapia e que apresentam atividade neutralizante (>20%)
possuem uma mediana logaritmica da carga viral mais baixa em comparagdo com o0s
individuos que ndo apresentam atividade neutralizante (<20%) (log10 de copias de ARN
mediana/ml 2,920 vs. 4,940, P = 0,0303). A mesma analise foi realizada relativamente ao
numero de linfocitos T CD4"(células/mm?®), no entanto, ndo foram identificadas

diferengas significativas (p>0,05).
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Figura 40 — Carga viral (copias ARN/ml) dos individuos em func¢iio de possuirem ou nio
atividade neutralizante e terapia. A) Carga viral em individuos com e sem anticorpos
neutralizantes. B) Carga viral dos individuos naive e com terap€utica com e sem anticorpos
neutralizantes. Os valores de carga viral foram convertidos em logaritmos de base 10. As linhas
denotam valores medianos, maximos € minimos. A designagdo <20 esta associado a auséncia de
atividade neutralizante e >20 esta associado a atividade neutralizante superior a 20%
(considerada significativa). O teste de Mann-Whitney foi usado para comprar as medianas do

logio da carga viral entre grupos.
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4. Discussao e conclusoes
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Apesar da elevada prevaléncia [12,6% (11,9%-14,4%)] de VIH-1 em Mogambique
[162], existem poucos estudos longitudinais que analisam a diversidade genética e a
evolucdo molecular do virus, bem como estudos que incluam a identificacio de
polimorfismos de resisténcia aos antirretrovirais em uso clinico. Além disso, ndo existem
andlises documentadas que caraterizem a resposta em anticorpos neutralizantes e nao
neutralizantes de individuos mogambicanos infetados pelo VIH-1. Neste estudo, abordou-
se todos os aspetos destacados, considerados essenciais para um controlo eficaz da
pandemia em Mogambique. A andlise filogenética mostrou que a maioria dos isolados
virais em estudo eram do subtipo C, como relatado em estudos anteriores realizados a sul
de Mocambique [159, 163-166]. No entanto, os subtipos A, B, D e CRF02_AG também
foram identificados num numero significativo de individuos. A presenca de subtipos ndo-
C bem como de formas recombinantes pode ser explicada pela influéncia dos paises da
Africa Oriental - Quénia, Ruanda, Tanzania e Uganda - nos quais circulam ativamente
virus de subtipo ndo-C, principalmente dos subtipos A e D [157,164,167]. Os isolados do
subtipo C em circulagdo em Mogambique sdo muito diversos em termos genéticos e
evolutivos indicando uma introdugdo recorrente, provavelmente, com origem nos paises
limitrofes. Estes resultados sdo consistentes com estudos anteriores que demonstraram a
existéncia de multiplas sub-linhagens circulantes de virus do subtipo C na Africa Austral
[227,228]. Uma anélise filogeografica e filodinamica, que pretendemos realizar em breve,
com mais isolados mogambicanos permitira conhecer com detalhe a data de introdugdo e
a origem dos isolados do subtipo C em circulagio em Mogambique. E importante referir
que a arvore filogenética da regido C2V3C3 apresenta vinte sequéncias que formam um
cluster especifico com homologia com uma sequéncia de referéncia da Africa do Sul.
Este resultado sugere que a origem deste cluster de isolados de subtipo C ¢ a Africa do
Sul, o que se justifica pela proximidade geografica de Maputo com a Africa do Sul e pelo
fluxo migratério laboral entre as regides, como descrito em estudos anteriores
[157,161,164,167]. Por outro lado, a elevada distancia genética (19,7+£0,0266%) entre
estas sequéncias de Mogambique e as restantes sequéncias do subtipo C sugerem a
existéncia de um sub-subtipo do subtipo C [208]. A sequenciacdo e andlise filogenética
do genoma integral destes isolados virais sera essencial para confirmar esta possibilidade
[209]. Como seria de esperar, a regido C2V3C3 foi a mais variavel entre todos os isolados
virais em estudo. Os isolados virais do subtipo C apresentaram entre si, os valores médios

mais altos de distdncia genética, independentemente, da regido do genoma em andlise.
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Esta observacdo ¢ concordante com estudos anteriores que descrevem uma elevada
diversidade intra-subtipo no subtipo C do VIH-1, principalmente em isolados virais da
Africa Austral [227-229]. Os nove virus recombinantes identificados possuem padrdes
de recombinagdo que incluem sempre regides do genoma subtipo C associados a um ou
mais subtipos (A, B, D ou CRF02_AG). Em trés dos nove isolados virais o padrao de
recombinacdo inclui trés subtipos distintos. No entanto nenhum dos padroes de
recombinacdo encontrados estdo documentados na lista de CRF e CRF_cpx ja descritas

(http://www.hiv.lanl.gov).

Em 2004, os regimes de terapia altamente ativa (HAART) foram instituidos em
Mogambique de forma gratuita, no entanto, a resisténcia aos antirretrovirais ¢ um
problema comum em todos os paises da Africa Austral e pode comprometer o objetivo
da OMS de eliminar o VIH-1 até 2030 [230]. Os paises que relatam resultados acerca da
prevaléncia de mutagdes de resisténcia adquiridas entre adultos com terapia para o VIH-
1, em Africa, registam entre 50% a 97% de mutagdes de resisténcia para os NNRTI e
entre 21% e 91% para os NRTI [231]. Neste estudo, analisou-se as muta¢des na RT, PR
e na IN associadas a resisténcia aos antirretrovirais em uso clinico. As mutagdes
encontradas e associadas a resisténcia aos NRTI foram na sua maioria (67%) TAMs
(D67N, K70R, T215V, K219E) ¢ K65R ¢ M184V ¢ foram identificadas em 15% (4/26)
dos isolados virais. Relativamente aos NNRTI foram encontradas quatro mutagdes
principais (K103N, G190A, VI06A e Y181C) e quatro mutacdes acessorias (A98G,
E138A, F227L e V108I) em 31% (8/26) dos isolados virais. Como seria de esperar, as
mutagoes de resisténcia aos NRTI e NNRTI foram identificadas em individuos (27%,
7/26) cuja carga viral era > 10000 copias ARN/ml e nimero de células T CD4" eram <
200 células/mm? indicando que estes se encontram infetados com virus potencialmente
resistentes aos regimes terapéuticos de primeira linha definidos em Mogambique. As
mutagoes M184V e K65R foram encontradas em 12% (3/26) dos individuos que
consequentemente ndo responderdo também ao tratamento de segunda linha 3TC/FTC e
TDF. Finalmente, as mutagdes M184V e K103N foram detetadas num individuo naive e
sd0 as mutacdes de resisténcia primaria mais comuns (conferentes de resisténcia ao
tratamento de primeira linha) no continente africano, principalmente na Africa do Sul
[223,224,232]. As mutacdes encontradas para estas classes de antirretrovirais, sao

semelhantes as obtidas nos estudos mais recentes realizados em Mocambique, em
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individuos naive [167,168]. Além das mutagdes de resisténcias descritas, foram
identificados 56 polimorfismos genéticos ndo associados a resisténcia direta aos
antirretrovirais das classes NRTI e NNRTI. Os polimorfismos encontrados com maior
frequéncia foram identificados em isolados do subtipo C. Como seria de esperar, a
maioria dos polimorfismos genéticos encontrados ocorreu no subdominio fingers da RT,
e ndo houve polimorfismos na regido corresponde ao centro ativo da enzima (D110,
D185, DI186) e noutras regides altamente conservadas (e.g. YMDD) [233,234].
Relativamente aos PI ndo foram encontradas mutagdes principais; no entanto, foram
identificadas quatro mutagdes acessorias (I47R, Q58E, G73S e L10F) em 9% (3/34) dos
isolados virais em estudo. Dois dos isolados identificados com as mutagdes mencionadas
sdo do subtipo C e A na regido corresponde a enzima protease. A auséncia de mutagdes
principais para esta classe de antirretrovirais ndo ¢ inesperado, uma vez que
antirretrovirais da classe dos PI ndo fazem parte dos regimes terapéuticos de primeira
linha em Mocgambique [235]. Estes resultados sdo genericamente consistentes com os de
estudos anteriores embora mutagdes acessorias na PR encontradas ndo sejam
frequentemente descritas noutros estudos ja realizados em Mogambique e noutras regides
da Africa Austral [152,159,166,174,175,227]. De notar que a mutagdo 147R, encontrada
em dois isolados virais (subtipos C e A), ¢ rara pelo que ¢ desconhecido o seu impacto na
suscetibilidade aos PI. Alguns dos polimorfismos encontrados potenciam a capacidade
replicativa dos virus na sua presenca — K20R, M361, L63P, H69K, V771, V821, L&89IM e
193L [134]. Verificou-se que a maioria dos polimorfismos encontrados ocorrem fora dos
dominios funcionais da enzima (centro ativo incluindo a triade catalitica, flap e a zona de
dimerizacao da protease), a exce¢do de L23F, A28V e V82I que se encontram no centro
ativo da enzima e R57K na regido flap. Apesar de se encontrarem em regides essenciais,
apenas V82l intervém indiretamente num fenotipo resistente [134]. Alguns dos
polimorfismos identificados sdo mais frequentes no subtipo A (L10L, 113V, A28V) e no
subtipo C (T12S, 115V, L191I e R41K), coincidente com o descrito em estudos anteriores
[174,236]. No contexto apresentado anteriormente, em que 27% dos individuos em
estudo estdo infetados com virus potencialmente resistentes aos regimes de primeira
linha, ¢ essencial que a elevada eficicia dos inibidores da integrase associada a sua
elevada barreira genética para a resisténcia e a progressiva diminui¢do de custo faz com
que esta familia de fArmacos seja em breve introduzida na primeira linha terapéutica em

Mogambique. Por isso ¢ importante a identificacdo de polimorfismos de resisténcia aos
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INSTI. Desde 2018 que se estuda a possibilidade de integrar INSTI nos regimes
terapéuticos do pais [173], no entanto na literatura ¢ encontrado apenas um estudo focado
na identificacdo de resisténcias aos INSTI em Mocambique [176]. No nosso estudo ndo
foram encontradas mutagdes principais aos INSTI, sendo detetada apenas uma mutacao
acessoria — G163R — num isolado no subtipo C de um individuo em regime terapéutico
de primeira linha e com uma carga viral >10000 copias/ml. Geralmente, esta mutacao
ocorre em conjunto com a mutagdes primarias, para reconstituir o fitness viral, no entanto,
neste caso aparece de forma isolada [59,146, 237]. G163R ocorre na regido central da
integrase, numa posicao essencial para a ligacdo a cofatores celulares de integracao (e.g.
LEDGF/p75) que intervém na ligagao da integrase a cromatina, permitindo a translocagao
do ADN proviral do citoplasma para o ntcleo [57,58]. Esta mutacdo confere um baixo
nivel de resisténcia a RAL e EVG, no entanto estes farmacos possuem uma baixa barreira
genética, ao contrario de DTG e BIC que podem ser usados como alternativa terapéutica
neste caso [145,146]. Foram identificados 63 polimorfismos genéticos na integrase, entre
os quais quatro associados ao subtipo C (L1011, T125A, V136Q e S283G) e outros quatro
associados ao subtipo D (V371, 1113V, K211R e D256E), em concordancia com o estudo
de Mocambique realizado por Oliveira et al. (2012) [176]. Os polimorfismos
identificados no nosso estudo também sdo semelhantes aos de Rogers, et al. (2018), da
Africa do Sul [213] e sugerem que alguns dos polimorfismos encontrados (por ex. D25E,
V311, 172V, F100Y, L1011, T124A, L2341 e S283G) podem afetar a estabilidade
estrutural da enzima e influenciar a ligagdo da mesma ao ADN proviral em detrimento da
ligacdo aos antirretrovirais [213]. Nao foram encontradas mutagdes nos motivos
conservados na integrase HCC e DDE. No entanto foi encontrada uma altera¢do na
posicao 188 (KI188R) em 23% (5/22) dos isolados virais em estudo. O motivo
KI3RIBTK!88 participa na multimerizagdo da enzima e permite a importagdio do ADN
proviral para o nucleo da célula infetada [59]. Os polimorfismos D167E (14%, 3/22) e
K173R (5%, 1/22) também identificados, ocorrem em posi¢des envolvidas no processo
de importacdo do ADN proviral para o ntcleo. O polimorfismo D167E esta associado a
uma maior estabilidade estrutural da enzima em isolados virais ndo-B [213]. Em
conclusdo, os nossos dados sugerem que a introdugdo dos INSTI no programa nacional
de tratamento de Mocambique poderia contribuir para o controlo da epidemia de VIH no

pais.
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Os multiplos potenciais locais de N-glicosilacdo (NXS/T) contribuem em mais de 50%
para a massa molecular da gp120 e cobrem a maior parte da sua superficie [238]. Este
escudo de glicanos pode intervir nos mecanismos de escape a neutralizagdo [214,215]. A
analise das sequéncias C2V3C3, evidenciou que o principal N-glicano (N301) da V3
(principal dominio neutralizante do invélucro viral) ¢ maioritariamente conservado nos
isolados em estudo (95%, 55/58). O mesmo nao se verifica para C2 e principalmente para
a C3, em que ha variagdo dos locais de N-glicosilagdo o que pode ser consequéncia da
pressdo exercida pelos anticorpos neutralizantes contra esta regido que conduz a evolugao
da sua matriz de glicanos [238]. O nimero médio de locais de N-glicosilagdao ¢ maior em
isolados virais do subtipo B, algo que ja& havia sido observado noutros estudos
[225,239,240]. A regido V3 de todos os isolados virais em estudo ¢ constituida por 35
aminoacidos e nos subtipos A e C, o motivo GPGQ ¢ altamente conservado enquanto que
GPGR ¢ predominante em isolados virais do subtipo B, em concordancia com
observagdes de estudos anteriores [217,218]. Foram encontrados 44 polimorfismos no
conjunto dos 58 isolados virais analisados para esta regido, sendo os mais frequentes:
R306S, R315Q, V318Y, T319A, 1320T, K322T, N325D e M326l. Os polimorfismos
K305R e R308H estao sobretudo presentes no subtipo B e R315Q e A316T no subtipo C.
Os polimorfismos K305R, A316T, V318Y e T319A estdo associados a resisténcia ao
maraviroc, por aumento da interagdo entre a loop V3 e o co-recetor CCRS [241-244].
A316T, V318Y e T319A estdo ainda associados a um aumento da capacidade replicativa
viral [222,244]. Ainda na andlise da regido V3, como determinante principal do tropismo
viral, observou-se que 86% (50/58) dos isolados virais em estudo utilizam potencialmente
o co-recetor CCRS5 aquando da entrada na célula hospedeira. Os isolados virais que
utilizam CXCR4 sdo do subtipo C o que ¢ interessante uma vez que os isolados X4 sao
muito raros neste subtipo [221,222,245]. Como seria de esperar, a V3 dos isolados que
usam CXCR4 tém uma carga total significativamente superior que os virus RS, em
consequéncia de um aumento de aminoacidos carregados positivamente [221,222]. As
variantes X4 apresentam uma maior variabilidade aminoacidica na V3 em comparagao
com os isolados virais R5 [221,222]. As posi¢des aminoacidicas em que se observa uma

maior variabilidade entre os isolados com diferentes tropismos sao 305-307, 317-322 ¢
325 e 328 (numeracao relativa ao isolado HXB2). As mutagdes T319A, K322D e N325D
sd0 mais frequentes em isolados R5 e as mutagdes K305Q, F317L, K322N e Q328K mais
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frequentes em isolados X4 (p<0,05). A auséncia de dados referentes a data de infe¢ao dos
individuos ndo permite estabelecer uma comparagdo com estudos anteriores que remetem
muitas vezes, para uso do co-recetor X4 em infe¢des cronicas. No entanto, 0s nossos
dados contribuem para a monitorizagdo de caracteristicas fundamentais dos isolados

virais em circulagdo em Mog¢ambique.

No nosso estudo realizamos a primeira caraterizagdo da diversidade antigénica de
individuos mocambicanos infetados pelo VIH-1 com base na resposta de anticorpos
contra polipéptidos da regido C2V3C3 de diferentes subtipos (B, C, G, H e CRF02_AQG).
A maioria dos doentes (47/58, 81%) possuem anticorpos de ligacdo contra pelo menos
um dos polipéptidos recombinantes sendo que 77% dos doentes (N=45) possuia
anticorpos contra o polipéptido CRF02_ AG e apenas 45% possuia anticorpos contra o
polipéptido C. Este resultado ndo era esperado uma vez que o subtipo C ¢ predominante
em Mogambique, como descrito anteriormente [159, 163-166]. No entanto a analise da
sequéncia aminoacidica do polipéptido CRF02 AG evidenciou conservacao das regides
de ligagdo ao CD4 que sao semelhantes a sequéncia aminoacidica consenso dos isolados
virais de Mocambique, bem como dos motivos de N-glicosilagdo. Estas observacdes
podem indicar que o fragmento de ADN correspondente a regido C2V3C3 do virus do
subtipo C, usado para a produ¢do do polipéptido do subtipo C ndo ¢ representativo dos
virus subtipo C circulantes em Mocambique. A andlise filogenética evidenciou uma
similaridade entre a sequéncia do polipéptido recombinante do subtipo C com sequéncias
de isolados virais do subtipo C de Angola. A topologia da arvore mostra uma distancia
filogenética consideravel das sequéncias de referéncia de Mogambique e das sequéncias
dos isolados em estudo. Por outro lado, a baixa liga¢ao ao polipéptido B (31%, N=18) ¢
consistente com o reduzido numero de doentes infetados por este subtipo viral e com as
diferengas significativas existentes entre o subtipo B e os restantes subtipos ao nivel da
regido C2V3C3 [225,239,240]. Em contrapartida, os polipéptidos G e C possuem o0s
niveis de reatividade mais elevados. Este resultado pode ser justificado com base na
semelhanca do motivo GPGQ entre as sequéncias dos polipéptidos em questdo e a maioria
das sequéncias dos isolados em estudo (93%, N=54). Também se realizou a primeira
avaliacdo da resposta de anticorpos neutralizantes (NAbs) contra o VIH-1 em individuos
mocambicanos. Os NAbs contribuem para uma resposta imune eficaz contra o VIH-1

[65,89,106,113,115]. Os principais obstaculos para induzir uma resposta imune contendo
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NAbs amplos e potentes, incluem a elevada diversidade genética do involucro viral bem
como a ocultagdo dos epitopos neutralizantes pelos N-glicanos [246]. No nosso estudo,
apenas 32% (N=15) dos individuos infetados com VIH-1 possuem anticorpos com
atividade neutralizante contra pelo menos um pseudovirus do painel utilizado. Os
individuos que apresentavam atividade neutralizante (>20%) estavam infetados por
isolados virais R5 do subtipo C. Observou-se uma correlacdo entre o espetro de
neutralizacdo (numero de virus neutralizado por cada amostra) e a poténcia de
neutralizacdo (% de neutralizacdo). Como seria de esperar, o virus mais facilmente
neutralizavel foi NL4.3 (subtipo B, tier 1), logo seguido pelo TROI11 (subtipo B),
BJOX200 (CRF07_BC) e por fim CE1176 (subtipo C). O pseudovirus CE1176 (subtipo
C) seguido do BJOX200 (CRF07_BC) foram os mais dificeis de neutralizar ndo obstante
terem sequéncias C2V3C3 semelhantes as dos virus dos doentes deste estudo indicando
que a atividade neutralizante nestes individuos ¢ maioritariamente determinada por
epitopos conformacionais que serdo diferentes dos existentes nos isolados de referéncia
do painel de neutralizagdo e poderdo nao estar localizados na regido C2V3C3 [247,248].
Estudos anteriores demonstraram que os epitopos neutralizantes da regido V3 dos
isolados do subtipo B encontram-se, em geral, mais expostos que os epitopos da mesma
regido no subtipo C, o que impede a acessibilidade de alguns anticorpos [248]. Os nossos
resultados sdo consistentes com isto, uma vez que no nosso estudo o pseudovirus B foi
mais facilmente neutralizado que o C. A auséncia de informagdo relativa ao ano de
diagnostico da infe¢do por VIH-1 dos pacientes ¢ uma limitacdo do nosso estudo, pois
estd demonstrado que o tempo de infe¢ao influencia o desenvolvimento da amplitude de
neutralizagdo, sendo por isso importante associar essa informagao aos resultados obtidos
nos ensaios de neutralizacdo [249]. Para completar os nossos estudos seria interessante
produzir pseudovirus com Env dos isolados mogambicanos o que permitiria explorar
determinantes de neutralizacdo dos doentes mocambicanos para além da regido C2V3C3
(regido V1V2 e outras) [60,63,250]. A disponibilidade de pseudovirus mogambicanos
permitiria ainda testar a suscetibilidade a um painel alargado de anticorpos monoclonais
humanos neutralizantes, por forma a perceber quais os anticorpos neutralizantes mais
uteis para utilizar na prevengdo e tratamento por imunoterapia de individuos infetados
por VIH-1 em Mogambique [113,115,117, 250]. Neste estudo, e em concordancia com
outros ja publicados, observou-se uma associacdo inversa entre a poténcia de

neutralizacdo e o nimero de locais de N-glicosilagdo encontrados nos isolados virais
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[74,189,226,248]. Estes dados sugerem que um maior nimero de locais de N-glicosilagdo
pode ocultar regides vulneraveis do involucro viral impedindo o seu reconhecimento e
consequentemente a atua¢ao de anticorpos neutralizantes [248]. Por fim, observou-se que
a carga viral foi mais reduzida em individuos com atividade neutralizante do que em
individuos sem atividade neutralizante. Estes dados sugerem que os anticorpos
neutralizantes contribuem para a diminui¢do da replicagdo viral nesta populacdo em

paralelo com os antirretrovirais [113,115,117, 250].

Em resumo, o nosso estudo mostra que a epidemia de VIH-1 em Maputo esté a evoluir
rapidamente para uma maior complexidade genética e epidemiologica. E necessario
analisar e monitorizar as estirpes de VIH-1 circulantes por forma a compreender a sua
origem e a sua propagacdo por todo o pais e também o potencial impacto dessa
diversidade nos regimes terapéuticos vigentes no pais. A andlise dos perfis de resisténcia
dos isolados virais de Mocambique mostrou a ineficicia dos regimes terapéuticos de
primeira e segunda linha numa percentagem significativa de individuos e por isso a
necessidade de introduzir novos farmacos no tratamento da infe¢do por VIH em
Mogambique. Neste sentido, os INSTI, principalmente os de segunda geragdo, podem ser
essenciais para a criacdo de novos regimes terapéuticos eficazes. No entanto, esta
introducdo requer uma vigilancia constante da prevaléncia de mutacdes capazes de
conferir resisténcia aos farmacos em questdo. Apesar da TARV contribuir para o controlo
da pandemia, a acumulagdo constante de mutagdes ird, a longo prazo, culminar na
ineficacia dos antirretrovirais em uso clinico. Por isso ¢ importante continuar a investir
no desenvolvimento de vacinas destinadas a induzir anticorpos amplamente
neutralizantes bem como novas abordagens de imuniza¢do passiva que envolvem
combinagdes de bNAbs que tém como alvo multiplos epitopos. No entanto, tanto a
imunizacdo ativa como a passiva terdo de contornar a diversidade genética do VIH-1 no
proprio hospedeiro e a nivel global para atingir um nivel de eficacia significativo. Os
anticorpos amplamente neutralizantes, possivelmente poderdo oferecer uma vantagem
sobre a TARV tradicional tanto na preven¢do como para o tratamento da infe¢do pelo

VIH-1 e no futuro serdo imprescindiveis para paises como Mog¢ambique.
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Anexo 1

Tabela Al - Antirretrovirais em uso clinico para o tratamento de pacientes seropositivos para
VIH-1.

Ano de aprovacio

Classes de antirretrovirais Antirretroviral
pela FDA
Zidovudina (AZT) 1987
Didanosina (ddi) 1991
Zalcitabina (ddC) 1992
Inibidores da RT andlogos a Estavudina (d4T) 1994
nucleésidos/nucleétido (NRTT) Lamivudina (3TC) 1995
Abacavir (ABC) 1998
Tenofovir (TDF) 2001
Emtricitabina (FTC) 2003
" Nevirapina(NVP) 1996
Delavirdina (DLV) 1997
Inibidores da RT nio anilogos a Efavirenz (EFV) 1998
nucleésidos (NNRTI) Etravirina (ETR) 2008
Rilpivirina (RPV) 2011
Doravirina (DOR) 2018
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' Saquinavir (SQV) 1995
Indinavir (IDV) 1996
Ritonavir (RTV) 1996
Nelfinavir (NFV) 1997
Amprenavir (APV) 1999
Inibidores de protease (PI) o
Lopinavir (LPV) 2000
Atazanavir (ATV) 2003
Fosamprenavir (FPV) 2003
Tipranavir (TPV) 2005
Darunavir (DRV) 2006
“Inibidores de éift?zi&Em'_'"'"'"'""_'_'_'_Eﬁ_f;l;i_r'ti_&g(}__'z_d; ___________________ 2003
Inibidor de fusdo (FI)
Antagonista do co-recetor (CA) Maraviroc (MVC) 2007
Inibidor de ligagdo ao recetor CD4 Fostemsavir (FTR) 2020
7 Raltegravir (RAL) 2007
Dolutegravir (DTG) 2013
Inibidores de integrasse (INSTI) ) ]
Elvitegravir (EVG) 2014
Bictegravir (BIC) 2018
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Anexo 2

Tabela A2 - Composi¢ao das solugdes utilizadas ao longo do trabalho experimental.

Solucoes

Composicio

Tampao SB 50x

120gramas de Acido bérico
20gramas de Hidroxido de sddio
1L de 4gua bidestilada

pH =8.00
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Anexo 3
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Figura Al — Graficos bootscanning de MZ_48 e MZ_111. Analise das estruturas mosaico
C/C/C/B (PR, RT, IN e C2V3C3) dos isolados virais MZ 48 (a) e C/C/B (PR, RT ¢ C2V3C3)
do isolado viral MZ 111 (b) por boostscanning (modelo idéntico ao utilizado na construcao
da arvore filogenética). No eixo das ordenadas encontram-se os valores de boostrap que
suportam o agrupamento onde estdo inseridas as sequéncias em estudo com as sequéncias de
referéncia. O eixo das abcissas representa as posigdes referentes a cada regido do genoma em

analise. A linha horizontal assinala o cut-off de 70%.
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Figura A2 — Grafico bootscanning de MZ_77. Andlise das estruturas mosaico
CRF02_AG/D/C/C (PR, RT, IN e C2V3C3) do isolado viral MZ 77 por boostscanning
(modelo idéntico ao utilizado na construgdo da arvore filogenética). No eixo das ordenadas
encontram-se os valores de boostrap que suportam o agrupamento onde estdo inseridas as
sequéncias em estudo com as sequéncias de referéncia. O eixo das abcissas representa as
posigoes referentes a cada regido do genoma em andlise. A linha horizontal assinala o cut-off’

de 70%.
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Figura A3 — Graficos bootscanning de MZ,_153 e MZ_170. Analise das estruturas mosaico C/C/D/C
e A/D/C/C (PR, RT, IN e C2V3C3) dos isolados virais MZ 153(a) e MZ 170(b), respetivamente, por

boostscanning (modelo idéntico ao utilizado na construgdo da arvore filogenética). No eixo das

ordenadas encontram-se os valores de boostrap que suportam o agrupamento onde estdo inseridas as

sequéncias em estudo com as sequéncias de referéncia. O eixo das abcissas representa as posi¢des

referentes a cada regido do genoma em analise. A linha horizontal assinala o cut-off de 70%.
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Figura A4 — Graficos bootscanning de MZ_139, MZ_186 e MZ_187. Analise da estrutura mosaico
A/B/C/C,B/C/D/C (PR, RT, IN e C2V3C3) dos isolados virais MZ 139(a) e MZ 186(b) e a estrutura
mosaico C/D/C (PR, RT e C2V3C3) de MZ 187(c), por boostscanning (modelo idéntico ao utilizado
na construcdo da arvore filogenética). No eixo das ordenadas encontram-se os valores de boostrap
que suportam o agrupamento onde estdo inseridas as sequéncias em estudo com as sequéncias de
referéncia. O eixo das abcissas representa as posi¢des referentes a cada regido do genoma em analise.

A linha horizontal assinala o cut-off'de 70%.
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Figura AS — Graficos bootscanning de MZ_178. Andlise da estrutura mosaico A/C/C (PR, RT e
C2V3C3) do isolado viral MZ 178 por boostscanning (modelo idéntico ao utilizado na construgdo da
arvore filogenética). No eixo das ordenadas encontram-se os valores de boostrap que suportam o
agrupamento onde estdo inseridas as sequéncias em estudo com as sequéncias de referéncia. O eixo das
abcissas representa as posicdes referentes a cada regido do genoma em andlise. A linha horizontal

assinala o cut-off de 70%.
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Anexo 4

Tabela A2 - Polimorfismos genéticos identificados nas 26 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa. A tabela apresenta a analise
comparativa entre as frequéncias (%) de cada polimorfismo nos isolados virais em estudo e as
encontradas nas sequéncias de referéncia da base de dados de Stanford.

Mutacio Isolados MZ (%) Isolados de Ref. (%)

B C D B C D

K20R 9 12 20 8
V35T 86 100 10 91 88
E36A 32 0,2 67
T39E 82 0,2 79
E40D 9 1 6 31
S48T 91 96 3
ES3D 9 1 1 1
V601 45 100 7 40 95
R83K S 4
V1181 5 48 12 13
D121H 5 100 2 3 7
K122E 86 100 42 87 80
D123E 9 26 3 13
D123N 9 5 17 5
I135R 9 3 2 5
1135T 9 100 24 8 28
T139A 9 2
T139K 23 1 1
1142v S 3 5 11
T1651 18 2 13 11
K173A 41 0,3 58 3
K173N 100 0,2 0,2 1
K173T 27 1 25 1
K173V 18 1
Q174K 64 100 6 46 3
D177E 68 100 15 75 92
1178M 9 8 5 35
V1791 5 3 2 9

38



G196E 36 27 8 3

T200A 86 100 13 93 15
1202V 18 10 15 15
Q207D 18 2 6 4

Q207E 68 100 18 72 69
R211K 91 27 72 88
F214L 18 51 31 24
K238R 5 1 1
1244V 5 100 0,4 0,2 5

V245Q 82 1 76 19
E248D 18 2 12 16
D250E 32 100 3 23 86
A272P 77 36 77 64
K275R 9 1 7 2

K277R 64 26 53 54
Q278H 9 ] 6

T286A 45 100 13 70 50
E291D 77 2 94 2

V2921 77 100 5 92 9

1293V 77 100 76 96 73
Y318N 5
G333E 18 2 1 3

Q334H 23 2 26
Q334N 23 — 6 22 ___
G335D 50 67 79 77
Q336H 41
Y339F 14 33
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Anexo 5.A

Tabela A3 - Polimorfismos genéticos identificados nas 26 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa. A tabela apresenta a analise
comparativa entre as sequéncias do subtipo C e ndo-C com base na aplicagdo do teste exato
de Fisher ou quando aplicavel o teste do Chi-Quadradro (%?) (p<0,05).

Mutagio Subtipo C Subtipo nio-C ,
(n=22) (n=4)
— ? 0 >0,9999
bl b 3 0,5107
o ! 0 0,5463
o e 0 0,0047
o ? 0 >0,9999
il 2 0 0,0010
E53D 2 0 >0,9999
M 0 3 0,5930
o ’ ! 0,1538
b ! 0 >0,0999
o : 3 0,0060
KI122E 19 3 0,5107
i : 0 >0,9999
. : 0 >0,9999
1135R 2 0 >0,9999
o ’ 3 0,0144
TI39A 7 5 o
T139K 5 5 —
1142V 0 : —
T1651 7 5 T
KI73A 5 5 —
KI173N 0 : o
KI173T 3 ; o
K173V 7] 5 o
b - 3 >0,9999
DI77E 7 : o
1178M 7 5 e
V1791 ] 5 o
il ° 0 0,2768
e P 3 0,5107
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1202V 4 0 >0,9999
Q207D 4 0 >0,9999
Q207E 15 3 >0,9999
R211K 20 1 0,0144
F214L 4 0 >0,9999
K238R 1 0 >0,9999
1244V 1 3 0,0060
V245Q 18 0 0,0047
E248D 4 0 >0,9999
D250E 7 3 0,2642
A272P 17 0 0,0084
K275R 2 0 >0,9999
K277R 14 0 0,0331
Q278H 2 0 >0,9999
T286A 10 3 0,5930
E291D 17 0 0,0084
V2921 17 3 >0,9999
1293V 17 3 >0,9999
Y318N 1 0 >0,9999
G333E 4 0 >0,9999
Q334H 5 0 0,5552
Q334N 5 0 0,5552
G335D 11 2 >0,9999
Q336H 9 1 >0,9999
Y339F 3 1 0,5107
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Anexo 5.B

Tabela A4 - Polimorfismos genéticos identificados nas 26 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa. A tabela apresenta a analise
comparativa entre as sequéncias do subtipo D e ndo-D com base na aplicagdo do teste exato

de Fisher ou quando aplicavel o teste do Chi-Quadradro (%?) (p<0,05).

Mutagio Subtipo D Subtipo nio-D ,
(n=3) (n=23)

o ° 2 >(,9999
b > 19 >(,9999
o 0 ’ 0,5396
s 0 18 0,0215
o 0 2 >(,9999
il 0 20 0,2389
E53D 0 2 >(,9999
i > 10 0,2200
o ’ ! >(,9999
V1181 0 1 St
DI21H 3 5 o
KI122E 3 o S
DI123E 0 5 o
D123N 0 5 oo
1135R 0 5 e
1135T 3 5 e
T139A 0 5 S
T139K 0 5 oo
1142V 0 1 oo
T1651 0 J oo
K173A 0 5 e
K173N 3 5 o0
K173T 0 2 oo
K173V 0 y) Sy
B > 14 0,5292
D177E 3 s e
1178M 0 5 S
V1791 0 7 ~0.5999
G196E 0 g T
T200A 3 5 oo
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1202V 0 4 >0,9999
Q207D 0 4 >0,9999
Q207E 3 15 0,5292
R211K 1 21 0,0523
F214L 0 4 >0,9999
K238R 0 1 >0,9999
1244V 3 1 0,0015
V245Q 0 18 0,0215
E248D 0 4 >0,9999
D250E 3 7 0,0462
A272P 0 17 0,0323
K275R 0 2 >0,9999
K277R 0 14 0,0846
Q278H 0 2 >0,9999
T286A 3 10 0,2200
E291D 0 17 0,0323
V2921 3 17 >0,9999
1293V 3 17 >0,9999
Y318N 0 1 >0,9999
G333E 0 4 >0,9999
Q334H 0 5 >0,9999
Q334N 0 5 >0,9999
G335D 2 11 >0,9999
Q336H 1 10 >0,9999
Y339F 1 3 0,4077
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Anexo 6

Tabela AS - Polimorfismos genéticos identificados nas 34 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da protease. A tabela apresenta a analise comparativa
entre as frequéncias (%) de cada polimorfismo nos isolados virais em estudo e as encontradas
nas sequéncias de referéncia da base de dados de Stanford. *S representa que esta presenta na
unica sequéncia do subtino ou CRF em anélise.

Isolados MZ (%)

Isolados de Ref. (%)

Mutacio
A B C CRF02 AG| A B C CRF02_AG

L5F 3 0,2 0,1 1 0,3
L10I 100 100 100 100 100
T12S 72 1 3 40 1
13v 100 3 S 92 25 11 95
K14R 7 S 35 14 13 38
115v 86 15 20 69 18
GI16E 3 40 9 13 39
G17D 3 1 1 1
L191 55 5 9 49 2
L19T 34 0,2 1 11 1
L19V 3 1 3 11 0,1
K20R 38 13 3 11 5
L23F 3 1
A28V 100 0,1
E35D 100 S 48 S 91 28 21 23
M361 100 S 90 S 99 22 77 98
N37D 7 18 9 5 17
N37E S 2 3 1 6
N37K 7 0,4 0,3 19 0,1
N37S 10 1 19 6 7
R41K 100 S 83 92 36 70 92
R411 3 0,1 1
R4IN 7 0,3 0,1 19 0,3
R57K S 7 52 15 8 3
D60E 38 11 19 1
Q61E 24 4 5 9 1
Q61N 17 0,4 1 1 0,3
162V 7 8 36 8 1
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L63A 17 3 3 4 1
L63P S 45 S 12 | 36 16 13
L63T 14 15 18 24 1
L63V 3 9 2 13 1
164L 7 1 6 2 6
E65D 7 5 6 4 1
H69K 100 | — | 100 S 74 1 81 98
K70Q 17 0,2 1 1
72T 7 2 11 2 2
T74S 10 1 0,3 9 1
V771 10 7 32 5 2
V821 14 1 2 4 1
R87K 3 01 | 02 | 03
L8391 7 1 0,1 5 3
L8OM 100 | — 43 S 97 3 80 96
1931 S 90 9 70 92 1
FO9L S 2 1 1 1
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Anexo 7.A

Tabela A6 - Polimorfismos genéticos identificados nas 34 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da protease. A tabela apresenta a analise comparativa
entre as sequéncias do subtipo C e ndo-C com base na aplicagdo do teste exato de Fisher ou
quando aplicavel o teste do Chi-Quadradro (%?) (p<0,05).

Mutacio Subtipo C Subtipo niio-C )
(n=29) (n=5)
L5F 1 0 >0,9999
L10I 0 3 0,0017
T12S 21 0 0,0046
- : 4 0,0075
o ’ ! 0,3894
o 2 0 0,0005
o : 0 >0,9999
o : 0 >0,9999
- ' 0 0,0465
- o 0 0,2908
- : 0 >0,9999
- ! 0 0,1499
- : 0 >0,9999
- ° 3 0,0072
i - 5 0,0526
- % 5 >0,9999
e ’ 0 >0,9999
e ° ! 0,1471
- ’ 0 >0,9999
N37S 3 0 >0,9999
e . 4 0,0362
- : 0 >0,9999
- ’ 0 >0,9999
o ’ ! 0,3894
- ! 0 0,1499
bl ! 0 0,5585
bl > 0 >0,9999
- ’ 0 >0,9999
o ’ 0 >0,9999
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L63P 13 2 >0,9999
L63T 4 0 >0,9999
L63V 1 0 >0,9999
164L 2 0 >0,9999
E65D 2 0 >0,9999
H69K 29 4 0,1471

K70Q 5 0 >0,9999
172T 2 0 >0,9999
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Anexo 7.B

Tabela A7 - Polimorfismos genéticos identificados nas 34 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da protease. A tabela apresenta a analise comparativa
entre as sequéncias do subtipo A e ndo-A com base na aplicacao do teste exato de Fisher ou
quando aplicavel o teste do Chi-Quadradro (%?) (p<0,05).

Mutacio Subtipo A Subtipo nio-A ,
(n=3) (n=31)

L5F 0 1 >0,9999
L10I 3 0 0,0002
T12S 0 21 0,0478
o ’ 2 0,0017
o ° 3 >0,9999
o ° 25 0,0140
o ° ! >0,9999
b ° ! >0,9999
- ° 16 0,2299
- ° 10 0,5388
- ° ! >0,9999
- ° 1 0,5349
- ° ! >0,9999
- > 0 0,0002
o ’ 16 0,2380
e ’ 28 >0,9999
- ° 2 >0,9999
o ° ! >0,9999
o ° 2 >0,9999
N37S 0 3 >0,9999
e ’ 25 >0,9999
- ° ! >0,9999
- ° 2 >0,9999
o ° 3 >0,9999
o ° i 0,5349
bl ° ! >0,9999
hill ° 5 >0,9999
i ° 2 >0,9999
o ° 5 >0,9999
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L63P 0 15 0,2380
L63T 0 4 >0,9999
L63V 0 1 >0,9999
164L 0 2 >0,9999
E65D 0 2 >0,9999
H69K 3 30 >0,9999
K70Q 0 5 >0,9999
172T 0 2 >0,9999
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Anexo 8

Tabela A7 - Polimorfismos genéticos identificados nas 22 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da integrase. A tabela apresenta a analise comparativa
entre as frequéncias (%) de cada polimorfismo nos isolados virais em estudo e as encontradas
nas sequéncias de referéncia da base de dados de Stanford. *S representa que esta presenta na

unica sequéncia do subtipo em analise.

Isolados MZ (%) Isolados de Ref. (%)
Mutacgio
C D C D
E10D 5 - 33 63
E11D 10 --- 15 17
K14R 20 --- 33 17
S17N 30 S 23 13
S24N 20 --- 8 -
D25E 75 --- 71 ---
L281 15 --- 1 4
V311 70 --- 76 4
V321 --- S 2 42
V371 5 - 6 -
S39C 15 --- 2 4
L45Q 10 --- 9 -
M50I 45 --- 43 ---
MS0T 25 --- 10 ---
V541 20 --- 5 -
160V 5 --- 4 ---
72v 50 S 28 58
L741 5 - 5 -
184M 50 --- 25 ---
A91G 10 --- 2 4
A9IT 5 --- 5 -
E96D 25 --- 1 ---
F100Y 70 --- 56 -
L1011 90 --- 94 29
KI111R 10 - 1 -
T112V 95 S 91 79
1113v - S 1 88
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S119P 25 7
T124A 65 S 62 75
T124N 20 22 13
T125A 95 86 33
KI127R 20 2
K136Q 95 73 8
VI50A 20 1
DI167E 15 19 8
K173R 5 7
K188R 25 14
V2011 100 S 99 100
T206S 25 9 4
1208M 20 1 13
K211R 5 S 10 54
K215N 10 9
T218I 45 S 49 21
T218L 15 11 8
K219N 5 2
K219Q 5 10
1220L 5 2 4
1220V 5 6
Q221H 5 1
N222K 5 2
L2341 90 S 85 100
L1234V 10 2
D253E 10 3 25
S255G 15 1
D256E 5 S 2 13
A265V 5 43 26
1268L 5 2
R269K 45 57 9
D278A 75 93
S283G 85 88 9
Q285R 20
D286E 15
D288G 15 S
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Anexo 9

Tabela A8 - Polimorfismos genéticos identificados nas 22 sequéncias em estudo ndo
associados a resisténcia aos inibidores da integrase. A tabela apresenta a analise comparativa
entre as sequéncias do subtipo C e ndo-C com base na aplicacdo do teste exato de Fisher ou
quando aplicavel o teste do Chi-Quadradro (%?) (p<0,05).

Mutagio Subtipo C Subtipo nio-C ,
(n=20) (n=2)

E10D 1 0 >0,9999
E11D 2 0 >0,9999
K14R 4 0 >0,9999
. ° 2 0,1212
- : 0 >0,9999
= P 0 0,0909
- ’ 0 >0,9999
M H 0 0,1212
M ° 2 0,0043
e : 0 >0,9999
- ° 0 >0,9999
e ’ 0 >0,9999
e ’ 0 0,4935
- > 0 >0,9999
e : 0 >0,9999
160V 1 0 >0,9999
172V 10 2 0,4805
- : 0 >0,9999
o o 0 0,4805
A91G 2 0 >0,9999
o : 0 >0,9999
0 ° 0 >0,9999
F100Y 14 5 o
L1011 18 5 0260
K111R b 5 09999
T112V 19 i 1
1113v 0 5 s
S119P 5 0 09999
T124A 13 5 9999
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T124N 4 0 >0,9999
TI125A 19 0 0,0130
KI127R 4 0 >0,9999
K136Q 19 0 0,0130
V150A 4 0 >0,9999
D167E 3 0 >0,9999
K173R 1 0 >0,9999
KI188R 5 0 >0,9999
V2011 20 2 >0,9999
T206S 5 0 >0,9999
1208M 4 0 >0,9999
K211R 1 2 0,0130
K215N 2 0 >0,9999
T2181 9 2 0,4762
T218L 3 0 >0,9999
K219N 1 0 >0,9999
K219Q 1 0 >0,9999
1220L 1 0 >0,9999
1220V 1 0 >0,9999
Q221H 1 0 >0,9999
N222K 1 0 >0,9999
L2341 18 1 0,2597
L234V 2 0 >0,9999
D253E 2 0 >0,9999
S255G 3 0 >0,9999
D256E 1 2 0,0130
A265V 1 0 >0,9999
1268L 1 0 >0,9999
R269K 9 0 0,4935
D278A 15 0 0,0909
S283G 17 0 0,0433
Q285R 4 0 >0,9999
D286E 3 0 >0,9999
D288G 3 1 0,3377
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Anexo 10
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Mz 17 : LT ITLS.ELLeee il H..E..N.Vl.I........ S...-——...Q..YAT.DI..DI..... ...KEN.SR..R.VKE. .EKYY-P....Y.NS..... L..TM..... RR. ..
MZ 19 @ ......... E...No...ool E.IA. ..o ian RS.H.--....V.YAT.DI..DI..... ....TE..S..G..VT..K..L.P...... N...... T..TM..... RR. ..
MZ 22 : .. II.S.E.L......... H..E..K.V.I........ S...-——...Q..YAT.DI..DI..... ...KEN.SR..R.VKE. .EKYY-P....Y.NS..... L..TM..... RR. ..
MZ 24 : ...DI....E.L.N....... H.KDP.R.V[......... TSV..--...QT.YAT.DI..DI.....J..... N.SR..QEVTE..KKH.-PG.N.T.TS..... L..T...... RR. ..
MZ 25 : .GUIM.L.Q T K.I..Vl....G..... SV..--...Q..FATNEV..DI..... ...EGD..QA.QNVSK..K.H.-P....... PA....L..TM..... RR. ..
MZ 28 : c. I ELMLL VL. H..E..N.V|...H...... SV..--...QTIFAT.DI..DI.K......EGQ..K..QGVKE...KY.-P..N.T.NS.A...L..T...... RR....
MZ 33 : ...DTA...K..K..T...... FT...R.I.V...DR..TS.L.--...QT.YAM.DI...I.K......ERN..AA.EG......... e - RR. ..
MZ 36 : «...IM...E.L..... I...H..E..... I € S...-——...QT.YAT.AI..DI..... ...GE...R..QGVVE..K.H.-P....A.APP....L..TM..... RR....
MZ 38 : ...DII...E.L...T..... H..E....V.I........ SV..--...QT.YAT.EV..DI.K......EG..KD..HR.KE..K.I.-K....K.EPH....L..T...... RR. ..
Mz 44 : ...DI....E.L.N....... H.KDP.R.V[......... TSV..--...QT.YAT.DI..DI.....J..... N.TR..QEVTE..QKH.-PG.N.T.TS..... L..T...... RR

Mz 45 : TK.II.S.K.L......... HL.E..N.Vl.I........ S...-——...Q..YAT.DI..DI..... ...KGN..R..R.VKE. .EKYY-P....Y.NS..... L..TM..... RR....
MZ 48 : ..RG..... E.LON.......... E.IA. ..o ien RS.H.-——...... YAT.DI..DI..... ....TE..S..R..VT..... L.P...... N...... T..TM..... RR. ..
Mz 55 : ..G.IM...E.L.N....... HE.E.... .ot S..F--...Q..YAT.DI..DI..... ...IS...K..Q.VSK..AQH.-P....Q.NS..... L..TM..... RR. ..
Mz 57 : .IN.TI.S.E.L......... H..E..N.V.V........ S...-——...Q..YAT.DI..DI..... ...EGN.SR..R.VKE. .EKYY-P....Y.NS..... L..TM..... RR....
MZ 62 : .KGDII...E.L.N....... H..E....Vl....S..... SV..--...QTLFAT.NI..DI..... ...KSN..... YRVSE..KGH.-..... T.Q..A...L..T...... RR. ..
MZ 65 : I KT...Vl......oo. SV..--...Q..YAT.DI..DI.R...[...EED..... Q.VSR..A.H.-P..S.T.NS. ... ..
MZ 67 :  ......... E...No...ool E.IA. ..o ian RS.H.-——...... YAT.DI..DI..... ....TE..S..R..VT..... L.P...... N...... T..TM..... RR. ..
MZ_ 70 : ..RDII...E..K..T...... FTE..K.R.V...DR..TS.L.--...QT.YAM.DI...I.K...l...ERD..TA.EG......... e - RR. ..
Mz 71 : c.. . II.S.E.L......... H..E..K.Vl.......... S...-——...Q..YAT.DI..DI..... ...KEN.SR..R.VKE. .KKYY-P....Y.NS..... L..TM..... RR. ..
MZ 72 : ..GGII...E.L.N....... H..D....Vl....G....TS...--...QT.FAT.EV..DI..... ....D...K..QEVGK. .ATH.-....... NS..... L..TM..... RR. ..
MZ 73 : ..G.II...E.L...T........ ET.S.Vl....G....RS...-——...QT.F.TN.I...I..... ...GGQ..Q...WVRE. .KQHY-P.R..K.D.H....L..T...... RR

Mz 74 : ...GIT...K.L...I..... H..E....El......... TS...--...Q..Y.T.DIT.DI...Y.[S.RTED..A.TAK.V...K.HY-P...... APPP...L.VT...... RR

Mz 77 LT..II.STA....... I...H..E....T.V........ SV..--...QT.YAT.DI..DI..... "...T..H... HLVSK..K.V.QL.G..V.N..A...L..T...... RR

MZ 84 : .GUIM.L.Q T K.I..Vl....G..... SV..--...Q..FATNEV..DI..... ...EGD..QA.QNVSK..K.H.-P....E..PA. Lo TM. ... RR

MZ 93 : LT..ITLS.ELLeaeil H..E..N.Vl.I........ S...-——...Q..YAT.DI..DI..... ...KEN.SR..R.VKE. .EKYY-P....A.NS..... L..TM..... RR....
MZ 94 : .KRDII...E.L...I.N..... VK..K.E[......... QS.H.--...Q.LY.T-NI...I.K.Y.[TLN.SD.E...QONVSK....HL-P.T..E.QP........ T.o..... RR. ..
MZ 95 : ...DIT.K.E.L.K.V..... H..E....Vl.I..S..... S...——...QT.YAT.EV...I..... ..NGTA..E..QKVGK...... -P.RK.E..P..... L..T...... RR

MZ 103: ..N.T..S.E.L......... H..E..N.VL.V............ --...Q..YAT.DI..DI...Y.l...EGN.SR..R.VKE. .EKYY-P....A.NS..... L..TM..... RR

MZ 105: ...NIT.KYE.-.E.T..... H..E..K.E.I..G..... SM..--...QT.YAM.DI...I.K...K.NES..YD..RKVSE....H.-P..N.T.NS..... L..T...... RR....
MZ 109: .KRQ.A.K.Q.M.K...I........ LT.I....GDQ...SMQQ--...QT.YAM.DI...I.K...EL.ER...K.TQL.KQ..LTH.-PQE..KLQ.AV............. RR..S.
Mz 111: ......... E...No...oool E.IA. ..o ian RS.H.-——...... YAT.DI..DI..... ...RTE..S..R..VT..... L.P...... N...... T..TM..... RR. ..
MZ 113: ce o .MULLPAL Lo V..LT.I|.I...DQ...SMQQ--...QT.YAM.DI...I.K...E..ER...K.TQL.KQ..LTH.-PQE..KLQ.AV............. RR..S.
Mz 114: c.. I ELLL. VL. H..K....R....G....RSV..--...Q..YAT.DI..DI..... T.N.TD.ED...NVSK..A.H.-P..N.Q.NS.A...L..T...... RR....
MZ 123: ..K.IT.KYE.-.E.T..... H..E..K.E.I..G..... SM..--...QT.YAM.DI...I.K...K.NES..YD..RKVSE....H.-P..N.T.NS..... L..T...... RR....
MZ 127: ..KDII...E.L...T..... H..E..K.E....G....0S...--...QT.YAT.DI..DI..... ...TG..KE.VQR.SK..A.H.-P...... AN........ T™..... RR. ..
MZ 130: «...II.K.E.L.N....... HF.E..K.V[l....G..... SV..--...QV.YAT.DIT.DI..... .V.EKD..TA.QNVSK..S.H.-P...... NS.A...L.VTQ.T...RR...
MZ 134: ..N.TI.S.E.L......... H..E..N.V.V........ S...-——...Q..YAT.DI..DI...Y.[.ISEGN.SR..R.VKE..EKYY-P....A.NS..... L..TM..... RR. ..
MZ 135: ..K.II.S.E.L.N...I...H..E..Q......G..... S...-——...Q..YAT.EV..DP.K......AE...T..TKVKD. .ASL.QL.I..V.NS..... L..T...... RR....
MZ 137: ..N.TI.S.E........... H..E..N.Vl.V........ S...-——...Q..YAT.DI..DI...Y.[...EGN.SR..R.VKE..EKYY-P....A.NS..... L..TM..... RR. ..
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MZ 139: ...GII...K.LS........ H..E..T.T).I..G....RSV..--...QT.FAT.DI..DI........ IGN.SK..RKVSG..K.L.-P...... NS.T...L..T...... RR....
MZ 142: ....II.KYE.-.E.T..... H..E..K.E....G..... SM..--...QT.YAM.DI...I.K...K.NES..YD..RKVSE....H.-P..N.T.NS..... L..T...... RR....
MZ 146: ....I..KYE.-.E.T..... H..E..K.E.I..G..... SM..--...QT.YAM.DI...I.K...K.NES..YD..RKVSE....H.-P..N.T.NS..... L..T...... RR....
MZ 150: S H..E....Vl.......... S...——...Q..YATNEV...I.K...... AKA.SRATQRVRK..KKH.-PE.A.Y..P.. ...
Mz 151: ..KG.I...E.L...V..... H..E..K.T|....G..... SV..-—-...QT.YTM.DI...I..... ... EEQ..K..QRVSE...KH.-P.E....NS..... L..T...... RR. ..
MZ 153: ..K.IT.S.E.L..... I...H..E..Q..)... G..... S...-——...Q..YAT.EV..DP.K.. .. .. AE...T..TNVK...ASL.QL.I..V.NS..... L..T...... RR

Mz 154: ..GDII...E.L..ST..... H..EP...M.......... SM..--...QT.YAT.DI..DI...Y....EG...K..QRVSQ....HLQP.A. .N.APPA...L..T...... RR....
Mz 157: ce I ELTL el FKK.I..S}....G....TS...-—-...QT.FAT.DI...I......... NN.TQA.QEVST..GQY.-P..N.S..PA....... TS.T...RR...
MZ 158: e.. . II...E.L..... N....FS..... ELV....... RS..L--...Q..YA..DI..DI.....|.. T.SN.TT..ERV.K....H.-P.R..E.QP........ T...... RR

MZ 160: .KRDII...E.L...V.N..... VK..K.El......... QS.H.--...Q.LY.T-NI...I.K.Y.[TLN.SD.E...QONVSK.F..HL-P.T..E.QP........ T.o.o.... RR

MZ 163: ce o II..ELL.N..ooaL. KT...Vl.......... SV..-—-...Q..YAT.DI..DI........ EKD..... Q.VGR..A.H.-P..S.T.NS..... I..T...... RR....
MZ 170: LKool K..... a...... FTK..K.R.I..G..... SM..--...QT.YAM.DI...I.K...... ERN..TA.EG......... e - RR. ..
MZ 178: ... II...E.L.N....... HF.ET.K..|. ... G....TSVG.--...QT.YAT.DV..DI...Y.T.NESR..TV.QRVSQ..G.H.-P V.N...... L..T...... RR

MZ 184: S K.P...V....S5..... SMG.--...QT.YAT.DI..DI........ G.N.TQ..EEVRE..K.H.-P...... TSP. L..T...... RR....
MZ 186: «..G.I...E.L.N...IT...H..E..K.T.......... SV..-—-...QT.YAM.DI...I........ EE...E..QRVGE..K.H.-P..A...NS..... L.VT...... RR. ..
MZ 187: ..K.MI...E.L.N.V..... H..K....RL....G..... SvV..--...Q..YAT.DI...P.K....V.KKD.ED...NVSK..A.H.-SG.E.K.ES.A L..T...... RR....
MZ 188: ce I EVIS oL FKK.I...l... G....TS...-—-...QT.FAT.DI...I.....}.... NN.TQA.QEVSK..GQY.-PE.N.S..PA....... TS.T...RR...
MZ 192: ...DIT.S.E.M.N...N...H.KDP...Vl.............. --...QT.Y.T.DI..DI........ EQ...E..Q.VVN..KQHY-P....T.NPP....L..T...... RR. ..
MZ 197: ..G.IM...E.I.N........ O SV..-—-...Q..YA..DVT.DI..... . V.KE...K..AGV.KQ.AKH.-P...... N...... L..T...... RR. ..

C2 V3 C3

Figura A6 - Alinhamento miltiplo das 58 sequéncias aminoacidicas da regido C2V3C3 dos isolados de VIH-1 de Mo¢ambique em
estudo. As sequéncias alinhadas foram comparadas com a sequéncia aminoacidica de HXB2, obtida na base de dados Los Alamos HIV

database (www.hiv.lanl.gov). Os aminoacidos apresentados em cada posi¢do estdo representados pelo codigo internacional IUPAC. Os

tridingulos denotam residuos de cisteina. Os potenciais locais de N-glicosilagdo (motivo NXS/T, em que X € qualquer aminoacido diferente
de prolina) estdo representados em cinzento. As posi¢cdes em que os N-glicanos fazem parte de epitopos amplamente neutralizantes sdo
indicadas: N276, N301 e N332. Os asteriscos sao usados para indicar CD4bs.
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Anexo 11.A

Tabela A9 - Polimorfismos genéticos identificados nas 58 sequéncias aminoacidicas da regido
V3.A tabela apresenta a analise comparativa entre as sequéncias do subtipo C e ndo-C com
base na aplicagdo do teste exato de Fisher ou quando aplicavel o teste do Chi-Quadradro (y?)

(p<0,05).
Mutacio Subtipo C Subtipo ndo-C ,
(n=53) (n=5)

T2971 12 0 e
T297V ) 0 9999
P299H 1 0 9999
N300G B 0 e
N300S 3 0 o
N301D 4 0 09999
N302R B 0 09999
o ’ 0 >0,9999
K305R 4 2 o008
K305T 9 0 09999
K305Q 3 0 >0,9999
R306S 50 5 5519
1307V 17 ] 0576
1307M 9 5 09999
R308L b 0 09999
R308G b 0 9999
R308H b , o002
R308Q 2 0 >0,9999

1309L 1 5 09999

1309F 1 5 09999
1309Q 2 0 >0,9999
R315Q 53 1 <0,0001
A316V 1 i " 16et
A316T 28 0 o
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F3171 1 0 >0,9999
F317L 3 0 >0,9999
V318F 9 0 >0,9999
V318Y 43 5 0,2857

T319A 48 5 0,4725

1320T 41 4 0,8923

1320M 11 0 0,5718

G32IN 3 0 >0,9999
K322D 38 5 0,1120

K322E 8 0 >0,9999
K322A 1 0 >0,9999
K322N 3 0 >0,9999
1323T 2 1 0,2408
N325D 34 5 0,1025

M3261 50 5 0,5849

M326P 3 0 >0,9999
Q328K 17 0 0,1320

Q328R 1 0 >0,9999
H330Y 8 0 >0,9999
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Anexo 11.B

Tabela A10 - Polimorfismos genéticos identificados nas 58 sequéncias aminoacidicas da
regiao C2V3C3.A tabela apresenta a analise comparativa entre as sequéncias do subtipo B e
ndo-B com base na aplicacdo do teste exato de Fisher ou quando aplicavel o teste do Chi-

Quadradro (%?) (p<0,05).
Mutacio Subtipo B Subtipo nio-B )
(n=4) (n=54)

T2971 0 0 pyere
T297V 0 g 09999
P299H 0 i 09999
N300G 0 5 1o
N300S 0 3 09999
N301D 0 2 09999
N302R 0 5 09999
o ° 2 >0,9999
K305R 4 2 o002
K305T 0 5 9999
K305Q 0 3 >0,9999
R306S 4 31 e
1307V 0 s 22905
1307M 0 5 09999
R308L 0 5 9999
R308G 0 5 09999
R308H 4 5 o
R308Q 0 2 >0,9999

1309L 0 1 09999

1309F 0 0 9999
1309Q 0 2 >0,9999
R315Q 0 54 <0,0001
A316V 1 1 XEvE
A316T 0 2% e
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F3171 0 1 >0,9999
F317L 0 3 >0,9999
V318F 0 9 >0,9999
V318Y 4 44 0,3441

T319A 4 49 0,5244

1320T 4 41 0,2652

1320M 0 11 0,5796

G32IN 0 3 >0,9999
K322D 4 39 0,2209

K322E 0 8 >0,9999
K322A 0 1 >0,9999
K322N 0 3 >0,9999
1323T 0 3 >0,9999
N325D 4 35 0,1480

M3261 4 51 0,6283

M326P 0 3 >0,9999
Q328K 0 17 0,1820

Q328R 0 1 >0,9999
H330Y 0 8 >0,9999
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Anexo 12

Tabela A11 - Polimorfismos genéticos identificados nas 58 sequéncias aminoacidicas da regido
V3 em estudo. A tabela apresenta a analise comparativa das sequéncias dos isolados de acordo
com o seu tropismo viral — CCR5 ou CXCR4 com base na aplicagdo do teste exato de Fisher ou
quando aplicavel o teste do Chi-Quadradro (%) (p<0,05).

Mutagio CCRS CXCR4 »
(n=50) (n=8)

T2971 11 1 >0,9999
T297V 6 2 0,3030
P299H 1 0 >0,9999
N300G 20 2 0,6971
N300S 2 1 0,3648
N301D 3 1 0,4572
N302R 1 1 0,2589
N302Q 2 0 >0,9999
K305R 7 1 >0,9999
K305T 8 1 >0,9999
K305Q 1 2 0,0472
R3068S 49 7 0,2589
1307V 17 1 0,4135
1307M 8 1 >0,9999
R308L 1 1 0,2589
R308G 2 0 >0,9999
R308H 4 2 0,1886
R308Q 2 0 >0,9999
1309L 1 0 >0,9999

1309F 1 0 >0,9999
1309Q 2 0 >0,9999
R315Q 46 8 >0,9999
A316V 2 0 >0,9999
A316T 25 4 >0,9999
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F3171

0 >0,9999
F317L 0 3 0,0018
V318F 7 3 0,1309
V318Y 43 5 0,1309
T319A 47 5 0,0293
1320T 41 6 0,6391
1320M 10 1 >0,9999
G32IN 2 2 0,0876
K322D 43 3 0,0068
K322E 7 1 >0,9999
K322A 1 0 >0,9999
K322N 0 3 0,0018
1323T 3 0 >0,9999
N325D 38 1 0,0011
M3261 47 8 >0,9999
M326P 3 0 >0,9999
Q328K 12 5 0,0401
Q328R 1 0 >0,9999
H330Y 5 3 0,0709
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Anexo 13

N276 N301 N332

¢ - A * ¢ A¢ *kkk A
S_Consenso : AEEEIIIRSENLTDNAKTIIVHLNESVEINCTRPNNNTRKSIRIGPGOTFYATGDIIGDIRQAHCNISEGKWNRTLGGVSEKLREHFPNKT-IIFNS-SSGGDLEITTHSEFNCRR.FFY
Péptido AG : R € VA I.N....... Q.K.P.K....oiin RG.H....R....A.E...N....... V.KTD..... Q0.AIQ.K...T.A.R....K-. ... ... .. ... GG....
Péptido B : ..... Veoo.. Fo.o T I..§.... S...KR..S....RA.WT..EVT........... GAQ..N..IHIVK..K.KLG...-.V..Q-..... P..VM...... G....
Péptido C : ..... V..TKD.NVTQN...... K.H.o..Loooooaonon Voo, A....NA........o.. T.o.o... K..YE.AK..K.Y...R.-.K...—-........ Veoo.o.. AG....
Péptido G : ..GD.M..... FSN.V..... Q..KT.P.T....S....... SL....A..... A...N......... KTD.KEMIQN.T...KAI.NITN-.T.EP-P.......cvovun.. G....
Péptido H : ..GQV....KDI...T.N...Q.DDP...e.vvvu.n.. T..HL.Q.RAL............ RY.T.DGT...K..HK.VTQ..K..V.N.-.K.EQPPP..... VM....... G....

Figura A7 - Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas da regiao C2V3C3 dos polipéptidos recombinantes e a sequéncia consenso
dos isolados de VIH-1 de Mocambique em estudo. As sequéncias alinhadas foram comparadas com a sequéncia aminoacidica consenso. Os
aminoacidos apresentados em cada posi¢do estdo representados pelo codigo internacional [IUPAC. Os triangulos denotam residuos de cisteina. Os
potenciais locais de N-glicosilagdo (motivo NXS/T, em que X ¢ qualquer aminoécido diferente de prolina) estdo representados em cinzento. As
posigdes em que os N-glicanos fazem parte de epitopos amplamente neutralizantes sdo indicadas: N276, N301 e N332. Os asteriscos sdo usados

para indicar CD4bs.
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Anexo 14

N276 N301 N332

Vo i ¥ Rd .

* k% A
AEEEIIIRSENLTDNAKTIIVHLNESVEIVCTRPNNNTRKSIRI--GPGQTFYATGDIIGDIRQAHCNISEGKWNRTLGGVSEKLREHF--PNKTIIFNSSSGGDLEITTHSENCRREFEY

S_Consenso :

NL4.3 : ...DVV...ALF. ... Q..T....N.e.. ..o OR...RA.VTT.K-..NM........ RA...A..KQIAS....Q.G-N...... KQ..... P..V...... GG....
TRO11 : ce W VVLL L F.N....... Q....IAN......... R..H.-—...RA...... .. ..t RTE..S..RQIVT....QLGD........ Q..... T MH GG
CE1176 : D Y PP N...... I.F....G...... Sl i - V.KQON..... 0Q.GR..A...-—..RN.T..H................ G
BJOX2000 : LLKGIVL ... N.V........ Q T N RIS Y P GKV..E..QR.G...A.Y.-—..... Ko oo GG

Figura A8 - Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas da regido C2V3C3 dos pseudovirus utilizados nos ensaios de
neutralizacio e a sequéncia consenso dos isolados de VIH-1 de Mocambique em estudo. As sequéncias alinhadas foram comparadas com a
sequéncia aminoacidica consenso. Os aminoacidos apresentados em cada posi¢do estdo representados pelo codigo internacional [UPAC. Os
triangulos denotam residuos de cisteina. Os potenciais locais de N-glicosilacdo (motivo NXS/T, em que X ¢ qualquer aminoécido diferente de
prolina) estdo representados em cinzento. As posi¢cdes em que os N-glicanos fazem parte de epitopos amplamente neutralizantes sdo indicadas:

N276, N301 e N332. Os asteriscos sdo usados para indicar CD4bs.
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