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Resumo

O diagnostico tardio do VIH pode estar associado a um maior risco de transmissdao do
virus e consequentemente levar a custos mais elevados de cuidados de satde. Os
programas de testagem do VIH sdo muito importantes para aumentar o diagnostico
precoce. Em 2010, o Grupo de Trabalho Europeu de Consenso sobre late preseneters,
definiu os apresentadores tardios como individuos com uma contagem de células CD4
inferior a 350 células/uL no momento do diagnostico, ou um evento definidor de SIDA
no momento do diagnostico, independentemente da contagem de células CD4. Devido a
abrupta queda inicial da contagem de CD4 que ocorre na fase aguda da infe¢ao pelo VIH-
1, a defini¢ao de apresentacdo tardia levou por vezes a uma classificagdo errada de
individuos na fase aguda como apresentadores tardios. Em 2022, um segundo grupo de
trabalho sugeriu uma atualizagdo na definicdo de apresentagdo tardia, considerando
outros critérios. Nesta defini¢do, os non-late presenters sao definidos como individuos
que apresentam evidéncia laboratorial de infe¢do recente, ultimo teste de VIH negativo
nos ultimos 12 meses ou evidéncia clinica de infe¢cdo aguda. Quando os individuos
apresentam CD4 abaixo de 350 células/pL, temos de avaliar estes trés parametros com o
intuito de excluir um individuo classificado erradamente como late presenter. Os
individuos diagnosticados durante o periodo de seroconversdao ndo devem ser
considerados como apresentadores tardios. No entanto, esta definicdo baseia-se em
informagdes clinicas que podem ndo estar disponiveis em muitos casos. Assim, este
estudo tem o objetivo de analisar a definicao de /ate presenters através da utilizagao de
outras metodologias para além da defini¢cdo existente considerando os valores de células

CD4 e o tltimo teste de VIH negativo, com o intuito de evitar este viés de classificacao.

Palavras-chave: Late presenters, Non-Late Presenters VIH, CD4



Abstract

Late HIV diagnosis is thought to be associated with a higher risk of HI'V transmission and
higher health care costs. HIV testing programs are very important to increase early
diagnosis. In 2010 the European Late Presenter Consensus Working Group, defined late
presenters as individuals with a CD4 cell count lower than 350 cells/uL at diagnosis, or
an AIDS-defining event at diagnosis, regardless of CD4 cell count. Due to the initial drop
of CD4 count in the acute phase of HIV-1 infection, the definition of late presentation
sometimes led to a misclassification of individuals in acute infection as late presenters.
In 2022, Sara Croxford's team suggested an update to the definition of late presenters. In
this definition, non-late presenters are defined as individuals who have laboratory
evidence of a recent infection, a last negative HIV test in the last 12 months, or clinical
evidence of an acute infection. Individuals who present a CD4 cell count below
350cells/uL. need to be evaluated for these three parameters with the objective of
excluding a misclassified individual as late presenter. However, this definition relies on
previous information that may not be available in many cases. Therefore, this study aims
to analyze the definition of late presenters through the use of other methodologies in
addition to the existing definition considering CD4 cell count and the last negative HIV

test, with the aim of avoiding this classification bias.

Keywords: Late presenters, Non-Late Presenters HIV, CD4
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1-Introducao

1.1-  Epidemiologia e Contexto Historico do VIH e SIDA

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) foi identificada em 1981 nos
Estados Unidos da América pelo Center for Disease Control (CDC), devido ao
aparecimento de inimeras doengas oportunistas, tais como a pneumonia € o sarcoma de
Kaposi, em homens que t€ém sexo com homens e pessoas que usavam drogas injetaveis

(Greene, 2007; Pang et al., 2018).

Em 1983, uma equipa francesa do Instituto Pasteur isolou pela primeira vez o
agente etioldgico causador de SIDA (Barré-Sinoussi, 2009). Esse agente etioldgico ficou
conhecido como virus da imunodeficiéncia humana (VIH), agente responsavel pela
SIDA. O VIH pode-se transmitir através de transmissao vertical, via endovenosa ou via

sexual (Barré-Sinoussi, 2009; De Cock, Jaffe and Curran, 2012).

Desde o inicio da pandemia j4 foram infetadas 85,6 milhdes de pessoas, entre as
quais 40,4 milhdes morreram de SIDA. Estima-se que em 2022 existiam 39 milhdes de
pessoas a viverem com VIH em todo o mundo, onde 1,3 milhdes tinham sido infetados
em 2022 e 630 mil pessoas morreram nesse mesmo ano de SIDA. Dos 39 milhdes de
pessoas que vivem com VIH, 53% pertencem ao sexo feminino. Em 2022, cerca de 86%
dos individuos que tinham VIH sabiam que estavam infetados. No entanto cerca de 5,5

milhdes de individuos estavam infetados, mas nao sabiam que estavam (UNAIDS, 2023).

Enquanto em 1995 foram infetadas 3,2 milhdes de pessoas com VIH, em 2022
estas foram 1,3 milhdes, tendo resultado num decréscimo de 59% nas novas infe¢des
diagnosticadas anualmente. O sexo feminino representava 46% das novas infegdes em
2022. Desde 2010 que as infegdes recentes reduziram em 38% passando de 2,1 milhdes

de pessoas para 1,3 milhdes (UNAIDS, 2023).
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1.2-  Origem VIH

A SIDA nos humanos, ¢ causada pelo virus da imunodeficiéncia humana que se
pode classificar em dois tipos, o tipo 1 e o tipo 2 (VIH-1 e VIH-2). Ambos os tipos do
virus resultaram de infe¢des zoonoticas de humanos a partir de virus da imunodeficiéncia
dos simios (SIVs) que infetavam os primatas do continente africano. O VIH-1 pertence a

familia Retroviridae e ao género Lentivirus (Kirchhoff, 2016),

A transmissdo cruzada entre os humanos e os simios ocorreu provavelmente
devido ao processo de caca e de abate dos primatas, € consequentemente, seu a0 cCOmercio
e domesticagdo. A origem do VIH-1 teve origem em pelo menos 4 transmissoes

zoonoticas distintas, originando os diferentes grupos (M, N, O e P) (Hemelaar, 2012).

Os grupos M e N de VIH-1 tiveram origem diretamente do SIVcpz encontrado
nos chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes) na Africa Centro-Ocidental. Ja os grupos
O e P estdo relacionados com o SIVgor encontrados em gorilas (Gorilla gorilla) nos

Camardes (Hemelaar, 2012).
1.3. Diversidade Genética e Epidemiologia Molecular

O grupo M do VIH-1 ¢é responsavel pela pandemia global do VIH e é composto
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Figura I- Mapa do continente africano com a representagdo da distribuicdo geografica das subespécies de chimpanzés
relacionadas com a origem do VIH-1 (Sharp and Hahn, 2010)

pelos subtipos A, B, C, D, F, G, H, J, K e L. Para além disso também existem 140 Formas

Recombinantes Circulantes (CRF) e algumas Formas Recombinantes Unicas (URF),
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representando 23% das estirpes de VIH em circulagdo (Cafada ef al., 2021; Mendes Da
Silva et al., 2021; Los Alamos Database, 2023).

Devido a replicagdo viral e aos altos niveis de mutacdo do VIH que ocorrem dentro
da célula hospedeira, um individuo pode ser infetado por mais do que uma estirpe do virus
em simultaneo. Este fenomeno origina as CRFs (Circulating Recombinant Form) ou
URFs (Unique Recombinat Form). A principal diferenga entre as duas ¢ que enquanto a
CRF tem impacto epidemioldgico, a URF ndo tem. (Hemelaar et al., 2019; Cafada et al.,

2021; Tang et al., 2021).

O subtipo C ¢ responsavel por cerca de 46,6% das infegoes de VIH a nivel
mundial, sendo o subtipo com maior prevaléncia na regido do sul de Africa e em paises
como a Etiépia e a India. O subtipo B, o mais disseminado a nivel mundial, é responsavel
por 12,1% das infegdes, sendo mais prevalente na América Latina, na América do Norte,
na Europa Ocidental e Central. J& o subtipo A € responsavel por 10,2% das infe¢cdes sendo
mais prevalente na Africa Oriental, na Europa Oriental e na Asia Central. O CRF02_AG
¢ responsavel por 7,8% das infeg¢des a nivel mundial sendo mais prevalente na regido da
Africa central. O CRF01_AE é responsavel por 5,3% das infecdes sendo mais prevalente

no continente asiatico. (Hemelaar et al., 2019).

2010-15 i -

B CRFOL_AE
O CRFOZ_AG
B Other CRFs
= urFs

Figura 2- Distribui¢do mundial dos subtipos do VIH-1, CRFs e URFs entre
2010-2015 (Hemelaar et al., 2019)
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1.4-  Estrutura da Particula Viral € Genoma do VIH-1

A particula viral do VIH tem uma forma esférica com 100 nm de didmetro e
contém uma bicamada lipidica que ¢ derivada da célula hospedeira, que rodeia uma
capside em forma de cone truncado. A bicamada lipidica est4 ligada a glicoproteina de
superficie (gp120) e a glicoproteina transmembranar (gp41). Para além disso, a particula
viral também ¢ constituida pela matriz (MA), pela capside (CA), pela nucleocapside
(NC), que estio localizadas no genoma do VIH, e ainda ¢ constituido pelo ARN (Acido
Ribonucleico) genomico, pela protease viral, pela transcriptase reversa (RT) e pela

integrase (Emanuele Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010; Kirchhoff, 2016).
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Figura 4- Estrutura da particula viral do VIH-1 (Sierra, Kupfer and Kaiser, 2005)

O genoma viral € composto por duas moléculas de ARN, por 3 genes principais (
gag, pol e env), por genes acessorios (fat, env e rev) e por genes reguladores (vpr, vif'e
nef). Para além disso, € flanqueado pelas LTR (Long Terminal Repeats), onde contém o
promotor viral, sendo responsavel pelo inicio da transcri¢do do genoma (Emanuele

Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010; Kirchhoff, 2016).

O gene gag codifica as proteinas estruturais do nucleo, entre as quais a cépside
(p24) e a nucleocapside (p7) e ainda codifica a matriz (p17). O gene env codifica a
glicoproteina de superficie (gpl120) e a glicoproteina transmembranar (gp4l), que
reconhecem os recetores celulares. Por fim, o gene pol codifica as enzimas necessarias
para que ocorra a replicagdo viral, sendo estas: a transcriptase reversa, que transforma
Acido Ribonucleico (ARN) viral em Acido Desoxirribonucleico (ADN), a integrase que
incorpora o ADN viral nos cromossomas da célula hospedeira e a protease que cliva os
percursores proteicos dos genes gag e pol nos seus componentes (Emanuele Fanales-

Belasio, Mariangela Raimondo, 2010; Kirchhoff, 2016).
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Dentro dos genes reguladores/essenciais, temos o gene fat, 0 gene env € 0 gene
rev e dentro dos genes ndo essenciais para o ciclo replicativo temos os genes vpr, vif, nef

e vpu (Emanuele Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010; Kirchhoff, 2016).
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Figura 5- Estrutura do Genoma do VIH-1 (Freed, 2002)

1.5-  Ciclo replicativo

A gp120 e a gp41 sdo responsaveis pelo reconhecimento do virus levando assim
a sua entrada na célula hospedeira. A gp41 contém um péptido hidrofébico que ¢ essencial
para que ocorra a fusdo da membrana do virus. A gp120 liga-se as células CD4, que ¢
expresso na superficie da célula, funcionando como coreceptor de membrana. Assim que
a gpl20 se liga as células CD4, o envelope viral sofre uma alteracdo conformacional,
expondo o dominio especifico da gp120 capaz de se ligar aos recetores de quimiocina na

membrana da célula (Emanuele Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010).

As interacdes dos coreceptores induzem uma alteragdo conformacional adicional

permitindo a fusdo da gp41com a membrana celular, efetuando o primeiro contacto direto
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entre o virus e a célula alvo. A seguir a fusdo da membrana, o material genético do virus
¢ libertado na célula hospedeira, libertando o material genético da particula viral na célula

hospedeira (Emanuele Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010; Kirchhoff, 2016).

A conversdao do ARN viral em ADN proviral ocorre devido a agdo da transcriptase
reversa e da integrase. A transcriptase reversa inicia a sua func¢ao no citoplasma da célula
hospedeira, transformando uma molécula de ARN numa molécula de ADN de dupla
hélice, que ¢ integrada no genoma da célula hospedeira através da integrase (Emanuele

Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010).

Em seguida, ocorre a transcricdo do ADN proviral em ARN mensageiro. O
processo de transcrigdo resulta da sintese das proteinas reguladoras do VIH-1 como a Tat
e a Rev., e da agdo das enzimas da célula hospedeira. O ARN mensageiro migra para o
citoplasma, onde as proteinas do novo virido sao sintetizadas (Emanuele Fanales-Belasio,

Mariangela Raimondo, 2010).

A formagdo da nova particula viral ocorre em dois passos, as cadeias de ARN
virais associam-se as enzimas de replicacdo, enquanto as proteinas do nticleo juntam-se

a estas formando a c4pside (Emanuele Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010).

Esta particula viral imatura vai para a superficie celular, ligando-se a membrana
celular, adquirindo assim um novo envelope, sendo a nova particula viral libertada para

o espaco extracelular (Emanuele Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010).
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Figura 6- Ciclo replicativo do VIH (Emanuele Fanales-Belasio, Mariangela Raimondo, 2010)

1.6-  Vias de transmissdo

O VIH pode ser transmitido através de diversas vias. As principais vias
transmissao do VIH sdo a transmissdo sexual, transmissdo por utilizagdo de drogas
injetaveis (UDIs), transmissdo vertical (mae para filho) e transmissdo por contacto com

sangue ou produtos de sangue infetado (Galvin, Cohen and Hill, 2004).

O tipo de transmissdo mais frequente varia de acordo com a area geografica em
estudo. Por exemplo, na Africa Subsaariana o tipo de transmissio mais frequente é através
do contacto heterossexual, por outro lado, na Europa Oriental, Asia Central, Norte de
Africa e Médio Oriente ¢ o uso de drogas injetaveis. Na América do Norte, na Europa
Ocidental, e na Oceania a forma mais recorrente de transmissdo de VIH ¢ por contacto

sexual entre Homens que tém sexo com Homens (HSH) (Fettig ef al., 2014).

1.7-  Fases Clinicas

Existem 3 fases de infecdo pelo VIH, caracterizadas por sintomas clinicos e por
marcadores biologicos, que sdo bastante importantes no diagnostico € na monitorizagao

do desenvolvimento clinico (Parekh et al., 2019)
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A primeira fase ¢ a fase aguda, sendo caracterizada por uma rapida multiplicacao
e propagacao do virus no corpo humano, que pode durar entre 2 a 4 semanas apds a
infecdo. Durante esta fase, ocorre um aumento do antigénio p24 na corrente sanguinea. A
sintomatologia associada a esta fase ¢ semelhante a de uma gripe comum, algumas
pessoas apresentam dor de cabeca, febre e erupgdes cutineas que podem durar varias
semanas (Parekh et al., 2019). E nesta fase que ha um possivel viés de classificagio de
individuos como late presenters, pois as células CD4 podem atingir niveis muito baixos,

o que depois pode de alguma forma reverter (Croxford ef al., 2022).

A segunda fase ¢ a fase cronica ou assintomatica, em que a multiplicagdo viral
continua a ocorrer, mas a um ritmo mais lento, e a maioria das pessoas infetadas nao
apresentam nenhum sintoma. Nesta fase, o sistema imunologico comeca a produzir

anticorpos, coincidindo com um decréscimo da carga viral (Parekh ef al., 2019).

Para além disso, os antigénios p24 detetaveis vado diminuindo, uma vez que o
antigénio p24 liga-se aos anticorpos, formando um complexo anticorpo-antigénio p24. O
periodo desde a infegdo até o aparecimento dos anticorpos ¢ conhecido como “periodo de
seroconversao”. Se um individuo infetado permanecer sem tratamento, a medida que a
replicagdo viral continua, as células CD4, que servem como alvo da replicagdo viral, vao
sendo destruidas gradualmente, levando a um decréscimo da sua concentragdo o sangue

(Parekh et al., 2019).

Na terceira fase ou mais conhecida como SIDA, continua a ocorrer a replicagao
viral e deplecdo das células CD4, levando a um enfraquecimento do sistema imune, sendo
caracterizada pelo aparecimento de doengas oportunistas, tais como a tuberculose, a
pneumonia, a candidiase e a infe¢do pelo citomegalovirus. (Pang et al., 2018; Parekh et

al., 2019).
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Figura 7- Fases clinicas da infe¢do pelo VIH-1(Manoto, Lugongolo and Govender, 2018)

1.8-  Terapia Antirretroviral

O avango mais significativo no tratamento de individuos que vivem com VIH foi
a introdug¢do de medicamentos antirretrovirais, que suprimem a replicagdo do virus a

niveis indetetaveis o que leva a uma melhoria da qualidade de vida (Arts ef al., 2012).

Atualmente existem mais de 60 medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA), disponiveis para tratar individuos que vivem com VIH (Arts et
al., 2012; Pau and George, 2015; U.S. Food and Drug Administration, 2019). Estes
farmacos estdo distribuidos em cinco classes diferentes, com base nos mecanismos
moleculares, sendo eles: Inibidores da transcriptase reversa andlogos de nucledsideos
(NRTTIs), Inibidores da transcriptase reversa nao-andlogos de nucledsideos (NNRTIs),

Inibidores da integrase, Inibidores da protease (PI) e Inibidores de entrada (EI) (Arts et
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al.,2012). Para além dessas cinco classes, também existe uma nova classe que se trata do

Inibidor seletivo da proteina da cépside (Dvory-sobol et al., 2022).

1987-1993

eMonoterapia com NRTI
(ZIdovudine ou didanosime)

1993-1996

eTerapia dupla com NRTIs

1994

ePreven¢dao da transmissao do
VIH da mde para o filho
(Monoterapia com
Zidovudine)

1996

e|Inibidor da Protease + 2 NRTIs

1998

eTerapia com 1 NNRTI + 2
NRTIs

eTerapia com 3 NRTIs

1999-2000

eUso do Ritonavir como
potenciador da a¢do dos Pls

2003-2008

eAprovacgdo dos farmacos de 22
geracdo das classes NRTIs, Pls
e NNRTI (Tenofovir, Tipranavir,
Darunavir, Etravirine)

2003

ePrimeiro inibidor de fusdo B
aprovado (Enfuvirtide)

2006

eJungdo do efavirenz, tenofovir
disoproxil e emtricitabina num
Unico farmaco

2007
ePrimeiro Antagonista CCR5 a

ser aprovado (Maraviroc)

ePrimeiro Inibidor da Integrase
a ser aprovado

2011-2012

eUso da terapia antirretroviral como
meio de prevengao de transmissao a
parceiros ndo infetados

eProfilaxiia pré-exposicdo tenofovir +
emtricitabina

Figura 8 - Cronologia do Desenvolvimento da Terapia Antirretroviral (Pau and George, 2015)

O mecanismo de a¢do dos NRTIs passa pela inibi¢do da agdo enzimatica da

transcriptase reversa, por incorporacao do nucleotido analogo, causando a terminagdo da

cadeia de ADN ou competindo com o substrato natural do virus. Assim, este processo
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interrompe a transformagao do ARN viral em ADN de fita dupla. Exemplos dos farmacos
que se encontram nesta classe, sdo o abacavir, emtricitabina, tenofovir e zidovudina (Pau

and George, 2015).

Os NNRTIs reduzem a acdo da transcriptase reversa devido a uma alteragdo
conformacional, alteracdo esta que ird inibir a capacidade que a trancriptase reveversa
tem de converter o ARN em ADN. Exemplos de NNRTIs sdo o efavirenz, etravirina,

nevirapina e rilpivirina (Pau and George, 2015).

Os inibidores da integrase bloqueiam a acao desta enzima, impedindo a formagao
de ligacdes entre a célula hospedeira e o ADN viral. Isto, impede a incorporacdo do ADN
viral no cromossoma da célula hospedeira. O dolutegravir, elvitegravir e raltegravir sao

exemplos de fAirmacos desta classe (Pau and George, 2015).

Os inibidores da protease exercem a sua funcdo na fase tardia do ciclo replicativo
do VIH. A sua funcdo ¢ ligarem-se as proteases do VIH, levando ao bloqueio da atividade
enzimadtica, resultando na incapacidade de formagdo da virides infeciosos. Exemplos
destes antirretrovirais sdo o atazanavir, darunavir, fosamprenavir, lopinavir, saquinavir e

tipranavir (Pau and George, 2015).

O maraviroc ¢ antagonista de CCRS aprovado para tratamento do VIH. Este liga-
se seletivamente aos recetores CCR5 na membrana celular, bloqueando assim a interagao
entre a gp120 do VIH e o recetor CCRS da célula hospedeira. Contudo, ndo impede a
ligacdo do CXCR4 com a gp120 ou a gp41 (Pau and George, 2015).

O enfuvirtide ¢ o unico inibidor de fusao conhecido. O seu mecanismo de acao
passa pela interferéncia no processo de fusdo ao ligar-se a gp41, evitando assim mudangas
conformacionais necessarias para a fusdo do involucro viral com a membrana celular (Pau

and George, 2015).

O lenacapavir € o unico farmaco até agora que se encontra na classe dos inibidores
seletivos da proteina da capside. Ao ligar-se a duas subunidades vizinhas da proteina do
capsideo, este farmaco ira interferir em varias etapas do ciclo replicativo, incluindo a

formagao de virides e a formacao do nucleo do capsideo (Dvory-sobol et al., 2022).
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1.9- Resisténcia a terapia Antirretroviral (ARV)

Em 1996, a terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) foi introduzida nos
paises desenvolvidos, o que levou a uma diminuicdo tanto na mortalidade como na
morbilidade dos individuos que vivem com VIH. No entanto, as altas taxas de
recombinacao viral e de mutagdo do virus levaram a uma elevada variabilidade genética.
A alta variabilidade genética do VIH ¢ um desafio significativo no tratamento com
antirretrovirais. Essa diversidade resulta da rapida taxa de mutacdo do virus durante a
replicagdo. A algumas dessas variantes, que passaram por mutagdes, podem desenvolver
resisténcia aos medicamentos antirretrovirais, quando isso acontece, a eficacia da terapia
¢ comprometida. A resisténcia a terapia ARV ocorre quando o virus desenvolve mutagdes

que escapam as propriedades inibitorias destes mesmos farmacos (Pimentel et al., 2020).

Os individuos que vivem com VIH podem adquirir resisténcia aos ARV de duas
maneiras: a primeira, resisténcia transmitida, ¢ quando o individuo ¢ infetado com uma
estirpe que ja tem alguma mutacdo que confere resisténcia ao ARV, e a segunda,
resisténcia adquirida, ¢ quando ocorre pressdo seletiva dos antirretrovirais nos individuos
infetados, onde as cargas virais ndo sao totalmente suprimidas durante o tratamento (Baesi

etal,2014).

1.10- Late Presenters

O diagnostico tardio do VIH pensa-se estar associado a um maior risco de
transmissao do virus e por conseguinte a um maior custo de cuidados de saude. Assim, os

programas de teste de VIH sdo bastante importantes para evitar o diagnostico tardio

(Croxford et al., 2022).

Os lates presenters t€m nao s6 uma maior progressdo clinica como também
apresentam maior taxa de mortalidade. Além de que, quando sdo diagnosticados t€ém uma
recuperacdo imunologica mais lenta apds o inicio da terapia antirretroviral, quando

comparado com os non-late presenters (Jeong et al., 2016).
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Os individuos de apresentacdo tardia sdo usualmente homens heterossexuais,
utilizadores de drogas injetdveis, migrantes, com mais de 50 anos ou individuos com

pouco acesso a testagem de VIH (Zangerle et al., 2014; Wojcik-Cichy et al., 2018).

O numero de individuos classificados como /late presenetrs depende da defini¢ao
usada. Por exemplo, na Europa, estima-se que entre 40 a 60% sejam late presenters. Na
Asia esta prevaléncia esta entre os 72 e 83%, enquanto em Africa esta prevaléncia

encontra-se entre 0s 35 e os 89% (Miranda et al., 2021).

Devido a inconsisténcia das defini¢des apresentadas para late presenters, que
dificultavam a comparagdo entre varios estudos relacionados com apresentagao tardia, o
Centro Europeu de Prevengdo e Controle de Doengas (ECDC) e a Organizagdo Mundial
da Satde (OMS), em 2010, apoiaram a decisdo do European Late Presenter Consensus
Working Group em unificar a defini¢do de late presenters. A definicdo preconiza que os
individuos que vivem com VIH e apresentam uma contagem de células CD4 inferior a
350 cel/uL, ou, independentemente da contagem de células CD4, apresentam um evento
definidor de SIDA, s3o considerados late presenters (Mukolo and Villegas, 2013;
Croxford et al., 2022).

A defini¢do supracitada veio facilitar a padroniza¢do dos diferentes estudos
realizados, permitindo uma comparagdo mais efetiva, evitando assim viés nas
classificagdes de late presenters. No entanto, com esta definicdo de apresentacdo tardia,
muitos individuos eram classificados como late presenters incorretamente. Uma das
principais razoes deve-se ao facto de alguns individuos que se encontravam na fase aguda

apresentarem baixos niveis de células CD4 (Croxford ef al., 2022).

Assim, em 2022 a equipa de Sara Croxford sugeriu uma atualizacdo da defini¢ao
de late presenters. Desta forma, para evitar a classificacdo incorreta de LP, parametros de
evidéncia de infe¢do recente passam a ser considerados para reclassificar ou ndo um LP
em NLP. Ou seja, parametros como evidéncias laboratoriais de uma infecao recente
(presenga de antigénio p24, presente no sangue de individuos recentemente infetados), a

existéncia de um teste negativo para o VIH nos tltimos 12 meses ou uma evidéncia clinica
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de infecdo aguda indicam que o individuo se encontra em fase aguda e desta forma sera

reclassificado como NLP (Croxford ef al., 2022).

Muitas vezes a informacao relativa ao ultimo teste negativo ¢ escassa, entdo ¢
necessario encontrar outros parametros que sejam mais acessiveis, para caracterizar esta
populagdo, evitando o viés de classificagdo entre late presenters e individuos que se

encontrem em fase aguda.

Neste estudo, para permitir uma melhor definicdo de late presenter, para além de
utilizarmos a definicdo de apresentacdo tardia baseada nos valores de células CD4,
recorremos ao uso da taxa de ambiguidade da sequéncia gendmica e ao possivel tempo
de infecdo calculado através do ancestral comum mais recente com base em analises
filogenéticas, para analisar a defini¢do de apresentacdo tardia. Para além nisso, o nosso
objetivo foi também avaliar se estes pardmetros serdo ou ndo fidedignos para serem

utilizados para a classificacdo de late presenters.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

Analisar a precisao da defini¢do de late presenters através da utilizacao de outros

indicadores e considerando os valores de células CD4 e o ultimo teste de VIH negativo.
2.2- Objetivos Especificos

1. Classificar em late presenters vs. non late presenters com base nos valores de

células CD4;

2. Classificar em Infe¢ao Cronica ou Infecdo Recente com base na taxa de

ambiguidade das sequéncias gendmicas;

3. Utilizar a reconstrucdo de arvores filogenéticas para estimar o possivel tempo

de infegdo dos individuos com classificagao Infegao Cronica ou Infecao Recente;

4. Comparar os diferentes resultados obtidos através das diferentes ferramentas

usadas.
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3- Materiais e Métodos

3.1- Populagdo em estudo

Para realizar este estudo utilizou-se a base de dados da EuResist como base para
a nossa populagdo em estudo. Esta base ¢ uma das maiores bases de dados que existe e
que integra dados clinicos, sociodemograficos e genémicos de individuos que vivem com

VIH-1 (EuResist, 2023).

A partir desta base de dados selecionou-se as seguintes informagdes: ano de
nascimento, sexo, continente de origem, via de transmissdo, data do primeiro teste

positivo, data da amostra, a sequéncia genética, contagem das células CD4 e a carga viral.

Posto isto, foram excluidos todos os individuos que nao tinham 18 anos até a data
de diagnostico, e individuos que ndo tinham informagdes como a data de primeiro teste

positivo, ou a sequéncia genética.

3.2- Classificagdao com base no valor de células CD4

Para classificar os individuos em late presenters (LP) ou em non-late presenters
(NLP), baseamo-nos no valor das células de CD4, os individuos com um valor de CD4
<350 células/uL foram classificados como LP, em contrapartida, todos os outros foram

classificados como NLP (Croxford et al., 2022).

3.3- Classificacdo com base na taxa de ambiguidade

As sequéncias nucleotidicas obtidas na base de dados foram alinhadas contra a
sequéncia de referéncia HXB2 utilizando o software Virulign (Libin ef al., 2019). A taxa
de ambiguidade das sequéncias foi calculada através de um script do RStudio (versao
2023.03.1+446). Este script calcula o comprimento e remove os caracteres ambiguos de

cada sequéncia definidos pelo padrio (RYKMSWBDHVN). Além do mais, calcula a
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ambiguidade de cada sequéncia subtraindo o comprimento apdés a remocdao de
ambiguidades do comprimento original e calcula a razdo da ambiguidade dividindo a
ambiguidade pelo comprimento original de cada sequéncia. Para a defini¢ao de infegao
recente ou cronica usamos um cut-off de 0.47%, sendo que a taxa de ambiguidade das
sequéncias <0,47% trata-se de uma infecdo recente ¢ quando a taxa de ambiguidade
>0,47% trata-se de infecdo cronica (Emmi Andersson et al., 2014). Além do mais, para
controlo de qualidade exclui-se sequéncias com tamanho inferior a 500 nucleo6tidos e uma

taxa de ambiguidade superior a 2,5% ( Emmi Andersson et al., 2014).

3.4- Classificagdo com base na analise filogenética

Construiu-se uma arvore filogenética de méxima verosimilhanga através do
software FastTree, utilizando o modelo de substituicdo de nucledtidos General Time
Reversible (GTR). Posteriormente, visualizou-se a arvore filogenética utilizando o
software FigTree e eliminou-se os outliers, ou seja, os ramos da arvore que estavam

desfasados (Price, Dehal and Arkin, 2010; Dearlove ef al., 2021).

Em seguida, utilizamos o TreeTime com o objetivo de analisar o possivel tempo
de infecdo. Este software € utilizado na area da bioinformatica com o intuito de inferir
sobre sequéncias ancestrais, € ao estimar o comprimento dos ramos consegue estudar
evolugdo molecular ao longo do tempo. A data de infecdo foi estimada através da
diferenca entre o ano de infecdo do ancestral comum mais recente da arvore filogenética

e 0 ano da amostra da sequéncia em estudo (Sagulenko, Puller and Neher, 2018).

Para os individuos com 0-1 anos de possivel tempo de infecao classificou-se como

infecdo recente, os restantes individuos classificaram-se como infe¢ao cronica.

3.5- Determinacao dos subtipos do VIH-1

Submeteu-se as sequéncias nucleotidicas a diferentes algoritmos de genotipagem
de modo a poder definir o subtipo de cada sequéncia. Os algoritmos usados foram o Rega

V3,0 COMET e o Geno2pheno. Para chegar ao consenso dos subtipos utilizou-se o Rega
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V3 (Pineda-Pena et al., 2013) e o COMET (Struck et al., 2014). Caso o subtipo obtido
por estes dois softwares ndo fosse consensual, utilizariamos o Geno2pheno para

desempatar, e tornar a classificagao consensual (Lengauer and Sing, 2006).

3.6-Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada recorrendo ao software estatistico SPSS versao
29.0.1.0. As tabelas de frequéncias foram feitas para as varidveis qualitativas, para
descrever os dados sociodemograficos dos individuos. Para além disso, utilizou-se o teste
do qui-quadrado para independéncia, para ver se existiam diferencas significativas entre
as diferentes variaveis qualitativas que caracterizavam o tipo de infe¢do, dando especial

atencdo aquelas que sdo estatisticamente significativas (p-value <0,05).
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4- Resultados

4.1- Dados sociodemograficos e clinicos dos individuos

Dos 2233 individuos, a maioria eram do sexo masculino (81.8%), sendo a faixa

etaria mais frequente entre os 31-55 anos (64.2%). O tipo de transmissdo mais comum foi

o contacto sexual homossexual/bissexual (56%), € 50.5% dos individuos eram originarios

da Europa Ocidental. O subtipo mais frequente foi o subtipo B (67.4%) (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizagdo sociodemogrdfica e clinica dos individuos em estudo

Caracteristicas dos Individuos

Total

Total 2233 (100%)
Sexo, n (%) 2233 (100%)
Masculino 1827 (81.8%)
Feminino 403 (18.1%)
Desconhecido 3 (0.1%)
Idade ao diagndstico, n (%) 2233 (100%)
<18 13 (0.6%)
18-30 665 (29.8%)
31-55 1433(64.2%)
>56 122 (5.5%)
Tipo de transmissido, n (%) 2233 (100%)
Heterossexual 465 (20.8%)
Homossexual/Bissexual 1251 (56.0%)
Transmissdo por seringas € instrumentos infetados (IVDA) | 267 (12%)
Desconhecido 244 (10.9%)
Transmissao vertical 6 (0.3%)

Regido de Origem, n (%)

2233 (100%)

Africa 219 (9.8%)
Europa Ocidental 1127 (50.5%)
Europa Oriental 571 (25.6%)
Outros 316 (14.2%)
Subtipo, n (%) 2233 (100%)

CRF 01 AE 176 (7.9%)
Al 62 (2.8%)
A6 173 (7.7%)
B 1505 (67.4%)
C 141 (6.3%)
G 33 (1.5%)
Outros 22 (1%)
Recombinantes 121 (5.4%)

Carga Viral (logl10 cépias/mL), n (%) 2233 (100%)
<4.0 540 (24.2%)
4.1-5.0 872 (39.1%)
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>5.0 808 (36.2%)

Desconhecido

13 (0.6%)

4.2- Analise 1

Nesta primeira analise comparou-se a classificagdo obtida através do valor de

células CD4 ¢ a classificagdo obtida através dos valores da taxa de ambiguidade.

Através dos valores de CD4, 1195 dos individuos (53.5%) eram late presenters, e
1038 (46.5%) eram non-late presenters. Através dos valores da taxa de ambiguidade,
1113 individuos (49.8%) apresentavam uma infecdo cronica, ou seja, apresentavam taxa
de ambiguidade >0,47%, enquanto 1120 (50.2%) apresentavam uma infe¢ao recente, ou

seja, apresentavam uma taxa de ambiguidade <0,47% (Tabela 2).

Tabela 2 - Descric¢do dos tipos de classificagdo usando o valor de células CD4 e a Taxa de Ambiguidade

Classificacoes LPvs NLP Tipo de Infecdo (Taxa de p-value
(CD4) ambiguidade)
Total 2233 (100%) 2233 (100%)
LP 1195 (53.5%) | Infe¢do Cronica 1113 (49.8%) <0.001
NLP 1038 (46.5%) | Infecdo Recente 1120 (50.2%)

Analisamos em seguida os resultados coerentes entre as duas técnicas: 1)
classificagdo como LP com base no valor das células CD4 abaixo de 350 células/uL e
classificagdo como infe¢ao cronica com base na taxa de ambiguidades; 2) classificacdo
como NLP com base no valor das células CD4 acima de 350 células/puL e como infecdo

aguda com base na taxa de ambiguidades.

Assim, observou-se que 65.2% dos resultados eram coerentes entre as duas
classificagdes, 34.3% dos individuos eram classificados com LP e Infecdo Cronica e

30.9% eram classificados como NLP e como Infecdo Recente (Tabela 3).
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Tabela 3- Comparagdo entre os tipos de classificagdo usando o valor de células CD4 e a Taxa de Ambiguidade

Classificacoes LP vs NLP (CD4)
LP NLP Total
Tipo de Infeciao (Taxa de Infegao 765 (34.3%) 348 (15.6) 1113 (49.8%)
ambiguidade) Cronica
Infecao 430 (19.3%) 690 (30.9%) | 1120 (50.2%)
Recente
Total 1195 (53.5%) | 1038 (46.5%) | 2233 (100%)
Concordante 1455 (65.2%)
Nao Concordante 778 (34.8%)

4.3- Analise 2

Nesta segunda analise comparou-se a classificagdo obtida através do valor de
células CD4 e a através do possivel tempo de infecdo obtida com base nos resultados da

arvore do TreeTime baseado no ancestral comum mais recente.

Através dos valores de CD4, 1195 dos individuos (53.5%) eram late presenters, €
1038 (46.5%) eram non-late presenters. Através da andlise do possivel tempo de infegdo,
1764 individuos (79.0%) apresentavam uma infe¢do cronica, ou seja, o tempo possivel
de infe¢do estimado, baseado no ancestral comum mais recente, era superior a 1 ano,
enquanto 292 dos individuos (13,1%) apresentavam uma infe¢ao recente, ou seja, o tempo
possivel de infecdo estimado, baseado no ancestral comum mais recente, era inferior a 1

ano (Tabela 4).
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Tabela 4- Descrig¢do dos tipos de classifica¢do usando o valor de células CD4 e o tipo de infegdo baseado no

ancestral comum mais recente

Classificacoes LPvs NLP Tipo de Infecdo (Ancestral comum p-value
(CD4) mais recente)
Total 2233 (100%) 2233 (100%)
LP 1195 (53.5%) | Infecdo Crénica 1764 (79.0%) <0.001
NLP 1038 (46.5%) | Infecdo Recente 292 (13.1%)
Invalidos 0 (0%) Invalidos 177 (7.9%)

Neste caso, consideramos como coerentes 0os casos em que os individuos que

foram classificados como LP apresentam um tipo de infecdo Cronica, € o caso em que 0s

individuos classificados como NLP, apresentam infecao Recente.

Observou-se que 53.2% dos resultados usando estas duas técnicas eram

concordantes, ou seja, 44.4% dos individuos eram classificados com LP (baseando-nos

nos valores de CD4) ou como Infecdo Cronica (baseando-nos no possivel tempo de

infecdo, baseado no ancestral comum mais recente) e 8.8% eram classificados como NLP

(baseando-nos nos valores de CD4) ou como Infe¢do Recente (baseando-nos no possivel

tempo de infe¢do, baseado no ancestral comum mais recente) (Tabela 5).

Tabela 5- Comparagdo entre os tipos de classificacdo usando o valor de células CD4 e o

tipo de infe¢ao baseado no ancestral comum mais recente

Classificacoes LP vs NLP (CD4)
LP NLP Total
Infecao 992 (44.4%) 772 (34.6%) 1764 (79.0%)
Tipo de Infecdo (Ancestral comum Croénica
mais recente) Infecao 96 (4.3%) 196 (8.8%) 292 (13.1%)
Recente
Invalidos 107 (4.8%) 70 (3.1%) 177 (7.9%)
Total 1195 (53.5%) 1038 (46.5%) 2233 (100%)
Concordante 1188 (53.2%)
Nao Concordante 868 (38.9%)
Invalido 177 (7.9%)
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4.4- Analise 3

Nesta analise comparou-se a classificagdao obtida através da taxa de ambiguidade

e através do possivel tempo de infecdo, baseado no ancestral comum mais recente.

Através da taxa de ambiguidade, 1113 dos individuos (49.8%) apresentavam
infecdo cronica, e 1120 (50.2%) apresentavam uma infecdo recente. Através do possivel
tempo de infecdo, baseado no ancestral comum mais recente, 1764 individuos (79.0%)
apresentavam uma infe¢do cronica, enquanto 292 dos individuos (13,1%) apresentavam

uma infegdo recente, baseado no ancestral comum mais recente (Tabela 6).

Tabela 6 Descricdo dos tipos de classificagdo usando a Taxa de ambiguidade e o tipo de infe¢do baseado no
ancestral comum mais recente

Tipo de Infecao
Classificacoes (Taxa de Tipo de Infecdo (Ancestral p-value
ambiguidade) comum mais recente)
Total 2233 (100%) 2233 (100%)
Infegdo 1113 (49.8%) Infegdo 1764 (79.0%) <0.001
Cronica Cronica
Infegao 1120 (50.2%) Infegao 292 (13.1%)
Recente Recente
Invalidos 0 (0%) Invalidos 177 (7.9%)

Para além disso, observou-se que 50% dos resultados usando estas duas técnicas
eram concordantes, ou seja, 41.3% dos individuos eram classificados como Infecdo
Cronica ¢ 8.7% eram classificados como como Infe¢cdo Recente e 7,9% foram

considerados como invalidos (Tabela 7).
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Tabela 7 Comparagdo entre os tipos de classificagdo usando a Taxa de ambiguidade e o

tipo de infe¢do baseado no ancestral comum mais recente

Classificacoes Tipo de Infecdo (Taxa de
ambiguidade)
Infecao Infecdo Recente Total
Cronica
Infecao 923 (41.3%) 841 (37.7%) 1764
Tipo de Infecdo (Ancestral comum Cronica (79.0%)
mais recente) Infegao 97 (4.3%) 195(8.7%) 292
Recente (13.1%)
Invalidos 93 (4.2%) 84 (3.8%) 177 (8.0%)
Total 1113 (49.8%) 1120 (50.2%) 2233
(100%)
Concordante 1118 (50%)
Niao Concordante 938 (42%)
Invalido 177 (7.9%)
4.5- Andlise 4
Nesta ultima andlise, comparou-se a classificacdo com base no possivel tempo de
infecdo, baseado no ancestral comum mais recente e os valores de carga viral de cada
individuo.
Ao observarmos a Tabela 8 podemos constatar que os valores de carga viral estao
distribuidos quase homogeneamente, tendo uma maior prevaléncia os individuos com
carga viral entre 4.1-5.0 copias/mL. Relativamente a classificacdo dos individuos baseada
nos valores obtidos no tempo possivel de infe¢do, baseado no ancestral comum mais
recente, podemos observar que 79% tinham uma infe¢do créonica e 13% uma infegdo
recente.
Tabela 8- Descri¢do do tipo de classificagdo usando o tipo de infe¢do baseado no ancestral comum mais recente
e os valores de Carga Viral
Classificacoes | Carga Viral Tipo de Infecdo (Ancestral p-value
comum mais recente)
Total 2233 (100%) 2233 (100%)
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<4.0 540 (24.2%) Infegao 1764 (79.0%)
Croénica <0.001
4.1-5.0 872 (39.1%) Infegao 292 (13.1%)
Recente
>5.0 808 (36.2%) Invalidos 177 (7.9%)
Desconhecido 13(0,6%) | - | -

No entanto, ao comparar, podemos observar que em ambos o tipo de infe¢do a

Tabela 9- Comparagdo entre o tipo de infeg¢do baseado no ancestral comum mais recente

e a Carga Viral

maior prevaléncia de carga viral continua a ser entre as 4.1-5.0 copias/mL (Tabela 9).

Carga Viral
Classificacoes
<4.0 4.1-5.0 >5.0 Invalido Total
Infegao 461 683 608 12 1764 (79.0%)
Tipo de Infeciao Cronica (20.6%) | (30.6%) | (27.2%) | (0.5%)
(Ancestral comum mais Infecao 50 128 114 0 292 (13.1%)
recente) Recente (2.2%) (5.7%) (5.1%) (0%)
Invalidos 29 61 86 1 177 (7.9%)
(1.3%) (2.7%) (3.9%) (0%)
Total 540 872 808 13 2233 (100%)
(24.2%) | (39.1%) | (36.2%) | (0.6%)
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5- Discussao e Conclusoes

O objetivo deste estudo teve como base analisar a definicdo atual de late
presenters, € tentar encontrar outras metodologias alternativas para evitar um viés na
classificagdo entre LP vs NLP, isto porque alguns individuos que se encontram em fase
aguda podem apresentar uma baixa concentragdo de células CD4, sendo por isso mal

classificados como LP.

Tendo como base as metodologias estudadas, entre as quais se encontram a
classificagdo em LP vs NLP, com base na contagem de células CD4, classificagdo em
Infecdo Cronica vs Infe¢do Recente tendo com base a taxa de ambiguidade e o tempo
possivel de infe¢cdo, baseado no ancestral comum mais recente recorrendo ao software
TreeTime para construir a arvore filogenética. As metodologias que apresentaram
resultados mais concordantes foram a combinacdo da classificacio em LP vs NLP
baseado no valor das células CD4, e a classificacdo em Infecdo Cronica ¢ Infecao
Recente, tendo como base a taxa da ambiguidade. Ao cruzar estas duas metodologias
obteve-se uma taxa de concordancia de 65.2%. Existem duas equipas que foram
referenciadas nesta dissertacdo, a equipa da Sara Croxford que classificou os individuos
em LP vs NLP tendo com base a contagem de células CD4 (Croxford et al., 2022) e a
equipa da Emmi Andersson que classificou os individuos tendo como base o tipo de

infecdo (Infegdo cronica vs Infecdo recente) (Emmi Andersson ef al., 2014).

Inicialmente, foi feita uma descri¢do sociodemografica e clinica da populagdo em
estudo. Em seguida efetuaram-se quatro analises distintas: 1) comparou-se a classificagao
em LP vs NLP tendo como base a contagem de células CD4 e a classificacdo em Infegao
Cronica vs Infecdo Recente, tendo como base a taxa de ambiguidade; 2) comparou-se a
classificagdo em LP vs NLP tendo como base a contagem de células CD4 e a classificacdo
em Infe¢dao Croénica vs Infecdo Recente, tendo como base o possivel tempo de infegao,
baseado no ancestral comum mais recente; 3) comparou-se a classificagdo em Infecao
Cronica vs Infecdo Recente, tendo como base a taxa de ambiguidade e a classificagdo em
Infecdo Cronica vs Infecdo Recente, tendo como base o possivel tempo de infegdo,

baseado no ancestral comum mais recente; e por ultimo 4) comparou-se a Infe¢ao Croénica
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vs Infecdo Recente, tendo como base possivel tempo de infecdo, baseado no ancestral

comum mais recente com a carga viral.

Ao analisar os dados sociodemograficos, pode-se concluir que que o género
predominante era o sexo masculino (81.8%), a idade ao diagndstico mais frequente € entre
os 31-55 anos (64.2%), e o tipo de transmissdo mais comum foi o contacto
homossexual/bissexual (56%). Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com
dados existentes na literatura que descrevem as caracteristicas sociodemograficas de
individuos que vivem com VIH na Europa (Wojcik-Cichy et al., 2018; Serra et al., 2020;
Miranda et al., 2021). A regido de origem mais prevalente foi a Europa Ocidental (50.5%)
e os subtipos mais frequentes foram o subtipo B (67.4%), o subtipo A (9.5%), e CRF
01 AE (7.9%). Apesar da elevada propor¢ao de individuos do subtipo B, podemos aqui
observar que os subtipos ndo-B estdo cada vez mais a aumentar na Europa, possivelmente
devido as migragdes de individuos provenientes de outros continentes com uma prévia
infecdo de VIH de outro subtipo que ndo o B. Os resultados deste estudo relativamente a
distribuicao de subtipos na populagdo, verificam-se noutros estudos, como por exemplo,
no estudo de Miranda et al.(2021) 64.4% dos individuos eram do subtipo B, 13.5% do
subtipo A e 2.4% apresentavam CRF 01 AE. Relativamente a carga viral, 39.1% dos
individuos apresentaram um valor de carga viral entre as 4.1-5.0 copias/mL, estando de
acordo com dados do mesmo estudo acima mencionado, que descreve uma populagdo de
individuos que vivem com VIH na Europa, onde 34.4% dos individuos apresentavam a

carga viral entre 4.1-5.0 copias/mL (Miranda et al., 2021).

Na comparagdo entre os resultados obtidos no nosso estudo e os estudos
conduzidos por Sara Croxford e Emmi Andersson, observamos algumas variacdes
notaveis nas caracteristicas da populacdo e nas taxas de apresentacdo tardia (LP) e

categorizacdo de infe¢do recente vs infecdo cronica.

O estudo de Sara Croxford, que se concentrou exclusivamente em individuos do
Reino Unido, identificou que 42% dos individuos eram LP. Em contraste, o nosso estudo,
que incluiu uma amostra mais diversificada com uma propor¢ao significativa de
individuos provenientes da Africa Sub-Sahariana, revelou uma taxa ligeiramente mais

alta de 53.5% de LP. Essa discrepancia pode ser atribuida a distribui¢do geografica
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variada da nossa amostra, sugerindo que as diferencas na apresentagao tardia podem ser
influenciadas pela origem dos individuos. Quanto a categorizagdo em LP e ndo LP, nossos
resultados (53.5% LP e 46.5% nao LP) alinham-se com estudos recentes na Europa, onde
as taxas de LP variavam entre 50% e 63%, incluindo referéncias como Miranda et al.

(2022), Chkhartishvili et al. (2017), e Petrakis et al. (2020).

No estudo de Emmi Andersson, 48% dos participantes foram classificados como
tendo infecdo recente, enquanto 52% tinham infe¢do cronica, com base nos valores da
taxa de ambiguidades. No nosso estudo, observou-se que 50.2% dos individuos
apresentam infecao recente e 49.8% infegao cronica, sendo estes resultados concordantes
com a literatura (Emmi Andersson et al., 2014). No entanto, a0 compararmos esses
resultados com o estudo de Miranda et al. (2022), observamos discrepancias,
possivelmente devido a aplicagdo de diferentes cutoffs, enquanto Miranda et al. (2022)
utilizou um cutoff de 0.45%, o nosso estudo e 0 de Emmi Andersson et al. (2014) utilizou-

se um cutoff de 0.47%.

Na avalia¢do dos resultados obtidos através de duas metodologias distintas,
podemos concluir que 65.2% dos resultados obtidos (classificagdo em LP vs NLP e
classificagdo em infegdo crdonica vs infe¢do recente) eram concordantes. Isto demostra
que apesar da maioria ser concordante, ainda existe uma ligeira discrepancia nos
resultados, o que pode indicar uma mais-valia a utilizacio de mais do que uma

metodologia na classificagdo de LP vs NLP.

Na etapa subsequente da analise, classificamos os individuos em LP vs NLP com
base na contagem das células CD4 e em infecdo cronica vs infe¢do recente considerando
o possivel tempo de infecdo com base ancestral comum mais recente. Os resultados
revelaram que 79% dos individuos apresentavam uma infe¢ao crénica, enquanto 13.1%
tinham uma infecdo recente. A escassez de estudos que utilizam métodos semelhantes
dificulta a comparagao direta dos nossos resultados com a literatura existente. No entanto,
¢ importante destacar que 53.2% dos resultados eram concordantes ao utilizar essas duas
metodologias. Essa concordancia sugere uma consisténcia razoavel entre as classificagdes
de LP vs NLP e infe¢do cronica vs infegdo recente com base na contagem de células CD4

e no tempo de infecdo, baseado no ancestral comum mais recente. Contudo,
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reconhecemos a necessidade potencial de incluir uma terceira metodologia para fortalecer

ainda mais o consenso entre essas abordagens.

Ao avaliar os resultados, torna-se evidente que a introdu¢do de uma terceira
metodologia pode ser benéfica para a obten¢do de uma perspetiva mais abrangente e
robusta sobre a classificagcdo dos individuos. Esta consideragao ¢ particularmente
relevante diante da complexidade e heterogeneidade que pode existir nos dados de infe¢ao
pelo VIH. Em resumo, embora tenhamos alcangado uma significativa concordancia entre
as metodologias utilizadas, reconhecemos a importadncia de explorar abordagens
adicionais para solidificar as nossas conclusdes e contribuir para uma compreensao mais

completa das caracteristicas da infe¢ao pelo VIH na nossa amostra.

No contexto da classificacao entre Infecdo Recente vs Infegdo Cronica, utilizando
a taxa de ambiguidade e o possivel tempo de infecdo baseado no ancestral comum mais
recente, como critérios, observamos uma concordancia de 50% entre essas duas
metodologias. Esta observagdo reforga a sugestdo anterior de que a combinagdo de
multiplas abordagens pode ser essencial para alcangar uma homogeneidade nos resultados

obtidos.

A compara¢do dos individuos com base nos valores de carga viral e na
classificagdo em Infecdo Cronica vs Infecdo Recente, considerando o possivel tempo de
infecdo baseado no ancestral comum mais recente, revelou que tanto os individuos com
Infe¢dao Cronica como os com Infe¢do Recente apresentavam uma carga viral superior a

4 copias/mL.

Ao discutir estes resultados, ¢ importante considerar que a incorporagdo de uma
terceira metodologia, como mencionado anteriormente, pode ser valiosa para reforgar a
consisténcia e a confiabilidade das conclusdes, especialmente quando h4a uma

complexidade consideravel nos dados.

A andlise comparativa entre estas diferentes metodologias destaca a necessidade
continua de refinamento e aprofundamento na abordagem metodolédgica, enfatizando a
importancia de uma discussao mais aprofundada sobre as implicagdes e limitagdes dessas

técnicas na interpretagao dos resultados.
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Ao analisar as diferentes combinacdes de metodologias utilizadas neste estudo,
identificamos que a classificagdo em LP vs NLP com base na contagem das células CD4,
juntamente com a categorizacdo em Infe¢ao Crénica vs Infecdo Recente usando os
valores da taxa de ambiguidade, apresentou a maior percentagem de valores
concordantes. Este resultado sugere que essa combinagdo pode ser uma das alternativas
para minimizar o viés na definicdo de /ate presenters. No entanto, ¢ reconhecido que a

adicao de uma terceira metodologia pode conferir ainda mais rigor a classificagao.

A sugestdo de explorar diferentes valores da taxa de ambiguidade ¢ valida, pois
pode contribuir para encontrar uma maior concordancia entre as técnicas utilizadas. Isso
destaca a importancia de ajustar e otimizar os parametros das metodologias para melhorar
a consisténcia e a confiabilidade dos resultados. Entretanto, ¢ importante reconhecer as
limitagdes deste estudo. A amostra reduzida é um ponto a ser considerado, pois pode
impactar a generalizacdo dos resultados. A aplicacdo limitada da metodologia do tempo
possivel de infecdo também representa uma limitacdo, especialmente devido a
diversidade de métodos para criar arvores temporais e a utilizacdo de diferentes
sequéncias de controlo. Essa variabilidade pode levar a incertezas na classificagdo entre
Infecdo Cronica vs Infecdo Recente com base no possivel tempo de infecdo. Além disso,
ao classificar os individuos em LP vs NLP, apenas a contagem de células CD4 foi
considerada, o que pode ter introduzido um viés na classificacdo. A escolha do cut-off
para a classificagdo em infecao recente vs infe¢do através da taxa de ambiguidade também

pode ser uma fonte potencial de viés.

Em resumo, apesar de encontrar combinagdes de metodologias que apresentam
maior concordancia, ¢ fundamental reconhecer e discutir as limitagdes do estudo. A
consideracdo dessas limitagdes pode orientar futuras pesquisas por abordagens mais

robustas e confiaveis na classificagdo de LP vs NLP e Infecao Cronica vs Infegao Recente.
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