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Resumo

Em Angola, assiste-se a um constante aumento da complexidade da epidemia do
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), caracterizada pela circulacdo da
maioria dos subtipos do grupo M e crescente frequéncia de mutagdes associadas a
resisténcia aos anti-retrovirais (ARVS), especialmente aos inibidores da transcriptase
reversa (RT). A introducdo do acesso universal a terapia anti-retroviral trouxe melhorias
na qualidade de vida das pessoas a viver com o HIV, mas o aparente aumento da
transmissdo primaria de virus resistentes traz dificuldades ao tratamento e controlo da
infeccdo. Por outro lado, os dados disponiveis sobre a infeccdo sdo ainda escassos e
maioritariamente provenientes de Luanda. Assim, os objectivos deste estudo foram
caracterizar as estirpes de HIV-1 circulantes na provincia de Benguela (Angola ocidental)
e estimar o respectivo grau de resisténcia primaria aos inibidores da protease (PR) e da
RT actualmente certificados.

Foi incluido um total de 111 individuos diagnosticados com infeccéo pelo HIV-1,
entre Agosto de 2016 e Janeiro de 2017, no Hospital Geral de Benguela, sendo que, na
sua totalidade, estes nunca tinham sido submetidos a terapia anti-retroviral. As amostras
de sangue periférico colhidas foram armazenadas em cartdes Whatman Indicating FTA®
Elute Micro Cards (GE Healthcare, Reino Unido) e o DNA proviral presente nas células
infectadas utilizado como matriz para a amplificacdo por dupla nested PCR das regifes
codificantes da PR (460 pb) e RT (650 pb). A classificacdo genotipica das 103 sequéncias
obtidas foi realizada com base em analise filogenética e de bootscanning, tendo-se
recorrido ao programa HIVdb — Genotypic Resistance Interpretation Algorithm da
Stanford University HIV Drug Resistance Database para a pesquisa de mutacdes
associadas a resisténcia aos inibidores da PR e da RT, e outros polimorfismos genéticos,
e determinacdo dos respectivos perfis fenotipicos putativos de resisténcia.

Na globalidade, na amostra populacional em estudo, verificou-se o predominio
dos subtipos C (40,4%) e F1 (19,1%), seguidos da CRF02_AG (12,8%) e subtipos G
(8,5%), A (4,3%), B, D e J (2,1%, cada), e ainda uma pequena percentagem de formas
recombinantes Unicas (URFs) (6,4%) e sequéncias ndo genotipaveis (U) (2,1%).
Encontrou-se um conjunto diversificado de mutacbes associadas a resisténcia aos
diferentes inibidores da PR e da RT considerados na analise, incluindo mutacdes
principais e acessorias, das quais uma parte consideravel tem relevancia para a vigilancia
epidemioldgica da resisténcia transmitida aos ARVs no HIV-1. A grande maioria das
sequéncias da regido codificante da PR encontra-se associada a perfis fenotipicos de
susceptibilidade (92,0%), mas uma percentagem consideravel das sequéncias da regido
codificante da RT apresentava algum tipo de resisténcia aos respectivos inibidores
(34,0%).

Resumindo, foi encontrada uma elevada diversidade genética nas estirpes do HIV-
1 circulantes em Benguela, destacando-se o consideravel grau de resisténcia primaria aos
ARVs observado, em particular, relativamente aos inibidores da RT. Deste modo, 0s
resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia da monitorizacdo da emergéncia
de mutagdes associadas a resisténcia aos diferentes ARVs e sua transmissdo em Angola,
considerando o seu impacto directo na efectividade da terapéutica e controlo da infeccéo
pelo HIV-1.

Palavras-chave: HIV-1, Angola, diversidade genética, terapia anti-retroviral, resisténcia
primaria aos anti-retrovirais



Abstract

In Angola, there has been an increase in the complexity of the human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) epidemic, characterized by the circulation of the
majority of group M subtypes and the increasing frequency of drug resistance mutations
(DRMs), especially to reverse transcriptase (RT) inhibitors. The introduction of universal
access to antiretroviral therapy has brought improvements in the quality of life of people
living with HIV, but the apparent increase in the primary transmission of resistant viruses
brings difficulties to treatment and control of the infection. On the other hand, available
data on the infection are still scarce and mainly from Luanda. So, the aims of this study
were to genetically characterize the circulating HIV-1 strains in the province of Benguela
(western Angola) and to assess the corresponding degree of primary drug resistance to
currently licensed protease (PR) and RT inhibitors.

A total of 111 individuals diagnosed with HIV-1 infection between August 2016
and January 2017 at the General Hospital of Benguela were included, all of whom were
treatment-naive. Peripheral blood samples were collected and stored on Whatman
Indicating FTA® Elute Micro Cards (GE Healthcare, UK) and the proviral DNA used as
matrix for the double nested PCR amplification of PR (460 bp) and RT (650 bp) coding
regions. The genotypic classification of the 103 obtained nucleotide sequences was based
on their phylogenetic and bootscanning analyses. The HIVdb program — Genotypic
Resistance Interpretation Algorithm (Stanford University, USA) was used for
characterization of DRMs to PR and RT inhibitors, and other genetic polymorphisms, and
determination of their putative phenotypic resistance profiles.

Overall, in this population sample, there was a predominance of subtypes C
(40.4%) and F1 (19.1%), followed by CRF02_AG (12.8%), and subtypes G (8.5%), A
(4.3%), B, D and J (2.1%, each), with a small percentage of unique recombinant forms
(URFs) (6.4%) and unclassified sequences (U) (2.1%). A diverse set of DRMs to the
different PR and RT inhibitors considered in the analysis was found, including major and
accessory mutations, of which a considerable proportion is relevant to the
epidemiological surveillance of transmitted HIV-1 drug resistance. The great majority of
PR coding sequences was associated to phenotypic profiles of susceptibility to the
different inhibitors (92.0%), but a considerable proportion of RT coding sequences
showed some level of resistance to RT inhibitors (34.0%).

In summary, a high genetic diversity was found in the HIV-1 strains circulating in
Benguela, associated to a considerable degree of primary drug resistance, especially to
RT inhibitors. The results obtained in this study reinforce the importance of monitoring
the emergence of DRMs and their transmission in Angola, due to their obvious direct
impact on therapy efficacy and control of the HIV-1 infection.

Keywords: HIV-1, Angola, genetic diversity, antiretroviral therapy, primary drug
resistance
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1 Introducéao

1.1 Virus da imunodeficiéncia humana e sida

A infeccdo cronica com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés
human immunodeficiency virus) estd na origem da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (sida) que, em consequéncia das dimensdes sem precedentes atingidas, tem um
forte impacto na saude publica, tratando-se por isso de uma patologia de elevada
importancia ao nivel da saude global (1). A sindrome caracteriza-se por uma deplecdo
gradual do nimero de linfocitos T auxiliadores CD4" (do inglés, cluster of differentiation
type 4) em circulacdo, resultante, em parte, da rapida replicacdo do virus nas mesmas,
levando a uma disfuncdo progressiva do sistema imunitario do individuo infectado
associada ao aparecimento de infecgdes com agentes oportunistas e, frequentemente,
alguns tipos de neoplasias (2-4).

Os primeiros casos de infeccdo com HIV foram descritos nos Estados Unidos da
América (EUA) em 1981, apds relatos de varios casos de patologias raras, como infeccbes
com Pneumocystis jirovecii, sarcoma de Kaposi e linfadenopatias persistentes
generalizadas, em grupos de jovens homossexuais previamente saudaveis que
apresentavam um quadro clinico de grave deficiéncia imunitaria de causa desconhecida
(5-10). O aumento da incidéncia de novos casos, inclusive noutros grupos populacionais
(e.g. consumidores de drogas por via intravenosa), levou ao reconhecimento da sindrome
e a sua definicdo pelo CDC (do inglés, Centers for Disease Control and Prevention) como
“uma doenga, pelo menos moderadamente preditiva de um defeito na imunidade mediada
por células, ocorrendo numa pessoa sem causa conhecida de menor resisténcia a essa
doenga” (11), utilizando-se pela primeira vez o acronimo SIDA em 1982.

No ano seguinte, Barré-Sinoussi e colaboradores isolam pela primeira vez o
agente etioldgico da sida, entdo designado LAV (do inglés, lymphadenopathy-associated
virus), a partir de um ganglio linfatico de um individuo homossexual com linfadenopatia
generalizada (12,13). Em 1984, uma outra equipa de investigadores reporta igualmente o
isolamento do agente etiologico da sida designando-o de HTLV-I11I (do inglés, human T-
lymphotropic virus type I11) (14-17), verificando-se mais tarde que era idéntico a LAV.

Surge em 1986 a proposta do Comité Internacional de Taxonomia de Virus para a
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designacédo oficial do virus causador da sida como virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (18,19). No mesmo ano, € isolado um outro virus em individuos com sida oriundos
da Africa Ocidental, semelhante ao ent&o conhecido HIV mas geneticamente diferente do
mesmo, apresentando caracteristicas antigénicas e relacdes filogenéticas distintas (20—
23). O HIV passou assim a ser classificado em dois tipos distintos: HIV-1 e HIV-2 — o
primeiro é responsavel pela pandemia, enquanto o segundo é endémico e permanece
confinado a paises da Africa Ocidental, possuindo apenas alguns focos noutras regifes

com ligacdes aos paises endémicos (1,24-26).

1.2 Origem biolégica do HIV

O HIV teve origem em multiplas transmissfes de caracter zoondtico de virus da
imunodeficiéncia simia (SIV, do inglés simian immunodeficiency virus) de primatas da
Africa Central-Ocidental para humanos, sendo a exposicdo cutinea, ou das membranas
mucosas, a sangue ou secre¢des de animais infectados — em resultado de actividades como
a cacga e manuseamento de carne dos primatas para consumo alimentar ou a captura e
troca dos animais que sdo também mantidos como animais de estimagdo — apontada como
a causa mais plausivel de transmissao (1,27,28). Diversos estudos permitiram verificar

uma elevada semelhanca filogenética do HIV-1 com o SIV do chimpanzé-central

Pan troglodytes troglodytes (chimpanzee)
r = ad

(subespécie Pan troglodytes troglodytes) ——g
(SIVcpze) € 0 SIV do gorila-ocidental- : ‘
das-terras-baixas  (subespécie  Gorilla = <
gorilla gorila) (SI\VVgor), e do HIV-2 com o AU
SIV do mangabei-fuliginoso (espécie
Cercocebus atys) (SIVsmm) (1,23,29-31).

Andlises filogenéticas revelaram
que os dois tipos de HIV formam linhagens
evolutivas  monofiléticas com  0s
respectivos SIVs (Figura 1) (23,24,30),

verificando-se ainda uma coincidéncia

geografica entre o habitat natural dos “~=mrE

primatas hospedeiros naturais dos SIVs Figura 1: Relagbes filogenéticas entre HIV-1 e
SIVepzPtt/SIVgor, e HIV-2 e SIVsmm — retirado de

referidos (32) e as areas de maior (24).
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diversidade genética dos HIVs onde tera ocorrido a transmisséo cruzada dos virus para
0s humanos. As espécies portadoras de SIVcpzey: € SIVgor sdo encontradas na regido da
Africa Central, entre os Camar@es e a RepUblica Democratica do Congo (RDC), de onde
sdo provenientes os primeiros casos de infeccdo com HIV-1 (24,27,30), e a regido
endémica do HIV-2, na costa ocidental africana, entre o Senegal e a Costa do Marfim,
coincide com o habitat natural da espécie portadora de SIVsmm (28,33,34) (Figura 2).
A elevada prevaléncia de SIVcpzey, SIVgor e SIVsmm nos seus hospedeiros
naturais (23,27) € indicativa de um longo periodo de circulacdo destes virus nas
respectivas espécies hospedeiras, o que reforca a sua ancestralidade em relacdo aos
respectivos HIVs. Pelos motivos apresentados, foi proposto que o HIV-1 tera tido origem
em transmissdes cruzadas do SIVcpzey: e/ou do SIVgor em pelo menos quatro ocasides

diferentes, e que o HIV-2 tera resultado

CENTRAL
AFR.REP. R ~
de transmissfes cruzadas do SIVsmm

em pelo menos nove eventos
independentes (23). Estudos recentes
colocam Kinshasa, capital da RDC, no

epicentro da epidemia, indicando que

SENEGAL Primat , . . .
Bl ‘S] i ey terd sido a partir desta cidade que a
£ iSSiU( Chimpanzee (Pan troglodytes schweinfurthii) . ~ ,
(H-Is §§éupA) - Westem gorilla (Gorilla gorila gorilla) InfeCQaO com H IV'l se tera prOpagadO
2 - CO'@E‘;VQ?O\EPES Sooty mangabey (Cercocebus atys atys) i ..
SR 2%/ | Locations of SIVs para outras regides da Africa Central,

. Closest to HIV-1 group M

Bouakey
| Closest to HIV-2 groups A and B

Negrovia
LIBERIA

inicialmente a um ritmo lento, desde
1920, aproximadamente (35,36). Apos

RED Countries which were early
GHANA epicenters of epidemic HIVs

Figura 2: Coincidéncia geografica entre o habitat natural
dos primatas hospedeiros de SIVepzPtt/SIVgor e SIVvsmm 1960, verificou-se um aumento na

e a regido de onde sdo provenientes 0s primeiros casos de . - .
infeccdo com HIV-1 e a regido endémica do HIV-2, velocidade de propagagdo do virus que

respectivamente — adaptado de (32). se expandiu um pouco por todo o
mundo, tendo sido apontadas como possiveis causas 0 aumento dos fendmenos
migratorios entre diferentes paises, as alteracbes nos comportamentos sexuais
(verificando-se um aumento da promiscuidade e da prevaléncia de infecgdes sexualmente
transmissiveis) e a implementacio em Africa de planos de vacinagio e programas
terapéuticos em grande escala, onde a utilizagéo repetitiva de seringas néo esterilizadas

era uma pratica comum (35-37).
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1.3 Dados epidemiologicos globais

Desde o inicio da epidemia nos anos 80 do século passado, 77,3 milhdes [59,9—
100 milhdes] de pessoas foram infectadas com HIV, tendo morrido até a data cerca de
35,4 milhdes [28,9-41,5 milhdes] de pessoas com patologias relacionadas com sida (38).
Estimativas recentes da UNAIDS (do inglés, Joint United Nations Programme on
HIV/AIDS) indicam que em 2017 existiam 36,9 milhdes [31,1-43,9 milhdes] de pessoas
infectadas com HIV, das quais cerca de 75% [55-92%] tinham conhecimento da sua
condicdo (38,39). A maioria da populacdo infectada encontra-se concentrada no
continente africano (Figura 3), em particular na Africa Oriental e Meridional, onde 19,6
milhGes [17,5-22,0 milhdes] de pessoas vivem com HIV (correspondendo a 53% da
totalidade das mesmas em todo 0 mundo) e onde foi contabilizado cerca de 45% do total
de novas infeccBes a nivel global (38,39). Para esse mesmo ano, estimou-se que 0 nimero
de novas infeccGes era de 1,8 milhdes [1,4-2,4 milhdes], correspondendo a uma
diminuicdo de 47% desde o seu pico em 1996, e que 0 nimero de mortes por causas
relacionadas com sida era de 940 000 [670 000-1,3 milhdes], indicando uma diminuicao
superior a 51% desde o seu pico em 2004 (38,39). Segundo dados da Organizacgdo
Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia global da infeccdo por HIV era de 0,8%
[0,6—0,9%] em 2017, sendo superior em Africa, onde a prevaléncia é de 4,1% [3,4—4,8%].

A nivel global, das pessoas que em 2017 viviam com sida e tinham conhecimento
da sua condigdo, 79% estavam em tratamento e, dessas, 81% tinham cargas virais
indetectaveis, verificando-

® Africa Oriental e Meridional
se que mais de metade das )
B Africa Ocidental e Central
pessoas que viviam com
HIV  (59% [44-73%])

tinham acesso a terapia

m Médio Oriente e Norte de
Africa
Asia e Pacifico

B América Latina

anti-retroviral (38). Este u Carafbas

Ultimo valor corresponde a B Europa Oriental e Asia Central

um total estimado de 21,7 M Europa Ocidental e Central e
ilhd América do Nort

milh&es [19,1-22,6 mérica do Norte

milhdes] de pessoas, Figura3: Distribuicdo global das pessoas a viver com HIV em 2017 (38).

observando-se um aumento em 2,3 milhdes desde o final de 2016 (38,39).
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Os dados disponiveis sugerem ainda que 47% das novas infecgdes, a nivel global
em 2017, ocorreram nas populacBes mais vulneraveis — homens que fazem sexo com
homens, consumidores de drogas injectaveis, profissionais do sexo, prisioneiros e
individuos transgénero — e nos seus parceiros sexuais, verificando-se também que 1,8
milhdes [1,3-2,4 milhdes] de criangas e jovens com menos de 15 anos de idade ficaram
infectados e que apenas metade dos mesmos se encontravam em tratamento (38,39).

1.4 Taxonomia e caracteristicas gerais do HIV

Taxonomicamente, o HIV-1 e o HIV-2 pertencem a ordem Ortervirales, familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus (40,41), integrando o
grupo dos lentivirus dos primatas. Ambos possuem como vias de transmissdo o contacto
sexual sem protecgdo, a exposi¢do parentérica — que inclui a inocula¢do percutanea e
transfusdes com sangue contaminado — e a transmisséo vertical de mée para filho, tanto
durante a gestacdo ou ho momento do parto como através da amamentacéo (2,3,42). O
diagnostico da infeccdo pode ser realizado por pesquisa de anticorpos anti-HIV no soro,
plasma, sangue total ou fluido oral, com recurso, mais comum, a ensaios
imunoenzimaticos (EIA, do inglés enzyme immunoassay) ou imunocromatograficos, ou
por pesquisa directa do virus. Esta pode ser realizada atraves da detec¢do do genoma viral
— tanto de RNA (&cido ribonucleico) viral, como de DNA (&cido desoxirribonucleico)
proviral, com recurso a técnicas de PCR (do inglés, polymerase chain reaction) — ou do
antigénio p24 (proteina da céapside viral, de expressao precoce), ou, muito raramente,
através do isolamento do virus in vitro. A historia clinica do individuo tem importancia
na seleccdo dos testes de diagnodstico mais adequados (43-45).

O HIV infecta principalmente linfocitos T auxiliadores e macrdéfagos via o
receptor CD4 e os co-receptores CCR5 e CXCR4, entre outros, apresentando tropismo
diferencial para estes ultimos. Na maioria dos casos, para infectar estas células, o virus
interage primeiramente com células dendriticas da submucosa através do receptor DC-
SIGN (do inglés, dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin), as quais sdo importantes células apresentadoras de antigénios e também podem
ser infectadas, uma vez que expressam igualmente o receptor CD4 e o co-receptor CCR5.
Da infeccdo das células dendriticas resulta a apresentagdo antigénica de epitopos virais

as celulas-alvo, que ocorre apds maturacdo e migracao destas células para os ganglios
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linfaticos mais proximos do local primério da infeccdo (46-48). Ambos os virus levam a
faléncia imunoldgica, conduzindo o individuo infectado ao estado de sida. No entanto, o
HIV-2 é menos virulento e transmissivel que o HIV-1, caracterizando-se a sua infeccao
por um periodo assintomatico mais longo e cargas virais mais baixas, o que resulta numa
taxa de progressdo de doenca mais lenta, justificando, em parte, a sua distribuicdo
geogréfica limitada e menor prevaléncia (49-53).

1.5 Estrutura e organizacdo genémica do HIV-1

A estrutura dos virides do HIV-1 (Figura 4) é aproximadamente esférica, com
cerca de 100 nm de didmetro, apresentando uma simetria complexa e um invélucro
lipidico, proveniente da membrana citoplasmatica das células infectadas. O involucro
contém as glicoproteinas de superficie gp120 (ou SU, do inglés surface protein) e
transmembranar gp41 (ou TM, do inglés transmembrane protein) unidas por ligacfes ndo
covalentes sob a forma de homotrimeros de heterodimeros. Estas glicoproteinas virais
derivam de um unico precursor poliproteico (gp160) e estdo envolvidas na entrada do
virus nas células-alvo. Envolvida pelo involucro lipidico encontra-se a matriz viral,
formada pela proteina p17 (ou MA, do inglés matrix protein), subjacente a qual se

encontra a capside viral,

gp120-gp41

Nucleocapsid\?\_*; » ) Host

VIRION

composta pela proteinap24 ~ froeese
(ou CA, do inglés capsid ' '
protein), que possui a ‘ R ) f R
forma de um cone g V- TR :
truncado. No interior desta

ultima  encontra-se o

IMMATURE B : MATURE

genoma viral, ao qual esta

associada a protel’na da Figura 4: Diagrama representativo de uma particula viral (imatura e
madura) do HIV-1 - disponivel em:

nucleocapside (p7 ou NC, http:/iviralzone.expasy.org/resources/HIV_virion.jpg.

do inglés nucleocapsid protein), as enzimas virais, nomeadamente, a protease (PR), a
transcriptase reversa (RT) e a integrase (IN), a proteina p6 e as proteinas virais acessorias
Vpu, Vif, Vpr e Nef (3).
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O genoma viral é dimérico, composto por duas moléculas idénticas de RNA de
cadeia simples e polaridade positiva com cerca de 9,5 kb cada, possuindo um total de
nove genes codificando para diferentes proteinas e enzimas virais (2,3), distinguindo-se
0s genomas de HIV-1 e HIV-2 pela presenca de um gene ndo homologo — vpu para o
HIV-1 e vpx para o HIV-2 (54,55). O genoma possui estruturas cap e cauda polyA nas

extremidades 5’ e

[_ rev—]
3’ respectivamente,

pol nv
gag PR/RT/IN | R |
MA/CA/NC/p6 e a forma dimérica
tat

¢ devida a sua

Figura 5: Mapa gendémico do HIV-1, na sua forma proviral — adaptado de
https://www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/img/Lentivirus_System/lenti

virus_genome_map.png. proteinas da NC e

associacao as

ao emparelhamento de sequéncias invertidas. Na forma de DNA proviral (Figura 5) —
molécula de cadeia dupla resultante da retrotranscri¢cdo do RNA viral — possui, em ambas
as extremidades, regides reguladoras da expressao génica designadas LTR (do inglés,
long terminal repeats) — implicadas ndo s6 na transcricdo viral, mas anteriormente
também na retrotranscricéo e integracdo. As LTR tém cerca de 600 pb e estrutura U3-R-
U5, apresentando na extremidade 5’ a regido PBS (do inglés, primer binding site) e na
extremidade 3’ a regido PPT (do inglés, polypurine tract). A regido codificante do
genoma possui uma localizagdo central e nove genes: gag, codificante para as proteinas
estruturais do virido — MA, CA e NC - e ainda a proteina p6; pol, que codifica as enzimas
virais PR, RT e IN; env, codificante para as glicoproteinas do invélucro SU e TM; tat e
rev, que codificam as proteinas reguladoras Tat e Rev, respectivamente; e vif, vpr, vpu e
nef, codificantes para as proteinas acessérias Vif, Vpr, Vpu e Nef respectivamente. As
principais funcBes das proteinas codificadas por cada um dos genes encontram-se
resumidas na Tabela 1 (3,56-59).

Tabela 1: Resumo das fungdes das proteinas codificadas pelo genoma do HIV-1.

gag MA (p17): Proteina estrutural da matriz; envolvida no transporte do complexo
de pré-integragdo para o nlcleo; encaminha as poliproteinas Gag e Gag-Pol para

a membrana citoplasmatica e promove a sua incorporacdo na particula viral em

Genes
estruturais

formacéo.

CA (p24): Proteina estrutural da capside; envolvida na montagem do virido.
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NC (p7): Proteina estrutural da nucleocapside; envolvida no empacotamento do

RNA gendmico e ha montagem do virido; chaperone de RNA.

p6: Envolvida na montagem e libertagdo do virido da célula; promove a

incorporacédo da proteina Vpr no virio.

pol

PR (p10): Responsavel pelo processamento proteolitico das poliproteinas Gag e

Gag-Pol, durante a maturacdo do virido e aquisicdo de infecciosidade.

RT (p66/51): Responsavel pela retrotranscricdo do genoma viral.

IN (p32): Responsavel pela insercdo do DNA complementar no genoma da

célula (formagéo do provirus).

env

SU (gp120): Glicoproteina de superficie; intervém na liga¢do do virus a célula-
alvo — ligagdo a receptores (CD4) e co-receptores (CCR5/CXCR4) celulares.

TM (gp41): Glicoproteina transmembranar; intervém na entrada do virus na

célula-alvo — fusdo do involucro lipidico com a membrana citoplasmatica.

tat

Tat (p14): Activador transcricional — promove a activacdo da RNA polimerase

Il celular para a transcri¢cdo do DNA proviral.

rev

Genes
reguladores

Rev (pl19): Envolvida na exportacdo nuclear de transcritos virais nao

processados, ou parcialmente processados, para o citoplasma.

vif

Vif (p23): Promove a infecciosidade viral (envolvida na degradagéo da proteina
APOBEC3G) e a paragem do ciclo celular na fase G2.

vpr

Vpr (pl5): Envolvida no transporte do complexo de pré-integracdo para o

nlcleo; promove paragem do ciclo celular na fase G2/M; induz apoptose.

7

acessorios

vpu

Genes

Vpu (p16): Promove a degradacdo de CD4, facilitando a libertacéo do virido da

célula infectada.

nef

Nef (p27): Modulagdo negativa de CD4 e MHC | e II, promovendo o escape
imunitario; promove a infecciosidade viral; inibe a apoptose; determinante

multifactorial de patogenicidade.

1.6 Ciclo replicativo do HIV-1

O ciclo replicativo do HIV-1 (Figura 6) consiste numa série de eventos

sequenciais gue ocorrem, na sua maioria, dentro da célula infectada, com vista a produgéo

de novos viriBes capazes de infectar outras células-alvo, podendo esses eventos ser

divididos em duas fases, precoce e tardia, consoante ocorram, respectivamente, antes ou

depois do inicio da replicagdo do genoma viral (60).

O ciclo replicativo viral inicia-se com a ligacdo (ou adsorcéo) dos virides as

células-alvo através da interaccdo da gp120 com o receptor celular CD4. A consequente
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alteracdo conformacional da gp120 permite a sua interac¢cdo com o co-receptor CCR5 ou
CXCR4 (dependo do tropismo viral). A ligacdo da gpl20 ao co-receptor induz um
rearranjo conformacional na gp41, expondo o péptido de fusdo que se insere na membrana
citoplasmatica e leva a fusdo desta ultima com involucro lipidico viral, resultando na

libertacdo da capside viral no citoplasma da célula (56,58,60).
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Figura 6: [Esquema representativo do ciclo replicativo do HIV-1 - adaptado de

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v10/n4/images/nrmicro2747-f1.jpg.

Apds a entrada, segue-se a descapsidacao, na qual ocorre uma degradacéo parcial
da cépside viral — envolvendo os factores celulares MAPK (do inglés, mitogen-activated
protein kinase) e ciclofilina A e a proteina viral MA (46,56) — que resulta na formac&o do
complexo de transcricdo reversa (RTC, do inglés reverse transcription complex),
composto pelas duas moléculas de RNA gendmico revestidas pela NC, o primer de
origem celular tRNALys3, 2 RT, a IN e as proteinas virais MA e Vpr (56,61). O RTC fica
depois ancorado aos microfilamentos de actina do citoesqueleto e a RT inicia a
retrotranscricdo do genoma viral para a sintese do DNA complementar, o qual é depois
transportado para o nucleo da célula infectada (utilizando a rede de microttbulos) apés a
formacdo do complexo de pre-integracdo (PIC, do inglés pre-integration complex) —
composto pelo DNA complementar, IN, RT, MA, Vpr e a proteina celular HMGI(Y) (do
inglés, high-mobility group DNA-binding protein), entre outras (56,58,60,61). Depois da
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entrada do PIC no nucleo através de um poro nuclear intacto, 0 DNA complementar é
integrado no genoma da célula infectada por accdo da IN — tendo sido identificados
diferentes factores celulares importantes nesta etapa do ciclo replicativo (56,58,62,63) —
ou circulariza, formando circulos 1-LTR ou 2-LTR, transcricionalmente activos, a partir
dos quais parecem ser produzidas, mas de modo basal, as proteinas virais Nef, Tat e Rev
(3,56,64).

Uma vez integrado no genoma celular, o DNA proviral € transcrito pela RNA
polimerase Il celular, apos activacdo das LTR por factores de transcricao celulares, como,
entre outros, 0 NF-xB (do inglés, nuclear factor x-light-chain-enhancer of activated B
cells) (3), produzindo-se, inicialmente, quantidades basais das proteinas virais Nef, Tat e
Rev, cujos mMRNA (RNA mensageiro) sofrem processamento de splicing multiplo. Depois
de produzida em quantidades suficientes, a proteina Tat, em associacdo com a proteina
celular ciclina T1, liga-se ao elemento TAR (do inglés, transactivation response region),
existente na extremidade 5’ do DNA proviral, e recruta a cinase CDK9 (do inglés, cyclin-
dependent kinase 9) para a fosforilacdo da extremidade C-terminal da RNA polimerase
I1, o que resulta no grande aumento da sua processividade e permite o alongamento dos
transcritos (56,60) — que podem ou ndo sofrer splicing, originando mRNAs ndo
processados e mMRNAs parcial ou totalmente processados (60,65) — e a replicacdo do
genoma viral. O transporte para o citoplasma dos mMRNASs ndo processados (genoma viral)
e parcialmente processados, que, ao contrario dos mRNAs totalmente processados, ficam
retidos no nucleo, é assegurado pela proteina Rev — detentora dos dominios NLS e NES
(do inglés, nuclear localization signal e nuclear export signal) — que reconhece e se liga
a estrutura secundaria de RNA RRE (do inglés, Rev responsive element) localizada no
gene env e presente nesses transcritos (56,60,66).

Os diferentes MRNASs sdo depois traduzidos e produzidas as diferentes proteinas
virais, tanto no citoplasma, onde é produzida a maioria das proteinas virais, como no
reticulo endoplasmatico rugoso, onde é produzido e processado o precursor poliproteico
gp160 que dara origem as proteinas gp120 e gp4l. As proteinas estruturais precursoras
sdo transportadas para junto da membrana citoplasmatica para a posterior montagem dos
virides, a qual é coordenada maioritariamente por Pr55%% e Pr160%29-"! e outros factores
celulares, sendo ainda influenciada pelas glicoproteinas do involucro viral e envolvendo

o recrutamento de duas moléculas de RNA viral (para a constituicdo do genoma viral) e
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da proteina Vpr (3,56,60). A saida das particulas virais imaturas, ndo infecciosas, da
célula infectada ocorre por gemulacao e envolve as proteinas p6 e Vpu, terminando o
ciclo replicativo do HIV-1 com a sua maturacdo (que pode ou ndo coincidir com a saida
da célula), durante a qual ocorre um rearranjo estrutural das proteinas Pr55¢29 e Pr160%%-
Pol mediado pela PR (que é activada aquando da gemulag&o) produzindo-se novos virides
(3,56,60).

1.7 Diversidade genética
1.7.1 Classificacdo do HIV-1

Com base na anélise filogenética de numerosas sequéncias gendmicas de varias
estirpes virais com diferentes origens geogréficas, foi possivel classificar o HIV-1 em
diferentes grupos, subtipos, sub-subtipos e ainda diversas formas recombinantes (67).
Desse modo, identificam-se quatro linhagens filogenéticas distintas do HIV-1 resultantes
da transmissdo dos respectivos SIVs para humanos em quatro ocasides diferentes: 0s
grupos M, N, O e P (M e N tém origem no SIVcpzet € O e P no SIVgor) (1,24,30). Em
relacdo aos grupos N e P, foi reportado um numero reduzido de infec¢bes somente nos
Camardes, num total de vinte individuos infectados com virus do grupo N e dois
individuos infectados com virus do grupo P (68-71). O grupo O encontra-se na sua
maioria restrito & Africa Central-Ocidental, em particular aos Camar@es e paises vizinhos
onde representa cerca de 1 a 2% de todas a infeccGes com HIV-1, sendo a sua prevaléncia
relativamente baixa e estimando-se que tenha infectado um total de 100 000 individuos
(72,73).

O grupo M é responsavel pela pandemia, contabilizando mais de 90% das
infeccdes a nivel global, e apresenta a maior diversidade genética dos quatro grupos de
HIV-1, incluindo nove subtipos designados A-D, F-H, J e K (1,24,74). Adicionalmente,
0s subtipos A e F incluem sub-subtipos, A1-A4, F1 e F2, sendo importante referir que 0s
subtipos B e D deveriam, na verdade, corresponder tambem a dois sub-subtipos do
mesmo subtipo genético, uma vez que possuem relacfes filogenéticas mais proximas
entre si do que com os restantes subtipos — no entanto, foi conservada a nomenclatura
original de modo a manter a concordancia com o0s artigos previamente publicados
(67,75,76). Existem tambem varias formas recombinantes unicas (URFs, do inglés unique

recombinant forms) e circulantes (CRFs, do inglés circulating recombinant forms),
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resultantes da recombinagdo genética entre os diferentes subtipos e sub-subtipos, em
consequéncia de episodios de co-infeccdo (simultdnea ou sequencial — superinfeccao)
num mesmo individuo, favorecidos pela sua co-circulacdo em areas geogréaficas restritas
(2,77-79). As CRFs correspondem a virus com genomas mosaico, idénticos entre si, que
foram identificados em pelo menos trés individuos ndo relacionados
epidemiologicamente, sendo, por esse motivo, reconhecida como epidemiologicamente
relevante a sua contribuicéo para a epidemia (67,80,81), estando descritas até a data cerca
de 98 CRFs (82). Por outro lado, as URFs correspondem a virus com genomas mosaico
que foram identificados num U(nico individuo ou em conjuntos de individuos
epidemiologicamente relacionados (80,81). Em relacdo a nomenclatura, as CRFs sdo
designadas com um ndmero de identificacdo (nUmeros consecutivos por ordem de
descoberta) seguido dos subtipos, ou CRFs, se recombinantes de segunda geracao,
envolvidos (e.g., CRF02_AG).

1.7.2 Distribuicdo mundial

A distribuigdo geogréfica das diferentes formas genéticas do HIV-1, em particular
do grupo M, apresenta um padrdo especifico, ainda que heterogéneo, que reflecte a
histéria da pandemia, em consequéncia, entre outros, de uma via de transmissdo mais
comum ou de efeitos fundadores resultantes de uma migracéo viral acidental (78). A nivel
global, os subtipos de HIV-1 do grupo M com maior prevaléncia sdo A, B e C, sendo este
ultimo o mais frequente — representando cerca de metade das infeccbes no mundo — apesar
de ser o subtipo B aquele que estad mais representado nas bases de dados (78,83-85). O
subtipo C encontra-se distribuido um pouco por todo o mundo, mas sendo particularmente
predominante na Africa Meridional e Oriental e na india, onde é responsavel pela
esmagadora maioria das infec¢des (78,83,86). O subtipo A é predominante nos paises da
Europa de Leste que constituiam a antiga Unido Soviética e ainda nalguns paises da
Africa Central e Oriental (78,84,87). Por outro lado, o subtipo B — que se pensa derivar
de uma introdugdo pontual de um virus relacionado com subtipo D no Haiti e EUA (88)
— é predominante na Europa Central e Ocidental, nas Américas, especialmente do Norte
e Central, e na Australia, sendo igualmente comum em diferentes paises do norte de
Africa, Sudeste Asiatico e Médio Oriente, e em determinadas populacdes da Russia

(78,84,87). As CRFs com maior relevancia na pandemia sdo a CRF01_AE, predominante
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no Sudeste Asiatico, e a CRF02_AG, com predominio na Africa Oriental e Centro-
Oriental, verificando-se ainda uma contribuicdo crescente da CRF07_BC também
encontrada em circulagcdo no Sudeste Asiatico e na China (74,78,83-86).

Em Africa, verifica-se uma distribuico regional dos diferentes subtipos e formas
recombinantes relativamente estavel — predominando na Africa Oriental, os subtipos A e
D; na Africa Meridional, o subtipo C; na Africa Ocidental, os subtipos A e G e as formas
recombinantes CRF02_AG e CRF06_cpx; e no norte de Africa, o subtipo B e a forma
recombinante CRF02_AG —, sendo os subtipos A, C e D e a forma recombinante

CRF02_AG responsaveis por cerca de 85% do total de novas infeccgdes (85,89).

1.7.3 Mecanismos responsaveis e impacto da diversidade genética

Uma das caracteristicas mais relevantes do HIV-1 € a sua elevada diversidade
genética, que resulta na existéncia no individuo infectado de um conjunto de estirpes
virais distintas, mas geneticamente relacionadas, com propriedades antigénicas e
fenotipicas ligeiramente diferentes, designado de quasispecies, sobre o qual actua a
selec¢do natural favorecendo os virus com melhor fitness (90,91). Diversos factores tém
contribuido para o aumento da diversidade genética do HIV-1, que possui como

principais causas:

< Arapida replicacdo viral, estimando-se que sejam produzidos cerca de 10*° virides
por dia num individuo infectado, com tempos médios de semi-vida muito curtos
(92);

% Elevada taxa de erros, principalmente durante a retrotranscricdo, devido a
auséncia de actividade correctora 3’-exonuclease (proofreading) da RT e como
resultado da actividade de factores mutagénicos do hospedeiro como a
APOBEC3G, estimando-se que sejam introduzidas, em média, 10°-10* mutacdes
por nucleédtido incorporado, por ciclo replicativo (90,93);

% Eventos de recombinacdo genetica promovidos pela RT em consequéncia de
dupla infeccdo e de fendmenos de template switching, devido a capacidade da
enzima “saltar” entre as duas moléculas de RNA gendémico durante a
retrotranscricdo (facilitada pela dimerizacdo do genoma), 0 que permite a
utilizacdo de ambas as cadeias como matriz na sintese do DNA proviral (90,93),
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estimando-se que ocorram aproximadamente dois a trés eventos de recombinacao,
por genoma, por ciclo replicativo (94);

« Elevadas pressdes selectivas ambientais por parte do sistema imunitario do
individuo infectado e da terapia anti-retroviral, que resultam na selecc¢éo e fixacao
das estirpes virais com mutacdes de escape imunitario e de resisténcia

apresentando a melhor fitness (90,93,95).

A elevada diversidade genética verificada neste virus possui um impacto
consideravel em varios aspectos, incluindo a terapéutica e a progressdo da doenca.
Resulta, muito frequentemente, no surgimento de mutac6es de resisténcia e consequentes
diferencas na resposta a terapéutica, podendo até levar a faléncia da mesma, tendo-se
inclusive verificado diferencas na resposta a terapéutica entre subtipos. Outras
consequéncias possiveis incluem diferencas na velocidade de progresséo para sida e nas
taxas de transmisséo do virus, dificuldades acrescidas no desenvolvimento de uma vacina
eficaz, tendo ja sido utilizadas diversas abordagens com pouco ou nenhum sucesso, e
ainda uma sensibilidade diferencial das diferentes formas genéticas nos testes de
diagndstico e de carga viral, cuja performance € afectada, podendo resultar em resultados
falsos negativos e medicdes erréneas da carga viral que, por sua vez, condicionam a
decisdo terapéutica (81,86,90,91,95,96).

1.8 Gene pol

O gene pol € uma das regiGes mais bem conservadas do genoma do HIV-1,
possuindo um total de 3012 nucleétidos, dos quais 2844 codificam as enzimas virais PR,
RT e IN (97). Este gene ndo possui um codao de iniciacdo e encontra-se parcialmente
sobreposto ao gene gag numa grelha de leitura diferente, motivo pelo qual é transcrito
juntamente com este Gltimo, designando-se de Gag-Pol o mRNA obtido (98). Devido a
existéncia de um codéo stop no final da sequéncia codificante do gene gag, é necessaria
uma mudanca de grelha de leitura durante a traducéo de Gag-Pol para que os produtos do
gene pol sejam expressos, 0 que resulta na sintese de uma poliproteina de fusdo de 160
kDa designada Pr160%%9-7°! (98,99). A necessidade de uma mudanca de grelha de leitura
leva a que a sintese de Pr55%% (poliproteina precursora das proteinas codificadas pelo

gene gag) ocorra em maior percentagem do que a sintese de Pr160%29-"° (95% vs. 5%)
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(100), o que €, no entanto, favoravel para a eficiéncia do ciclo replicativo viral, uma vez
que é necesséaria uma grande quantidade de proteinas estruturais para a montagem dos

virioes.

1.8.1 Protease

A PR do HIV-1 € uma aspartil protease, constituindo uma das enzimas
proteoliticas mais extensivamente estudadas nas ultimas trés décadas (101). Na sua forma
activa, a PR apresenta-se sob a forma de um homodimero simétrico (Figura 7) formado
por dois mondmeros idénticos de 99 aminoécidos, cuja actividade catalitica depende da
manutencdo desta estrutura dimérica — estabilizada pela interaccdo entre os terminais N e
C de cada mondmero (residuos aminoacidicos 1-4 e 96-99) (101-103). O centro activo
da enzima localiza-se na interface entre os dois mondmeros e possui a triade catalitica
D25-T26-G27 (sequéncia altamente conservada nas proteases asparticas), contribuindo
cada monomero com um residuo catalitico (D25 e D25”) (101,102,104). Outra
caracteristica da PR € a presenca, acima do centro activo, de estruturas flexiveis em ambos
0s monomeros, designadas flap, que interagem entre si mudando a sua orientacao
(abrindo e fechando) de modo a permitir a ligacdo e estabilizagcdo dos substratos (ou
inibidores) relativamente ao centro activo da enzima (102-105).

A PR desempenha um papel fundamental no ciclo replicativo viral,
nomeadamente na maturacdo e aquisi¢do de infecciosidade dos viriGes, sendo responsavel
pela clivagem das poliproteinas Pr55¢% e Pr160%29-" (3,57,106). Consequentemente, a
sua inibicdo resulta na producdo de

Estrutura flexivel flap

particulas virais imaturas e nao
infecciosas, razdo pela qual se trata de
um excelente alvo terapéutico (105). A
descoberta de residuos de aminoéacidos
bem conservados criticos para a ligacdo
do substrato ao centro activo da enzima
(D25, G27, A28 e D29, localizados no

centro activo, e G49, localizado na Figura 7: Representagio da estrutura da protease do HIV-

regido flexivel fla ermitiu  a R adaptado de
9 p)’ p https://www.umassmed.edu/contentassets/cdb4c5f734e649
respectiva classificagéo como 44bb8c017128262f71/hivipr_general.png.
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potenciais alvos terapéuticos de inibidores da PR, dada a sua importancia para o correcto
funcionamento da enzima (104).

1.8.2 Transcriptase reversa

A RT do HIV-1 existe na forma de um heterodimero assimétrico constituido por
duas subunidades, p66 e p51 (Figura 8), possuindo duas actividades enzimaticas distintas
gue em conjunto permitem a sintese do DNA proviral a partir do genoma de RNA: DNA
polimerase, com a capacidade de utilizar como matriz, tanto moléculas de RNA, como
moléculas de DNA; e RNase (ribonuclease) H, que degrada especificamente as cadeias
de RNA dos hibridos intermediarios de DNA/RNA formados durante o processo da
retrotranscricdo (107-109). As subunidades p66 e p51 partilham a extremidade N-
terminal e sdo constituidas por 560 e 440 aminoacidos respectivamente, sendo que a
subunidade p51 deriva da clivagem proteolitica, mediada pela PR, do dominio RNase H
C-terminal da subunidade p66 (108,109). Os centros activos de ambas as actividades
enzimaticas encontram-se na subunidade p66, sendo que a subunidade p51 possui um
papel estrutural importante para a estabilidade e actividade do heterodimero (107,110).

O dominio da DNA polimerase é constituido por quatro subdominios: fingers,
palm e thumb, responsaveis pela polimerizacao, e connection, que permite a ligacdo ao
dominio RNase H (107,110). A configuracdo do local de ligacdo aos acidos nucleicos
permite que as moléculas de RNA viral estejam em contacto com ambos os dominios
cataliticos da enzima, possuindo o subdominio thumb um papel importante no correcto

066 Centro activo posicionamento da  molécula

thumb e Rtmen durante a polimerizagdo (107). O

Centro activo da
DNA polimerase

centro activo do dominio da DNA
polimerase é composto por uma
triade catalitica (D110, D185 e
— S 1 ; W | % D186) no subdominio palm que
' interage com dois ides divalentes
(Mg?*, utilizado in vivo, e Mn?")

necessarios a actividade

Figura 8: Representacdo da estrutura da transcriptase reversa do  catalitica. Os residuos D185 e
HIV-1 — adaptado de http://www.mdpi.com/viruses/viruses-02-
00606/article_deploy/html/images/viruses-02-00606-g001.png. D186 fazem parte do motivo
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YXDD (onde, no caso do HIV-1, X é M), altamente conservado nas RTs retrovirais e
fundamental para a manutencgéo da respectiva actividade (107). Existem outros dominios
conservados, como é o caso do DNA primer grip que permite o correcto posicionamento
da extremidade 3°-OH do primer tRNALys3 no centro activo da polimerase para o ataque
nucleofilico ao dNTP (desoxirribonucleotideo trifosfatado) a incorporar na cadeia
nascente (107,111-113). Mutagfes nestes e noutros dominios conservados resultam em
alteracdes na conformacao do centro activo da polimerase, conduzindo a sua inactividade,
ou a uma diminuicdo da sua actividade, comprometendo o ciclo replicativo viral (111-
114).

O dominio da RNase H encontra-se na extremidade C-terminal da subunidade p66
e possui duas estruturas principais bem conservadas: o centro activo, composto por quatro
aminoéacidos (D442, E478, D498 e D549), e 0 RNase H primer grip (composto pela rede
de aminoacidos T473, 1505, K476, Q475, Y501, Q448, N474 e R500) que interage com
as cadeias de DNA e RNA proximas do centro activo (115). Estudos in vivo e in vitro
demostraram que mutacGes nestes residuos podem influenciar a actividade e
especificidade da RNase H, assim como da DNA polimerase, resultando na perda de
infecciosidade dos virides (115).

Diversos estudos revelam a importancia de determinadas sequéncias e residuos de
aminoacidos na estabilidade do heterodimero p51/p66 e na interaccdo entre as duas
subunidades da RT e ainda que mutacgdes nestes locais afectam a sua fungéo, sugerindo
que a actividade da enzima depende da manutencao da sua forma heterodimérica, o que

faz desses locais potenciais alvos terapéuticos dos inibidores da RT (108,114,116-119).

1.9 Terapia anti-retroviral

O tratamento da infeccdo pelo HIV-1 é realizado com recurso a utilizacdo de anti-
retrovirais (ARVSs), nomeadamente, inibidores de entrada (antagonista de co-receptor e
inibidor de fusdo), da RT [NRTIs (do inglés, nucleoside reverse transcriptase inhibitors)
e NNRTIs (do inglés, nonnucleoside reverse transcriptase inhibitors)], da IN (INSTIs,
do inglés integrase strand transfer inhibitors) e da PR (PlIs, do inglés protease inhibitors),
que, de um modo geral, actuam por forma a inibir a replicagéo viral impedindo a infecgéo
de novas células e a progressdo da doenca (2,45,120). Uma vez que ndo é possivel

eliminar ou curar a infeccdo, devido, em parte, a ocorréncia de laténcia do virus em
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células infectadas, a terapia anti-retroviral tem como objectivo principal a diminuicdo da
carga viral para niveis indetectaveis (<50 copias/mL de plasma — embora testes mais
recentes permitam detectar até 20 copias/mL de plasma, pelo que os valores de referéncia
poderdo alterar-se mediante a sua utilizacdo na monitorizacao da doenca), mas também a
manutencdo da contagem de linfécitos T CD4" em niveis normais (acima das 600
células/mm?3 de sangue) (45,120,121).

Inicialmente, os ARV's eram administrados em regimes de monoterapia, tendo-se
introduzido em meados dos anos 90 do século passado o conceito de terapia combinada,
apos o desenvolvimento de inibidores da PR e da RT, revolucionando o tratamento da
infecgdo (45,120). A utilizacdo da terapia anti-retroviral de alta eficacia (HAART, do
inglés highly active antiretroviral therapy), que consiste na administracdo de uma
combinacdo de, pelo menos, trés ARVs com, pelo menos, dois alvos terapéuticos
distintos, de forma a evitar o desenvolvimento de resisténcias, permitiu a reducdo da
morbilidade e mortalidade associadas a infeccdo com HIV e a sida, transformando esta
sindrome numa patologia cronica tratdvel e passivel de ser controlada, em vez de
permanecer uma doenca progressiva inevitavelmente fatal por falta de um tratamento
eficaz (2,45,52,120). Uma das questdes mais relevantes e amplamente debatidas em
relagdo a terapia anti-retroviral refere-se a0 momento do seu inicio. Actualmente,
considera-se que a terapéutica devera ser iniciada o mais cedo possivel, uma vez que se
verificam beneficios clinicos para os infectados e vantagens na prevencao da infeccao,
sendo recomendado pela OMS a administracdo da terapia anti-retroviral a todos os
individuos com um diagnéstico de HIV confirmado, independentemente das contagens
de linfocitos T CD4" e estado clinico, dando prioridade aos individuos com doenga
avancada (122,123). Algumas agéncias internacionais e associa¢fes governamentais,
como €é o caso do U.S. Department of Health and Human Services, consideram ainda que
a terapia anti-retroviral deve ser iniciada logo apds o diagnéstico da infeccéo e reforcam
também a importancia do seu diagndstico precoce (124).

1.10 Resisténcia associada a terapia anti-retroviral

A emergéncia de resisténcias associadas ao uso de ARVs no tratamento da
infeccdo com HIV-1 é uma forte limitacdo ao sucesso da HAART. Tal como ja foi

referido, a elevada diversidade genética do HIV-1 é um dos factores potenciadores da
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aquisicdo de mutacdes de resisténcia (e consequentes diferengas na resposta terapéutica)
devido a emergéncia de estirpes resistentes no conjunto da quasispecies viral. Do mesmo
modo, a fraca adesdo terapéutica, relacionada com a toxicidade dos ARVs, ¢ outro factor
que, a par das interaccbes medicamentosas e factores intrinsecos do hospedeiro,
relacionados, entre outros aspectos, com o metabolismo dos ARVs, pode resultar no
desenvolvimento de estirpes resistentes, em consequéncia de uma supressdo viral
incompleta, decorrente de alteracGes dos tempos de semi-vida dos ARVs e das suas
concentracdes no organismo do hospedeiro (125,126). Além disso, a seleccdo de estirpes
virais resistentes aos ARVs esté ainda dependente de aspectos como a barreira genética
para aquisicdo de resisténcia (definida como o nimero minimo de mutacdes necessario
para superar a pressdo selectiva do farmaco), caracteristica de cada classe de ARVs, e a
fitness viral das estirpes mutadas (definida, genericamente, como a capacidade de um
virus se adaptar e replicar sob pressdo selectiva (127)). Somente estirpes com mutacGes
de resisténcia que permitam a replicacdo sob administracdo de um determinado regime
terapéutico poderao tornar-se dominantes no conjunto da quasispecies viral, 0 que podera
resultar em faléncia terapéutica, com perda do controlo da infeccéo.

Um dos mais graves problemas de salde publica relativos ao HIV-1 é a
transmissdo directa de virus resistentes, pois esta limita grandemente as opcOes
terapéuticas aplicaveis, uma vez que, apesar dos individuos infectados com esses virus
poderem nunca ter sido subtidos a terapia anti-retroviral, sdo portadores de estirpes virais
com mutacOes de resisténcia aos ARVs desde o momento da infecgdo (128-130). Na
auséncia de mutacdes de resisténcia, 0s ARVs existentes parecem ser igualmente eficazes
no tratamento da infeccdo com os diferentes subtipos do HIV-1. No entanto, diversos
estudos relatam a associacdo de determinadas mutacfes com subtipos especificos do
virus, o que resulta em diferencas nos padrées de resisténcia entre subtipos (126,128,130).
Outros estudos reportam a importancia clinica de variantes minoritarias resistentes,
principalmente no caso de ARVs com uma baixa barreira genética (como 0os NNRTIs),
pois uma Unica mutacdo pode determinar o sucesso, ou insucesso, da terapéutica aplicada
(129-131). Todos estes factores, incluindo ainda a decisdo sobre 0 momento em que é
iniciada a terapéutica e o proprio regime terapéutico que é aplicado (130), dificultam o
combate contra a infec¢do, sendo a elevada diversidade genética do virus um ponto fulcral

nesta questao.
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1.11 Monitorizacao de resisténcia aos anti-retrovirais

A monitorizacdo de resisténcias aos ARVs pode ser realizada com recurso a
métodos fenotipicos ou genotipicos, ambos consistindo em testes de susceptibilidade aos
ARVs. Os ensaios fenotipicos permitem medir directamente o grau de susceptibilidade
aos ARVs dos virus em estudo com recurso a culturas celulares, sendo, em algumas
técnicas, utilizados virus recombinantes. Estes, obtidos através da clonagem molecular de
segmentos (amplificados por técnicas de PCR) de um gene do virus selvagem em estudo
(PR, RT, IN ou env) em vectores de clonagem baseados no HIV-1, defectivos para o gene
utilizado, sdo introduzidos em células permissivas para que ocorra replicacdo viral in
vitro, sujeitando essas células a diferentes concentracdes dos farmacos de interesse. O
grau de susceptibilidade dos virus recombinantes é entdo estimado através do calculo da
concentracdo de farmaco necesséria para inibir a replicacdo viral em 50 (IC50) ou 90%
(IC90), medindo-se, desse modo, o efeito liquido da combinacdo da grande maioria das
mutacdes para o gene em estudo (126,128,132,133).

Os ensaios genotipicos permitem determinar perfis genéticos de resisténcia dos
virus analisados, baseando-se na sequenciacdo nucleotidica dos genes virais (ou
segmentos destes) cujos produtos constituem alvos terapéuticos dos farmacos de
interesse. Estes métodos permitem a deteccdo directa de mutacdes de resisténcia e de
outros polimorfismos genéticos, identificados de forma semi-automatizada recorrendo a
ferramentas de bioinformatica que permitem a comparacéo do perfil genético obtido, ap6s
sequenciacdo, com o perfil genético da estirpe selvagem de referéncia. Este tipo de
ensaios € utilizado mais frequentemente, em detrimento dos testes fenotipicos, por serem
menos dispendiosos, morosos e laboriosos (128,132,134). No entanto, a interpretacdo dos
resultados pode constituir uma tarefa complexa devido a existéncia de inimeras mutacdes
de resisténcia aos ARVs que originam diversos perfis genotipicos (apresentando
diferentes niveis de resisténcia). Por outro lado, ao possuirem uma baixa sensibilidade na
deteccdo de mutacgdes nas estirpes minoritarias, levando a que uma parte das mutacoes
ndo seja detectada, incluindo as que se encontram “arquivadas” no genoma das células
infectadas ou as que ainda ndo foram caracterizadas, encontram-se dependentes da
informacdo presente nas bases de dados existentes que, por sua vez, necessita de ser

constantemente actualizada por equipas de especialistas (126,128,132).
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Actualmente, existem disponiveis para consulta e utilizacdo diversas bases de
dados internacionais (e.g. Stanford University HIV Drug Resistance Database e Los
Alamos HIV Sequence Database) e ferramentas de bioinformatica para interpretacdo de
dados genotipicos especificamente direccionadas para o HIV-1 (e.g. HIVdb Program —
Genotypic Resistance Interpretation Algorithm) e ainda sistemas baseados na opinido de
especialistas que permitem uma abordagem fenotipica virtual (e.g. EuResist Prediction
Engine da EuResist Network). Contudo, os resultados nem sempre sdo totalmente
coincidentes quando aplicados as mesmas mutacdes, uma vez que os diferentes sistemas
de interpretagdo ndo sdo necessariamente baseados nas mesmas premissas, sendo

utilizados algoritmos distintos (135).

1.12 Inibidores da protease e da transcriptase reversa

Os Pls sdo compostos que mimetizam o dominio de ligagdo dos substratos da PR
(poliproteinas virais) ao centro activo da enzima, ao qual se ligam (ndo sendo, no entanto,
clivados pela PR devido a presenca de uma ligacdo hidroxietileno), actuando como
inibidores competitivos das reaccdes proteoliticas necessarias para a maturacdo dos
virides, o que resulta na producdo de particulas virais imaturas e ndo infecciosas (136—
138). Actualmente, existem nove Pls aprovados pela FDA (do inglés, U.S. Food and Drug
Administration) em utilizacdo para o tratamento da infeccdo pelo HIV (139), um dos
quais, o ritonavir, é utilizado como potenciador farmacocinético (por se tratar de um
potente inibidor do citocromo P450 permite aumentar substancialmente as concentractes
de outros Pls no plasma, quando co-administrado, potenciando o seu efeito terapéutico)
(138,140,141). Propostas para novos Pls, que interferem com a dimerizacdo da enzima,
ou com a flexibilidade da regido flap, tém surgido, em consequéncia da constante procura
de novos alvos terapéuticos e do desenvolvimento de novos farmacos (105,142).

Os NRTIs interagem com o centro activo do dominio da polimerase da RT,
actuando como terminadores de cadeia na sintese do DNA proviral, quando incorporados
na cadeia nascente, devido a auséncia de um residuo 3’-OH na sua estrutura molecular, o
que impede a formacéo da ligacao fosfodiéster necessaria para a continuacao da reacgao
de polimerizagdo (107,137). Constituem inibidores competitivos e sdo produzidos sob a
forma de pro-farmacos, sendo necesséria a sua fosforilagéo (adi¢do de trés grupos fosfato)

por enzimas celulares para a sua conversdo na forma farmacologicamente activa
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(107,136,137). Presentemente, existem sete NRTIs aprovados pela FDA em utilizacdo
para o tratamento da infeccdo pelo HIV (139), constituindo um deles, o tenofovir, uma
excepc¢do, uma vez que se trata de um analogo de nucle6tido e ndo de nucledsido, estando,
no entanto, inserido nesta classe de ARVs pelo facto de a sua estrutura molecular e
mecanismo de acgédo ser semelhante ao dos NRTIs — possui um grupo fosfato que ndo
pode ser removido por hidrolases, necessitando somente da adi¢do de dois grupos fosfato
para a sua conversao na forma activa (107,136,137).

Os NNRTIs sdo moléculas de natureza hidrofobica com diferentes estruturas
moleculares que, ao contrario dos NRTIs, ndo necessitam de ser metabolizados a nivel
celular para actuarem, tratando-se de inibidores ndo competitivos especificos da RT do
HIV-1, ndo afectando a RT do HIV-2 (109,137). Actuam através da sua ligacdo a um
centro alostérico proximo do centro activo do dominio da polimerase da RT (associado
ao subdominio palm da subunidade p66), o que resulta na altera¢do da sua conformacéo
afectando o funcionamento da enzima (107,109,136,137). Actualmente, existem seis
NNRTIs aprovados pela FDA para o tratamento do HIV, um dos quais, o doravirine, foi
aprovado em Agosto de 2018 e outro, o delavirdine, j& ndo € recomendado para o
tratamento da infecgéo pelo HIV-1, segundo as directrizes do U.S. Department of Health
and Human Services, estando apenas cinco em utilizagdo (124,139,143,144).

1.12.1 Mutagdes de resisténcia

As mutacdes de resisténcia aos diferentes ARVs podem ser classificadas como
principais (major) ou acessorias (minor), sendo que as primeiras sdo capazes de reduzir
por si sO a susceptibilidade aos ARVSs, enquanto as ultimas apenas reduzem a
susceptibilidade aos ARVs (ou aumentam a fitness replicativa) quando em combinacgéo
com uma mutacéo principal (134). No entanto, uma mutacdo considerada principal para
um determinado farmaco pode ser considerada acesséria para um outro, pelo que estas
classificagfes ndo estdo estritamente definidas para cada mutacdo e s&o, inclusive,
influenciadas por outros factores, como a frequéncia da mutagdo em individuos com
faléncia viroldgica ou do polimorfismo em individuos néo tratados e a sua localizagéo na
estrutura da proteina alvo (134,145).

A elevada resisténcia aos Pls resulta de uma acumulacdo gradual de mutagdes

principais e acessorias cuja combinacdo permite a PR exercer a sua fungdo enzimatica na
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presenca do inibidor, contrariando a sua actividade e aumentando a resisténcia ao mesmo,
sendo esta a razdo pela qual sdo designados de inibidores de elevada barreira genética
(132,134,146). As primeiras mutacbes major a ser adquiridas sdo, na sua maioria,
substituicdes na propria regido codificante da PR, em particular no local de ligacdo ao
substrato (reduzindo a afinidade entre o inibidor e a enzima mutante). Sendo, contudo,
normalmente insuficientes para inibir totalmente a actuacdo do farmaco, sdo depois
seleccionadas mutacGes acessorias que, potenciando o grau de resisténcia, permitem
reparar a funcdo enzimatica e aumentar a fitness replicativa (e.g. alteracBes na estrutura
do centro activo, na regido flexivel flap e da estabilidade do dimero) e mutagdes que
introduzem modificacOes nos locais de clivagem principais das poliproteinas precursoras
virais com vista a restaurar 0 processamento proteico e aumentar a producdo da propria
PR, tratando-se, deste modo, a aquisicdo de resisténcia aos Pls de um processo “passo-a-
passo” (120,132,134,146-148). O facto de a estrutura quimica da maioria dos Pls ser
muito semelhante leva a que algumas mutacGes principais originem perfis fenotipicos de
maultipla resisténcia, o que constitui um dos problemas mais relevantes da terapéutica com

Pls (132,134). Na Figura 9 encontram-se listadas as mutacdes na regido codificante da
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Figura 9: Conjunto das mutagdes associadas a resisténcia aos Pls (listadas pela 1AS-USA), estando
destacadas a negrito as mutages com maior relevancia clinica (149). Legenda: para cada farmaco, ou
combinacao, em cima é indicado 0 aminoacido presente no virus selvagem (susceptivel), 0 nimero indica a
respectiva posicdo na sequéncia e em baixo estdo indicados o(s) aminoacido(s) encontrado(s) nos virus
mutados associado(s) a resisténcia.
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PR associadas a resisténcia aos Pls, segundo a IAS-USA (do inglés, International
Antiviral Society-USA) (149).

A resisténcia aos inibidores da RT (RTIs, do inglés reverse transcriptase
inhibitors) esta correlacionada com mutacfes que ocorrem na regido codificante da
propria RT, existindo, no caso dos NRTIs, dois mecanismos associados & resisténcia
(150). Um deles consiste na aquisi¢cdo de mutagdes, ditas discriminatdrias, que permitem
a RT distinguir entre os dNTPs celulares e os seus analogos, aumentando a sua
selectividade e impedindo a incorporacdo dos segundos na cadeia nascente do DNA
(128,132,150). O outro consiste na aquisicdo de mutagdes que afectam a actividade
fosforolitica da RT e conferem a enzima a capacidade de excisar os NRTIs incorporados
na cadeia nascente de DNA proviral a partir da extremidade 3°, revertendo a terminacao
da cadeia e permitindo a continuacéo da sua polimerizacdo num processo designado de
primer unblocking. Estas designam-se mutacfes associadas aos analogos de timidina
(TAM, do inglés thymidine analogue-associated mutations) por estarem associadas a

utilizacdo de inibidores analogos a esse dNTP (120,128,132). Fendmenos de resisténcia
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Figura 10: Conjunto das mutagdes associadas a resisténcia aos NRTIs (listadas pela I1AS-USA), estando
destacadas a negrito as mutagdes com maior relevancia clinica (149). Legenda: para cada farmaco, em cima é
indicado o aminoéacido presente no virus selvagem (susceptivel), o nimero indica a respectiva posi¢do na
sequéncia, e em baixo estdo indicados o(s) aminoacido(s) encontrado(s) nos virus mutados associado(s) a
resisténcia.
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cruzada aos NRTIs (aos quais estdo também associadas as TAM) resultam em
dificuldades na aplicacdo de uma terapéutica eficaz, particularmente em individuos que
ja fizeram tratamento com este tipo de ARVs (132,150). Na Figura 10 encontram-se
listadas as mutagdes na regido codificante da RT associadas a resisténcia aos NRTIs,
segundo a IAS-USA (149).

No caso dos NNRTIs, a resisténcia resulta da aquisicdo de mutacdes no local de
ligacdo do farmaco (ou residuos adjacentes) que interferem com as interac¢oes entre este
e o0 seu local de ligacdo na RT, reduzindo a afinidade da ligacdo e interferindo, desse
modo, com a capacidade de interacgdo com os residuos do centro alostérico (147,150).
Estes RTIs possuem uma baixa barreira genética, pelo que apenas uma ou duas mutagdes
podem resultar em elevados niveis de resisténcia, com um impacto minimo na fitness
replicativa do virus (120,128,147). Na classe dos NNRTIs verificam-se niveis elevados
de resisténcia cruzada (150) que resultam do facto de a maioria das mutacdes reduzirem
a susceptibilidade a mdultiplos NNRTIs e de a baixa barreira genética permitir a
emergéncia de linhagens independentes multi-resistentes, mesmo que nao seja possivel
detectar todas a mutacGes por sequenciacao nucleotidica de base populacional (128,147).
Por outro lado, foi verificada a associagdo entre algumas mutagdes de resisténcia aos
NRTIs (em particular TAMS) e hipersusceptibilidade aos NNRTIs, sendo que individuos
com este tipo de mutacdes apresentam uma melhor resposta a terapéutica com estes
ultimos (126,132). Na Figura 11 encontram-se listadas as mutacdes na regido codificante
da RT associadas a resisténcia aos NNRTIs, segundo a IAS-USA (149).
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Figura 11: Conjunto das mutacGes associadas a resisténcia aos NNRTIs (listadas pela IAS-USA), estando
destacadas a negrito as mutacdes com maior relevancia clinica (149). Legenda: para cada farmaco, em cima
¢ indicado 0 aminoacido presente no virus selvagem (susceptivel), o nimero indica a respectiva posicao na
sequéncia, e em baixo estdo indicados o(s) aminoacido(s) encontrado(s) nos virus mutados associado(s) a
resisténcia.
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1.13 HIV-1 em Angola

Angola é um pais da costa ocidental africana que faz fronteira com a Republica
do Congo, a RDC, a Zadmbia e a Namibia, possuindo em 2017 uma populagdo total
estimada de 29,8 milhdes de pessoas (151). Estudos recentes (152) relevam que Angola
tera desempenhado um papel importante na disseminacao inicial da pandemia de HIV-1
juntamente com a RDC, onde a mesma teve origem no inicio do séc. XX. O elevado
namero de imigrantes angolanos a viver em Kinshasa e 0s movimentos migratérios dos
mesmaos (e de outros individuos), entre Angola e a RDC (entre outros paises), durante 0s
anos 40 do século passado, levaram a introducdo do virus no pais, a partir da sua origem,
ainda numa fase inicial da pandemia, justificando a elevada diversidade genética
encontrada em Angola, por sua vez comparavel aquela que é verificada na RDC e outros
paises vizinhos (152). Por outro lado, a Guerra Colonial nos anos 60 e 70, e a guerra civil
que se seguiu (1975-2002), terdo também contribuido para o aumento da diversidade
genética, em consequéncia da deslocacdo temporaria de parte da populacao angolana para
0s paises vizinhos durante a guerra, e ainda para o padrdo epidemiolégico da epidemia
em Portugal, em consequéncia da introducdo do virus no pais resultante dos movimentos
populacionais entre os dois paises antes, durante e apds a guerra (153,154). Em 2004, foi
introduzido em Angola o acesso universal a terapia anti-retroviral, facto com impacto
consideravel na epidemia local, em particular na melhoria da qualidade de vida das
pessoas a viver com HIV (155).

1.13.1 Dados epidemiolégicos gerais

Segundo dados recentes da UNAIDS (39,156), em 2017 foram registadas em
Angola 27 000 [20 000-37 000] novas infeccdes com HIV e 13 000 [9500-17 000] mortes
relacionadas com sida, verificando-se para individuos com idades entre 15 e 49 anos uma
taxa de prevaléncia de 1,9% [1,6-2,3%] e existindo cerca de 310 000 [260 000—360 000]
pessoas a viver com HIV, na sua maioria mulheres (um total de 190 000 [160 000-220
000], apresentando uma taxa de prevaléncia de 2,6% [2,1-3,0%] vs. 1,2% [1,0-1,5%]
verificada nos homens da mesma faixa etaria). Do total de pessoas que viviam com HIV
em Angola em 2017 apenas cerca de 26% [22—-30%] estavam em tratamento e, em 2016,
do total de 280 000 [240 000330 000] pessoas a viver com HIV no pais, apenas cerca de

40% [33-47%] tinham conhecimento da sua condicdo e a percentagem de individuos
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virologicamente suprimidos era de 16% [13-19%], ndo estando disponiveis dados
referentes a 2017 sobre estes dois aspectos. Estima-se também que o nimero de novas
infeccdes em criangas em 2017 foi de 5500 [3700-7100], sendo que 14% [10-17%)]
destas tinham acesso a terapia anti-retroviral, assim como 34% [24-42%] das mulheres
gravidas a viver com HIV, estimando-se que foram evitadas 1200 [<1000-1500] novas
infecgBes gragas a prevencédo da transmisséo vertical. A percentagem de individuos com
idades entre 15 e 49 anos com conhecimento acerca da prevencédo da infecgdo em 2015
era de somente cerca de 30%. No entanto, 0 uso de preservativo em relagfes sexuais de
alto risco em 2016 era de aproximadamente 63,3% e 32,1% em homens e mulheres da
mesma faixa etéria, respectivamente. Por outro lado, a informacdo sobre as popula¢des
mais vulneraveis é bastante escassa, conhecendo-se apenas alguns dados sobre o
conhecimento da sua condigdo, prevaléncia da infec¢do, cobertura da terapia anti-
retroviral e uso de preservativo de trés populacdes (profissionais do sexo, homens que
fazem sexo com homens e individuos transgénero). J& o investimento monetario realizado
em 2017 relacionado com o HIV em Angola foi de cerca de 20 milhdes de ddlares
americanos, consistindo na sua maioria em doacOes internacionais. Apesar disso, 0
namero de novas infec¢fes com HIV e mortes relacionadas com sida aumentou em 1 e
29% respectivamente, desde 2010 e, em 2016, 31% dos individuos com idades entre 15

e 49 anos reportaram atitudes discriminatdrias para com pessoas a viver com HIV.
1.13.2 Epidemiologia molecular

1.13.2.1 Genotipos circulantes

Diversos estudos permitiram ajudar a determinar o perfil epidemioldgico
molecular da epidemia de HIV-1 em Angola, que se caracteriza pela circulacdo da maioria
dos subtipos do grupo M, verificando-se uma elevada diversidade genética, a semelhanca
do que foi observado em paises vizinhos, sugerindo que o virus circula no pais ha um
longo periodo de tempo (154,155,157-162). No entanto, 0s seus resultados poderdo ndo
representar, com exactiddo, a situacdo epidemioldgica do pais, considerando a cobertura
geografica altamente fragmentada, havendo até provincias ndo representadas, e a origem

conveniente da maioria das amostras caracterizadas.
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De um modo geral, os diferentes estudos revelam um predominio dos subtipos
ndo-B, sendo que os mais recentes (161,162), cujas amostras eram provenientes de vérias
regides de Angola, revelam que os subtipos C e F1 sdo os mais frequentes (16-36,9% e
14-20%, respectivamente), mas também a existéncia de uma elevada proporc¢éo (superior
a 40%) de formas recombinantes. Observou-se uma mudanca em relagdo ao que foi
reportado em estudos anteriores, nos quais o subtipo A (e respectivos sub-subtipos) era
apontado como o mais frequente (de 13,8% para 5-10,7%), tendo Bartolo et al. (162)
avancado com a hipotese de que esta mudanca estard relacionada com o aumento da
prevaléncia do subtipo C no sul da RDC e na Zambia (161,162).

A CRF mais frequentemente descrita é a CRF02_AG (correspondendo a 14—
16,9% das formas recombinantes encontradas), mas a maioria das formas recombinantes
anteriormente reportadas sdo URFs (42-83,1%). A sua frequéncia aumentou
significativamente entre 2001 e 2009, resultante de eventos de recombinacdo genética
entre diferentes subtipos, CRFs e sequéncias ndo classificadas (designadas por “U”, do
inglés unclassified), sendo que estas ultimas foram detectadas em cerca de metade das
formas recombinantes e constituem uma pequena porcao do total das sequéncias obtidas
em ambos os estudos (161,162). As URFs mais frequentes (10,8-21%) continham
genomas mosaico com sequéncias do subtipo H e sequéncias U, designando-se de U/H.
Tendo sido encontradas em individuos ndo relacionados epidemiologicamente e
formando, na analise filogenética, grupos monofiléticos suportados por valores de
bootstrap significativos, aparentam ter origem em Luanda e estar ja estabelecidas no pais,

podendo eventualmente representar uma nova CRF.
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Em termos da distribuicdo geografica das diferentes formas genéticas
encontradas, verifica-se um predominio do sub-subtipo F1 na regido Norte (20%) (Figura
12) e do subtipo C na regido Sul

7
CONGO i

N e

Jikwit
REPUBLICA e
% \DEMOCRATICADO %

(45,5%), enquanto na regido Centro
existe um predominio das diferentes
CRFs e URFs (42%), em particular das
formas recombinantes U/H (16%),

reflectindo 0 movimento das

REPUBLICA
SU \'. DEMOCRATICA DO
wntao 4 |CONGO

populacBes dentro e fora do pais ao LR

o=,

longo do tempo. A analise das redes de

transmissdo da infeccdo revelou um

elevado numero de grupos de

. ~ ZAMBIA
transmissdo, contendo 35,7% das _
sequéncias analisadas, sendo que a : N
maioria continha somente sequéncias NAMIBIA S e o a

__,..—-»\. /J\

BOTSWANA

—-— Fronteira intemacional =k
Capitalnacional  ——— Limite de provincla |
Rodovia

yYo ® O
it
2
3

provenientes de Luanda, embora

A Aeroporto Ferrovia

alguns incluissem também sequéncias Figura 12: Mapa de Angola e respectivas provincias, ficando

aregido Norte acima da linha vermelha e a regido Sul abaixo
da linha azul - adaptado de http://www.africa-

pais (154,1581160,1611163), turismo.com/imagens/mapa-angola.jpg.

reflectindo a complexidade da epidemia.

com origem em diferentes regides do

1.13.2.2 Mutacdes de resisténcia aos inibidores da protease e da

transcriptase reversa

No que se refere a mutacBGes de resisténcia, nos diversos estudos realizados
(153,155,160,162) ndo foram descritas mutacdes principais associadas a resisténcia aos
Pls, tendo, no entanto, sido detectadas diversas mutagdes acessorias e polimorfismos
genéticos em individuos nao tratados, sugerindo que algumas estirpes de origem angolana
possuem uma baixa barreira genética para aquisi¢do de resisténcia a alguns Pls, sendo os
virus do subtipo F os mais polimorficos (162). Por exemplo, as muta¢Ges L10I e L10V,
associadas a resisténcia a maioria dos Pls na presenca de outras mutacdes, foram
encontradas em cerca de 15,7 a 17,7% das estirpes, verificando-se um aumento da sua

frequéncia em relacdo ao que foi descrito em estudos anteriores (entre 5 e 10%) (160,162).
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Por outro lado, a mutacdo V11l, associada a resisténcia ao darunavir, foi detectada em
estirpes do subtipo A, F e CRF02_AG em diferentes percentagens (160,162), com valores
superiores aqueles que estavam descritos na Stanford University HIV Drug Resistance
Database a data de publicacdo dos diferentes estudos. Por fim, o polimorfismo A71V foi
encontrado em dois individuos infectados com virus do subtipo D, sendo descrito pela
primeira vez neste subtipo viral (162).

Em relacdo a mutacOes associadas a resisténcia aos RTIs, no estudo realizado por
Afonso et al. (161) foram detectadas mutac6es de resisténcia aos NRTIs em 10,5% dos
individuos ndo tratados (com as mutacGes M184V e T215F entre as mais frequentes) e
mutacdes de resisténcia aos NNRTIs em 14% dos individuos ndo tratados (sendo as
mutacdes K103N e Y181C as mais comuns), verificando-se, na populacdo em estudo,
uma frequéncia de transmissdo de mutacdes de resisténcia a NRTIs ou NNRTIs elevada
(16,3%) e uma frequéncia de transmisséo de mutacdes de resisténcia a ambas as classes
de RTIs intermédia (8%). No estudo realizado por Bartolo et al. (162) foi igualmente
detectada a mutacdo K103N (que confere resisténcia elevada a nevirapine e efavirenz),
entre outras mutacGes e polimorfismos genéticos, mas apenas num individuo ndo tratado
infectado com um virus do subtipo G, representando uma diminui¢do da prevaléncia desta

mutacdo em relagdo a estudos anteriores (160).

1.14 Problema de investigacéao

Os dados disponiveis indicam que a epidemia do HIV-1 em Angola tem vindo,
aparentemente, a aumentar de complexidade, em particular, na diversidade genética das
estirpes circulantes, sugerindo um aumento dos fendmenos de co-infeccdo e/ou
superinfec¢do, e na transmissdo de estirpes com mutagdes de resisténcia a individuos nao
infectados (resisténcia primaria), tendo o acesso a terapia anti-retroviral um impacto
igualmente considerdvel nessa complexidade. O padrdo epidemiolédgico actualmente
observado em Angola, ainda que incompleto, parece claramente influenciado pela rapida
propagacao de estirpes resistentes, desde a implementacdo do acesso universal a terapia
anti-retroviral, devida, possivelmente, ao uso intermitente dos ARVs. Outros factores
determinantes serdo a entrada no pais de individuos infectados oriundos de paises onde a

HAART esta disponivel ha mais tempo, o uso ndo monitorizado de ARVs adquiridos no
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mercado negro, 0 uso nao reportado de ARVs por questdes sociais e dificuldades no
acesso ao tratamento em certas regides do pais (155,160-162).

Embora os diversos estudos realizados até hoje sobre a caracterizacdo
epidemioldgica molecular das estirpes de HIV-1 circulantes em Angola tenham
contribuido com informacéo relevante para a compreensdo da epidemia no pais, 0s seus
resultados estardo ainda longe de representar com exactiddo a verdadeira situacdo
epidemioldgica, uma vez que se baseiam num numero limitado de individuos infectados
e em coberturas geograficas restritas, incluindo apenas (ou em elevada percentagem)
amostras colhidas na cidade de Luanda ou localiza¢Ges préximas. A informacao sobre a
epidemia de HIV-1 noutras regifes do pais &, por esse motivo, quase inexistente, o que
leva a um potencial enviesamento da informacéo. Por exemplo, até a data, apenas cinco
estudos reportam a inclusdo de amostras com origem na provincia de Benguela nas suas
analises, as quais constituem percentagens muito reduzidas do total das amostras
analisadas (153,154,160-162). Daqui, surge a necessidade da realizacdo de estudos
adicionais com vista a melhor retratar a situacdo verificada noutras regides de Angola,
contexto em que surge este trabalho e o estudo transversal (“Sifilis e infecgdo pelos virus
da imunodeficiéncia humana e da hepatite B em Benguela, Angola”, coordenacao L.
Yefimenko e F. Martins Pereira) no qual 0 mesmo se insere.

1.14.1 Objectivos

Na tentativa de responder ao problema de investigacdo identificado anteriormente,

foram definidos para este projecto dois objectivos principais:

¢+ Caracterizar filogeneticamente as estirpes do HIV-1 em circulagdo na provincia
de Benguela, Angola;
¢+ Estimar o grau de resisténcia primaria aos ARVs inibidores da PR e da RT nas

estirpes do HIV-1 em circulagéo na provincia de Benguela, Angola.

Estes objectivos principais vao de encontro ao objectivo geral do estudo no qual
este trabalho se insere e que consiste na caracterizacdo de infec¢Ges sexualmente
transmitidas (sifilis, infeccdo pelo HIV e hepatite B) em individuos internados e utentes

de consultas externas ou do banco de urgéncia do Hospital Geral de Benguela (HGB). De
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modo concretizar os objectivos principais definidos, foram igualmente estabelecidos os

seguintes objectivos especificos:

« Amplificar por dupla nested PCR as regides codificantes da PR e da RT, no gene
pol;

++ Obter as sequéncias nucleotidicas de ambas as cadeias dos amplicdes de PR e RT
obtidos por métodos de sequenciagdo de base populacional;

¢ Classificar genotipicamente, por métodos de anédlise filogenética manual, as
sequéncias nucleotidicas codificantes para a PR e RT obtidas;

¢+ Pesquisar mutacdes de resisténcia aos ARVs e outros polimorfismos genéticos
associados a resisténcia por comparacao das sequéncias putativas de aminoacidos
obtidas com sequéncias consenso do subtipo B;

% Avaliar a associacdo de polimorfismos genéticos especificos com os subtipos

virais encontrados.

Tendo em conta os objectivos aqui definidos, o presente estudo é classificado,

segundo Fortin (164), como um estudo descritivo simples.
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2 Material e métodos

2.1 Caracterizacdo geral da amostra populacional em estudo

O presente estudo incluiu amostras de sangue de um total de 111 individuos
seropositivos para 0 HIV-1 que se encontravam internados ou eram utentes de consultas
externas ou do banco de urgéncia do HGB, na cidade de Benguela, unidade sanitaria de
referéncia na regido Centro-Oeste de Angola. Para a obtencdo de informacgéo sobre as
caracteristicas demograficas e clinicas foi aplicado um questionario estruturado, pré-
codificado, de preenchimento voluntario, a todos os individuos que assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido, estando resumida no Anexo 3 a informacéo
recolhida. Os individuos incluidos neste estudo tinham idades compreendidas entre O e
78 anos, sendo 42% do género masculino e 58% do género feminino. A totalidade dos
individuos incluidos nunca foi submetida a terapia anti-retroviral e o diagnostico da
infeccdo pelo HIV-1 foi realizado a data da colheita das amostras, entre Agosto de 2016
e Janeiro de 2017. E importante referir que inicialmente estavam incluidas neste estudo
202 amostras, ndo tendo, no entanto, sido possivel analisa-las na totalidade devido a
atrasos causados pelas dificuldades sentidas na optimizacdo dos protocolos experimentais
(descritas em maior detalhe nas seccdes seguintes). O estudo transversal, mencionado
anteriormente, no qual este trabalho se insere obteve um parecer favoravel para a sua

realizacio da Comisséo Cientifica e de Etica do HGB.

2.1.1 Colheita das amostras e rastreio da infecc¢éo pelo HIV-1

As amostras de sangue foram colhidas, apds a obtencdo do consentimento
informado, por puncdo venosa, sendo de imediato testadas para a presenca de anticorpos
anti-HIV com recurso a dois testes imunocromatograficos rapidos. O primeiro teste
utilizado foi o VIH 1/2 (Healgen Scientific, EUA), um teste de terceira geracdo que
permite identificar, em soro, plasma ou sangue total, anticorpos anti-HIV-1 e -2, ndo
distinguindo entre os dois tipos virais (165). O segundo teste foi 0 Anti-HIV 1/2 Test
(Turklab, Turquia), que permite a deteccdo de anticorpos anti-HIV-1 e -2, incluindo HIV-
1 do grupo O, produzidos contra os antigénios virais gp120, gp41, gp36, e p24, mas nao
a distingdo entre os tipos virais (166). Para as amostras positivas para, pelo menos, um

dos testes realizados, foram armazenadas algumas gotas de sangue total em cartdes
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Whatman Indicating FTA® Elute Micro Cards (GE Healthcare, Reino Unido), seguindo
as especificagcbes do fabricante. Este tipo de cartes permite manter as amostras a
temperatura ambiente (TA) sem que haja degradacdo significativa, uma vez que apos lise
das células quando estas entram em contacto com os cartfes, as proteinas desnaturam e
os &cidos nucleicos sdo imediatamente estabilizados, ficando protegidos (167). E
importante referir que, por questdes meramente logisticas, um numero reduzido de
amostras foi armazenado num outro tipo de cartbes, nomeadamente Whatman Non-
Indicating FTA® Micro Cards (GE Healthcare, Reino Unido), os quais possuem uma
tecnologia muito semelhante & dos cartdes acima referidos. As amostras de sangue
positivas foram centrifugadas, em condic¢des padréo, para a separagdo do soro, sendo este
armazenado a -20 °C. J& nas instalacdes do Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(IHMT), foi realizado um terceiro teste imunocromatografico rapido, de modo a
confirmar os resultados obtidos em Angola e a discriminar possiveis infecgdes por HIV-
1 e HIV-2. Este terceiro teste foi 0 Hexagon HIV-1/2 (Human Diagnostics, Alemanha),
também de terceira geracdo, utilizado para a detec¢do de anticorpos anti-HIV-1 e -2 em
soro, plasma ou sangue total, permitindo a distin¢do entre os dois tipos virais, através da
utilizacdo de duas linhas de teste, cada uma especifica para um dos tipos de HIV, e ainda
a deteccdo de anticorpos anti-HIV-1 do grupo O (168,169). Todos os testes foram
utilizados segundo as recomendacdes dos respectivos fabricantes. Esta parte do trabalho
foi realizada pela Dr.? Lesya Yefimenko, no @mbito do estudo transversal anteriormente

referido.

2.2 Preparacéo de discos dos cartdes FTA®

De modo a ter acesso ao DNA proviral presente nas amostras para a posterior
amplificacdo das regiGes codificantes da PR e da RT do HIV-1, foi necessaria a
preparacio de discos a partir da mancha de sangue armazenada nos cartdes FTA®,
segundo um protocolo adaptado pelo Grupo de Virologia da Unidade de Microbiologia
Médica do IHMT que permite remover os contaminantes e inibidores da PCR da matriz
dos cartdes permanecendo o DNA ligado a mesma. Apos limpeza do perfurador utilizado
e tapete de corte com etanol a 70% (v/v), iniciou-se o protocolo com a obtencéo de dois
circulos de 3 mm de didmetro a partir do centro da mancha de sangue, que foram

colocados num microtubo Eppendorf estéril de 1,5 mL devidamente identificado (entre
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cada amostra, cortou-se uma vez o cartdo numa zona limpa e, depois de limpar o
perfurador com etanol a 70% (v/v), seis vezes em papel Whatman™ 3MM para evitar
contaminacdes). De seguida, foram adicionados 200 pL de FTA® purification reagent
(Whatman, EUA), incubando-se durante 5 min a TA com agitacdo ocasional e
removendo-se o reagente no final da incubagéo — este passo foi repetido mais trés vezes,
sendo que na ultima repeticdo o tempo de incubagdo foi de 10 min. Depois foram
adicionados 200 pL de tampdo TE (Anexo 4), incubando-se durante 5 min a TA com
agitacdo ocasional e removendo-se o tampao no final da incubacdo — este passo foi
repetido mais uma vez. Para secar os discos, 0s microtubos foram depois colocados, com
a tampa aberta, num evaporador (Concentrator 5301, Eppendorf, Alemanha), no
programa para solugcées aquosas, a 30 °C, durante 15 min. Uma vez secos, os discos foram
conservados a -20 °C até ao momento da sua utilizacao.

E importante referir que, antes da aplicacdo deste protocolo, foi testado o
protocolo Whatman™ FTA® Elute™ (Anexo 5), recomendado pelo fabricante para o tipo
de cartdes utilizados (Whatman Indicating FTA® Elute Micro Cards), cuja tecnologia
permite eluir o DNA do cartdo permanecendo as proteinas e contaminantes ligados ao
mesmo (170,171). No entanto, ndo foi possivel amplificar posteriormente as regifes da
PR e da RT a partir do DNA obtido utilizando este protocolo, pelo que se optou pelo seu
abandono e utilizacdo do protocolo acima descrito, ap0s ter sido testada a sua eficacia nas

condicdes de realizacdo do presente estudo.

2.3 Amplificagdo por PCR das regides codificantes da protease e da

transcriptase reversa no gene pol

2.3.1 Caracterizacao dos primers utilizados

Para amplificar por PCR as regifes codificantes da PR e da RT, a partir do DNA
total das diferentes amostras, foram utilizados primers previamente adaptados por Videira
e Castro, em 2010 (172) a partir do protocolo estabelecido por Steegen et al. (173). As
adaptacdes consistiram na introducdo de alteracdes pontuais nas sequéncias nucleotidicas
de alguns primers, por forma a aumentar a sua especificidade para os diferentes subtipos
do grupo M do HIV-1. As combinagGes entre os diversos primers disponiveis, para cada
fase do protocolo de amplificacdo, foram escolhidas com base nos resultados prévios de
Simdes, em 2016 (174), de modo a aumentar a eficiéncia (sensibilidade e especificidade)
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da reaccdo de amplificacdo. As sequéncias nucleotidicas dos primers e respectivas
posicdes, relativamente a estirpe de referéncia HXB2 do subtipo B, encontram-se
descritas na Tabela 2. Trés dos primers (PR2, RT137 e RT4) possuem posicoes
degeneradas (Y=T/C, R=G/A, W=A/T, representadas a negrito) correspondentes as
posicdes onde foi verificada maior variabilidade genética em sequéncias analogas
depositadas nas bases de dados. Os primers foram sintetizados pela empresa STAB VIDA
(Portugal) e a sua preparacdo, a partir do liofilizado, foi realizada numa camara de fluxo
laminar (Laminar Flow Cabinet-class 100, Flow Laboratories, EUA), na auséncia de
material genético, utilizando pontas de micropipeta com filtro Biosphere® Filter Tip
(Sarstedt, Alemanha). Inicialmente, foram preparados stocks de cada um dos primers
hidratando-os com agua livre de nucleases (PCR grade, Roche, Alemanha) para uma
concentracdo final de 100 uM, sendo posteriormente diluidos (1:10) para solucGes de
trabalho a uma concentracdo de 10 pmol/uL, utilizando dgua desionizada ultrapura livre
de nucleases Milli-Q® (Reagent Grade Ultrapure Systems, Merck Millipore, EUA),

mantidas a -20 °C.

Tabela 2: Primers utilizados na 1.2 e 2.2 nested PCRs — adaptados de Steegen et al (173).

el Regido nested
Primers | nucleotidica | Sequéncia 5°- 3’ amg lificada | PCR
em HXB2 P
Gag2 1404 — 1426 | CAA TGA GGA AGC TGC AGA ATG GG
Primers
PR2 1822 — 1844 | GAA ATG ATG ACA GCA TGY CAG GG PR -RT .
externos
RT137 3301-3325 | TTCTGTATRTCATTG ACAGTCCAGC
PR3 2146 — 2166 | CCA GAG CCA ACA GCC CCACCA oR
PR4 2584 — 2605 | GGG CCATCCATTCCTGGCTTT A Primers
RT1 2604 — 2632 | CCAAAAGTT AAACAATGGCCATTG ACAGA RT internos
RT4 3231 -3253 | TGG AGT TCA TAW CCC ATC CAA AG

2.3.2 Planificacdo do protocolo de amplificacao

Neste estudo foram planeadas trés PCRs sucessivas para a amplificacdo das
regides codificantes do gene pol correspondentes a PR e a RT, nas quais os fragmentos
de DNA obtidos na primeira reac¢do foram utilizados como matriz para realizagdo da
segunda (hemi-nested), servindo os fragmentos nesta obtidos como matriz para a
amplificacdo das regides de interesse na terceira reaccdo (nested) (Figura 13). As

condigdes de amplificagcéo foram definidas considerando as temperaturas de desnaturagéo
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e hibridacao dos primers, o respectivo grau de degeneracdo (quando aplicavel), o tamanho
dos fragmentos de DNA a amplificar e as caracteristicas intrinsecas da Taq DNA
polimerase a utilizar nas reac¢fes de PCR. Na primeira e segunda PCRs foi amplificada
a extremidade 5” do gene pol, compreendendo a regido codificante da PR e parte da regido
codificante da RT, utilizando-se, respectivamente, o par de primers Gag2/RT137, para
amplificar um fragmento de DNA de 1922 pb, e PR2/RT137 (Figura 13), amplificando
um fragmento interno de 1504 pb. Na terceira PCR foi realizada a amplificacdo, em
separado, das regides codificantes da PR e da RT utilizando, respectivamente, dois pares
de primers, PR3/PR4 e RT1/RT4 (Figura 13). O primer PR3 hibrida na regido codificante
para a proteina p6 no gene gag e o primer PR4 ja na regido codificante para a actividade
da RT (p51) no gene pol, resultando na amplificacdo de um fragmento de DNA com 460
pb, contendo a totalidade da regido codificante para a PR. Os primers RT1 e RT4
hibridam ambos na regido codificante para a RT, resultando na amplificagdo de um
fragmento de DNA com 650 pb, contendo a parte 5° da regido codificante da respectiva
enzima.

Tendo em consideracdo os objectivos do estudo, foi utilizado nos trés passos de
PCR o sistema Supreme NZYTagq Il 2x Green Master Mix (NZY Tech, Portugal) cuja Taq
DNA polimerase possui capacidade hot start, 0 que a torna inactiva a TA, sendo a sua
actividade restaurada a altas temperaturas, neste caso, por submissédo a uma temperatura
de 95 °C durante 5 min. Apesar desta polimerase ndo possuir actividade proofreading,
foi sintetizada de forma a possuir uma elevada processividade — permitindo a
amplificagdo de sequéncias mais longas, em menos tempo, com uma maior eficiéncia e
qualidade dos produtos de PCR — e especificidade na amplificacdo de fragmentos com
até 6 kpb, com a particularidade de os fragmentos amplificados possuirem extremidades
ndo coesivas com residuos protuberantes de adenosina que facilitam a sua posterior
clonagem em vectores plasmideos (175), se necessario. As misturas de reac¢do foram
preparadas numa camara de fluxo laminar (Laminar Flow Cabinet-class 100, Flow
Laboratories, EUA), na auséncia de material genético, utilizando pontas de micropipeta
com filtro Biosphere® Filter Tip (Sarstedt, Alemanha), tendo sido incluidos controlos
negativos em todas as reaccOes de amplificagio com o objectivo de confirmar a
inexisténcia de contaminacgdes. A adicdo do disco previamente preparado, contendo o

DNA das amostras em estudo, ao respectivo microtubo Eppendorf estéril foi realizada
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num compartimento laboratorial distinto do local onde foram preparadas as misturas de
reaccao, as quais foram mantidas em gelo durante o procedimento.

rev
env

U3/R/US
k pol

PR/RT/IN

" gag
= MA/CA/NC/p6

tat

pol

MA/CA/NC/p6

cag2 RT137 =

I 32Reacgio

Figura 13: Esquema representativo da amplificagdo das regides codificantes da protease e da transcriptase
reversa do gene pol do HIV-1, por realizagdo de trés PCRs consecutivas, para a obtengéo de fragmentos de 460
e 650 pb, respectivamente - 0 esquema ndo se encontra a escala (adaptado de
https://www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/img/Lentivirus_System/lentivirus_genome_map.png).

E ainda importante salientar que, numa fase inicial do estudo, o protocolo de
amplificacdo consistia na realizacdo de uma nested PCR recorrendo directamente ao
protocolo de Steegen et al. (173). No entanto, apds a realizacdo de varios testes
comparativos, verificou-se que a amplificacdo com recurso a trés PCRs consecutivas era
mais eficiente do que a amplificacdo por nested PCR cléssica, pelo que se optou pela
execucao do protocolo previamente descrito. Além disso, para as duas primeiras reac¢des
de PCR (ver Figura 13) foi inicialmente utilizado o sistema Supreme NZYProof 2x Green

Master Mix (NZYTech, Portugal), o qual utiliza uma Tag DNA polimerase com
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actividade proofreading 3’—5’ exonuclease que permite evitar a introducdo cumulativa
de nucledtidos incorrectos e a consequente fixagdo artificial de muta¢es. Contudo, ap6s
a realizacdo de varios testes, verificou-se que a eficiéncia do protocolo de amplificacédo
era significativamente maior quando era utilizado o sistema Supreme NZYTaq Il 2x
Green Master Mix (NZYTech, Portugal) em todas as PCRs, pelo que a utilizagdo do
sistema com actividade proofreading foi abandonada, assumindo-se igualmente a baixa
probabilidade de introducdo de erros de transcri¢do durante a fase de polimerizacéo, dado
0 tamanho relativamente pequeno dos amplic6es obtidos. Finalmente, referir que, por
questBes logisticas e financeiras, foi ainda utilizado para algumas amostras o sistema
NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZY Tech, Portugal), em tudo semelhante ao Supreme
NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTech, Portugal), com a excepcdo da auséncia da
capacidade hot start pela Tag DNA.

2.3.2.1 Reacc0es de PCR

Na generalidade das trés PCRs foi utilizado o sistema Supreme NZYTaq Il 2x
Green Master Mix (NZYTech, Portugal), como referido anteriormente, e a mistura de
reaccdo foi preparada de acordo com as recomendagOes do fabricante, adicionando-se,
por amostra: 8,5 UL de agua desionizada ultrapura livre de nucleases Milli-Q® (Reagent
Grade Ultrapure Systems, Merck Millipore, EUA); 12,5 pL de master mix, contendo a
enzima Supreme NZYTaq Il DNA polymerase (NZYTech, Portugal) a uma concentragédo
de 0,2 U/uL, MgCl; (concentragéo final 2,5 mM) e dNTPs, tampé&o de reacgéo e aditivos
a concentragdes optimizadas pelo fabricante; e 1 pL de cada primer (concentragéo final
0,4 uM, cada), perfazendo um volume final de 25 pL, ap6s a adi¢do do disco contendo o
DNA matriz a mistura (primeira PCR) ou de 2 uL do produto de amplificago da reaccao
imediatamente anterior (segunda e terceira PCRs).

Todas as reaccGes de amplificagdo foram realizadas no termociclador PCR
Express (Thermo Hybaid, Reino Unido) consistindo, cada uma, numa etapa de
desnaturacdo inicial, seguida de vérios ciclos de amplificacdo (incluindo os passos de
desnaturacdo, hibridacdo e extensdo) e uma etapa de extensdo final, cujas respectivas
condicBes experimentais se encontram descritas nas Tabelas 3 a 5. Os produtos de
amplificagdo foram mantidos a 4 °C até a realizacdo da reaccdo seguinte (segunda ou
terceira) ou até a sua visualizacdo em gel de agarose, no caso dos produtos da terceira

reaccdo, sendo posteriormente armazenados a -20 °C. E importante referir que para as
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amostras inicialmente ndo amplificAveis nas condi¢fes descritas para a primeira e
segunda reacgOes, foram aplicados protocolos alternativos com temperaturas de

hibridacéo inferiores, em diferentes combinacgdes, nessas mesmas reac¢oes, mantendo-se
inalterado o protocolo da terceira PCR.

Tabela 3: Condigdes de amplificagéo aplicadas na primeira PCR.

s . N.° de
Etapas Condigdes de amplificacéo _
ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C — 5 min. 1
Desnaturagéo Hibridacédo Extenséo -
- 94°C-30s 45°C-30s 72°C-1min |10
Amplificacdo i
94°C-30s 50°C-30s 72°C-15min | 10 35
94°C-30s 55°C-30s 72°C—-2min |15
Extenséo final 72°C—7min 1
Manutencéo 4°C—-oo -
Tabela 4: Condic6es de amplificagéo aplicadas na segunda PCR.
s . N.° de
Etapas Condigdes de amplificacéo :
ciclos
Desnaturagdo inicial 95°C — 5 min. 1
Desnaturagao Hibridacéo Extenséo -
- 94°C-30s 45°C—-30s 72°C—-45s 10
Amplificagdo i
94°C-30s 50°C-30s | 72°C—-1min15s |10 35
94°C-30s 55°C-30s | 72°C—-1min45s | 15
Extenséo final 72°C—7min 1
Manutencéo 4°C—-o -
Tabela 5: Condigoes de amplificacdo aplicadas na terceira PCR.
Etapas Condic¢oes de amplificacao N.° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95 °C — 5 min. 1
. Desnaturagéo Hibridagéo Extenséo -
Amplificagéo
94°C-30s 50°C-30s 72°C-30s 35
Extensdo final 72 °C -7 min 1
Manutencao 4°C—-o0 —
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2.4 Visualizacéo dos produtos de PCR

Os fragmentos de DNA obtidos por PCR foram observados depois da sua
migragdo por electroforese em gel de agarose (SeaKem® LE Agarose, Lonza, Suica) a
1,2% (p/v), em tampdo TAE 0,5 x e corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL),
utilizando o equipamento Power Pac 300 (Bio-Rad, EUA) como fonte de corrente
eléctrica. Foram aplicados 5 pL de produto de amplificacdo por po¢o — ndo sendo
necessaria a adi¢do de tampao de aplicacdo uma vez que a mistura reaccional do sistema
de amplificacdo utilizado ja continha dois corantes (xileno cianol e Orange G) — e
aplicada uma voltagem de 90 V, durante um periodo de migracdo de 1 h e 20 min, findo
o0 qual foi efectuada a exposi¢do do gel a radiagdo ultravioleta (A=302 nm) e captacao
digital da imagem gerada utilizando o equipamento Gel Doc™ XR (Bio-Rad, EUA). De
modo a poder estimar-se o tamanho aproximado dos fragmentos de DNA amplificados
foi utilizado o marcador de massa molecular NZYDNA Ladder V (NZY Tech, Portugal).

2.5 Purificagdo dos produtos de PCR

Apds a visualizacdo dos produtos de PCR obtidos, foram seleccionados para
purificagdo aqueles que apresentavam tamanhos estimados de 460 e 650 pb,
correspondentes aos tamanhos esperados para cada um dos amplicdes de PR e RT,
respectivamente. Dependendo das caracteristicas da banda observada no gel de agarose —
especificidade da amplificacdo e quantidade relativa de DNA em relacdo ao marcador de
massa molecular — foi utilizado um de dois sistemas de purificacdo, ambos segundo as
recomendacdes do fabricante.

Para produtos de PCR que apresentavam bandas especificas e quantidades de
DNA aceitaveis, foi realizada purificacao directa a partir da mistura reaccional, utilizando
0 sistema DNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research, EUA), comecando por se
adicionar aos produtos de PCR a purificar DNA Binding Buffer numa proporgéo de 5:1
(e.g., para 19 pL de produto de PCR, adicionar 95 uL de DNA Binding Buffer). Apds
homogeneizagédo, a mistura foi transferida para uma coluna Zymo-Spin™ colocada num
tubo colector e centrifugada a 16 000 x g (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha)
durante 30 s, descartando depois o0 eluato. Seguiu-se um passo de lavagem (realizado duas
vezes) que consistiu na adi¢do de 200 pL de DNA Wash Buffer a coluna, seguida de

centrifugagdo, nas mesmas condigdes, descartando novamente o eluato. A coluna foi
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depois transferida para um microtubo Eppendorf devidamente identificado, sendo
adicionados 20 pL de DNA Elution Buffer e, findo um periodo de incubagéo de 1 a 2 min
a TA, centrifugada a 16 000 x g durante 60 s obtendo-se 0 DNA purificado.

Para produtos de PCR que apresentavam, além de bandas correspondentes a
amplicGes de tamanho esperado, bandas inespecificas, foi realizada purificacéo a partir
de gel de agarose utilizando o sistema Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo
Research, EUA), comecando por se aplicar os produtos de PCR (aproximadamente 20
uL) num gel de agarose (Seakem® LE Agarose, Lonza, Suica) a 2% (p/v), em tampéo
TAE 0,5 x e corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL). Ap6s um periodo de migracéo
de aproximadamente 2 h a 40 V (Power Pac 300, Bio-Rad, EUA), foram excisados do
gel, sob luz ultravioleta (A=302 nm), e transferidos para microtubos Eppendorf de 2,0 mL,
os fragmentos de DNA de interesse utilizando-se um escalpelo descartavel. De seguida,
foram adicionados trés volumes de ADB Buffer por cada volume (previamente estimado
por pesagem) de gel excisado contendo o fragmento de DNA (e.g., por cada 100 pL (mg)
de gel de agarose contendo DNA, adicionar 300 pL de ADB Buffer). Esta mistura foi
incubada a 55 °C até a agarose estar completamente dissolvida (5 a 10 min), sendo depois
transferida para uma coluna Zymo-Spin™ colocada num tubo colector e realizado o
protocolo descrito no paréagrafo anterior, com excep¢do da adicdo de DNA Binding Buffer.

De modo a verificar se a purificagdo dos produtos de PCR foi bem-sucedida,
aplicou-se 1pL de produto de purificagdo, misturados com cerca de 1 pL de tampé&o de
aplicacdo (Anexo 4), num de gel de agarose (SeaKem® LE Agarose, Lonza, Suica) a 1,2%
(p/v), em tampdo TAE 0,5 x e corado com brometo de etideo (0,5 pug/mL), sendo
visualizados o fragmentos obtidos nas condi¢Bes descritas anteriormente, ap6s um
periodo de migracdo de 20 min a 100 V (Power Pac 300, Bio-Rad, EUA).

2.6 Sequenciacdo nucleotidica dos produtos de PCR

A sequenciacdo nucleotidica dos produtos de PCR purificados ficou a cargo da
empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal), tendo sido utilizado o método de terminagéo
de cadeia desenvolvido por Sanger et al. (1977) implementado em plataforma
automatizada. Para tal, foram enviados 16 pL dos produtos de purificagdo, de modo a
garantir a quantidade minima estimada de 400 ng de DNA por reacgdo de sequenciacdo

uma vez que cada fragmento seria sequenciado nos dois sentidos (directo e inverso),
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sendo igualmente enviados 50 pmoles de cada um dos primers iniciadores (PR3, PR4,
RT1 e RT4) por reacgédo de sequenciagéo.

2.7 Analise bioinformatica das sequéncias nucleotidicas

2.7.1 Edicéo das sequéncias e confirmacgéo da sua identidade

As sequéncias nucleotidicas directas e complementares de cada molécula de DNA
obtidas por sequenciacao dos produtos de PCR foram manualmente editadas com base na
andlise dos respectivos cromatogramas, tendo como finalidade a constru¢do de uma
sequéncia consenso a ser utilizada nas andalises posteriores. Para tal foi utilizado o
software BioEdit Sequence Alignment Editor (versdo 7.0.9.0), disponivel em
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html.

Posteriormente, foi realizada a confirmacdo da identidade das sequéncias
consenso obtidas por comparagdo com sequéncias depositadas no GenBank utilizando o
programa BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool), disponivel em
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Este permite calcular (em percentagem) o grau de
semelhanga entre sequéncias e ainda estimar a probabilidade de as semelhangas
encontradas serem devidas ao acaso (E value, 0-1).

2.7.2 Genotipagem automatizada das sequéncias de HIV-1

A genotipagem automatizada das sequéncias de HIV-1 obtidas foi realizada
recorrendo ao software REGA HIV-1 Subtyping Tool (versdo 3.0), disponivel em
http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/. Este utiliza
métodos filogenéticos e de bootscanning para a identificacdo do subtipo de uma
determinada sequéncia e analise de possiveis eventos de recombinacdo. A classificacao
genotipica de sequéncias de HIV-1 utilizando este programa baseia-se na construcdo de
arvores filogenéticas com um conjunto de sequéncias de referéncia do grupo M, sujeitas
a analise complementar de bootstrapping, sendo apenas considerados na identificacdo do
subtipo valores de bootstrap superiores a 70%. No entanto, a analise de eventos de
recombinacdo genética so é efectuada se as sequéncias em estudo possuirem tamanho

superior a 800 pb.
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2.7.3 Andlise filogenética

A genotipagem das sequéncias de HIV-1 codificantes para cada uma das enzimas
em estudo (PR e RT) foi efectuada através da construcdo de arvores filogenéticas por
métodos ndo automatizados. Comegou-se pela construcdo de um alinhamento multiplo
para cada uma das regides do gene pol em estudo, recorrendo ao programa MAFFT versdo
7 (disponivel em https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), contendo as sequéncias em
estudo, sequéncias obtidas por pesquisa de semelhanca local entre sequéncias (analise
BLAST) e de referéncia do grupo M (subtipos, sub-subtipos e algumas CRFs — 02_AG,
26_A5U e 49 cpx) e ainda uma sequéncia do grupo O (como outgroup), retiradas da Los
Alamos HIV sequence database (https://www.hiv.lanl.gov/). Sempre que necessario, 0S
alinhamentos obtidos foram editados manualmente com recurso ao software BioEdit
Sequence Alignment Editor (versdo 7.0.9.0). As respectivas arvores filogenéticas foram
construidas utilizando o software MEGA versdo X com base no método de Neighbor-
Joining (176) e recorrendo ao modelo de dois parametros de Kimura (177) para o célculo
das matrizes de distancia genética, seleccionando uma frequéncia igual de bases, uma
taxa de transi¢des igual a taxa de transversdes e a opcdo complete deletion para as colunas
contendo espacos abertos (gaps). A robustez das topologias sugeridas foi avaliada pelo
método de bootstrapping, com base em 1000 amostragens aleatorias, tendo-se
considerado os agrupamentos formados como sendo consistentes do ponto de vista

filogenético quando os valores de bootstrap eram iguais ou superiores a 70%.

2.7.3.1 Andlise de sequéncias divergentes

No caso das sequéncias nucleotidicas cujos ramos de suporte nas arvores
filogenéticas evidenciavam posicionamento ambiguo ou uma elevada divergéncia
filogenética, foi realizada uma analise complementar para identificacdo de eventuais
fendmenos de recombinacgdo ou hipermutacdo genética. A identificacdo de fendbmenos de
recombinacéo foi realizada recorrendo a métodos de bootscanning, utilizando o software
SimPlot versdo 351 (disponivel em:
http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/), aplicando o método de Neighbor-
Joining para a inferéncia filogenética, com robustez estimada por bootstrapping, com
base em 1000 amostragens aleatorias, e considerada significativa quando os valores de

bootstrap eram, no minimo, 70%, e o modelo de dois parametros de Kimura para o
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calculo das matrizes de distancia genética. A pesquisa de fendmenos de hipermutacéo por
ocorréncia de hiperadenilagdo (G—A) resultante da actividade das APOBEC (do inglés,
apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like) foi realizada com
base no relatorio interpretativo da analise das sequéncias aminoacidicas obtido utilizando
o0 programa HIVdb — Genotypic Resistance Interpretation Algorithm da Stanford
University HIV Drug Resistance Database (versdo 8.5), no qual sdo discriminadas este

tipo de mutacGes (ver seccao seguinte).
2.8 Analise bioinformatica das sequéncias aminoacidicas

2.8.1 Pesquisa de mutagOes associadas a resisténcia a anti-retrovirais

Apds traducdo das sequéncias nucleotidicas em estudo, foram obtidas sequéncias
de aminoécidos putativas para a realizacdo da pesquisa de mutacdes associadas a
diminuig&o da susceptibilidade aos ARVs inibidores da PR e da RT e detecgéo de outros
polimorfismos genéticos, com recurso ao programa HIVdb — Genotypic Resistance
Interpretation Algorithm da Stanford University HIV Drug Resistance Database (versao
8.5), disponivel em https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-mutations/. A utilizagdo deste
programa permite a identificacdo de mutacgdes principais (major) e acessorias (minor),
assim como outras mutacdes ndo associadas a resisténcia as ARVs (other mutations), por
comparagdo das sequéncias em estudo com uma sequéncia consenso de referéncia do
subtipo B, para cada uma das regides codificantes em analise. Com base nessa
comparacao, € atribuida a cada mutacdo uma pontuacao individual relativa a cada farmaco
considerado na analise, que reflecte, com base em diversos estudos publicados, a
probabilidade da mutacdo encontrada estar relacionada com a aquisicdo de resisténcia ao
farmaco em questdo. A soma das pontuacfes obtidas para um determinado farmaco
permite, de acordo com o valor total obtido, estimar para cada sequéncia o nivel de

resisténcia fenotipica a esse farmaco, numa das cinco categorias seguintes:

%+ Susceptibilidade (pontuacdo entre 0 e 9) — sem evidéncia de redugdo da
susceptibilidade ao ARV em comparagdo com a estirpe selvagem;
+** Resisténcia potencial de nivel baixo (pontuacdo entre 10 e 14) — o virus ndo

apresenta susceptibilidade diminuida ao farmaco, mas possui mutagdes
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indicativas de exposicdo prévia a ARVs ou que apenas conferem resisténcia
qguando associadas a mutacdes adicionais;

+* Resisténcia de nivel baixo (pontuacdo entre 15 e 29) — o virus pode apresentar
uma diminuicdo da susceptibilidade ao farmaco in vitro, sendo que os individuos
infectados com 0 mesmo podem desenvolver uma resposta viroldgica sub-6ptima
ao tratamento com esse farmaco;

¢ Resisténcia de nivel intermédio (pontuacéo entre 30 e 59) — indicativo de elevada
probabilidade de susceptibilidade reduzida ao farmaco, mas com retencdo de um
nivel consideravel da sua eficacia;

 Resisténcia de nivel elevado (pontuacdo igual ou superior a 60) — indicativo de
um nivel de resisténcia semelhante ao observado in vitro em virus altamente
resistentes ao farmaco ou que se traduz numa resposta viroldégica muito reduzida,

ou mesmo nula, em termos clinicos, nos individuos infectados.

2.9 Analise estatistica

Para os dados demogréficos e clinicos que caracterizam a amostra populacional
em estudo, como, género, estado civil, nivel de escolaridade, local e area de residéncia e
outras infeccBes diagnosticadas, foi realizada uma analise de distribuicdo, dada a sua
natureza categdrica. Em relacdo a idade, para além da anélise de distribuicédo realizada,
foi também calculada a média e o desvio padrdo. Por sua vez, a associacao dos diferentes
polimorfismos genéticos com o0s genétipos de HIV-1 em circulacdo na amostra
populacional em estudo (pesquisa de assinaturas genéticas) e da presenca de mutacdes de
hiperadenilacdo com a impossibilidade de genotipar as sequéncias nucleotidicas foram
analisadas recorrendo ao teste exacto de Fisher bilateral aplicado a analise de tabelas de
contingéncia 2x2, considerando um valor de significancia de 1%. A pesquisa de
associacdo entre a ocorréncia de fenémenos de hipermutacdo e 0s genotipos encontrados
foi realizada com recurso ao teste ¥ aplicado a anélise de tabelas nx2 (disponivel em

http://www.physics.csbsju.edu/stats/), com um nivel de significancia de 1%.
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3.1 Caracterizacdo da amostra populacional em estudo

O presente estudo incluiu amostras de sangue de um total de 111 individuos
seropositivos para HIV-1 que se encontravam internados ou eram utentes de consultas
externas/banco de urgéncia do HGB. Todos os individuos eram de nacionalidade
angolana e, a data da colheita das amostras, tinham idades compreendidas entre 0 e 78
anos (idade média de 35 + 20,3 anos), sendo 42% do género masculino e 58% do género
feminino. Os individuos em estudo eram maioritariamente solteiros (46%) ou casados
(31%) e, apesar de a maioria possuir pelo menos o ensino basico (61%), existe uma

percentagem consideravel dos mesmos sem escolaridade (38%) — Figura 14, Anexo 3.

Género 1% Idade
mO0-5
m6-14
m15-24
m25-34
m35-49
B Feminino m>50
B Masculino B N3o sabe
Estado civil . Nivel de escolaridade
B Sem escolaridade
u Solteiro(a) H Ensino basico
M Casado(a)
B Ensino secundario
m Viavo(a)
Divorciado(a) Ensino superior

B Desconhecido

Figura 14: Representagdo grafica, em percentagem, dos dados demograficos da amostra populacional em estudo,
relativamente a género, idade, estado civil e nivel de escolaridade.

Todos os individuos eram residentes na provincia de Benguela, a maioria na

cidade de Benguela (46%) e os restantes noutras regides da provincia, sendo que, de modo
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geral, a maioria residia na zona urbana das respectivas localidades (62%). Uma vez que
este estudo se insere num outro que tem também como objectos de estudo outras infec¢des
de transmissdo sexual, como sifilis e hepatite B (como referido na seccdo 1.15), foi
possivel verificar que 14% (16/111) dos individuos em estudo tinham marcadores
seroldgicos positivos de outras infeccdes além da infeccdo pelo HIV-1, dos quais 63%
(10/16) tinham sifilis (activa ou passada), 31% (5/16) estavam infectados com o virus da
hepatite B e um unico individuo obteve resultados positivos para todas as infeccdes
(Figura 15, Anexo 3).

Local de4;e5|denC|a u Benguela - Area de residéncia

5% H Cubal

H Baia Farta
Chongoroi
H Balombo
H Ganda
H Lobito o Rl
4%
5% H Bocoio
5% B Caimbambo m Desconhecido

H Catumbela
H Urbano

Outras infecgoes

| Sifilis

B Hepatite B

m Sifilis e
Hepatite B

Figura 15: Representacéo grafica, em percentagem, dos dados demograficos e clinicos da amostra populacional
em estudo, relativamente a local de residéncia, &rea de residéncia e outras infeccdes diagnosticadas.

3.2 Amplificacdo por PCR das regides codificantes da protease e da
transcriptase reversa no gene pol

De modo a ser possivel atingir os objectivos definidos, foi necessario introduzir
alteracOes ao desenho do estudo inicialmente delineado, nomeadamente nos protocolos
de preparacdo do DNA das amostras e de amplificacdo das regides codificantes da PR e
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da RT, como descrito nas seccOes 2.2 e 2.3.2. Foram preparados discos da mancha de
sangue dos cartdes FTA® das 111 amostras, procedendo-se depois a amplificagdo por
dupla nested PCR das regifes codificantes da PR e da RT a partir do DNA proviral
contido nos mesmos com recurso ao protocolo descrito na sec¢do 2.3.2. Depois da
realizacdo do protocolo base, ou protocolos alternativos, sempre que as amostras ndo
eram inicialmente amplificaveis (ver sec¢do 2.3.2.1), obteve-se um total de 51 amostras
positivas para a PR (45,9%) e 54 amostras positivas para a RT (48,6%), sendo que para
as restantes amostras nao foram obtidos produtos de amplificacdo apesar de terem sido
testados varios protocolos (Figura 16). Cruzando as identificagdes das amostras positivas
para cada uma das regides amplificadas, constatou-se que foi possivel amplificar pelo
menos uma das regides para um conjunto de 57 amostras (correspondendo a 51,4% do
total das amostras incluidas no estudo), das quais, 48 (84,2%) foram positivas para ambas
as regides, 3 (5,3%) foram positivas apenas para a PR e 6 (10,5%) foram positivas
somente para a RT.

M Positivo B Negativo
100%
80%

51,4%
60% 48,6% ¢

em estudo

40%

20%

Percentagem de sequéncias

0%
Protease Transcriptase reversa

Figura 16: Representacdo gréafica dos resultados obtidos (em percentagem) ap6s amplificacdo por dupla nested
PCR das regides codificantes da protease e da transcriptase reversa.

A visualizacdo dos produtos de PCR apds migracéo por electroforese em gel de
agarose permitiu a identificacdo das amostras que apresentavam fragmentos especificos
de amplificacdo com cerca de 460 (Figura 17, pogos 2 a 4) e 650 pb (Figura 17, pocos 14
a 16), correspondendo aos produtos de amplificacdo da PR e da RT, respectivamente,
assim como verificar a presenca de fragmentos inespecificos nalgumas amostras positivas

(Figura 17, pocos 2 e 14, por exemplo).
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Figura 17: Visualizacao dos padrdes de migragéo dos produtos de amplificagdo por dupla nested PCR das regides
codificantes da protease (a esquerda de MM) e transcriptase reversa (a direita de MM), ap6s electroforese em
gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampéao TAE 0,5 x e corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL). Legenda: MM
— Marcador de massa molecular NZYDNA Ladder V (NZYTech, Portugal); 1 a 10 — Fragmentos de DNA
amplificados da regido da protease; 13 a 22 — Fragmentos de DNA amplificados da regido da transcriptase
reversa; 11, 12, 23 e 24 — Controlos negativos.

A purificagdo dos fragmentos amplificados de tamanho esperado foi realizada
utilizando um de dois métodos, consoante as caracteristicas da banda observada no gel de
agarose, como descrito na secgdo 2.5. Assim, as amostras que apresentavam fragmentos
de tamanho esperado com quantidades de DNA aceitaveis e auséncia de inespecificidades
[10/51 (19,6%), no caso da PR e 35/54 (64,8%), no caso da RT] foram purificadas
directamente a partir dos produtos de PCR, enquanto amostras que apresentavam, além
das bandas especificas com quantidades de DNA aceitaveis, varias bandas inespecificas
[41/51 (80,4%), no caso da PR e 19/54 (35,2%), no caso da RT] foram purificadas a partir
de um gel de agarose, ap0s separacao electroforética. Uma vez obtidos os fragmentos de
DNA purificados, estes foram enviados para sequenciacdo nucleotidica a cargo da
empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal).

3.3 Anélise bioinformatica das sequéncias nucleotidicas

3.3.1 Edicéo das sequéncias e confirmacdo da sua identidade

Concluida a sequenciagdo nucleotidica dos 105 fragmentos purificados com os
respectivos primers internos de amplificacdo, procedeu-se a comparacao e edicdo das
sequéncias directa e complementar obtidas para cada amostra, com base na analise dos
respectivos cromatogramas, para a construcdo de sequéncias consenso. Em algumas

sequéncias houve necessidade de atribuir bases degeneradas, segundo o codigo da IUPAC
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(do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry) (Anexo 6, que tambeém
inclui o cddigo para os aminoacidos), nas posi¢cdes em que ndo era possivel definir um
unico nucledtido com base na analise do cromatograma devido a existéncia de
quasispecies. No total, foram obtidas 50 sequéncias consenso PR e 53 sequéncias
consenso RT, sendo que para 2 dos 105 fragmentos de DNA sequenciados (1,9%) (ambos
da mesma amostra, ou seja, um fragmento PR e um fragmento RT) ndo foi possivel
construir sequéncias consenso devido a qualidade das sequéncias nucleotidicas obtidas
(por vezes truncadas) e respectivos cromatogramas, nos quais se verificou a presenca de
“ruido de fundo” e/ou um elevado nimero de degeneracbes que dificultaram a sua
interpretacé&o.

Uma vez obtidas as sequéncias consenso de cada amostra, procedeu-se a
confirmacéo da sua identidade por comparacdo com sequéncias depositadas em bases de
dados utilizando o programa BLAST como descrito na secgdo 2.7.1. Resumidamente,
observaram-se valores de E value iguais ou muito proximos de zero (< 4x1071%) e
percentagens de identidade com sequéncias de HIV-1 depositadas em base de dados
iguais ou superiores a 86% (dados ndo apresentados), permitindo confirmar a obtencao
de sequéncias das regides codificantes da PR e da RT no gene pol. As sequéncias HIV-1
depositadas em base de dados que apresentaram maior grau de semelhanca com as
sequéncias em estudo, assim como os respectivos E value, foram registados para posterior

utilizacdo na analise filogenética.

3.3.2 Genotipagem automatizada das sequéncias de HIV-1

Apds a confirmacdo da identidade das sequéncias em estudo, foi realizada uma
genotipagem preliminar automatizada das mesmas, antes da constru¢do de arvores
filogenéticas, utilizando o software REGA HIV-1 Subtyping Tool (versdo 3.0), por forma
a adquirir um conhecimento inicial acerca da diversidade genética presente na amostra.
Uma vez que a analise de eventos de recombinacao genética so é efectuada neste software
se as sequéncias submetidas possuirem tamanho superior a 800 pb, a mesma ndo foi
realizada pois as sequéncias em estudo possuem um tamanho inferior. Na Tabela 6
apresentam-se os resultados desta andlise, verificando-se um predominio, em ambas as
regibes codificantes (PR e RT), dos gendtipos C [20/50 (40,0%), no caso da PR e 19/53,
(35,8%), no caso da RT] e F1 [8/50 (16,0%), no caso da PR e 9/53 (17,0%), no caso da
RT], sendo igualmente detectados os genotipos G [5/50 (10,0%), no caso da PR e 4/53
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(7,5%), no caso da RT], Al [2/50 (4,0%), no caso da PR e 2/53 (3,8%), no caso da RT] e
J [1/50 (2,0%), no caso da PR e 1/53 (1,9%), no caso da RT], mas também o genotipo D
numa unica sequéncia da enzima RT (1,9%). De realcar que a distribuicdo dos diferentes
gendtipos ndo parece diferir substancialmente entre as duas regides codificantes em
estudo. Verifica-se ainda que ndo foi atribuido um gendétipo a 28,0% (14/50) e 32,1%
(17/53) das sequéncias PR e RT, respectivamente, o que pode indicar a presenca de
sequéncias com genotipo recombinante ou geneticamente muito divergentes das

sequéncias de referéncia utilizadas para a realizacdo da anélise.

Tabela 6: Resultados da genotipagem automatizada para as regides codificantes da protease a da transcriptase
reversa utilizando o software REGA HIV-1 Subtyping Tool (vers&o 3.0).

Gendtipo Protease (n=50) Transcriptase reversa (n=53)

A (Al) 2 (4,0%) 2 (3,8%)

C 20 (40,0%) 19 (35,8%)
D —~ 1 (1,9%)

F (F1) 8 (16,0%) 9 (17,0%)
G 5 (10,0%) 4 (7,5%)
J 1 (2,0%) 1 (1,9%)

N&o atribuido 14 (28,0%) 17 (32,1%)

3.3.3 Analise filogenética

Concluida a andlise preliminar descrita na seccdo anterior, procedeu-se a analise
filogenética das sequéncias em estudo para genotipagem das mesmas, por meio da
construcdo de arvores filogenéticas com recurso a métodos ndo automatizados (como
descrito na secgéo 2.7.3) que permitem a seleccao das sequéncias e algoritmos a utilizar,
de modo a obter, para cada uma das regides codificantes do gene pol em estudo (PR e
RT), aarvore filogenética com maior robustez topoldgica possivel. Para tal, foi construido
um alinhamento multiplo para cada uma das regides, incluindo sequéncias de referéncia
disponiveis na Los Alamos HIV Sequence Database (https://www.hiv.lanl.gov/),
sequéncias obtidas por pesquisa de semelhanca local entre sequéncias (analise BLAST) e
as sequéncias em estudo (Tabela 7), a partir dos quais foram construidas as arvores
filogenéticas recorrendo ao software MEGA versdao X pelo método Neighbor-Joining
(176), utilizando o modelo de dois parametros de Kimura (177) para o célculo das

matrizes de distancia genética. A robustez das topologias sugeridas foi avaliada pelo
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método de bootstrapping com base em 1000 amostragens aleatorias, tendo-se
considerado os agrupamentos formados como sendo consistentes do ponto de vista

filogenético quando os valores de bootstrap eram iguais ou superiores a 70%.

Tabela 7: NUmero total de sequéncias e tamanho do alinhamento mdltiplo (em nucleétidos) utilizados na
construcdo das arvores filogenéticas PR e RT.

Arvore Sequéncias de Sequéncias Sequéncias | Total de Total de
filogenética referéncia anélise BLAST | em estudo | sequéncias | nucledtidos

Protease 42 21 50 113 307
Transcriptase 33 31 53 117 532
reversa

Apds a construcdo das arvores filogenéticas para as regides codificantes da PR e
da RT, verificou-se que, em ambas, as sequéncias em estudo formavam grupos
monofiléticos juntamente com as sequéncias de referéncia do HIV-1 (recolhidas da Los
Alamos HIV Sequence Database e obtidas por anélise BLAST) com topologias, de um
modo geral, bem definidas, sendo que no caso da regido RT a maioria dos agrupamentos
formados eram suportados por valores de bootstrap minimos de 70% (Figura 18 A). No
entanto, o mesmo nao se verificou para PR, em que a maioria dos agrupamentos formados
era suportada por valores de bootstrap inferiores a 70%, com excepg¢do do agrupamento
do subtipo C, suportado por um valor de 76% (Figura 18 A). Desse modo, foi possivel
identificar inequivocamente o genotipo da maioria das sequéncias em estudo, ainda que
com um grau de certeza menor na classificacdo genotipica da PR. Os resultados da
genotipagem das sequéncias em estudo obtidos unicamente através da analise das arvores
filogenéticas construidas encontram-se resumidos na Tabela 8, na qual genotipo “ndo
atribuido” corresponde a sequéncias com elevada divergéncia genética ou com um
posicionamento ambiguo na arvore filogenética e que, por isso, requerem uma analise
adicional para a determinacdo do respectivo genétipo.

Finalmente, dada a estrutura genémica das sequéncias de referéncia das trés CRFs
do HIV-1 utilizadas na construcéo das arvores filogenéticas PR e RT (genomas mosaico,
Anexo 7), é importante referir que a regido codificante da PR da CRF02_AG é
classificada como A/G, enquanto a regido codificante em estudo da RT é classificada
como subtipo G; a regido codificante da PR da CRF26_A5U ¢ classificada como A5/U,
enquanto a regido codificante em estudo da RT é classificada como U/A5; e a regido

codificante da PR da CRF49 cpx é classificada como subtipo J com base nos resultados
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da genotipagem répida automatizada das respectivas sequéncias de referéncia utilizadas
recorrendo ao software REGA HIV-1 Subtyping Tool (versdo 3.0), com valores de
bootstrap de cerca de 100% (Anexo 8), apesar do seu mapa gendémico indicar A/J para a
mesma regido (Anexo 7). Com base nesta informacdo foi possivel genotipar
correctamente as sequéncias PR e RT em estudo que formam grupos monofiléticos com
as sequéncias de referéncia do HIV-1 das referidas CRFs utilizadas nas respectivas

arvores filogeneticas.
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Figura 18: A) Relagdes filogenéticas entre 113 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da protease, baseadas num alinhamento multiplo de 307 nucledtidos. Na &rvore filogenética
foram incluidas as 50 sequéncias em estudo (indicadas com o simbolo @), 42 sequéncias de referéncia do grupo M (Al-A4, B-D, F1, F2, G, H, J, K, CRF02_AG, CRF26_A5U e
CRF49_cpx) e O (utilizada como outgroup) e 21 sequéncias obtidas por pesquisa de semelhanga local entre sequéncias (analise BLAST). Com excep¢do das sequéncias em estudo, a
designacdo de cada sequéncia inicia-se com o respectivo gendtipo, seguido do codigo do pais de origem (AO — Angola, BE — Bélgica, Bl — Burundi, BR — Brasil, BW — Botswana, CD -
Republica Democratica do Congo, CM — Camardes, CN — China, CY — Chipre, DE — Alemanha, ES — Espanha, FI — Finlandia, FR — Fran¢a, GA — Gab&o, GB — Reino Unido, GM —
Gambia, LR - Libéria, NG — Nigéria, NL — Holanda, PK — Paquistdo, RW — Ruanda, SE — Suécia, SN — Senegal, TZ — Tanzania, UG — Uganda, US — Estados Unidos da América, ZA —
Africa do Sul, ZM — Zambia), ano (quando conhecido), nome da estirpe/isolado viral e nimero de acesso no GenBank. A inferéncia filogenética foi realizada com recurso ao software
MEGA versédo X, tendo por base o modelo de Neighbor-Joining e 0 método de dois parametros de Kimura para o calculo das distancias genéticas (a escala indica 5% de distancia
genética). A robustez da inferéncia filogenética foi analisada por bootstrapping de 1000 amostragens aleatérias, considerando-se significativos valores >70%. As sequéncias seleccionadas
para andlise de bootscanning estdo indicadas com o simbolo ® e as sequéncias nas quais foi detectada a ocorréncia de fenémenos de hipermutagéo estdo indicadas com o simbolo L B)
Gréficos seleccionados da andlise de bootscanning, das sequéncias indicadas em A) com uma seta roxa, utilizando os mesmos modelos aplicados a arvore filogenética, com recurso ao
software SimPlot (verséo 3.5.1) com janela 100 pb e passo 20 pb. As linhas horizontais tracejadas indicam o cut-off de 70%.
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Figura 19: A) Relagdes filogenéticas entre 117 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da transcriptase reversa, baseadas num alinhamento multiplo de 532 nucleétidos. Na arvore
), 33 sequéncias de referéncia do grupo M (Al-A4, A6, B-D, F1, F2, G, H, J, K, CRF02_AG e
CRF26_A5U) e O (utilizada como outgroup) e 31 sequéncias obtidas por pesquisa de semelhanca local entre sequéncias (analise BLAST). Com excepcdo das sequéncias em estudo, a
designacdo de cada sequéncia inicia-se com o respectivo genétipo, seguido do codigo do pais de origem (AO — Angola, AU — Australia, BR — Brasil, CD — Republica Democratica do
Congo, CF — Republica Centro-Africana, CM — Camardes, CN — China, CV — Cabo Verde, CY - Chipre, FR — Fran¢a, GH — Gana, IT - Italia, KH — Camboja, MW — Malawi, NG —
Nigéria, NL — Holanda, RU — Russia, RW — Ruanda, SE — Suécia, SN — Senegal, TD — Chade, UG — Uganda, ZA — Africa do Sul, ZM — Zambia), ano (quando conhecido), nome da
estirpe/isolado viral e nimero de acesso no GenBank. A inferéncia filogenética foi realizada com recurso ao software MEGA verséo X, tendo por base o0 modelo de Neighbor-Joining e 0
método de dois parametros de Kimura para o calculo das disténcias genéticas (a escala indica 5% de distancia genética). A robustez da inferéncia filogenética foi analisada por
bootstrapping de 1000 amostragens aleatorias, considerando-se significativos valores >70%. As sequéncias seleccionadas para analise de bootscanning estdo indicadas com o simbolo B e
as sequéncias nas quais foi detectada a ocorréncia de fenémenos de hipermutacéo estdo indicadas com o simbolo 4 . B) Graficos seleccionados da analise de bootscanning, das sequéncias
indicadas em A) com uma seta roxa, utilizando os mesmos modelos aplicados a arvore filogenética, com recurso ao software SimPlot (versdo 3.5.1) com janela 100 pb e passo 20 pb. As

filogenética foram incluidas as 53 sequéncias em estudo (indicadas com o simbolo

linhas horizontais tracejadas indicam o cut-off de 70%.
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Tabela 8: Resultados da genotipagem para as regides codificantes da protease e da transcriptase reversa apds
construcdo de arvores filogenéticas.

Gendtipo Protease (n=50) Transcriptase reversa (n=53)
A - 2 (3,8%)
B 1 (2,0%) -
C 17 (34,0%) 15 (28,3%)
F (F1) 8 (16,0%) 5 (9,4%)
G 3 (6,0%) 4 (7,5%)
CRF02_AG 6 (12,0%) 9 (17,0%)
H - 2 (3,8%)
J — 1 (1,9%)
NZo atribuido 15 (30,0%) 15 (28,3%)

Como seria de esperar, verificou-se um elevado grau de concordancia entre 0s
resultados da analise filogenética manual (Tabela 8) e os obtidos previamente utilizando
o0 software REGA HIV-1 Subtyping Tool (versdo 3.0) (Tabela 6) para ambas as regioes
em estudo. No entanto, foram encontradas algumas diferencas, a ser mencionadas
seguidamente. Em relacédo a regido codificante da PR, um conjunto de sete sequéncias
(AO_PR119, AO_PR466, AO _PR476, AO_PR495, AO _PR510, AO_PR533 e
AO_PR540) ndo subtipadas recorrendo a genotipagem automatizada foi classificado
genotipicamente com base na andlise da arvore filogenética construida, enquanto para um
grupo de oito sequéncias (AO_PR6, AO_PR455, AO PR467, AO_PR506, AO_PR515,
AO_PR524, AO_PR532 e AO_PR545) ocorreu exactamente o contrario. Relativamente
a regido codificante da RT, a semelhanca do que foi verificado para a regido da PR, doze
sequéncias (AO_RT7, AO_RT119, AO_RT461, AO_RT466, AO_RT473, AO_RT476,
AO_RT479, AO_RT486, AO_RT510, AO_RT532, AO_RT538 e AO_RT542) sem um
gendtipo atribuido previamente pela genotipagem automatizada, foram classificadas
através da analise da arvore filogenética, enquanto outras dez sequéncias (AO_RTS6,
AO_RT380, AO_RT478, AO_RT488, AO_RT491, AO _RT494, AO_RT497,
AO _RT512, AO_RT519 e AO_RT534), subtipadas através do método automatizado, ndo
foram possiveis de classificar inequivocamente atraves da analise filogenética manual.

No decorrer da analise das arvores filogenéticas observou-se que algumas
sequéncias apresentavam um posicionamento ambiguo na respectiva arvore filogenética,

o0 que dificultava, ou impossibilitava mesmo, a sua classificagdo genotipica, ou eram
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suportadas por ramos longos, indicativos de uma elevada divergéncia genética. Ambos
0s casos podem dever-se a eventos de recombinacdo genética ou de hipermutagdo por
ocorréncia de hiperadenilagdo (G—A) resultante da actividade das APOBEC, sendo que
para verificar a primeira hipotese foi realizada uma analise de bootscanning utilizando o
software SimPlot (versdo 3.5.1), sendo a segunda possibilidade analisada com base no
relatorio interpretativo da analise das sequéncias aminoacidicas obtido utilizando o
programa HIVdb — Genotypic Resistance Interpretation Algorithm da Stanford University
HIV Drug Resistance Database (versdo 8.5), no qual é discriminado esse tipo de
mutacdes. Foram seleccionadas as seguintes sequéncias para analise de bootscanning:
AO_PR6, AO_PR455, AO_PR461, AO_PR467, AO_PR474, AO_PR480, AO_PR488,
AO_PR494, AO_PR506, AO_PR515, AO_PR524, AO_PR525, AO_PR532, AO_PR538
e AO_PR545, relativamente a regido codificante da PR; e AO_RT6, AO_RT380,
AO _RT446, AO RT478, AO _RT480, AO RT488, AO RT491, AO RT494,
AO_RT497, AO_RT507, AO_RT512, AO_RT519, AO_RT527, AO_RT533 e
AO RT534, em relacdo a regido codificante da RT, totalizando 30 sequéncias
(assinaladas nas arvores filogenéticas das Figuras 18 e 19 com quadrados de cor azul).

Para a regido da PR, a anélise de bootscanning permitiu classificar as sequéncias
AO _PR494 e AO_PR532 como do subtipo G e as sequéncias AO_PR525, AO_PR538,
AO_PR461, AO_PR467 e AO_PR455 como do subtipo A, ndo sendo possivel especificar
neste caso um sub-subtipo e tratando-se a primeira (AO_PR525) de uma sequéncia
divergente desse subtipo (Figura 18 B). A sequéncia AO_PR515 é do subtipo F, mais
especificamente do sub-subtipo F1; as sequéncias AO_PR6, AO_PR524 e AO_PR545
sdo do subtipo C (Figura 18 B); e a sequéncia AO_PR506 trata-se de uma sequéncia do
subtipo J. E importante salientar que os graficos de bootscan das sequéncias AO_PR6 e
AO_PR545 sdo indicativos de algum grau de divergéncia relativamente ao subtipo C, no
entanto, essa divergéncia ndo é sugerida pela topologia da arvore filogenética ou pelo
posicionamento das sequéncias na mesma, nao estando, também, necessariamente
relacionada com o tamanho dos respectivos ramos (Figura 18). Por fim, ndo foi possivel
classificar genotipicamente as sequéncias AO_PR474, AO_PR480 e AO_PRA488 através
da andlise de bootscanning, tendo-lhes sido atribuida a designacdo U (Figura 18 B), sendo
gue a sua analise SimPlot (que permite avaliar o grau de similaridade entre as sequéncias)

foi igualmente inconclusiva (dados ndo apresentados). No entanto, as sequéncias
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AO_PR474 e AO_PR488 apresentam, nos respectivos graficos de bootscan, homologia
parcial com o subtipo D, pelo que podem eventualmente tratar-se de sequéncias muito
divergentes desse subtipo. Contudo, por uma questdo de cautela, ndo foram
consideradas como tal, apesar das suas posi¢cGes na arvore filogenética sugerirem o
mesmo (Figura 18). Concluindo, ndo foram observados indicios de recombinagdo
genética nas sequéncias da regido codificante da PR analisadas.

Na regido da RT, apds a andlise de bootscanning, as sequéncias
AO_RT534, AO_RT507, AO_RT497, AO_RT519 e AO_RT491 foram identificadas
como do subtipo F, mais especificamente do sub-subtipo F1, e as sequéncias
AO_RT380, AO_RT512, AO RT6 e AO_RT478 foram classificadas como do
subtipo C (Figura 19 B). A sequéncia AO_RT488 revelou tratar-se do subtipo D,
sendo a sequéncia AO_RT494 do subtipo G (Figura 19 B). Ja as sequéncias
AO_RT446, AO_RT480, AO_RT527 e AO_RT533 foram consideradas ndo
genotipaveis (U) com base na andlise de bootscanning (sendo a sua analise
SimPlot igualmente inconclusiva — dados ndo apresentados), apesar de as
sequéncias AO_RT446 e AO_RT527 apresentarem, nos respectivos graficos de
bootscan, homologia parcial com o subtipo D e o subtipo G, respectivamente,
podendo eventualmente tratar-se de sequéncias muito divergentes desses subtipos.
Contudo, e tendo em conta as suas posi¢des na arvore filogenética, ndo foram assim
consideradas (Figura 19). A sequéncia AO_RT480 poderia também ser considerada
como uma possivel forma recombinante entre os subtipos G e H, com base na sua
analise de bootscanning. No entanto, ndo foi classificada como tal, pois o
respectivo grafico de bootscan ndo permite tirar essa conclusdo de forma inequivoca
(Figura 19 B). Desse modo, tal como para a PR, ndo foram observadas formas
recombinantes evidentes nas sequéncias da regido codificante da RT analisadas.

No que se refere a pesquisa de fendmenos de hipermutacdo por ocorréncia de
hiperadenilagdo (G—A) resultante da actividade das APOBEC, a andlise dos relatorios
interpretativos emitidos pelo programa HIVdb para cada uma das sequéncias em estudo
(cuja andlise detalhada se encontra nas sec¢des seguintes) — e ndo apenas das que
apresentavam posicionamentos ambiguos nas arvores filogenéticas — permitiu verificar a
presenca de mutacOes deste tipo em sete sequéncias da regido codificante da PR e trés da

regido codificante da RT. No caso da PR, foi encontrado um total de nove mutagdes
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APOBEC na sequéncia AO_PR525; seis mutagOes nas sequéncias AO_PR6 e
AO_PRA484; e quatro, trés, duas e uma mutacao nas sequéncias AO_PR503, AO_PRA474,
AO _PR497 e AO_PR533, respectivamente. No caso da RT, foram detectadas oito
mutacdes APOBEC na sequéncia AO_RT6, sete mutacGes na sequéncia AO_RT497 e
uma Unica mutagdo na sequéncia AO_RT533. Digno de realce, o elevado nimero total de
mutacOes de hiperadenilagdo encontrado nas amostras AO_6 e AO_497 (14 e 9,
respectivamente), quando consideradas as duas regiées do genoma viral em analise. De
modo a verificar a existéncia de algum tipo de associacdo entre a presenca destas
mutac0es e a impossibilidade de genotipar as sequéncias em estudo, para ambas as regides
codificantes (PR e RT), foi realizado um teste de Fisher bilateral aplicado a analise de
tabelas de contingéncia 2x2 com nivel de significancia de 1%, cujo resultado indicou néo
haver qualquer associacdo entre as duas variaveis (p=0,370 e p=0,214, respectivamente,
para PR e RT). Foi ainda realizada uma andlise analoga a anterior, mas desta vez para
verificar a possivel existéncia de associacdo entre a ocorréncia de fendmenos de
hipermutacdo e 0s gendtipos encontrados, recorrendo ao teste ¥ aplicado a analise de
tabelas nx2 com um nivel de significancia de 1%, sendo que nao foi encontrada qualquer
associacdo entre gendtipo viral e hipermutacdo nas sequéncias de ambas as regides
estudadas (p=0,235, no caso da PR, e p=0,823, no caso da RT).

Concluida a anélise filogenética e a pesquisa de eventos de recombinacdo genética
ou de hipermutagdo por ocorréncia de hiperadenilacdo (G—A), verificou-se que 0s
gendtipos mais frequentes, para ambas as regides estudadas, foram o subtipo C (40,0%
das sequéncias PR e 35,8% das sequéncias RT) e o sub-subtipo F1 (18,0% das sequéncias
PR e 18,9% das sequéncias RT), sendo classificadas como ndo genotipaveis (U) trés
sequéncias da regido codificante da PR e quatro da regido RT. Observou-se ainda que nédo
foram identificadas sequéncias do subtipo B no conjunto das sequéncias RT, nem
sequéncias dos subtipos D e H no grupo das sequéncias PR, tendo-se identificado pelo
menos uma sequéncia dos subtipos referidos no conjunto das sequéncias codificantes da
PR e da RT, respectivamente. Na Tabela 9 encontram-se resumidos os resultados finais

da classificacdo genotipica de todas a sequéncias em estudo (n=103).
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Tabela 9: Resultados finais da genotipagem para as regides codificantes da protease e da transcriptase reversa
apods conclusdo da respectiva andlise filogenética e da pesquisa de eventos de recombinacdo genética e/ou de
hipermutacao por ocorréncia de hiperadenilagéo.

Genotipo Protease (n=50) Transcriptase reversa (n=53)
A 5 (10,0%) 2 (3,8%)
B 1 (2,0%) -
C 20 (40,0%) 19 (35,8%)
D — 1 (1,9%)
F (F1) 9 (18,0%) 10 (18,9%)
G 5 (10,0%) 5 (9,4%)
CRF02_AG 6 (12,0%) 9 (17,0%)
H - 2 (3,8%)
J 1 (2,0%) 1 (1,9%)
U 3 (6,0%) 4 (7,5%)

Comparando os resultados de genotipagem obtidos para ambas as regides em
estudo (Anexo 9), verificou-se um elevado nivel de concordancia entre os gendtipos das
regides da PR e da RT nas amostras para as quais foi possivel amplificar as duas (47/56),
das quais 87,2% (41/47) apresentavam gendtipos concordantes, sendo importante referir
gue uma dessas amostras (AO_480) foi classificada como ndo genotipavel (U) paraambas
as regides. Foram encontradas duas amostras com gendtipo possivelmente recombinante
entre as regides da PR e da RT, nomeadamente as amostras AO_461 e AO_538, tendo-
se verificado para ambas que o seu genétipo combinado € do tipo A/H. Observou-se
também que uma das amostras (AO_532) apresentava um gendtipo combinado das duas
regides estudadas do tipo G/G (CRF02_AG), o que pode ter diversas explicacdes, entre
as quais tratar-se de um virus recombinante de segunda geracao. Constatou-se ainda que
trés das amostras para as quais foi possivel amplificar ambas as regides em estudo
(AO_488, AO 527 e AO_533) apresentavam uma das regides estudadas classificada
como ndo genotipavel (U) e, finalmente, que néo foi possivel atribuir um sub-subtipo a
nenhuma das sequéncias genotipadas como subtipo A (AO_455 e AO_467). E importante
referir que 0s genotipos combinados das 47 amostras para as quais foram obtidas
sequéncias consenso de ambas as regides codificantes em estudo ndo incluem uma
pequena regido de cerca de 50 nucledtidos entre as regides codificantes da PR e da RT

analisadas, uma vez que a mesma ndo foi amplificada por PCR. N&o foram ainda
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consideradas nesta analise as amostras para as quais apenas foi possivel amplificar uma
das regides codificantes (n=9).

De um modo geral, constatou-se que no conjunto das 47 amostras analisadas para
0 genotipo combinado (Anexo 9), os genotipos predominantes sdo o subtipo C e o sub-
subtipo F1, correspondendo a 40,4% (19/47) e 19,1% (9/47) das amostras,
respectivamente, sendo a forma recombinante CRF02_AG o terceiro gendtipo mais
frequente (12,8%, 6/47). Verificou-se também que nenhuma amostra possuia um
gendtipo combinado puro do subtipo H e que as sequéncias de trés amostras (6,4%)
apresentavam um gendtipo combinado do tipo recombinante Gnico (URF, A/H, para as
amostras AO_461 e AO 538, e G/CRF02_AG, para a amostra AO_532, sendo que 0
gendtipo desta ultima foi considerado recombinante por ser a hipdtese mais provavel,
embora ndo a Unica). Para as amostras AO_488, AO_527 e AO_533 considerou-se que 0
respectivo genétipo combinado correspondia ao gendtipo da regido codificante que foi
possivel classificar. No caso das duas primeiras, as sequéncias da regido classificada
como ndo genotipavel (U) apresentam nos graficos de bootscan homologia parcial com
0s genotipos das sequéncias da respectiva regido genotipada (Figuras 18 B e 19 B),
sendo que no caso da Ultima a decisdo teve por base o posicionamento da sequéncia
AO_RT533 (U) na respectiva arvore filogenética, pois encontra-se filogeneticamente
préxima das sequéncias de referéncia do subtipo B (Figura 19 A). No computo geral,
estas podem constituir sequéncias divergentes dos respectivos genotipos considerados.
Na Figura 20 encontram-se resumidos os resultados da andlise de genédtipos combinados
das 47 amostras para as quais foi possivel amplificar ambas as regies codificantes em
estudo.
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Figura 20: Representacdo gréafica da proporcao relativa dos gendtipos do HIV-1 obtidos a partir da analise
filogenética das sequéncias nucleotidicas de um total de 47 amostras (PR+RT) [o genétipo “URF” corresponde
a sequéncias cujo gendtipo PR é diferente do gendtipo RT, nédo correspondendo a nenhuma CRF ja descrita].

3.4 Analise bioinformatica das sequéncias aminoacidicas

3.4.1 Pesquisa de mutacOes associadas a resisténcia a anti-retrovirais

Conforme descrito na sec¢do 2.8.1, a analise da presenca de mutacGes associadas
a diminuicdo da susceptibilidade aos ARVs inibidores da PR e da RT (e deteccdo de
outros polimorfismos genéticos) nas sequéncias correspondentes as regides codificantes
de cada uma destas enzimas foi realizada utilizando o programa HIVdb — Genotypic
Resistance Interpretation Algorithm da Stanford University HIV Drug Resistance
Database (versdo 8.5). Com base na comparagdo com uma sequéncia consenso de
referéncia do subtipo B, este software permite obter para cada uma das sequéncias em
estudo um relatério interpretativo com as mutac6es associadas a resisténcia aos ARVS e
outros polimorfismos genéticos, no qual é também apresentado o respectivo perfil
fenotipico de resisténcia mais provavel para cada um dos ARVs considerados, com base
no método descrito na seccéo 2.8.1.

As sequéncias em estudo correspondiam a enzima PR completa, num total de 99
aminoéacidos, e a enzima RT incompleta, num total de 199 dos 560 aminoacidos que
constituem a sua subunidade maior (p66) (posi¢bes 29-227, verificando-se a auséncia de
28 aminoacidos da extremidade N-terminal e dos 333 aminoacidos que compdem a
extremidade carboxilica terminal). Embora parcial, a regido da RT analisada neste estudo

é suficiente para cumprir o objectivo definido, estando de acordo com as recomendages
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internacionais mais recentes que aconselham a inclusao “da primeira metade da RT (pelo
menos até ao [amino&cido] 215) [...] para todos os testes [de resisténcia] genotipicos”
(178). Em quatro sequéncias da regido codificante da RT (AO_RT7, AO_RT119,
AO _RT467 e AO_RT507) estavam também ausentes 9, 5 e 3 aminoacidos da
extremidade 3’, respectivamente. N&o foram observadas mutacGes frameshift (resultantes
da insercdo ou delecdo de nucle6tidos) em qualquer das sequéncias em estudo. No
entanto, verificou-se a presenca de coddes de terminacdo e/ou mutacfes associadas a
actividade APOBEC, inclusive, nalguns casos, em posi¢fes associadas a mutacbes de
resisténcia, em algumas sequéncias em estudo (como se viu anteriormente, sete no caso
da PR: AO _PR6, AO PR474, AO PR484, AO PR497, AO PR503, AO PR525 e
AO _PR533; etrésno casodaRT: AO_RT6, AO_RT497 e AO_RT533), além de algumas

muta¢des pouco comuns, sem impacto na susceptibilidade aos ARVs (Anexo 10).

3.4.1.1 Regido codificante da protease

No conjunto das sequéncias da regido codificante da PR foram encontradas quatro
mutacdes principais (D30N, M46l, 154V e L90M) e uma mutacdo acessoria (G73S), num
total de quatro sequéncias (AO_PR474, AO_PR494, AO_PR525 e AO_PR542), sendo
que todas estas mutacdes tém importancia para a vigilancia epidemiolégica da resisténcia
transmitida aos ARVs no HIV-1 (179,180) (Figura 21, Anexo 10). Cada uma das
sequéncias mencionadas apresentava somente uma destas mutacdes, com excepc¢do da
sequéncia AO_PR525 que apresentava um total de trés mutagdes, duas principais (D30N
e M461) e uma acessoria (G73S). Foram também encontradas outras mutacdes associadas
a resisténcia somente na presenca de outras mutacdes, nomeadamente L101/V, K20I,
AT1l, T74S e V82l. No entanto, somente a L10l, a K20l e a V82l foram encontradas
associadas a mutagdes principais em trés sequéncias — todas associadas a mutacao 154V
na sequéncia AO_PR542, sendo que as duas uUltimas surgem também associadas a
mutacdo L90M na sequéncia AO_PR494 e a mutacdo K20l esté associada as mutagdes
D30N e M461 na sequéncia AO_PR525.
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Figura 21: Esquema representativo de todas as mutacdes associadas a resisténcia encontradas nas sequéncias
em estudo da regido codificante da protease, incluindo principais acessorias e outras mutagdes. As letras em
cima representam o aminoacido presente na sequéncia consenso do subtipo B (susceptivel), o nimero identifica
a respectiva posicdo na mesma e as letras em baixo representam o aminoacido introduzido decorrente da
mutagao.

Verificou-se que duas das sequéncias que apresentavam mutagdes associadas a
diminuicdo da susceptibilidade aos Pls, AO_PR474 e AO_PR525, possuiam também
varias mutacdes associadas a actividade APOBEC (trés e nove mutacdes,
respectivamente, uma das quais, G48E, localizada numa posicdo relacionada com
resisténcia aos Pls na sequéncia AO_PR525), incluindo a introdugdo de um codéao de
terminagdo (W42*) em ambas as sequéncias e outras muta¢des ndo usuais (o relatério
interpretativo das mesmas indica também que as mutacfes associadas a resisténcia aos
Pls poderao reflectir actividade APOBEC). Entre as mutagdes principais e acessorias, a
mais frequente foi G73S (4,0%), sendo que, no referente a outras muta¢des, a mutacao
K201 surgiu em 28,0% das sequéncias e as mutacdes L10V e L10l, em 22,0% e 14,0%,
respectivamente.

Em relacdo ao perfil fenotipico putativo de resisténcia aos diferentes Pls, a
esmagadora maioria das sequéncias analisadas apresenta um perfil fenotipico de total
susceptibilidade (92,0%), enquanto as quatro sequéncias que possuem mutacoes
associadas a resisténcia aos mesmos apresentavam um perfil fenotipico de resisténcia
concordante com as respectivas mutacdes (ou combinacdo das mesmas, no caso da
sequéncia AO_PR525). De modo geral, verificou-se que todas as sequéncias em estudo
apresentavam susceptibilidade ao darunavir/r (em que “/r” indica a utilizagdo do ritonavir
como potenciador farmacocinético) e que somente uma sequéncia (AO_PR542)
apresentava algum tipo de resisténcia, ainda que de nivel baixo, ao tipranavir/r. No que
se refere aos restantes Pls, observou-se que as sequéncias que possuem mutacdes
associadas a resisténcia apresentavam niveis de resisténcia entre o potencial de nivel
baixo e o intermédio, sendo que apenas se verificaram niveis de resisténcia elevados em
duas delas (AO_PR494 e AO_PR525) relativamente ao nelfinavir (Figura 22, Anexo 11).
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Figura 22: Representacdo grafica dos niveis relativos de resisténcia (em percentagem) para os diferentes
inibidores da protease, referentes as sequéncias em estudo da respectiva regido codificante.

Foi ainda realizada a pesquisa de assinaturas genéticas para cada uma das
mutacdes associadas a resisténcia aos Pls encontradas (principais, acessorias e outras)
com o propdsito de verificar a possivel existéncia de associacdo com os diferentes
gendtipos observados. Para tal, recorreu-se ao teste de Fisher bilateral aplicado a analise
de tabelas de contingéncia 2x2 com um nivel de significancia de 1% (0=0,01) e 0s
resultados obtidos revelaram correlagfes positivas (i.e., associacdo de determinada
mutacao a um gendtipo especifico) entre a mutagdo K201 e os gendétipos G e CRF02_AG,
a mutacdo L10V e o sub-subtipo F1 e a mutagdo V82l e o subtipo G (Anexo 12). Para as
restantes mutacgdes, incluindo todas as mutagBes principais e a mutacdo acessoria
encontradas nas sequéncias em estudo, ndo foi observada qualquer associagdo com 0s

diferentes gendtipos (dados ndo apresentados).

3.4.1.2 Regiéo codificante da transcriptase reversa

No conjunto das sequéncias da regido codificante da RT foram encontradas
catorze mutacOes associadas a diminuicdo de susceptibilidade aos NRTIs num total de
doze sequéncias (Anexo 10), sendo que apenas duas (E44D e K70T) nédo constituem
mutacBes com importancia para a vigilancia epidemiolégica da resisténcia transmitida
aos ARVs no HIV-1, e doze mutagGes associadas a diminuigdo de susceptibilidade aos
NNRTIs num total de dezassete sequéncias, sendo que sete dessas mutacdes (K101E,
K103N, V106A/M, Y181C, Y188L e G190A) tém importancia para a vigilancia
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epidemioldgica (179,180) (Figura 23, Anexo 10). No geral, verificou-se que 18 das 53
sequéncias em estudo possuem uma ou mais mutagdes associadas a diminuicdo de
susceptibilidade aos NRTIs e/ou NNRTIs e que, em todas elas, pelo menos uma dessas
mutacgdes tem importancia para a vigilancia epidemioldgica da resisténcia transmitida aos
ARVs. Foram também encontradas outras mutacdes associadas a resisténcia mas na
presenca de outras mutag6es, nomeadamente, S68G, T69S, V0I, K101N, V1061, V118l
e V1791, as quais (com excepcao da T69S) surgem, em diferentes proporcdes, associadas
a mutacGes com impacto na resisténcia aos NRTIs e/ou NNRTIs em uma ou mais
sequéncias (sete no total — AO_RT92, AO_RT461, AO_RT478, AO_RT497,
AO_RT507, AO_RT533 e AO_RT534).
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Figura 23: Esquema representativo de todas as mutacgfes associadas a resisténcia encontradas nas sequéncias
em estudo da regido codificante da transcriptase reversa, incluindo mutagdes associadas a resisténcia apenas na
presenca de outras mutagdes. As letras em cima representam o aminoacido presente na sequéncia consenso do
subtipo B (susceptivel), o nimero identifica a respectiva posi¢do na mesma e as letras em baixo representam o
aminoacido introduzido decorrente da mutacao.

Verificou-se que trés das sequéncias que apresentavam mutagdes associadas a
diminuicdo da susceptibilidade aos NRTIs e/ou NNRTIs, AO_RT6, AO_RT497 e
AO_RT533, mostravam também vérias mutacdes associadas a actividade APOBEC (oito,
sete e uma mutacdes, respectivamente), sendo que na primeira, uma dessas mutacdes
(G190R) surge localizada numa posicéo relacionada com resisténcia aos NNRTIs, mas
ndo estd associada a resisténcia aos mesmos, tratando-se de uma mutacdo altamente
incomum nesta posi¢do. Na sequéncia AO_RT497 também foi encontrada uma mutacgao
extremamente incomum, ndo APOBEC (Y188M), numa posicdo relacionada com
resisténcia aos NNRTIs, embora ndo esteja associada a resisténcia aos mesmos. Nas
mesmas duas sequéncias verificou-se ainda a introducao de varios coddes de terminacao
[trés na sequéncia RT6 (W88*, W153*, W212*), e cinco na sequéncia RT497 (W71%*,
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W88*, W153*, L210*, W212*)] e de outras mutacBes ndo usuais. O relatorio
interpretativo obtido no programa HIVdb indica também que uma mutacéo associada a
resisténcia aos NRTIs, de cada uma das sequéncias, podera reflectir actividade APOBEC
(M1841, na sequéncia AO_RT6, e D67N, na sequéncia AO_RT497). Das mutacOes
associadas a diminuicdo da susceptibilidade aos NRTIs a mais frequente foi M184V
(17,0%), seguida de T215Y (9,4%), enquanto no caso das mutacdes associadas a
diminuicdo da susceptibilidade aos NNRTIs, as mais frequentes foram Y181C (18,9%) e
V108l (9,4%). No que se refere a outras mutacdes, V1791 foi a mais frequente, surgindo
em 7,5% das sequéncias.

Em relacdo ao perfil fenotipico putativo de resisténcia aos diferentes NRTIs e
NNRTIs, a maioria das sequéncias analisadas apresenta um perfil fenotipico de total
susceptibilidade (66,0%), enquanto as restantes sequéncias que possuem mutacdes
associadas a resisténcia aos mesmos apresentam um perfil fenotipico de resisténcia
concordante com as respectivas mutagfes ou combinacdo das mesmas. Digno de nota que
um nivel de resisténcia elevado a pelo menos um dos RTIs foi associado a 17 sequéncias
diferentes. Uma das sequéncias em questdo (AO_RT520) apresenta niveis de resisténcia
elevados a todos os NRTIs e a dois dos NNRTIs analisados (nevirapine e rilpivirine),
possuindo um nivel de resisténcia intermédio aos restantes (efavirenz e etravirine),
tratando-se da sequéncia com o perfil fenotipico de resisténcia de nivel elevado mais
abrangente no conjunto das sequéncias analisadas. Ndo ha, neste caso, qualquer
associacdo a actividade mutagénica das enzimas APOBEC do hospedeiro. De modo geral,
verificou-se que as sequéncias com mutagOes associadas a resisténcia aos RTIs
apresentavam niveis de resisténcia entre o potencial de nivel baixo e o elevado, para o0s
diferentes farmacos, sendo que o nevirapine € 0 ARV com maior nimero de sequéncias
com nivel de resisténcia elevado (14 em 18 sequéncias, correspondendo a 26,4% do total
das sequéncias da regido codificante da RT analisadas) e que apenas quatro sequéncias
(AO_RT92, AO_RT497, AO_RT520 e AO_RT542) apresentavam algum tipo de

resisténcia ao tenofovir, entre 0s niveis baixo e elevado (Figura 24, Anexo 11).
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Figura 24: Representacdo grafica dos niveis relativos de resisténcia (em percentagem) para os diferentes
inibidores da transcriptase reversa, em percentagem, nucleosidicos e ndo nucleosidicos, referentes as sequéncias
em estudo da respectiva regido codificante.

Foi também realizada a pesquisa de assinaturas genéticas para cada uma das
mutacgdes associadas a resisténcia aos diferentes RTIs encontradas, com o proposito de
verificar a possivel existéncia de associacdo com os diferentes genotipos observados.
Recorrendo ao teste de Fisher bilateral aplicado a anélise de tabelas de contingéncia 2x2
com um nivel de significancia de 1% (a=0,01), verificou-se a existéncia de apenas uma
correlagéo positiva entre a mutacdo H221Y (associada a diminuicdo da susceptibilidade
aos NNRTIs) e o subtipo G (Anexo 12). Para as restantes mutacdes descritas, ndo foi
observada qualquer associacgdo significativa entre as mesmas e os diferentes genotipos

(dados ndo apresentados).
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4 Discussao e conclusao

A elevada diversidade genética apresentada pelo HIV-1 tem-se revelado um dos
maiores obstaculos ao controlo da pandemia. Nas ultimas décadas, assistiu-se a uma
complexidade crescente no padrdo de circulacdo de formas genéticas virais a escala
global, nomeadamente, através do aparecimento de novos sub-subtipos, CRFs e URFs,
sendo ja perto de 100 as CRFs descritas e cada vez maior o nimero de URFs relatadas
nos diferentes estudos realizados. Esta vasta diversidade deve-se primeiramente a
caracteristicas do proprio virus e respectivo ciclo replicativo, nomeadamente, a elevada
taxa de mutacdo durante a retrotranscricdo do genoma viral, resultante da auséncia de
actividade proofreading da RT, a elevada taxa de replicagéo viral in vivo, relacionada
com o curto tempo médio de semi-vida dos virides e a ocorréncia de recombinacgédo
genética (90,93). Aléem destes aspectos intrinsecos ao virus, existem ainda outros factores
que influenciam e contribuem para a diversidade genética, em particular, elevadas
pressdes selectivas por parte do sistema imunitario do individuo infectado, a accdo de
sistemas enzimaticos envolvidos em mecanismos de imunidade inata antiviral (como a
APOBEC3G) e a terapia anti-retroviral, mas também a migracao das populacdes ao longo
das décadas (181). E por isso importante manter a vigilancia epidemioldgica sobre as
estirpes virais circulantes, além de outras caracteristicas da pandemia, uma vez que a sua
crescente diversidade tem um impacto consideravel em vérios aspectos, sendo um dos
mais relevantes o tratamento da infeccéo.

Apesar do sucesso da HAART, que permitiu diminuicdes consideraveis na
mortalidade e morbilidade associadas a infeccdo e uma melhoria generalizada da
qualidade de vida dos individuos infectados, tornando esta infeccdo numa patologia
cronica passivel de ser controlada, a emergéncia de mutacGes de resisténcia aos ARVS
utilizados nos planos terapéuticos acarreta consequéncias potencialmente negativas,
sendo o cenario de faléncia terapéutica alvo de preocupacdo do ponto de vista clinico e
da saude puablica (91,128). Por esse motivo, a pesquisa de mutacfes associadas a
diminuicdo da susceptibilidade aos ARVs tornou-se uma ferramenta de monitorizagéo
fundamental no controlo da infeccdo pelo HIV que permite, ndo s, ajustar o tratamento
a cada individuo, especialmente em casos de resisténcia primaria aos ARVs, mas também

fornecer informacGes para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (91,182).
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As questdes que relacionam a diversidade genética do HIV-1 e a terapia anti-
retroviral sdo particularmente relevantes nos paises da Africa Central, em especial na
RDC e paises vizinhos, uma vez gque € nestes paises que é encontrada a maior diversidade
de genotipos em circulagéo. Por outro lado, os testes de susceptibilidade aos ARVs nédo
sdo aqui facilmente aplicados, com a agravante de os regimes terapéuticos normalmente
utilizados apresentarem uma baixa barreira genética para aquisicao de resisténcia, criando
desse modo condicBes favoraveis a seleccdo e circulacdo de estirpes virais resistentes
(128,178,181-183). Em Angola, pais fronteirico com a RDC, os estudos realizados
revelaram um provavel aumento da complexidade da epidemia do HIV-1, que se
caracteriza pelo aparente incremento da diversidade das estirpes virais em circulagéo e
pela crescente frequéncia de mutacdes de resisténcia aos ARVS, em particular aos RTIs,
constatando-se ainda a existéncia de casos de resisténcia transmitida (ou resisténcia
primaria) (154,155,157-162). Contudo, aquilo que é conhecido sobre a epidemia em
Angola é baseado em estudos com um ndmero limitado de individuos infectados e
coberturas geograficas restritas, dado que a maioria das amostras é proveniente da cidade
de Luanda, havendo por isso um potencial enviesamento da informacéo devido a escassez
de dados sobre outras regides do pais. Pretendeu-se entdo com este estudo caracterizar
filogeneticamente as estirpes do HIV-1 em circulacdo na provincia de Benguela e estimar
0 respectivo grau de resisténcia primaria aos ARVs inibidores da PR e da RT, com o
intuito de colmatar a falta de informacdo encontrada e contribuir para um melhor
conhecimento acerca das caracteristicas epidemioldgicas moleculares da epidemia do
HIV-1 em Angola.

Considerando os objectivos definidos, foi realizada a amplificagdo por dupla
nested PCR das regides codificantes da PR e da RT do gene pol de um total de 111
amostras de sangue periférico de individuos seropositivos para HIV-1 que se
encontravam internados ou eram utentes de consultas externas/banco de urgéncia do
HGB, todos de nacionalidade angolana e residentes na provincia de Benguela, sendo
importante referir que a totalidade dos individuos incluidos neste estudo nunca foi
submetida a terapia anti-retroviral. Relativamente aos resultados da amplificagdo, mesmo
com a aplicacédo de protocolos alternativos com temperaturas de hibridacéo inferiores as
do protocolo base em diferentes combinacGes, apenas 45,9% (51/111) das amostras foram

positivas para a PR e 48,6% (54/111) para a RT (Figura 16), considerando-se que estes

71



4 Discussdo e conclusao

resultados estaréo, muito provavelmente, relacionados com o suporte para o qual foram
colhidas e armazenadas as amostras sanguineas, designadamente, os cartdes Whatman
Indicating FTA® Elute Micro Cards (GE Healthcare, Reino Unido). De facto, s foi
possivel obter resultados de amplificacdo positivos para qualquer uma das regides em
estudo quando foi abandonado o protocolo recomendado pelo fabricante para a extracgéo
do DNA proviral (Anexo 5) e se optou por utilizar o protocolo de preparagédo de discos
desenvolvido no IHMT (seccdo 2.2). Estes resultados vao de encontro ao que esta descrito
nos estudos de Denniff & Spooner (2010) e Hearps et al. (2010), nos quais se verificou
que o tipo de cartdes utilizado neste estudo (FTA® Elute) é mais sensivel a condicoes
extremas de temperatura e humidade relativa, sendo que a integridade da matriz dos
cartbes e da propria mancha de sangue ficam comprometidas (184). Nestas condicGes, a
recuperacdo de acidos nucleicos é menos eficiente, em comparacdo com cartdes sem a
tecnologia Elute, sendo necessarios protocolos e reagentes alternativos para aumentar a
eficiéncia da recuperacdo do material genético para andlise (185). Assim, concluiu-se que
a relativa baixa taxa de sucesso do protocolo de amplificacéo aplicado (47,3%, quando
consideradas ambas as regifes do genoma em estudo) se devera, muito provavelmente,
ao tipo de cartbes utilizados, apesar de terem sido controladas as condi¢des do seu
armazenamento (mantidos a TA, recorrendo-se a silica gel para o controlo da humidade
relativa). No entanto, dadas as caracteristicas intrinsecas do HIV-1, e a regido geografica
em causa, a elevada diversidade genética que era expectavel encontrar nas amostras em
estudo pode ter também afectado significativamente outros aspectos inerentes a reac¢édo
de amplificacdo, nomeadamente, a hibridagcdo dos primers com as regides alvo, apesar
destas Gltimas serem regides do genoma do HIV-1 relativamente bem conservadas.

Os produtos de amplificacdo com tamanhos esperados correspondentes as regides
da PR e da RT (460 e 650 pb, respectivamente) foram purificados e enviados para
sequenciacdo nucleotidica em ambos os sentidos. Ao tomar esta op¢do pretendeu-se
diminuir a probabilidade de ocorréncia de erros de sequéncia associados a propria técnica
e aumentar a fiabilidade dos resultados obtidos, pois um dos objectivos deste trabalho
consiste na pesquisa de mutacdes de resisténcia aos ARVS. Do total de 105 fragmentos
purificados, foram obtidas 50 sequéncias consenso PR e 53 sequéncias consenso RT apds
a edicdo das sequéncias obtidas com base nos respectivos cromatogramas, sendo que para

dois dos fragmentos sequenciados (1,9%) ndo foi possivel obter sequéncias consenso,
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pelas razdes ja enumeradas na secc¢do 3.3.1. Uma vez confirmada a identidade das 103
sequéncias em estudo por pesquisa de semelhanga local entre sequéncias recorrendo ao
programa BLAST, foi realizada a sua genotipagem automatizada utilizando o software
REGA HIV-1 Subtyping Tool (versdo 3.0), por forma a adquirir um conhecimento
preliminar acerca da diversidade genética presente na amostra. A escolha deste programa
deve-se ao facto de 0 mesmo apresentar os resultados com base em analise filogenética e
ndo na pesquisa de simples similaridade entre sequéncias, como outros softwares
disponiveis online, sendo a sua analise mais significativa, apesar de possuir algumas
limitacdes (186,187). Esta anélise preliminar permitiu, desde logo, verificar o predominio
dos gendtipos C e F1, em ambas as regides codificantes (Tabela 6). No entanto, através
desta andlise, ndo foram atribuidos gendtipos a um numero consideravel de sequéncias,
indicando a possivel existéncia de sequéncias recombinantes ou geneticamente muito
divergentes.

Para uma caracterizacao mais consistente das sequéncias nucleotidicas em estudo,
foi efectuada a sua genotipagem definitiva através da construcdo de arvores filogenéticas
por métodos ndo automatizados, cuja vantagem € permitir a seleccdo das sequéncias de
referéncia e dos métodos e algoritmos utilizados aumentando a fiabilidade dos resultados.
A construcdo das arvores filogenéticas para cada uma regides codificantes do gene pol
em estudo (PR e RT) foi realizada utilizando o software MEGA versdo X, com base no
método de Neighbor-Joining (176) e recorrendo ao modelo de dois parametros de Kimura
(177) para o calculo das matrizes de distancias genéticas, tendo-se considerado os
agrupamentos formados como filogeneticamente consistentes quando suportados por
valores minimos de bootstrap de 70%.

Numa andlise inicial das arvores filogenéticas construidas para cada uma das
regibes codificantes, verificou-se que ambas apresentavam, de um modo geral, topologias
bem definidas, embora mais consistente no caso da RT. Por seu lado, quase todos os
agrupamentos da arvore filogenética para a PR sdo suportados por valores de bootstrap
inferiores a 70% (Figura 18 A), limitando a robustez da inferéncia genética realizada e
tornando-a menos fiavel. Estes resultados deverdo estar relacionados com o menor
tamanho da regido da PR analisada (307 nucledtidos), quando comparado com o da RT
(532 nucleotidos), e com o facto da regido codificante da PR ser relativamente conversada

entre subtipos (188), resultando na obtencao de um baixo sinal filogenético, dificultando
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a sua analise. No caso da regido RT, a maioria dos agrupamentos formados eram
suportados por valores de bootstrap iguais ou superiores a 70% (Figura 19 A), pelo que
0 grau de certeza da inferéncia filogenética e, como consequéncia, da classificacdo
genotipica com base nesta arvore filogenética € bastante mais elevado. Tendo estes
aspectos em consideracao, procedeu-se a uma andlise detalhada dos resultados obtidos e
foi possivel classificar genotipicamente a maioria das sequéncias de ambas as regides
codificantes, apenas com base na andlise das arvores filogenéticas construidas, inclusive
no caso da regido PR, para um total de 35 sequéncias (70,0%) da PR e 38 sequéncias
(71,7%) da RT (Tabela 8).

Os agrupamentos de sequéncias do subtipo C s&o os unicos grupos monofiléticos
formados contendo sequéncias em estudo suportados, em ambas as arvores filogenéticas,
por valores de bootstrap significativos — 76% no caso da PR e 70% no caso da RT.
Verificou-se que as sequéncias em estudo de ambas as regides codificantes genotipadas
como C com base no respectivo posicionamento nas arvores filogenéticas (17 sequéncias
PR e 15 sequéncias RT) apresentavam relacdes filogenéticas proximas com sequéncias
de referéncia com origem em Angola, Zambia, Africa do Sul e Brasil. No caso da PR,
foram ainda encontras relac@es filogenéticas com sequéncias de referéncia originarias do
Burundi, Botswana, Nigéria e Tanzania (Figura 18 A), e, para a RT, com sequéncias de
referéncia oriundas da China e Malawi (Figura 19 A). Estas observagdes vao de encontro
aos resultados do estudo de Afonso et al. (2012), demonstrando que as estirpes do subtipo
C circulantes em Angola resultaram de multiplas introducbes de virus deste subtipo,
oriundos principalmente de paises do sul do continente africano, mas também da Africa
Central e Oriental, entre o final dos anos 70 do século passado e meados dos anos 2000,
em consequéncia de fendmenos migratérios populacionais (153). O facto de ambas as
arvores filogenéticas incluirem uma sequéncia de referéncia proveniente do Brasil, com
as quais uma das sequéncias em estudo de cada regido codificante apresenta relagdes
filogenéticas proximas (AO_PR490 e AO_RT442), pode ser explicado com base na
introdugdo no Brasil do subtipo C, no inicio da década de 1980, a partir da disseminagéo
de uma Unica estirpe fundadora filogeneticamente muito préxima de estirpes originarias
do Burundi (189). Este pais € igualmente apontado como a origem mais provavel de uma
das linhagens do subtipo C circulantes em Angola (153), verificando-se inclusive a

elevada proximidade filogenética da sequéncia AO_PR490 com as sequéncias de
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referéncia oriundas de ambos os paises (Figura 18 A). Por outro lado, a proximidade
filogenética entre as sequéncias AO_RT92 e AO_RT484 e uma sequéncia de referéncia
com origem na China [onde existe uma prevaléncia consideravel do subtipo C e
respectivas formas recombinantes (190)] podera explicar-se pelas relagdes filogenéticas
proximas entre virus deste subtipo oriundos da China, india e Africa do Sul (191), uma
vez que o HIV-1 do subtipo C na india tem origem na Africa do Sul e o primeiro surto
epidémico do HIV-1 na China resultou da introducédo de duas estirpes indianas desse
subtipo na provincia de Yunnan, cerca de 1993 (192). Dado que a Africa do Sul foi
igualmente apontada como uma das origens mais provaveis de cinco linhagens do HIV-
1 do subtipo C angolanas (153), compreende-se as relacfes filogenéticas observadas na
arvore da RT, podendo a sequéncia de referéncia utilizada com origem na China
corresponder a um virus geneticamente proximo daqueles que foram directa ou
indirectamente introduzidos em ambos os paises a partir da Africa do Sul. Estes dados
permitem fortalecer a robustez da inferéncia filogenética realizada para a classificacao
das sequéncias deste subtipo, reforcando também os achados de estudos anteriores sobre
as relagdes filogenéticas proximas entre as estirpes circulantes em Angola e noutros
paises africanos e Brasil.

Os agrupamentos do sub-subtipo F1 de cada arvore filogenética incluem
maioritariamente sequéncias de referéncia de Angola, com as quais as sequéncias em
estudo de ambas as regides codificantes apresentam relagcdes filogenéticas muito
préximas, como seria expectavel. As estirpes deste gendtipo circulantes em Angola terdo
resultado da introdugéo de um unico virus fundador que se disseminou pelo pais, o qual
devera ser originalmente da RDC e terd chegado a Angola atraves de migrantes infectados
no periodo pds-Guerra Colonial, no inicio de 1980 (193,194). Curiosamente, apesar de 0
agrupamento das sequéncias F1 codificantes para a RT ser suportado por um valor de
bootstrap significativo (70%), apresenta um maior nimero de sequéncias em estudo em
posicbes ambiguas (n=5) (Figura 19 A), dificultando a sua genotipagem,
comparativamente com o agrupamento correspondente para a regido codificante da PR
(n=1) (Figura 18 A).

Dos grupos monofiléticos das sequéncias do subtipo G, nenhum era suportado
por valores de bootstrap significativos (Figuras 18 A e 19 A). No entanto, para a RT,

todos os grupos contendo sequéncias em estudo e sequéncias de referéncia eram
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suportados por valores de bootstrap minimos de 74%, permitindo a genotipagem das
primeiras, com excepcao da sequéncia AO_RT494, que apresenta um grau de divergéncia
genética muito elevado. Ambos os agrupamentos do subtipo G (PR e RT) incluiam
sequéncias de referéncia cuja proximidade filogenética com as sequéncias em estudo —
indicada pelo comprimento dos ramos das arvores filogenéticas — permitiu classificar
algumas das sequéncias PR como sendo do subtipo G, apesar de apenas um dos
subagrupamentos ser suportado por valores de bootstrap significativos (AO_PR520,
Figura 18 A). De referir que uma das sequéncias utilizada como referéncia para o genétipo
G na érvore filogenética da regido codificante da RT [G (URF_A/G).KH.03-
04.KHM/HM10.DQ013456] se trata, de facto, de uma URF com um genoma mosaico
resultante da recombinacédo entre os subtipos A e G, tendo, no entanto, sido mantida na
arvore filogenética, uma vez que apresenta o genétipo G na regido em estudo, segundo a
andlise de bootscanning realizada (dados ndo apresentados).

Em relacdo aos agrupamentos dos gendtipos CRF02_AG e G (CRF02_AG), das
arvores filogenéticas PR e RT, respectivamente, apesar de ambos serem suportados por
valores de bootstrap néo significativos (embora alguns subagrupamentos o sejam,
particularmente no caso da RT), a sua topologia permitiu classificar genotipicamente
todas as sequéncias em estudo (de ambas as regifes), uma vez que 0S Seus
posicionamentos ndo se apresentam ambiguos (Figuras 18 A e 19 A). Contudo, dada
a estrutura mosaico do genoma da CRF02_AG e as regides do genoma viral
analisadas, ndo é possivel inferir com precisdo sobre a circulacdo desta forma
recombinante na amostra estudada, em particular para a regido RT. Para tal, seria
necessario analisar, idealmente, o genoma viral na totalidade, pelo que apenas nos sera
possivel com este trabalho fazer inferéncias relativamente a regido do gene pol estudada
(ver & frente). E de salientar que uma das sequéncias utilizadas como referéncia para a
CRF02_AG na arvore filogeneética da PR é uma URF resultante da recombinacdo entre
0s subtipos A, F2 e G, apresentando um gendtipo recombinante CRF02_AG/U na regido
analisada, de acordo com os resultados da andlise de bootscanning (dados ndo
apresentados).

Para as restantes sequéncias em estudo cuja classificacdo genotipica foi realizada
de modo relativamente inequivoco, a sequéncia AO_PR533 foi genotipada como sendo

do subtipo B dado o seu posicionamento no respectivo agrupamento, apesar deste ndo ser
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suportado por valores de bootstrap significativos, tornando a sua classificagdo menos
consistente (Figura 18 A); as sequéncias AO_RT467 e AO_RT455 foram genotipadas
como sendo do subtipo A com valores de bootstrap significativos, ndo sendo possivel
precisar, para ambas, um sub-subtipo; a sequéncia AO_RT506 foi classificada do subtipo
J, tratando-se de uma inferéncia filogenética muito robusta (valores de bootstrap acima
dos 90%); e as sequéncias AO_RT538 e AO_RT461 foram genotipadas com sendo do
subtipo H, de modo também altamente significativo (Figura 19 A). Nestas Ultimas, de
notar que as sequéncias PR correspondentes ndo se encontram filogeneticamente
relacionadas com o subtipo H (Figura 18 A), indiciando, desde logo, a existéncia de
formas virais recombinantes.

Nesta analise mais detalhada constatou-se também que algumas sequéncias em
estudo (15 em cada arvore filogenética) apresentam posicionamentos ambiguos nas
respectivas arvores filogenéticas, algumas delas ndo estando incluidas num grupo
monofilético significativo, dificultando a sua classificacdo genotipica, ou sdo suportadas
por ramos muito longos, sugerindo uma elevada divergéncia genética. Assim, na tentativa
de clarificar a sua natureza, foi realizada a pesquisa de eventos de recombinacdo genética
e de fendbmenos de hipermutacdo, em particular a ocorréncia de hiperadenilagdo (G—A).
A pesquisa de possiveis eventos de recombinagdo utilizando o software SimPlot (versdo
3.5.1) ndo permitiu confirmar de forma evidente a sua ocorréncia nas sequéncias
analisadas de ambas as regifes estudadas. Como descrito na seccdo 3.3.3, a analise de
bootscanning permitiu, no entanto, clarificar a genotipagem de algumas sequéncias em
estudo, embora sete delas (AO_PR474, AO_PR480, AO_PR488, AO_RT446,
AO_RT480, AO_RT527 e AO_RT533) tenham sido classificadas como ndo genotipaveis
(U) (Tabela 9).

H&, no entanto, algumas observacdes mais especificas a destacar decorrentes da

analise de bootscanning:

+ a divergéncia sugerida pelo comprimento do ramo da arvore filogenética que
suporta a sequéncia AO_RT497 (Figura 19 A) ndo foi associada a qualquer
fendmeno de recombinacdo (dados ndo apresentados);

% a sequéncia AO_PR525 foi considerada divergente do subtipo A, dado o
comprimento do ramo que a suporta na respectiva arvore filogenética e o gréafico

de bootscan obtido (Figura 18);
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%+ 0s graficos de bootscan das sequéncias AO_PR6 e AO_PR545 sugerem algum
grau de divergéncia relativamente ao subtipo C, apesar de tal ndo ser sugerido pela
topologia da arvore filogenética ou pelos seus posicionamentos na mesma, nem
estar necessariamente relacionado com o tamanho dos ramos que as suportam
(Figura 18);

% a analise de bootscanning das sequéncias AO_PR474 e AO_PR488 revelou
identidade parcial com o subtipo D, o que, tendo em conta a suas posi¢es na
respectiva arvore filogenética, poderia indicar que se tratam de sequéncias muito
divergentes desse subtipo, mas, dado que a homologia é apenas verificada num
namero reduzido de nucleétidos em ambas as extremidades (Figura 18), estas
foram classificadas como ndo genotipaveis;

% embora as sequéncias AO_RT446 e AO_RT527 apresentem, na andlise de
bootscanning, maior identidade com os subtipos D e G, respectivamente, ndo
foram classificadas como sequéncias muito divergentes desses subtipos, mas sim
como ndo genotipaveis, dadas as suas posicdes na arvore filogenética (Figura 19);

++ a andlise de bootscanning da sequéncia AO_RT480 podera sugerir a ocorréncia
de recombinacéo entre os subtipos G e H, embora ndo de forma inequivoca, pelo
que aquela foi classificada como nédo genotipével (Figura 19 B).

A pesquisa de fenémenos de hipermutacdo por ocorréncia de hiperadenilacdo
(G—A) resultante da actividade das APOBEC foi efectuada, para todas as sequéncias em
estudo, com base no relatorio interpretativo da analise das sequéncias aminoacidicas
obtido (analisado a frente, em maior detalhe), como ja mencionado, utilizando o programa
HIVdb — Genotypic Resistance Interpretation Algorithm da Stanford University HIV Drug
Resistance Database (versio 8.5). E sabido que as enzimas da familia APOBEC, activas
nas células-alvo do HIV-1, em particular a APOBEC3G, participam nos mecanismos de
imunidade inata contra a infecg¢do por este virus. Sdo capazes de se inserir nas particulas
virais durante o seu processo de montagem e actuar no ciclo replicativo seguinte,
promovendo a ocorréncia de mutagdes que podem resultar na introducdo de coddes de
terminacdo no genoma viral, tornando as particulas virais produzidas defectivas, ndo
replicativas (93,195). Esta € uma importante defesa celular baseada na conversdo de
residuos de desoxicitidina em residuos de desoxiuridina na molécula de DNA

complementar, de polaridade negativa, por desaminacdo, durante a retrotranscricéo,
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resultando na substituicdo de residuos de desoxiguanidina por residuos de
desoxiadenosina na molécula correspondente de DNA proviral formada. No entanto, é de
salientar que a proteina viral acessoria Vif é capaz de contrariar a actividade destas
enzimas, sinalizando-as para degradacdo no proteassoma apds ubiquitinagdo, mas
também actuando directamente ao nivel da sua expressao nas células infectadas (93).

A andlise dos relatdrios interpretativos emitidos pelo programa HIVdb revelou
(como descrito na sec¢do 3.3.3) a presenca de mutacdes caracteristicas da actividade das
APOBEC em sete sequéncias da regido codificante da PR (AO_PR6, AO_PR474,
AO_PR484, AO_PR497, AO_PR503, AO_PR525 e AO_PR533) e trés sequéncias da
regido codificante da RT (AO_RT6, AO_RT497 e AO_RT533), ndo tendo sido
verificadas associacdes estatisticamente significativas entre a sua presenca e a
impossibilidade de atribuir um genétipo as sequéncias em estudo ou, quando possivel,
qualguer um dos gen6tipos encontrados. A presenga de um nimero consideravel deste
tipo de mutacBes nas sequéncias AO_PR6, AO_PR474, AO PR525, AO _RT6 e
AO RT497 (6, 3, 9, 8 e 7, respectivamente) poderd justificar, em parte, o
longo comprimento dos ramos que as suportam nas respectivas arvores filogenéticas
(Figuras 18 Ae 19 A).

Para uma caracterizacdo mais completa da regido do gene pol estudada, foram
comparados os resultados da analise filogenética das sequéncias codificantes de ambas as
enzimas e obtidos os gendtipos combinados (PR+RT) para cada uma das 47 amostras
para as quais foram obtidas sequéncias consenso de ambas as regides codificantes (em
nove amostras sO foi possivel amplificar uma das regides codificantes) (Anexo 9). Esta
analise ndo inclui uma pequena regido de 50 nucledtidos entre as regides codificantes da
PR e da RT, uma vez que, ndo considerando os primers, as regides amplificadas ndo eram
contiguas. Verificou-se um elevado nivel de concordancia entre 0s genotipos das regides
da PR e da RT, sendo que 87,2% (41/47) das amostras apresentavam genoétipos
concordantes, o que permitiu concluir, desde logo, que as amostras AO_119, AO_466,
AO_473, AO_476, AO_510 e AO_540 apresentam, de facto, para a regido do gene pol
estudada, o genotipo CRF02_AG.

Foram identificadas duas possiveis URFs, nomeadamente nas amostras AO_461
e AO_538, cujo gendtipo combinado é do tipo A/H, sendo que j& foram reportadas URFs
com padrdes de recombinacgdo genética entre estes dois subtipos, nas regides codificantes
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da PR e da RT, em amostras de Angola (154,158,161,162). Num desses estudos, Bartolo
et al. (2009) descreveram em dois isolados este mesmo padrdo de recombinacéo,
nomeadamente, A1/H, mas ndo é possivel fazer inferéncias sobre a dimensdo da sua
expansdo geogréafica, uma vez que ndo é reportada com exactiddo a origem das amostras
estudadas. Dado que sdo j& quatro as estirpes angolanas que apresentam um padrdo de
recombinacdo A/H entre as regides codificantes PR/RT, poderia colocar-se a hipotese de
estarmos perante uma nova CRF, com eventual fitness aumentada. Contudo, seria
necessario analisar e comparar o genoma completo destes virus para se comprovar esta
hipGtese e, nesse caso, garantir que os individuos infectados ndo estdo
epidemiologicamente relacionados. Estas observagGes poderéo estar relacionadas com o
elevado potencial de recombinacéo do subtipo H, embora lhe seja reportada baixa fitness
bioldgica e transmissibilidade, suportado pelo facto de surgir em véarias CRFs, apesar de
ser um dos subtipos puros mais raros a nivel global (163).

As sequéncias da amostra AO_532 apresentam um genotipo combinado do tipo
G/G (CRF02_AG), o qual pode ser explicado de diversas formas: pode tratar-se de um
virus com um gendtipo do subtipo G puro algo divergente, dado que a regido codificante
da RT é do subtipo G na CRF02_AG (Anexo 7); tendo em conta este Gltimo aspecto,
poderia também tratar-se de um dos virus do subtipo G ancestral, ou préximo do ancestral,
da CRF02_AG, embora haja pelo menos um estudo que indique que a evolugédo das duas
formas genéticas podera ter ocorrido exactamente em sentido contrario (196), o que
implica que a actual classificacdo do HIV-1 ndo reflecte a sua histdria evolutiva; ou
poderd ser um virus recombinante de segunda geracdo entre o subtipo G puro e a
CRF02_AG, sendo esta a hip6tese mais provavel dado que ambos os genétipos foram
reportados em estudos anteriores como estando envolvidos em eventos de recombinacao
genética que deram origem a novas URFs em Angola, cujo elevado nimero é sugestivo
de cenarios frequentes de co- e superinfeccdo na populacdo angolana (161,162). Por esse
motivo, considerou-se que 0 gendtipo combinado desta amostra € do tipo recombinante
entre o subtipo G e a CRF02_AG. Contudo, a confirmacao de qualquer uma das hipoteses
apresentadas apenas poderia ser realizada ap0s a sequenciacao e genotipagem do restante
genoma viral (n&o analisado neste trabalho).

Constatou-se ainda que as sequéncias de quatro amostras apresentam proximidade

filogenética parcial com os subtipos B e D, nomeadamente, das amostras AO_446,
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AO_474, AO_488 (que apresentam proximidade com o subtipo D numa das regides
analisadas, tendo inclusive a ultima sido classificada como sendo desse subtipo) e
AO 533 (classificada como subtipo B para a regido codificante da PR, mas
ndo genotipavel para a regido codificante da RT) (Figuras 18 e 19), podendo tratar-se de
casos de infeccdo com virus possuindo gendtipos desses subtipos, mas muito
divergentes. Esta elevada divergéncia genética podera ser responsavel pela menor
eficiéncia na amplificacdo, considerando que, para duas destas amostras (AO_446 e
AO_474), ndo foi possivel obter amplificagdo para uma das regiGes em estudo (Anexo
9). Assim, considerou-se que 0s gendtipos combinados das amostras AO_488 e AO_533
correspondiam ao genétipo da regido em estudo que foi possivel classificar
inequivocamente — subtipos D e B, respectivamente. O mesmo critério foi aplicado a
amostra AO_527, cuja sequéncia da regido codificante da RT foi considerada ndo
genotipavel (Figura 19 B), embora apresentasse alguma identidade, muito parcial, com o
subtipo G (0 genotipo da regido codificante da PR correspondente), pelo que pode
também tratar-se de um caso de infeccdo com um virus do subtipo G mas muito
divergente. Finalmente, no caso das sequéncias da amostra AO_480, ndo foi possivel
atribuir nenhum geno6tipo, com um grau de certeza elevado. As sequéncias PR e RT
surgem em posi¢Oes muito ambiguas em ambas as arvores filogenéticas (Figuras 18 A e
19 A) e a andlise de bootscanning efectuada também ndo foi elucidativa, em
particular para a regido codificante da PR. Deste modo, optou-se por uma abordagem
conservadora, classificando ambas as regides em estudo como ndo genotipaveis (U). Estes
exemplos assemelham-se a outros reportados na literatura para Angola (154,162), nos
quais se descrevem sequéncias de HIV-1 que formam agrupamentos filogenéticos com
topologias mal definidas e subestruturas pouco organizadas, nao permitindo uma
disting&o clara entre subtipos, sugerindo que a actual classificagdo do HIV-1 ndo permite
retratar a extensdo da diversidade genética encontrada em Angola. Considerando estes
aspectos, seria interessante estudar o genoma completo deste virus, pois pode tratar-se de
uma nova forma genética, rara, ou inclusive de um novo subtipo do HIV-1, uma vez que
ndo apresenta proximidade filogenética com nenhum dos subtipos e sub-subtipos virais
ou CRFs conhecidas.

Em suma, os resultados obtidos revelaram a existéncia de uma elevada diversidade

genética do HIV-1 na amostra de individuos infectados residentes em Benguela
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diagnosticados no decorrer deste projecto (e do estudo no qual 0 mesmo se insere) entre
Agosto de 2016 e Janeiro de 2017. Os subtipos mais frequentes na amostra populacional
sdo o subtipo C (40,4%) e o sub-subtipo F1 (19,1%), seguidos da forma recombinante
CRF02_AG (12,8%). Foram também encontrados os subtipos G (8,5%), A (4,3%), B, D
e J (2,1%, cada), e ainda uma pequena percentagem de URFs (6,4%), sendo que apenas
uma amostra (2,1%) foi considerada nao genotipavel (Figura 20). Estes dados globais séo
relativos as 47 amostras para as quais foi possivel amplificar ambas as regides
codificantes em estudo, estando resumidos na Tabela 9 os resultados da genotipagem da
totalidade das sequéncias das regides da PR e da RT. De um modo geral, estes resultados
sdo concordantes com os obtidos em estudos anteriores, que demonstram que a epidemia
do HIV-1 em Angola é caracterizada por uma elevada diversidade genética das estirpes
circulantes (154,155,158,159,161,162). Era por isso expectavel encontrar uma grande
diversidade de gendétipos nas sequéncias em estudo, tendo-se observado uma quase
exclusividade dos subtipos ndo-B, assim como um nimero apreciavel de sequéncias U e
algumas URFs, também frequentemente encontradas em amostras angolanas. Estas
ultimas tém vindo a aumentar em frequéncia ao longo do tempo, enquanto o nimero de
CRFs encontrado tem permanecido mais ou menos estavel (162). O predominio do
subtipo C nas amostras em estudo (40,4%) pode dever-se a movimentacdo das populagdes
entre Benguela e outras regides do pais (ou estrangeiro) dada a sua localizacdo geografica,
uma vez que a provincia fica préxima da regido sul do pais onde este subtipo é mais
frequente devido, muito provavelmente, ao influxo de estirpes virais com origem nos
paises que fazem fronteira com o sul e sudeste de Angola, ou se situam préximo,
nomeadamente, a Zambia, 0 Botswana e o Zimbabué, onde a prevaléncia do subtipo C é
muito elevada, assim como na regido sul da RDC (161,162). Por outro lado, sdo
conhecidas as relagcdes sociais e comerciais estreitas entre as provincias do sul de Angola
e a Africa do Sul, pais com elevada prevaléncia de infec¢io pelo HIV-1 do subtipo C. A
semelhanca de estudos anteriores (154,162), também se verificou neste trabalho a
presenca de sequéncias em posi¢des basilares (antes da ramificagdo dos grupos
monofiléticos dos diferentes subtipos) na respectiva arvore filogenética, nomeadamente
as sequéncias AO_PR480, AO_RT380, AO_RT446, AO_RT480 e AO_RT527 (Figuras
18 A e 19 A), reforcando a ideia de que o HIV-1 circula hd j& muito tempo em

Angola. Por fim, verificam-se diferengas entre os resultados obtidos e a distribui¢do de
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genotipos para Angola na Los Alamos HIV  Sequence Database
(http://lwww.hiv.lanl.gov/), onde as percentagens de sequéncias dos genoétipos C e
CRF02_AG (18,1% e 6,4%, respectivamente) sdo cerca de metade do que aqui foi
encontrado, existindo ainda um numero superior de sequéncias do subtipo A (14,5%).
Estas diferengas poderdo estar relacionadas com o facto de estarmos a estudar uma
amostra relativamente reduzida, de apenas uma provincia, que esta sujeita a influéncia
epidemioldgica dos paises vizinhos a sul e sudeste, como ja foi referido. Além disso, néo
se encontram, na mesma base de dados, sequéncias angolanas do subtipo B, embora ja
tenham sido descritos dois isolados deste subtipo para a regido codificante da RT (159) e
um recombinante B/D entre as regides codificantes PR/RT (155), todos provenientes de
Luanda, pelo que a sequéncia AO_PR533 ndo € a primeira do subtipo B a ser reportada
para Angola. As analises adicionais realizadas ndo permitiram chegar a conclusées sobre
a provavel origem geografica desta estirpe do subtipo B. Finalmente, deve realcar-se que
a distribuicdo de gendtipos para Angola na Los Alamos HIV Sequence Database pode ndo
representar fielmente a situacdo epidemioldgica molecular no terreno.

Concluida a anélise filogenética das sequéncias nucleotidicas, procedeu-se ao
estudo das respectivas sequéncias aminoacidicas putativas e pesquisa de mutacoes
associadas a diminuicdo da susceptibilidade aos ARVs inibidores da PR e da RT. Para
tal, foi utilizado o software HIVdb, ja mencionado, o qual gera para cada uma das
sequéncias analisadas um relatorio interpretativo com as diferentes mutag¢6es encontradas
baseando-se na compara¢do com uma sequéncia consenso de referéncia do subtipo B.
Neste relatorio € indicado o perfil fenotipico mais provavel para cada sequéncia e cada
um dos ARVs considerados com base no método descrito na sec¢do 2.8.1. Convém, desde
logo, salientar que nesta analise devera ser tido em consideracdo o facto de que, neste
trabalho, as sequéncias em estudo foram obtidas a partir da amplificacdo do DNA proviral
presente nas células mononucleadas de sangue periférico infectadas existentes na mancha
de sangue armazenada nos cartdes FTA®. Nestas circunstancias, o DNA proviral pode
n&o se encontrar transcricionalmente activo, podendo antes representar populacgdes virais
latentes que ndo sdo necessariamente representativas da populagéo viral presente no
plasma (virus replicativos). E por este motivo que o RNA gendmico viral isolado a partir
do plasma continua a ser o material biologico preferencialmente utilizado na pesquisa de

mutacdes de resisténcia (128,197). Porém, 0s virus que se encontram latentes nas células
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mononucleadas, nomeadamente, nos linfécitos T CD4*, podem reemergir quando ha
activacdo dessas células mediante determinadas condi¢es e influenciar a resposta a
terapia anti-retroviral, sendo que, caso se tratem de estirpes resistentes, podem inclusive
levar a faléncia virologica (197,198). A pesquisa de mutacOes de resisténcia no DNA
proviral apresenta, no entanto, algumas vantagens, em particular quando os niveis da
carga viral sdo indetectdveis ou quando ha interrupcGes/alteracbes na terapia anti-
retroviral, dada a possivel reemergéncia de virus latentes. A analise dos seus resultados
exige alguma atencdo, pois as mutacGes encontradas nem sempre coincidem com as
detectadas no RNA viral (apesar de alguns estudos reportarem elevados niveis de
concordancia entre o RNA viral e o DNA proviral) e, por outro lado, o0 DNA proviral
apresenta mais frequentemente hipermutacdes e, consequentemente, genomas defectivos
(como mencionado anteriormente) (197-200). Por fim, ha ainda a possibilidade de
existirem estirpes minoritarias, clinicamente relevantes, com mutacdes associadas a
resisténcia aos ARVsS no conjunto das quasispecies virais, as quais podem ndo ser
detectadas, independentemente do tipo de material bioldgico de partida, devido ao limiar
de deteccdo (>20%) dos testes genotipicos utilizados para a pesquisa de mutacGes de
resisténcia. Apesar desta, e outras limitagdes, estes testes sdo, no entanto,
preferencialmente utilizados, por serem mais rapidos e econdmicos (126,128,132).

De um modo geral, verificou-se a auséncia de mutacGes de frameshift (causadas
por insercBes ou delecdes simples ou duplas de nucleétidos) nas sequéncias em estudo de
ambas as regides analisadas. Contudo, constatou-se que algumas mutacdes do tipo
APOBEC identificadas resultaram na introdugéo de coddes de terminagéo (na posigéo 42,
nas sequéncias AO_PR6, AO_PR474, AO_PR484, AO_PR497 e AO_PR525, e nas
posicBes 88, 153 e 212, nas sequéncias AO_RT6 e AO_RT497, sendo que esta Gltima
possuia ainda outros coddes de terminacdo nas posi¢des 71 e 210, dos quais o ultimo,
segundo o relatdrio interpretativo do programa HIVdb, ndo estara relacionado com
actividade APOBEC), indiciando que as estirpes nas quais foram encontradas
corresponderdo a virus defectivos para pelo menos uma das enzimas estudadas e, como
tal, ndo replicativos, dada a importancia das mesmas no ciclo replicativo do HIV-1.
Teoricamente, 0s provirus em causa podem dar origem a particulas virais imaturas e ndo
infecciosas, no caso de a PR ser ndo funcional, impedindo dessa forma que ocorra a

maturagcdo das particulas virais produzidas, ou virides que, apesar de infecciosos,

84



4 Discussdo e conclusao

possuem ciclos replicativos abortivos durante a retrotranscricdo do genoma viral, no caso
de a RT ser ndo funcional, sendo igualmente possivel que nem se cheguem a formar
quaisquer particulas virais, dependendo da localizacdo na grelha de leitura aberta do gene
pol do primeiro coddo de terminacdo introduzido. Outras mutacdes APOBEC foram
encontradas em posi¢Oes associadas a mutacOes de resisténcia (na posigdo 48, nas
sequéncias AO_PR503 e AO_PR525, e na posicao 190, na sequéncia AO_RT6). Embora
consideradas nos relatdrios interpretativos como mutagdes acessorias de resisténcia aos
Pls ou associadas a resisténcia aos NNRTIs, trata-se, de acordo com a Stanford University
HIV Drug Resistance Database (201), de mutagdes muito pouco comuns nas respectivas
posicdes, aparentando ndo possuir grande impacto na susceptibilidade aos ARVs.
Comecando pelo conjunto das sequéncias codificantes da PR, foram encontradas,
num total de quatro sequéncias, as mutacdes principais D30N (2,0%), M461 (2,0%), 154V
(2,0%) e L90OM (2,0%) e a mutacdo acessoria G73S (4,0%), todas associadas a resisténcia
aos Pls, sendo que em cada sequéncia foi somente observada uma das mutagdes
mencionadas, com excepcao da sequéncia AO_PR525, que apresentava em simultaneo
as mutacbes D30N, M461 e G73S (esta ultima foi também encontrada na sequéncia
AO_PR474). Todas as mutagdes referidas apresentam importancia para a vigilancia
epidemioldgica da resisténcia transmitida aos Pls no HIV-1, pois cumprem o0s critérios
adoptados pela OMS para a sua definicdo, a saber: as mutacdes devem ser reconhecidas
como causadoras ou contribuintes para a resisténcia aos ARVs (definido como constarem
em pelo menos 3/5 das listas de mutacGes de resisténcia elaboradas por especialistas);
devem ser ndo polimorficas e ndo ocorrer em posicBes altamente polimorficas; a lista
onde constam deve ser aplicavel aos oito subtipos mais comuns; e a mesma deve ser 0
mais reduzida possivel, excluindo mutacdes raras resultantes da pressdo selectiva
exercida pelos farmacos (180). Além destas, foram também identificadas outras mutacdes
secundarias, associadas a resisténcia, mas na presenca de outras mutaces,
nomeadamente, K201 (28%), L10V (22,0%), L10I (14,0%), V821 (12,0%), T74S (4,0%)
e A711 (2,0%), das quais, apenas L10l, K20l e V82l foram encontradas associadas a
mutacdes principais, em trés sequéncias. Quando comparados com estudos anteriores
igualmente realizados com amostras de individuos nunca submetidos a terapia anti-
retroviral, estes resultados revelam a presenca de mutacGes principais e acessorias

associadas a diminuigéo da susceptibilidade aos Pls nunca antes descritas na populagéo
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angolana, nomeadamente, D30N, M46l, 154V, L90M e G73S, mas também a presenca de
mutacdes ja anteriormente descritas (L101/V, K20l e T74S) (155,160-162), sendo que
estas Ultimas surgiram em propor¢oes semelhantes as ja relatadas. No entanto, o relatério
interpretativo das sequéncias AO_PR474 e AO_PR525 refere que as mutacbes de
resisténcia aos Pls nelas encontradas (D30N, M461 e G73S) podem resultar da actividade
das enzimas APOBEC, o que, associado ao facto de apresentarem também outras
mutacdes APOBEC, em particular a introducdo de um codéo de terminacdo na posicao
42, indica que estas mutacdes, presentes unicamente nestas sequéncias, poderdo nao ter
verdadeiro impacto na terapéutica, uma vez que foram identificadas em estirpes
possivelmente defectivas para a PR e, como tal, muito provavelmente, néo replicativas.
Este facto vem assim conferir relevo particular a presenca das mutagdes principais 154V
e L90M, em duas das sequéncias PR estudadas.

A andlise dos perfis fenotipicos putativos de resisténcia de cada sequéncia da PR
permitiu concluir que a sua esmagadora maioria (92,0%) possui perfis fenotipicos de
susceptibilidade aos diferentes Pls, sendo que as restantes (8,0%) apresentam algum tipo
de mutacBes associadas a resisténcia. De salvaguardar que no caso das sequéncias
AO_PR474 e AO_PR525 os respectivos perfis fenotipicos putativos podem néo ter
relevancia na prética clinica, pelas razdes ja discutidas. As mutacGes principais 154V e
L90M, encontradas em uma sequéncia cada, estdo associadas a resisténcia (em niveis
diferentes) a todos os Pls, com excepcdo do darunavir/r, dai o respectivo perfil de
susceptibilidade total observado para o conjunto das sequéncias analisadas (Figura 22).
Estas apresentavam ainda um perfil de quase susceptibilidade total para o tipranavir/r,
verificando-se para este farmaco apenas um perfil de resisténcia, ainda que de nivel baixo,
na sequéncia com a mutacao 154V (AO_PR542). Segundo a definicdo para este nivel de
resisténcia, isto significa que o virus podera apresentar uma diminuicdo da
susceptibilidade ao tipranavir/r in vitro e que o individuo infectado podera desenvolver
uma resposta viroldgica sub-Optima, se tratado com esse farmaco. Nessa mesma
sequéncia, foi também observada a mutacdo L10l, a qual, em combinagdo com a mutacéao
154V, pode conferir um maior nivel de resisténcia ou melhorar a capacidade replicativa
do virus, aumentando a sua fitness (202,203). O facto de terem sido atribuidos perfis de
resisténcia de nivel elevado ao nelfinavir a duas sequéncias (AO_PR494 e AO_PR525,

pese embora o impacto da actividade APOBEC nesta Gltima) é indicativo que o
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tratamento com este farmaco nestes casos serd, muito provavelmente, ineficaz, devendo
optar-se por outro Pl. Dado que estamos a trabalhar sobre amostras de individuos nunca
submetidos a terapia, 0 mais provavel € que estejamos perante cenarios de resisténcia
transmitida, embora, aparentemente, ainda a niveis ndo preocupantes para os PIs.

Foi ainda realizada a pesquisa de assinaturas genéticas relativamente aos
genotipos observados para a regido da PR, tendo-se constatado correlagfes positivas (ou
seja, a associacgdo significativa da mutacdo analisada a um determinado gendtipo) entre a
mutacdo L10V e o sub-subtipo F1, a mutacdo K20I e os gendtipos G e CRF02_AG e a
mutacdo V82l e o subtipo G, sendo que, em nenhum dos casos, se tratam de mutacgdes
principais, ou mesmo acessorias, de resisténcia aos Pls. No caso das muta¢des K20l e
V82I, as correlacbes observadas sdo facilmente justificadas pelo facto de o residuo
mutado corresponder ao aminoacido consenso nos subtipos com os quais foi confirmada
a associacao (204), o que vem confirmar o nosso achado de que se trata de assinaturas
genéticas desses mesmos subtipos. Ja no caso da mutacdo L10V, atendendo ao facto de
que as estirpes F1 circulantes na Roménia e no Brasil sdo filogeneticamente proximas das
estirpes circulantes do mesmo subtipo em Angola (193), compreende-se a semelhanca
com resultados descritos em amostras provenientes destes dois paises, nas quais a
mutacdo L10V foi também muito frequente no sub-subtipo F1 (205,206).

Passando para o conjunto das sequéncias codificantes da RT, foram encontradas
as mutagdes M1841/V (3,8/17,0%), T215F/Y (1,9/9,4%), M41L (5,7%), D67N (3,8%),
E44D (1,9%), K70E/T (1,9%, cada), V75M (1,9%), Y115F (1,9%), L210W (1,9%) e
K219N/R (1,9%, cada) associadas a resisténcia aos NRTIs, num conjunto de doze
sequéncias, e as mutacdes Y181C (18,9%), V108l (9,4%), G190A (7,5%), H221Y
(7,5%), A98G (5,7%), K103N (5,7%), E138A (3,8%), V106A/M (1,9/3,8%), K101E/H
(1,9% cada) e Y188L (1,9%) associadas a resisténcia aos NNRTIs, num conjunto de
dezassete sequéncias. No computo geral, constatou-se a presenca de mutagcdes associadas
a diminuicdo de susceptibilidade aos NRTIs e/ou NNRTIs num total de 18 das 53
sequéncias RT em estudo. Pelo menos uma das mutacdes em cada sequéncia tem
importancia para a vigilancia epidemioldgica da resisténcia transmitida aos RTIs no HIV-
1, pois apenas as mutagOes E44D e K70T, associadas a resisténcia aos NRTIs, e as
mutacdes A98G, K101H, V108I, E138A e H221Y, associadas a resisténcia aos NNRTIs,

ndo cumprem os critérios enunciados pela OMS para aquela definicdo (180). A
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semelhanga do que se verificou para as sequéncias da PR, foram ainda identificadas
mutacOes associadas a resisténcia aos RTIs na presenca de outras mutacoes,
nomeadamente, V1791 (7,5%), V1061 (5,7%), S68G (3,8%), VI0I (3,8%), V118l (3,8%),
T69S (1,9%) e K101N (1,9%), sendo que todas (com excepcdo da T69S) surgem, em
diferentes proporgdes, associadas a mutagdes com impacto na resisténcia aos NRTIs e/ou
NNRTIs, num conjunto de sete sequéncias. Porém, estas mutagdes possuem, em geral,
um impacto minimo na susceptibilidade aos RTIs, sendo que algumas tém até os seus
efeitos atenuados na presenca de mutacGes especificas (201). Comparando os resultados
obtidos com os de estudos anteriores, nos quais também apenas foram incluidos
individuos nunca submetidos a terapia anti-retroviral, constatou-se que algumas das
mutagdes encontradas ja tinham sido descritas na populacdo angolana, mas ndo a sua
totalidade (155,160-162). Destaca-se o facto de as mutacdes M184V — associada a
resisténcia a emtricitabine e lamivudine, mas também ao aumento da susceptibilidade a
zidovudine, stavudine e tenofovir (207,208) — e Y181C — associada a resisténcia (em
diferentes niveis) a efavirenz, etravirine, nevirapine e rilpivirine (209) — serem as mais
frequentes (17,0% e 18,9%, respectivamente), a semelhanca de outros estudos (153),
ainda que em diferentes proporcdes. Verificou-se também que a mutagdo T215Y — TAM
associada a resisténcia (em diferentes niveis) a ziduvine, stavudine, didanosine, abacavir
e tenofovir (210) —, que apenas tinha sido encontrada num Unico individuo no estudo de
Bartolo et al. (160), constitui a segunda mutacdo associada a resisténcia aos NRTIs mais
frequente na amostra populacional estudada (9,4%), e que a mutacdo V108l — associada
a resisténcia (em diferentes niveis) a nevirapine e efavirenz, aparentando também reduzir
a susceptibilidade a etravirine e rilpivirine (211,212) —, presente em 9,4% das amostras
em estudo, foi pela primeira vez observada na populacdo angolana. Finalmente, €
importante salientar que os relatorios interpretativos das sequéncias AO_RT6 e
AO_RT497, nas quais foi encontrado um nimero consideravel de hipermutagGes e, em
particular, de coddes de terminacdo, indicam, especificamente, que as mutagdes M1841 e
D67N, presentes, cada uma, respectivamente, em cada uma daquelas sequéncias, podem
resultar de actividade APOBEC. Assim, podera especular-se que as diferentes mutacdes
associadas a diminuicdo da susceptibilidade aos diferentes RTIs encontradas nas referidas
sequéncias poderdo nédo ter impacto na terapéutica, correspondendo aquelas a possiveis

estirpes defectivas para RT e, como tal, ndo replicativas.
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Através da andlise dos perfis fenotipicos putativos de resisténcia, constatou-se
que, para aproximadamente um terco do total de sequéncias (18/53, 34,0%), foi
identificado um perfil de resisténcia, de nivel diverso, a pelo menos um dos RTIs. No
caso das sequéncias AO_RT6 e AO_RT497, os respectivos perfis fenotipicos putativos
ndo terdo relevancia na prética clinica pelas razfes anteriormente apresentadas.
Verificou-se que dos diferentes RTIs considerados nesta analise, o nevirapine (um
NNRTI) é aquele para o qual um maior nimero de sequéncias esta associado a niveis
elevados de resisténcia putativa (14 das 18 sequéncias nas quais foram identificadas
mutacgdes de resisténcia aos RTIs, correspondendo a 26,4% do total das sequéncias RT
analisadas), logo seguido de emtricitabine e de lamivudine (dois NRTIs), para os quais
foi reportada uma prevaléncia de 20,8% de sequéncias contendo mutacGes associadas a
um perfil fenotipico de resisténcia de nivel elevado. Ao invés, o maior grau de
susceptibilidade foi encontrado para o tenofovir (um NRTI), para o qual foi sugerido
algum tipo de resisténcia em apenas quatro sequéncias, entre os niveis baixo e elevado
(Figura 24). E importante destacar o caso de uma sequéncia em particular (AO_RT520),
na qual se verificaram niveis de resisténcia putativos de nivel elevado a todos os NRTIs
e dois dos NNRTIs (nevirapine e rilpivirine) considerados na analise, apresentando niveis
de resisténcia intermédios para os restantes (efavirenz e etravirine), tratando-se da
sequéncia com o espectro fenotipico de resisténcia mais alargado do conjunto das
sequéncias analisadas. Este facto resulta da presenca na sequéncia AO_RT520 de dez
mutacdes de resisténcia aos RTIs (sete associadas a resisténcia aos NRTIs e trés aos
NNRTIs) (Anexo 10), pelo que um eventual tratamento da infecgdo pelo HIV-1 com esta
classe de ARVs ndo €, neste caso, recomendavel, considerando as definicdes para estes
niveis de resisténcia apresentados pela Stanford University HIV Drug Resistance
Database (201). Para além da sequéncia mencionada, outras apresentam perfis
fenotipicos putativos de resisténcia de nivel elevado em simultdneo para diversos
farmacos do grupo dos RTIs, na auséncia de qualquer indicio de efeitos da actividade
APOBEC (e.g., AO_RT92, AO_RT458, AO_RT461, AO_RT478, AO_RT488,
AO _RT494, AO_RT507, AO_RT534, AO_RT542). Ha inclusive algumas sequéncias
que apresentam mutacgdes de resisténcia cruzada para todos os farmacos representantes
de uma determinada classe terapéutica (e.g., AO_RT520, para todos os NRTIs, e
AO_RT92, AO_RT494 e AO_RT542, para os NNRTIs), antecipando grande dificuldade
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na implementagdo de uma terapia anti-retroviral combinada de alta eficicia bem sucedida
nos individuos infectados, considerando igualmente a auséncia de monitorizagdo pré-
tratamento, através da realizacdo de testes genotipicos, presentemente em Angola.

Tal como anteriormente, para as sequéncias da PR, realizou-se a pesquisa de
assinaturas genéticas em relacdo aos gendtipos observados para a regido da RT, tendo-se
verificado somente uma correlagdo positiva significativa entre a mutagdo H221Y e o
subtipo G. Esta mutacdo ndo possui, por si s, um grande impacto na resisténcia aos
NNRTIs, mas surge comummente associada a mutacdo Y181C, potenciando a resisténcia
causada por esta Ultima ao nevirapine (213,214), o que € consistente com o0s resultados
obtidos, dado que ambas surgem sempre associadas nas sequéncias nas quais foi
encontrada a mutacdo H221Y.

Genericamente, os resultados para cada uma das regides codificantes em analise
revelam um conjunto diversificado de mutagdes associadas a resisténcia aos diferentes
Pls e RTlIs na amostra em estudo com origem em Benguela, tendo-se constatado que uma
parte consideravel das mutacdes identificadas apresentam relevancia para a vigilancia
epidemioldgica da resisténcia transmitida aos ARVs no HIV-1 (cerca de 45,5% (5/11) e
57,6% (19/33) da totalidade das mutacOes associadas a resisténcia aos Pls e RTIs
encontradas, respectivamente). Embora a maioria das amostras em estudo (para as quais
foi possivel amplificar pelo menos uma das regides codificantes) apresente um perfil
fenotipico putativo de susceptibilidade aos ARVs considerados, 35,7% (20/56)
apresentava algum tipo de resisténcia aos mesmos (duas amostras apresentavam em
simultdneo mutacgdes de resisténcia a Pls e RTIs, nomeadamente, AO_494 e AO_542).
Este aspecto vai de encontro a achados anteriores (161), que referem uma maior
prevaléncia de mutacdes de resisténcia na regido centro de Angola, possivelmente devida
a movimentacdo dos individuos para outros paises onde a terapia anti-retroviral esta
disponivel ou ao seu mais facil acesso nesta regido do pais, ndo sendo por isso
surpreendente encontrar perfis fenotipicos putativos de resisténcia em 21,4% (22/103) da
totalidade das sequéncias em estudo. Verificou-se a emergéncia, ainda que numa baixa
frequéncia, de mutacBes principais e acessOrias associadas a diminuicdo da
susceptibilidade aos PlIs que ainda ndo tinham sido descritas na populagdo angolana,
reforcando a hipotese, anteriormente levantada (160,162), de que algumas estirpes

circulantes em Angola apresentam uma baixa barreira genética para a aquisicdo de
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resisténcia a alguns Pls. Também se verificou que um nimero considerdvel de amostras,
aproximadamente 32,1% (18/56), apresenta mutacOes associadas a diminuicdo da
susceptibilidade a diferentes RTIs, sendo que 0s niveis putativos de resisténcia
observados sao particularmente elevados no caso dos NNRTIs (Figura 24), o que pode
ser facilmente justificado, entre outros factores, pela baixa barreira genética para
aquisicdo de resisténcia caracteristica deste tipo de RTIs (120,128,147).

Estes aspectos sdo particularmente relevantes, uma vez que a amostra
populacional em estudo inclui exclusivamente individuos nunca submetidos a qualquer
tipo de terapia anti-retroviral, significando que estamos perante um cenario de
consideravel resisténcia priméaria aos ARVs, em particular aos RTIs. Esta observacéo é
preocupante tendo em consideracdo os esquemas terapéuticos de primeira linha que sédo
normalmente aplicados em Angola, os quais incluem a utilizacdo de dois NRTIs e um
NNRTI ou Pl (215), sendo que, no caso de individuos nunca tratados, as directrizes
angolanas indicam ainda que devera optar-se pela utilizacdo de um NNRTI, em
detrimento de um PI, a ndo ser que haja contra-indicacdo. Além disso, a realizacdo da
pesquisa de mutacdes de resisténcia estd, segundo essas mesmas directrizes, apenas
prevista em situacdes de faléncia virologica (215), pelo que a utilizagdo destes esquemas
de primeira linha pode ser altamente problemaética em casos como o0s encontrados na
amostra estudada, pois a sua eficacia estard, a partida, substancialmente reduzida devido
a presenca de mutaces de resisténcia de nivel elevado aos RTIs. No entanto, é importante
salientar que os resultados da pesquisa de mutacdes de resisténcia e os perfis fenotipicos
putativos decorrentes da sua interpretacdo ndo devem ditar, de modo imediato, a escolha
de um esquema terapéutico especifico. A decisdo terapéutica deve ser tomada
considerando igualmente todos os aspectos relacionados com a infeccdo e o individuo
infectado, desde a carga viral e a contagem de linfécitos T CD4", até as interaccOes
farmacoldgicas e estadios da funcdo renal e hepética, além de factores como o grau
previsivel de adesdo a terapéutica, cujo impacto na eficacia do tratamento ja foi
comprovado e descrito em diversos estudos (178).

Concluindo, com a realizacdo deste estudo foi possivel confirmar que as
caracteristicas moleculares das estirpes do HIV-1 circulantes em Benguela sé&o
semelhantes as que foram descritas em estudos anteriores para a epidemia do mesmo em

Angola (154,155,157-162). As estirpes circulantes na provincia de Benguela presentes
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na amostra populacional estudada revelaram a existéncia de uma elevada diversidade
genética, com um claro predominio do subtipo C, mas também um consideravel grau de
resisténcia primaria aos ARVs (principalmente aos RTIs) indicativo de uma frequente
transmisséo de virus resistentes. Deste modo, confirma-se a crescente complexidade da
epidemia do HIV-1 em Angola, que aparenta caracterizar-se pela circulacdo de um
namero crescente de virus com mutac6es associadas a diminuicao da susceptibilidade aos
ARVs utilizados nos regimes terapéuticos de primeira linha, em resultado de diversos
factores, como o uso intermitente dos ARVS, 0 uso ndo regularizado e ndo monitorizado
dos mesmos (que muitas vezes ndo é reportado por questdes sociais), ou 0s movimentos
migratorios das populagdes, que levam a introducdo no pais de novas estirpes virais
(155,160-162). Estes achados vdo também de encontro aos resultados de Gupta et al.
(183), que demonstram o aumento da prevaléncia da resisténcia aos ARVs em varios
paises de médio e baixo rendimento, em particular a resisténcia aos NNRTIs, sendo a
transmissdo de virus resistentes apontada como a causa mais plausivel de faléncia
terapéutica no caso dos individuos nao-experimentados.

E importante referir que este estudo possui algumas limitagdes, entre as quais 0
namero relativamente reduzido de amostras incluidas e a relativamente baixa taxa de
sucesso de amplificacdo das regides codificantes do gene pol em estudo, tendo ja sido
apresentadas as razdes por detras das mesmas e que se prendem, essencialmente, com
dificuldades na optimizacdo inicial do protocolo laboratorial para a obtencdo dos
fragmentos de DNA a analisar, e, como consequéncia, constrangimentos ao nivel do
cronograma, que ditaram a exclusdo de algumas amostras, por forma a concluir o estudo
nos prazos estipulados. Como tal, os resultados aqui apresentados poderdo nao retratar
com inteira precisdo aquela que é a realidade actual da epidemia do HIVV-1 em Benguela,
até porque a amostragem foi realizada durante um curto periodo de seis meses, podendo
apenas ser retiradas ilacdes sobre as caracteristicas da epidemia durante esse periodo.
Inclusivamente, os resultados obtidos ndo incluem informacgdo sobre as estirpes
minoritarias presentes na amostra populacional estudada, dadas as caracteristicas do
método de genotipagem e pesquisa de mutacdes de resisténcia aos ARVSs utilizado, o qual
ndo permite a sua deteccao.

Ainda assim, reforga-se com este trabalho a importancia de manter constante a

vigilancia dos varios aspectos inerentes a infec¢do pelo HIV-1 em Angola, especialmente
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das mutagOes de resisténcia aos diferentes ARVs e sua transmissdo, devido ao seu
impacto directo na terapéutica e controlo da infecgdo. Devem ser realizados esfor¢os no
sentido de melhorar as ferramentas de prevencao, diagnostico, tratamento e gestdo da
infeccdo pelo HIV-1 disponiveis nos paises de médio e baixo rendimento, uma vez que
ainda sdo verificadas claras diferencas nos padrbes da pandemia entre estes paises e 0s
paises de alto rendimento (178,182). No futuro, seria util a continuacdo deste estudo,
através da andlise das restantes amostras que ndo foi possivel incluir neste trabalho, mas
também da realizacdo de protocolos de amplificacdo alternativos, com objectivo de
aumentar as taxas de positividade para ambas as regides do genoma analisadas. Seria
também importante a realizacdo de mais projectos como este (e o estudo no qual o mesmo
se insere), ndo s6 em Benguela, como noutras regides de Angola, de modo a poder obter
informacdo mais completa sobre a epidemia do HIV-1 neste pais, contribuindo de um

modo activo para um melhor controlo e monitorizagdo da mesma.
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Anexo 1: Poster apresentado no IV NOVAhealth Genetics Workshop
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* BACKGROUND AND AIMS

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) epidemic in Angola is
ly growing in ity, being the of resistant strains a
direct consequence of an increased prevalence of drug resistance mutations
(DRMs), which brings various challenges to treatment and control of the
infection. However, available data is still scarce and mainly from Luanda'2.

The aims of this study were:

1. To genetically characterize the circulating HIV-1 strains in Benguela, western
Angola.

2. To assess the corresponding degree of primary drug resistance to currently
licensed anti-retroviral drugs.

MATERIALS AND METHODS

M\@Wé

10%) 407%)__2(4%)

(A 24a%)
1% 48428

Peripheral blood samples (N=111) were collected to
Whatman'® FTA Elute cards from HIV-1 seropositive.
treatment-naive individuals, between Aug. 2016
and Jan. 2017, in the General Hospital of Benguela

Dried blood spats containing HIV-1 proviral DNA
were prepared and used for double nested PCR
amplification of protease (PR) and reverse
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transcriptase (RT) coding regions’

DNA from amplicans was sequenced (Sanger) and 103
sequences were obtained after chromatogram analysis
and sequence editing with BioEdit v. 7.0.9.01

After sequence alignment with MAFFT v. 75,
genotype assignment and recombinant analysis
were performed, respectively by phylogenetic
analysis using MEGA X¢ [Neighbor-Joining, K2P
model, bootstap 1,000 repiicates)  and
boatscanning with SimPlot v. 3.5.17

of DRMs in PR and RT. and
determination of putative phenotypic resistance
profiles were performed via HIVdb Program —
Genotyplc Resistance Interpretation Algorithm v. 8.7
(Stanford University, USA)®
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Figure 1. Phylogenetic relationships between HIV-1 PR (A) and RT (B) po/gene sequences from Benguela and reference strains
from group M (A1-6, B-D, F1, F2, G, H, J, K and CRRO2_AG) retrieved from the Los Alamos HIV Sequence Database®, vith a
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Figure 2. A) PR inhibitors (PIs) and RT inhibitors (nucleoside and non-nucleoside) (NRTIs and NNRTIs) resistance-associated mutations found in PR
.m RT coding regions. The top letters represent the amino acid from the subtype B consensus sequence (one letter code), the number is the
ition of the amino acid in the sequence and the bottom letters indicate the amino acid substitution(s) associated to drug resistance. The green
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* CONCLUSIONS

«+A high genetic diversity of HIV-1 strains was found in this group of treatment-naive individuals from
Benguela, with a predominance of subtypes C (40.4%) and F1 (19.1%).

A diverse set of DRMs was found, including major and accessory mutations relevant to the

surveillance of HIV-1 drug , being reported for the first time in the

Angolan population the emergence of major PIs resistance mutations.

“*Most (92.0%) had ph ic profiles of full to Pls, but 34.0% showed some
level of resistance to RTISs, revealing a considerable degree of primary drug resistance in HIV-1 strains

in this to NNRTIs.

+Our results reinforce the importance of itoring the of drug resi ions and their

transmission in Angola, due to their direct impact on therapy and control of the HIV-1 infection.
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Anexo 2: Poster apresentado no 7" European Congress of Virology

GENETIC DIVERSITY AND DRUG RESISTANCE-ASSOCIATED
MUTATIONS IN HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS TYPE 1
(HIV-1) CIRCULATING IN BENGUELA, WESTERN ANGOLA
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% BACKGROUND AND AIMS

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) epidemic in Angola is continuously growing in
complexity, being the transmission of resistant strains a direct consequence of an increased
prevalence of drug resistance-associated mutations (DRMs), which brings various to

MEDICINA
TROPICAL

ugal

-

o “jp@ihmt.unl.pt

% RESULTS (continued)

treatment and control of the infection. However, available data are still scarce and mainly from
Luanda, the capital city!2.

The aims of this study were:

1. To genetically characterize the HIV-1 strains circulating in the city of Benguela, western Angola.
2. To assess the corresponding degree of primary drug resistance to currently licensed protease

% MATERIALS AND METHODS

(PR) and reverse transcriptase (RT) inhibitors.
E 9}.

Dried blood spots containing HIV-1 proviral DNA were
prepared and used for double nested PCR amplification of PR
and RT coding regions®

Peripheral blood samples (N=111) were collected to
‘Whatman® FTA Elute cards from HIV-1 seropositive
treatment-naive individuals, between Aug. 2016 and Jam.
2017, in the General Hospital of Benguela (Angola)

s

DNA from amplicons was sequenced (Sanger) and 103
sequences were obtzined after chromatogram analysis
and sequence editing with BioEdit v. 7.0.9.0%

After sequence alignment with MAFFT w. 7', genatype
assignment and recombinant analysis were performed, Identification of DRMs in PR and RT coding regions and
determination of putative phenatypic resistance profiles were
performed via HIVdb Program - Genolypic Resistance

Interpretation Algorithm v. 8.7 (Stanford University, USAY*

respectively by phylogenetic analysis using MEGA X©
[Neighbor-Joining, KZF madel, bootstrzp 1,000 replcates]
and bootscanning with SimPlot v. 3.5.17
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% CONCLUSIONS

< A high genetic diversity of HIV-1 strains was found in this group of treatment-naive individuals
from Benguela (Angola), with a predominance of subtypes C (40.4%) and F1 (19.1%).

<+ A diverse set of DRMs was found, including major and accessory mutations relevant to the
epidemiological surveillance of transmitted HIV-1 drug resistance, being reparted for the first
time in the Angolan population the emergence of major PIs resistance mutations.

<+ Most sequences (92.0%) had phenotypic profiles of full susceptibility to Pls, but 34.0% showed
some level of resistance to RTIs, revealing a considerable degree of primary drug resistance in
HIV-1 strains circulating in this population, especially to NNRTIs.

<+ Our results reinforce the imp e of itoring the

ce of drug resistance-assodated
mutations and their transmission in Angola, due to their direct impact on therapy and control of
the HIV-1 infection.
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Anexos

Anexo 3: Dados demograficos e clinicos da populacédo em estudo

Dados demograficos e clinicos dos 111 individuos seropositivos para o HIV-1 incluidos no presente estudo. Na tabela é indicada a
identificacdo (ID) das amostras, idade dos individuos (em anos, relativamente ao ano de 2016), género, estado civil, nivel de escolaridade
(“sem escolaridade”=analfabetismo ou ciclo basico de escolaridade incompleto), local de residéncia (municipio da provincia de Benguela) e
area de residéncia (rural ou urbana). O simbolo “X” representa infec¢do com sifilis (activa ou passada) e/ou hepatite B activa (presenca de
AgHBsS).

ID Idade Género Estado civil Nivel d? Loc_:a[ de_ Are_:aAde_ O,u-t-ras INIeceoes :
(anos) escolaridade residéncia residéncia Sifilis Hepatite B

AO_6 N&o sabe Feminino Viavo Sem escolaridade Benguela Rural X

AOQ_7 58 Masculino Solteiro Ensino secundario Benguela Rural

AO 25 38 Feminino Casado Ensino basico Cubal Urbana X

AO_26 48 Masculino Casado Ensino bésico Baia Farta Urbana X

AO 51 52 Feminino Solteiro Ensino secundario Cubal Urbana X

AO_80 22 Masculino Solteiro Ensino bésico Benguela Urbana

AO 84 52 Feminino Viavo Sem escolaridade Benguela Rural

AO_92 30 Masculino Casado Ensino superior Chongoroi Urbana

AO_119 26 Feminino Solteiro Ensino secundario Benguela Urbana

AO 141 53 Feminino Divorciado Ensino secundario Balombo Urbana

AO_153 31 Masculino Casado Ensino superior Ganda Urbana

AO 202 46 Masculino Divorciado Ensino basico Benguela Urbana X

AO_330 24 Masculino Solteiro Ensino secundario Lobito Urbana

AO 380 10 Feminino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural
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Outras infeccdes

ID Idade Género Estado civil Nivel d? Loc_:al de_ Art_aa de .
(anos) escolaridade residéncia residéncia Sifilis Hepatite B
AO 381 51 Masculino Casado Ensino secundario Cubal Urbana
AO_386 55 Feminino Divorciado Ensino secundario Chongoroi Rural
AO 440 52 Feminino Casado Ensino basico Cubal Rural X
AO_441 0 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural
AO_442 15 Feminino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural
AO_443 3 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Urbana
AO_444 32 Masculino Divorciado Ensino bésico Benguela Urbana
AO_445 61 Masculino Casado Ensino secundario Benguela Urbana
AO_446 78 Feminino Viavo Sem escolaridade Cubal Urbana
AO_447 41 Feminino Casado Ensino superior Benguela Urbana
AO_448 50 Masculino Solteiro Ensino bésico Ganda Urbana
AO_449 52 Masculino Divorciado Ensino basico Lobito Urbana
AO_450 2 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural
AO_451 53 Feminino Casado Ensino basico Benguela Urbana
AO 452 16 Feminino Solteiro Sem escolaridade Lobito Urbana
AO_453 5 Masculino Solteiro Sem escolaridade Lobito Urbana
AO 454 24 Masculino Solteiro Ensino basico Benguela Urbana
AO_455 72 Feminino Casado Ensino basico Catumbela Urbana
AO 456 67 Masculino Casado Sem escolaridade Catumbela Rural
AO_457 18 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural
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Outras infeccdes

ID Idade Género Estado civil Nivel d? Loc_:al de_ Art_aa de .
(anos) escolaridade residéncia residéncia Sifilis Hepatite B

AO 458 1 Masculino Solteiro Sem escolaridade Bocoio Rural
AO_459 23 Feminino Solteiro Ensino superior Benguela Urbana
AO_460 59 Feminino Casado Ensino secundario Benguela Urbana
AO_461 41 Masculino Divorciado Ensino basico Balombo Rural
AO_462 14 Masculino Solteiro Sem escolaridade Ganda Rural
AO_463 66 Feminino Divorciado Ensino basico Benguela Urbana
AO_466 26 Masculino Solteiro Ensino bésico Catumbela Urbana
AO_467 64 Feminino Casado Sem escolaridade Benguela Urbana
AO_468 6 Masculino Solteiro Sem escolaridade Baia Farta Urbana
AO_469 27 Feminino Solteiro Ensino secundario Baia Farta Urbana
AO_470 12 Masculino Solteiro Sem escolaridade Lobito Urbana
AO 471 53 Feminino Solteiro Ensino secundario Cubal Urbana
AO 472 1 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural
AO_473 57 Feminino Casado Sem escolaridade Benguela Rural
AO 474 22 Feminino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural
AQ_475 32 Feminino Divorciado Ensino secundario Benguela Urbana
AO 476 20 Masculino Solteiro Ensino basico Bocoio Rural
AO_478 6 Masculino Solteiro Sem escolaridade Chongoroi Rural
AO 479 27 Feminino Solteiro Ensino secundario Bocoio Rural
AO_480 31 Masculino Casado Ensino basico Ganda Urbana
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Outras infeccdes

ID Idade Género Estado civil Nivel d? Loc_:al de_ Art_aa de .
(anos) escolaridade residéncia residéncia Sifilis Hepatite B
AO_481 50 Feminino Casado Ensino basico Benguela Urbana
AO_482 9 Feminino Solteiro Sem escolaridade Caimbambo Urbana X
AO_484 40 Masculino Solteiro Ensino bésico Benguela Urbana
AO_485 36 Masculino Casado Ensino basico Benguela Rural
AO_486 26 Feminino Solteiro Ensino bésico Catumbela Urbana
AO_488 60 Feminino Viavo Ensino secundario Benguela Rural
AO 489 13 Feminino Solteiro Sem escolaridade Catumbela Rural X
AO_490 54 Masculino Casado Ensino secundario Lobito Urbana X
AO_491 33 Feminino Casado Ensino bésico Chongoroi Urbana
AO_492 40 Feminino Divorciado Ensino basico Bocoio Rural X
AO_493 46 Feminino Casado Ensino secundario Benguela Urbana
AO 494 11 Masculino Solteiro Sem escolaridade Catumbela Urbana X
AO_495 42 Masculino Divorciado Ensino basico Benguela Rural
AO_496 6 Feminino Solteiro Sem escolaridade Chongoroi Rural
AO 497 35 Feminino Casado Ensino basico Ganda Rural X
AO 499 54 Feminino Casado Ensino secundario Baia Farta Rural
AO 500 48 Feminino Casado Ensino secundario Benguela Urbana
AO_501 42 Feminino Casado Ensino secundario Cubal Urbana
AO 502 50 Masculino Casado Ensino basico Balombo Urbana
AO 503 52 Feminino Divorciado Ensino secundario Ganda Urbana
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Outras infeccdes

ID Idade Género Estado civil Nivel d? Loc_:al de_ Art_aa de .
(anos) escolaridade residéncia residéncia Sifilis Hepatite B
AO_505 15 Feminino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural X
AO_506 71 Masculino Viavo Sem escolaridade Benguela Urbana
AO_507 0 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Rural X
AO_508 17 Feminino Solteiro Sem escolaridade Benguela Urbana X
AO_510 23 Masculino Solteiro Ensino bésico Bocoio Rural
AO 511 39 Feminino Casado Ensino basico Benguela Rural
AO_512 24 Feminino Solteiro Sem escolaridade Benguela Urbana
AO 513 73 Feminino Viavo Sem escolaridade Catumbela Rural
AO_515 57 Feminino Casado Sem escolaridade Cubal Rural
AO 516 0 Feminino Solteiro Sem escolaridade Ganda Rural
AO_518 57 Masculino Divorciado Ensino bésico Benguela Urbana
AO 519 58 Masculino Solteiro Ensino secundario Lobito Urbana
AO_520 5 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Urbana
AO_521 42 Feminino Divorciado Ensino basico Cubal Urbana
AO 522 35 Feminino Divorciado Ensino superior Benguela Urbana
AO_523 4 Feminino Solteiro Sem escolaridade Chongoroi Rural
AO 524 14 Feminino Solteiro Sem escolaridade Caimbambo Urbana
AO_525 17 Feminino Solteiro Sem escolaridade Caimbambo Rural
AO 526 19 Masculino Solteiro Ensino basico Benguela Urbana
AO 527 7 Masculino Solteiro Sem escolaridade Catumbela Rural X X
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Outras infeccdes

ID Idade Género Estado civil Nivel d? Loc_:al de_ Art_aa de .
(anos) escolaridade residéncia residéncia Sifilis Hepatite B

AO_528 52 Feminino Solteiro Sem escolaridade Benguela Urbana

AO_529 33 Masculino Solteiro Sem escolaridade Cubal Rural

AO_530 49 Feminino Divorciado Ensino bésico Balombo Urbana

AO 531 36 Feminino Casado Desconhecido Baia Farta Rural

AO 532 63 Feminino Viavo Sem escolaridade Baia Farta Rural

AO_533 29 Feminino Divorciado Ensino basico Lobito Urbana

AO_534 59 Feminino Casado Ensino secundario Benguela Urbana

AO 535 47 Feminino Divorciado Ensino secundario Benguela Urbana

AO_536 18 Masculino Solteiro Ensino bésico Benguela Urbana

AO 537 7 Masculino Solteiro Sem escolaridade Benguela Urbana

AO_538 51 Feminino Casado Ensino bésico Cubal Desconhecido

AO 539 35 Feminino Casado Ensino basico Benguela Urbana

AO 540 52 Feminino Divorciado Ensino basico Lobito Urbana

AO_541 25 Feminino Casado Ensino basico Benguela Urbana

AO 542 50 Feminino Casado Ensino basico Benguela Urbana

AO_543 32 Feminino Casado Ensino basico Caimbambo Urbana

AO 545 58 Masculino Divorciado Ensino basico Benguela Urbana
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Anexo 4: Composicao dos tampdes utilizados

Composicgéo dos tampdes utilizados na realizagdo do presente estudo.

Meios e solugdes utilizados

Composicao

Tampédo TAE 50% (1000 mL)

242 g Tris-base

57,1 mL &cido acético glacial

100 mL 0,5 M EDTA, pH 8,0
Adicionar dgua destilada para 1000 mL

Tampéo TE

10 mM Tris-HCI
0,1 mM EDTA, pH 8,0

Tampao de aplicacéo

0,25% (p/v) azul de bromofenol

40% (p/v) sacarose
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Anexo 5: Protocolo Whatman™ FTA® Elute™

Protocolo recomendado para analises que requerem grandes guantidades de DNA:

1. Cortar trés discos de 3,0 mm do centro da mancha de sangue utilizando um
perfurador estéril, para um microtubo Eppendorf estéril de 1,5 mL;
a. Evitar contaminagOes cruzadas cortando trés vezes entre amostras um
pedaco de papel Whatman™ 3MM com o perfurador.
2. Lavar adicionando 500 pL de agua esterilizada e vortexar brevemente trés vezes
durante 5's;
a. Se o lavado ficar de cor rosa, significa que a mancha de sangue néo se
encontrava completamente seca; neste caso, deve-se descartar os discos e
secar completamente a mancha de sangue, antes de cortar novos discos e
repetir o0 passo 2.
3. Remover o lavado e pressionar gentilmente os discos na parede do microtubo para
remover 0 maximo de liquido possivel,
4. Adicionar 100 pL de agua esterilizada e fazer um spin down 5 s para garantir que
os discos estdo completamente imersos;
5. Transferir o microtubo para um bloco de aguecimento a 95—100 °C durante 15—30
min;
6. Vortexar brevemente, aproximadamente 60 vezes;
7. Efectuar spin down (aproximadamente 30 s) para separar os discos do eluente
contendo o DNA extraido;
8. Remover cuidadosamente os discos com uma ponta de pipeta esterilizada,
descartando-os;
9. Armazenar o DNA eluido a -20 °C.
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Anexo 6: Nomenclatura dos nucleétidos e aminoacidos

Cddigo da IUPAC para a nomenclatura dos nucleétidos.

Cddigo IUPAC Base orgéanica
A Adenina
C Citosina

®

Guanina

_|
=)
c
E

Timina (ou Uracilo)
AouG
CouT
CouG
AouT
GouT
AouC
CouGouT
AouGouT
AouCouT
AouCouG

pu)

zl <| | O ®m 2| X 5|9 <

Qualquer base orgéanica
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Caodigo de trés letras e de uma letra da IUPAC para a nomenclatura dos aminoécidos.

Aminoéacido Cadigo de trés letras Cddigo IUPAC
Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina GlIn Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Valina Val V

134



Anexos

Anexo 7: Mapas genomicos de formas recombinantes circulantes

seleccionadas

Representacao esquematica dos genomas mosaico das formas recombinantes circulantes
CRF02_AG, CRF26_A5U e CRF49 _cpx (disponiveis em
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/breakpoints.html).

% CRF02_AG

— 790
—2391+-235
3275
4175
—8839 +- 250

I—5550+—6?5

—9719

tat

Eel v

5450 +- 133

-

Pontos de recombinacdo em HXB2 (Carr et al., 1998):

1789G

790 2155 A
2156 2625 AIG*
2626 3274 G*
32754174 A
41754874 G
4875 6224 A/IG
6225 8311 A
83129089 A/G
9090 9719 G

®,

% CRF26_A5U

- - o o W © oo o © o

oD [ o] & 0 [ [ -

] woow [ ] [relc) o ] [

- = - + = frogyc) [ o o

| | | | | | | 11 | 1 |
_ _ = I -

: |
.. eV _

Pontos de recombinacdo em HXB2 (M. Peeters, comunicagéo pessoal):

11398 A
1399 1659 U
1660 2378 A
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2379 2679 U**
2680 4235 A*
4236 4514 U
45156692 A
6693 6857 U
6858 7969 A
79708872 U
83739719 A

% CFR49_cpx

—3744+15

—4083+-26
—5E52+-79
—o075

—556
—2391+-5
—2642 +- 10
—2956+-46
—3373 +- 8§

[44]
5
]
I?QO

Bl = [ et ]
[ e o
B W @[ ew ]
. EE- . N B

Pontos de recombinacdo em HXB2 (Silva et al., 2010):

556 789 U

790 2385 A
2386 2395 A/J
2396 2631 J*
2632 2652 J/U
26532909 U
2910 3001 U/K
3002 3364 K*
3365 3381 K/J
33823728 ]
3729 3758 JIA
3759 4056 A
4057 4108 A/C
41095572 C
55735730 C/J
57319078 J

* Segmentos que incluem a regido codificante da protease no gene pol (posigdes

nucleotidicas 2167 a 2583, em HXB2).
* Segmentos que incluem a regido codificante em estudo da transcriptase reversa no gene
pol (posicdes nucleotidicas 2633 a 3230, em HXB?2).
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Anexo 8: Resultados da genotipagem rapida automatizada das sequéncias de
referéncia CRF49 cpx utilizadas

Resultado da genotipagem rapida automatizada, utilizando o software REGA HIV-1
Subtyping Tool (versdo 3.0), da sequéncia CRF49 cpx.GM.02.N18380.HQ385477
utilizada como referéncia na construcdo da arvore filogenética para a regido codificante
da protease.

KATHOLIERE UMIVERSITEIT

HIV BIOINFORMATICS

“EGA HIV Subtyping Tool BIOAERICA

Sequence Assignment

Mame: 49_cpx.GM.02.N18380.HQ385477 Length: 343

Assignment: HIV-1 Subtype J Bootstrap: 99.0%

LTR GCag Vi Ypu Maf
b H t t t — - t + m A
— — = s
1 — 0 =
DD Rev |:| I:l = D
E F
| s[] B
Pal I ':.;'|:-|I ' : Ermv ' LTR S 5'
Approsdmate recombinalion patlam with > 70 % bootstrap conlidancsa £ REGA HIV-1 Sublypang Tood K
(R Cw Ve et oo
I | I ] —=—0 1
0 ke B
| | OO0 |
I Pal I ':.;'|:-|I ' : Ermv o LTR
Approximate recombination patlerm without bootstrag confidencs D AEGA HIV-1 Sublyping Tool

Your zequence startz sf position 2240 and finishes at posifion 25832 reistive fo the reference zequence

Motivation: Subiype sssigned bazed on sequence < 800bp, clustenng with & pure sublype with bootzsirap = 70%, and clusfenng inzide the
pure subfype cluster
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Resultado da genotipagem rapida automatizada, utilizando o software REGA HIV-1
Subtyping Tool (versdo 3.0), da sequéncia CRF49 cpx.GM.97.N28353.HQ385478
utilizada como referéncia na construcdo da arvore filogenética para a regido codificante
da protease.

KATHOLIERE UMNIVERSITEIT

HIV BIOINFORMATICS

“EGA HIV Subtyping Tool BIOAFRICA

Sequence Assignment

Name: 49 cpx.GM.97.N28353 HQ335478 Length: 343

Assignment: HIV-1 Subtype J Bootstrap: 98.0%

LTR Gag vif Vpu Maf
b H t t t +— _— t t m A
] ] 0[] L
L e L] ] =0
| | OO | oF
4 } 4 'l 4 i } ':I G
Pual Wit : Erv LTR S 5'
Approximate recombinalion patlarm with = 70 % boatstrap conlidancs © REGA HIV-1 Sublypang Tood | K
" O <« 0%
LTR G vif W Maf
. s wo P e o NA

i | — 3 —=——10
I:IDDDI Rew [ | ]
| |

t +— - —t
Paol Wit Ermv LTR

Approximale recombination patiem without bootsirap confidencs & HEGA HIV-1 Sublypang Tool

Your sequence stsriz 5f position 2240 snd finishes af posifion 2583 relstive fo the reference zeguence

Motivation: Subtype assigned based on sequence < 800bp, ciustenng with a pure sublype with bootstrap = 70%, and clustenng inside the
pure sublfype cluster
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Anexo 9: Resultados finais comparados da genotipagem das sequéncias em

estudo para as regides codificantes da protease e da transcriptase reversa

Comparacéo dos resultados da genotipagem das sequéncias codificantes da protease e da
transcriptase reversa com base na respectiva analise filogenética e genotipo combinado.
Legenda: ID — identificacdo das amostras; * — gendtipos atribuidos apos analise de

bootscanning das respectivas sequéncias nucleotidicas.

ID Protease (n=50) Transcriptase reversa (n=53) | Combinado (n=47)
AO_6 c* c* C

AO _7 — CRF02_AG —
AO_80 F (F1) F (F1) F (F1)
AO_92 C C C
AO_119 CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG
AO_141 C C C
AO_330 C C C
AO_380 C c* C
AO_442 C C C
AO_446 - u* -
AO_452 F (F1) F (F1) F (F1)
AO_455 A* A A
AO_458 C C C
AO_461 A* H A/H
AQO_466 CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG
AO_467 A* A A
AO_469 C C C
AO_471 C C C
AO_472 F (F1) F (F1) F (F1)
AO_473 CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG
AO_474 u* - -
AQ_476 CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG
AO_478 C c* C
AO_479 — G —
AO_480 u* u* U
AO_484 C C C
AO_485 — G —
AQO_486 - CRF02_AG -
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ID Protease (n=50) Transcriptase reversa (n=53) | Combinado (n=47)
AO_488 u* D* u/D
AO_490 C C C
AO_491 — F (F1)* —
AO_493 C C C
AQ_494 G* G* G
AO_495 F (F1) F (F1) F (F1)
AO_497 F (F1) F (F1)* F (F1)
AO_503 C - -
AO_506 J* J J
AO_507 F (F1) F (F1)* F (F1)
AO 510 CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG
AOQ_512 C c* C

AO 515 F (F1)* F (F1) F (F1)
AO_516 C C C

AO 519 F (F1) F (F1)* F (F1)
AO_520 G G G
AO_522 C C C

AO 524 c* C C
AO_525 A* - -
AO_526 C C C
AQ_527 G u* G/U
AO 532 G* CRF02_AG G/CRF02_AG
AO_533 B u* B/U

AO 534 F (F1) F (F1)* F (F1)
AO_538 A* H A/H
AO_540 CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG
AO_542 G G G
AO_545 c* C C
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Anexo 10: Resultados da pesquisa de mutagdes de resisténcia aos ARVs

Resultados da pesquisa de mutacfes associadas a resisténcia aos inibidores da protease e transcriptase reversa nas sequéncias das amostras
em estudo utilizando o programa HIVdb (versdo 8.5). Na tabela, os blocos cinza reflectem a auséncia de uma sequéncia codificante para a
protease ou transcriptase reversa da(s) respectiva(s) amostra(s), estdo destacadas a negrito e vermelho as mutagdes com importancia para a
vigilancia epidemiologica da resisténcia aos ARVs transmitida do HIV-1, os coddes de terminagdo estdo indicados com “*” (e.g. W42*) e as
mutacBes destacadas em italico a azul correspondem a mutacdes extremamente incomuns, localizadas em posi¢cdes de mutaces de
resisténcia, que nao tém impacto na resisténcia aos NNRTIs. Legenda: Major — mutacéo principal; Minor — mutacao acessoria.

Mutacdes de Mutacdes de Mutacdes de Outras mutagdes associadas a Mutactes APOBEC presentes nas
ID resisténcia aos PIs | resisténcia aos resisténcia aos resisténcia aos: regides codificantes da:
Major Minor NRTIs NNRTIs Pls RTIs PR RT
*
GUOE WAz, | Cong Grnar
AO_6 - - M184lI E138A - - G68K, G78R, ' i
GS6R. G94R W153*, G190R,
’ W212*, G213R
AO_7 - - - -
AO_80 - - - Y181C L1ovV - - -
K70E, Y115F, V108l Y181C, B 3
AC_92 B N M184V G190A, H221Y KI0IN
AO_119 - - - - L10I, K20l - - -
AO_141 - - - V106M, Y181C - - - -
AO_330 - - - A98G, Y181C - - - -
AO_380 - - - - T74S, V82l - - -
AO_442 - - - - V82l - - -
AO_446 - - - -
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Mutacdes de Mutacdes de Mutacdes de Outras mutagdes associadas a Mutactes APOBEC presentes nas
ID resisténcia aos PIs | resisténcia aos resisténcia aos resisténcia aos: regides codificantes da:
Major Minor NRTIs NNRTIs Pls RTIs PR RT

AO_452 - - - - L10l - - -
AO_455 - - - - - - - -
AO_458 - - M184V V108, Y181C - - - -
AO_461 - - - Y188L, G190A | L10l, K20l V90l - -
AO_466 - - - - L10I, K20l V179l - -
AO_467 - - - - - - - -
AO_469 - - - - - - - -
AO_471 - — - — — — — —
AO 472 - - - - L10V - - -
AO_473 - - - - K20l S68G - -
AO 474 - G73S - W42*, G51R, G86K

AO_476 - - - - L10V, K201 - - -
AO_478 - - M184V, T215Y | V106M, Y181C - V179l - -
AO_479 - - - -
AO_480 - - - K103N - - - -

WA42*, G49E, G51R

AO_484 - - - - - - G528, §6:R,, 2954R | -
AO_485 - - \/106l -
AO_486 - - T69S -
AO_488 - - M184V, T215Y | K103N L1oV - - -
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Mutacdes de Mutacdes de Mutacdes de Outras mutagdes associadas a Mutactes APOBEC presentes nas
ID resisténcia aos PIs | resisténcia aos resisténcia aos resisténcia aos: regides codificantes da:
Major Minor NRTIs NNRTIs Pls RTIs PR RT
AO_490 - - - - - - - -
AO_491 - - /106l -
AO_493 - - - - - - - -
K101E, V108lI,
AO_494 | L9OM - - Y181C, G190A, | K201, V82l - - -
H221Y
AO_495 - - - - L10vV V118l - -
* *
M41L, E44D, oo Lo
AO_497 - - D67N, K70T, A98G, Y188M L1oVv S68G, V106l W42*, G94S ' '
M184V, T215Y Wis8*, L210%
’ W212*
G27R, G48R, G49R,
AO_503 - - - - GS6R
AO_506 - - - - - - - -
AO_507 - - M184V V106A L1oVv V118l - -
AO_510 - - - - K20l - - -
AO_512 - - - - T74S - - -
AO_515 - - - - L1oV - - -
AO_516 - - - - - - - -
AO_519 - - - - L1oV - - -
M41L, D67N, V108l Y181C, L10l, K20I,
AO_520 } } H221Y V82l
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V75M, M184V,
L210W, T215Y,
K219N

Anexos

AO_522 - - - - - - -
AO_524 - - - - L10V - -
G27K, W42*,
D30N, G48E, G49R, G51K,
AO525 | oo | GT3S K20l G68K. GTER
G86K, G94S
AO_526 - - - - - - -
AO 527 - - - - K201, V82l - -
AO 532 - - - - L101, K20l - -
AO_533 - - M1841 E138A ATl V179l G94S G93R
AO 534 - - M184V, T215F | V108l, Y18IC | L10V V901, V1791 -
AO_538 - - K219R - K20l - -
AO_540 - - - - K20l - -
A98G, K101H,
AO 542 | 154V - ¥24115'; MIBAV. | k103N, Yi81C, '\‘/tg'l' K201, - -
G190A, H221Y
AO_545 - - - - - - -
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Anexo 11: Perfis fenotipicos putativos de resisténcia aos ARVs

Anexos

Perfis fenotipicos putativos de resisténcia aos diferentes inibidores da protease e transcriptase reversa obtidos para as sequéncias das amostras
em estudo utilizando o programa HIVdb (versdo 8.5). Na tabela, os blocos cinza reflectem a auséncia de uma sequéncia codificante para a
protease ou trasncriptase reversa da(s) respectiva(s) amostra(s) e encontram-se destacados a vermelho os perfis de elevada resisténcia
encontrados nas amostras em estudo. Legenda: ATV/r — atazanavir/r; DRV/r — darunavir/r; FPV/r — fosamprenavir/r; IDV/r — indinavir/r;
LPV/r — lopinavir/r; NFV — nelfinavir; SQV/r — saquinavir/r; TPV/r — tipranavir/r; r — ritonavir; ABC — abacavir; AZT — zidovudine; D4T —
stavudine; DDI — didanosine; FTC — emtricitabine; 3TC — lamivudine; TDF — tenofovir; EFV — efavirenz; ETR — etravirine; NVP —
nevirapine; RPV — rilpivirine; S — susceptibilidade; P — resisténcia potencial de nivel baixo; B — resisténcia de nivel baixo; | — resisténcia de
nivel intermédio; E — resisténcia de nivel elevado.

Pls NRTIs NNRTIs
1 ATVI/r | DRVIr | FPV/r | IDV/r | LPV/r | NFV | SQV/r | TPV/r | ABC | AZT | DAT | DDI | FTC | 3TC | TDF | EFV | ETR | NVP | RPV
AQO_6 S S S S S S S S B S S P E E S P S B
AO_7 S S S S S S S S S
AO_80 |S S S S S S S S S S S S S S S I I E I
AO_92 |S S S S S S S S E S B B E E I E E E E
AO_119 | S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
AO_141 | S S S S S S S S S S S S S S S E I E I
AO_330 | S S S S S S S S S S S S S S S I I E E
AO_380 | S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
AO_442 | S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
AO_446 S S S S S S S S S S S
AO_452 | S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
AO_455 | S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
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NNRTIs

NRTIs

FTC | 3TC | TDF | EFV | ETR | NVP | RPV

ABC | AZT | DAT | DDI

Pls

TPVIr

NFV [ SQV/Ir

LPV/r

IDV/r

FPV/r

DRVI/r

ATVIr

ID

AO_458 | S

AO_461 | S

AQO_466 | S

AO_467 | S

AO_469 | S

AO_471 | S

AO_472 | S

AO_473 | S

AO_474 | P

AO_476 | S

AO_478 | S

AO_479

AO_480 | S

AO_484 | S

AO_485

AO_486

AO_488 | S

AO_490 | S

AO_491

AO_493 | S

146



Anexos

NNRTIs

NRTIs

FTC | 3TC | TDF | EFV | ETR | NVP | RPV

ABC | AZT | DAT | DDI

Pls

TPVIr

NFV [ SQV/Ir

LPV/r

IDV/r

FPV/r

DRVI/r

S

ATVIr

ID

AO_494 | B

AO_495 | S

AO_497 | S

AO_503 | S

AO_506 | S

AO_507 | S

AO_510 | S

AO_512 | S

AQO_515 | S

AO_516 | S

AQO_519 | S

AO_520 | S

AO_522 | S

AO_524 | S

AO_525 | B

AO_526 | S

AO_527 | S

AQO_532 | S

AO_533 | S

AO_534 | S
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Pls NRTIs NNRTIs
P ATVIr | DRVIr | FPV/r | IDV/r | LPV/r | NFV | SQV/r | TPV/r | ABC | AZT | DAT | DDI | FTC | 3TC | TDF | EFV | ETR | NVP | RPV
AO_538 | S S S S S S S S S S S S S S S
AO_540 | S S S S S S S S S S S S S S S S S
AO_542 | B S P B B B B B | I I I E E B E E E E
AO_545 | S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
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Anexo 12: Resultados da pesquisa de assinaturas genéticas relativos as
mutacdes de resisténcia aos ARVs

Resultados da pesquisa de assinaturas genéticas relativos as mutacdes associadas a
resisténcia aos inibidores da protease para as quais foram identificadas correlacGes
positivas com 0s genotipos especificados, com recurso ao teste de Fisher bilateral
aplicado a analise de tabelas de contingéncia 2x2 (nivel de significancia de 1%).

Mutagdes Pls Sub-subtipo F1 (n=9) Subtipos ndo-F1 (n=41) p (a=0,01)
L10VvV 8 3 <0,001

Mutagdes Pls Subtipo G (n=5) Subtipos ndo-G (n=45) p (a=0,01)
K20l 5 9 <0,001
V82l 4 2 <0,001

Mutac6es Pls CRF02_AG (n=6) Nao-CRF02_AG (n=44) p (¢=0,01)
K201 6 8 <0,001

Resultado da pesquisa de assinaturas genéticas relativo a mutacdo associada a resisténcia

aos inibidores da transcriptase reversa para a qual foi identificada uma correlacdo positiva

com o subtipo G, com recurso ao teste de Fisher bilateral aplicado a analise de tabelas de

contingéncia 2x2 (nivel de significancia de 1%).

Mutac6es NNRTIs Subtipo G (n=5) Subtipos ndo-G (n=48)
H221Y 3 1

p (a=0,01)
0,002
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