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Resumo

Segundo a UNAIDS (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS), no final
de 2014, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) era responsavel pela infeccdo de
36,9 milhdes de pessoas, das quais, 2,6 milhdes eram criangas com idade inferior a 15
anos. A transmissdo vertical representa a principal causa de infeccdo em criangas e,
embora o risco associado tenha diminuido drasticamente com a introducdo da terapia
anti-retroviral de alta eficacia, esta continua a verificar-se. Ainda que tenha sido alvo de
progressos significativos, o acesso das mulheres gravidas a terapia ainda se mantém
dificil em certas regides do planeta. Em alguns casos, por outro lado, a presenca de
mutacdes virais associadas a resisténcia é responsavel pela falha do regime profilactico
implementado e pode, consequentemente, levar a transmissdo de virus resistentes para o
recém-nascido. Nos Gltimos anos, os inibidores da protease foram introduzidos nos
regimes terapéuticos para prevencdo da transmissao vertical, anteriormente constituidos
somente por inibidores da transcriptase reversa.

O presente estudo incidiu sobre um grupo de 34 mulheres multiparas infectadas
com HIV-1, as quais foi efectuada a recolha de sangue periférico, num periodo maximo
de dois dias apds o parto, entre os anos de 1999 e 2008. Na sua grande maioria, as
mulheres incluidas no estudo tinham cumprido regimes terapéuticos de prevencdo da
transmissédo vertical do HIV-1 durante a gravidez. O DNA proviral das 70 amostras em
estudo foi extraido a partir de células mononucleadas do sangue periférico, sendo
efectuada a amplificacdo da regido codificante da protease do gene pol, por nested PCR
dupla. Apos sequenciacdo nucleotidica, foi realizada a caracterizacdo genotipica das
estirpes virais por andlise filogenética manual e a caracterizacdo das mutacdes
associadas a resisténcia, assim como, de outros polimorfismos genéticos, com recurso
ao programa HIVdb, implementado através do Genotypic Resistance Interpretation
Algorithm da Stanford University HIV Drug Resistance Database.

Este estudo revelou uma elevada diversidade genética do HIV-1 na populacdo
em causa, na qual foram identificados os subtipos G (47,8%), C (14,9%) e B (11,9%)
como predominantes, destacando-se ainda uma elevada prevaléncia de formas
recombinantes Unicas (16,4%). Os subtipos ndo-B foram responsaveis pela infecgdo em
todas as mulheres de origem africana, sendo o subtipo B apenas encontrado em
mulheres de naturalidade portuguesa. As mulheres africanas foram as Unicas infectadas
com o subtipo C. Relativamente a pesquisa de mutaces associadas a resisténcia aos
inibidores da protease, foram detectadas duas mutacdes principais (D30N e M461) e sete
mutacBes acessOrias (L101, L10V, L33F, G48E, A71T, A71V e T74S), em 19 das
sequéncias estudadas. Destas, 16 eram de subtipos ndo-B, ndo sendo contudo
demonstrada nenhuma associagdo estatisticamente significativa. Além disso, a maioria
destas mutacbes foram detectadas em mulheres cujos regimes terapéuticos incluiam
inibidores da protease, os quais podem ter levado a sua seleccdo. Dos restantes
polimorfismos genéticos, ndo associados a resisténcia, a deteccdo foi superior em
subtipos ndo-B, sendo alguns classificados como “assinaturas genéticas” de subtipo.

A identificacdo de mutacGes associadas a resisténcia aos inibidores da protease
em mulheres cujos regimes terapéuticos incluem estes farmacos pode ter implicacdes na
prevencdo da transmisséo vertical, sendo importante a sua monitorizacao.



Palavras-chave: HIV-1; mulheres gravidas; terapia anti-retroviral; resisténcia aos
inibidores da protease; genotipagem.



Abstract

According to the UNAIDS (The Joint United Nations Programme on
HIV/AIDS), the human immunodeficiency virus (HIV) infected 36.9 million people at
the end of 2014, of whom 2.6 million were children under 15 years of age. Vertical
transmission is the main cause of infection in children and while the associated risk has
decreased dramatically with the introduction of highly active antiretroviral therapy
(HAART), this transmission continues to occur. Although it has been the subject of
significant progress in recent years, the access of pregnant women to therapy still
remains difficult in certain regions of the world. Moreover, in some cases, the presence
of viral mutations associated with resistance is responsible for the failure of the
implemented prophylactic regimens and may consequently lead to transmission of
resistant viruses to newborns. Not long ago, protease inhibitors were introduced in
therapeutic regimens for prevention of vertical transmission, formerly including reverse
transcriptase inhibitors only.

This study focused on a group of 34 multiparous women infected with HIV-1,
from whom a sample of peripheral blood was collected within two days after delivery,
between the years 1999 and 2008. The great majority of the women included in the
study had followed therapeutic regimens for prevention of vertical transmission of HIV-
1 during pregnancy. The proviral DNA of 70 samples analyzed was extracted and
purified from peripheral blood mononuclear cells, being the amplification of the
protease coding region in pol gene carried out by double nested PCR. After nucleotide
sequencing, the genetic characterization of the viral strains by manual phylogenetic
analysis was performed, along with the characterization of resistance-associated
mutations, as well as other genetic polymorphisms, using the HIVdb program,
implemented by the Genotypic Resistance Interpretation Algorithm from the Stanford
University HIV Drug Resistance Database.

The study revealed a high genetic diversity of HIV-1 within this population, in
which G (47.8%), C (14.9%), and B (11.9%) subtypes were predominant, with also a
high prevalence of unique recombinant forms (16.4%). Non-B subtypes were
responsible for the infection in all women of African origin, and the B subtype was
found only in women of Portuguese nationality. Additionally, African women were the
only infected with subtype C. Considering the mutations associated with resistance to
protease inhibitors, two major mutations (D30N and M461) and seven minor mutations
(L2101, L10V, L33F, G48E, A71T, A71V, and T74S) were identified, in 19 of the
sequences studied. Of these, 16 were classified as non-B subtypes, but no statistically
significant association was found. Furthermore, most of these mutations were detected
in women whose prophylactic regimens included protease inhibitors, which may have
led to their selection. The remaining genetic polymorphisms, not associated with anti-
retroviral resistance, were mainly detected in non-B subtypes, with some being
classified as subtype "signatures”.

The identification of HIV-1 mutations associated with resistance to protease
inhibitors in women whose prophylactic regimens during pregnancy included this class
of drugs may have implications for the prevention of vertical transmission of the virus,
stressing the importance of mutation surveillance.

Vi
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Introducéo

1.1. Virus da imunodeficiéncia humana tipo 1

O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1, do inglés human
immunodeficiency virus type 1) é responsavel por uma das infec¢cdes com maior impacto
na saude publica mundial, a qual atingiu dimensdes sem precedentes (Hemelaar, 2012).
Desde 0 momento da sua descoberta até a data, tem sido alvo de um intenso e incessante
estudo (Sharp & Hahn, 2011).

O HIV-1 pertence a familia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae, ao
género Lentivirus e ao grupo dos lentivirus dos primatas (Harrach et al., 2012). Este
retrovirus infecta células do sistema imunitario, nomeadamente linfocitos T CD4",
causando a sua progressiva eliminagdo. Os linfocitos T CD4" séo essenciais no combate
as infeccOes e a sua destruicdo conduz a uma supressdo imunitaria. Com a progressdo da
infecgdo pelo HIV, o sistema imunitério fica cada vez mais debilitado e surgem entdo as
infecgBes oportunistas. Estas estdo normalmente associadas ao estddio final de
progressdo da infeccdo, definido por uma contagem de linfécitos T CD4" inferior a 200
células por pl, a que se da o nome de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (sida)
(Kuritzkes & Koup, 2013; INSIGHT START Study Group, 2015).

A introducdo da terapia anti-retroviral teve um enorme impacto no curso da
infeccdo por HIV-1, melhorando significativamente a qualidade e a esperanca média de
vida dos individuos infectados. No entanto, a intoleréncia aos efeitos secundarios e a
emergéncia de estirpes virais resistentes representam alguns dos principais obstaculos
no sucesso dos regimes terapéuticos actuais (Volberding & Deeks, 2010; European

Centre for Disease Prevention and Control, 2012).

1.1.1. Origem do HIV-1 e histéria da pandemia

Os primeiros casos de sida foram descritos pela primeira vez em 1981 nos
Estados Unidos da América, ap6s um aumento subito do nimero de casos de infeccdo
por Pneumocystis jirovecii e de sarcoma de Kaposi, reportados em homens jovens
homossexuais que apresentavam uma profunda deficiéncia imunitaria, sem causa
aparente (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1981a, 1981b; Gottlieb et
al., 1981; Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1982). A etiologia viral
da sida foi descrita, em 1983, por Montagnier e colaboradores, no Instituto Pasteur de

Paris, apds o isolamento de um novo retrovirus a partir de ganglios linfaticos de um
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individuo infectado (Barré-Sinoussi et al., 1983). A este novo retrovirus foi mais tarde
atribuido o nome de virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Coffin et al., 1986).

Em 1986, foi isolado um outro retrovirus (Clavel et al., 1986), que causava sida
em pacientes na Africa Ocidental, morfologicamente semelhante ao primeiro, mas
divergente a nivel antigénico. Este novo virus, designado de HIV-2, por contraposicao
ao primeiro virus isolado, a partir de entdo designado HIV-1, era filogeneticamente
distante do HIV-1 mas estreitamente relacionado com um virus simio, genericamente
denominado de virus da imunodeficiéncia simia (SIV, do inglés simian
immunodeficiency virus). Estes virus, geralmente ndo patogénicos para 0S Seus
hospedeiros naturais, formam uma linhagem monofilética Unica com o HIV dentro do
grupo dos lentivirus (Sharp & Hahn, 2011).

Em 1989, foram encontrados os SIV mais proximamente relacionados com o
HIV-1 e o HIV-2 em primatas africanos (Hirsch et al., 1989; Peeters et al., 1989). O
SIVsmm, encontrado em mangabeis fuliginosos (Cercocebus atys), apresenta uma
elevada homologia genética e fenotipica com o HIV-2 (Gao et al., 1992). Pelo contrario,
0 HIV-1 esta filogeneticamente mais relacionado com o SIV¢, isolado dos chimpanzés
da subespécie Pan troglodytes troglodytes (Gao et al., 1999). Além disso, ha uma
coincidéncia geogréafica assinalavel entre o habitat natural dos mangabeis fuliginosos e
da subespécie de chimpanzés mencionada, com a endemicidade do HIV-2 na Africa
Ocidental e do HIV-1 na Africa Centro-Ocidental (Gab&o, Republica Democrética do
Congo, Camardes) (Figura 1), respectivamente (Takebe et al., 2008; Sharp & Hahn,
2010, 2011).

Assim sendo, tornou-se evidente que o HIV emergiu na populagdo humana
através de transmissao de caracter zoonotico dos primatas ndo humanos infectados com
SIV. Esta transmissao ocorreu, provavelmente, pelo contacto com sangue e/ou fluidos
corporais de primatas infectados, no contexto da caca e abate de animais para consumo
humano, assim como da sua captura e manutencdo como animais de estimacao (Hahn et
al., 2000; Peeters et al., 2002). Esta teoria é sustentada por fortes evidéncias de natureza

genética, filogenética, geografica, epidemioldgica e socioldgica (Hahn et al., 2000).
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SENEGAL

BURKINA FASO

P. t. verus
W P t. vellerosus

P. t. troglodytes

P. t. schweinfurthii

Figura 1. Area geografica de distribuicdo natural de Pan troglodytes troglodytes (& esquerda)
[adaptado de (Keele et al., 2006)] e de Cercocebus atys (a direita) [adaptado de (Santiago et al.,
2005)].

Em suma, tanto o HIV-1 como o HIV-2 tiveram origem a partir de transmissao
de caracter zoondtico, tendo ocorrido varios eventos de transmissdo independentes, dos
primatas ndo humanos para 0 Homem, resultando em varias linhagens de HIV. No HIV-
1 ocorreram, pelo menos, quatro eventos de transmissdo distintos, dando origem aos
diversos grupos genéticos existentes (M, N, O e P), enquanto no HIV-2 aconteceram, no
minimo, oito transmissdes independentes (grupos A-H) (Hemelaar, 2012).

Relativamente ao HIV-1, estudos filogenéticos indicam que os grupos M (do
inglés, main) e N (do inglés, non-M/non-O ou new) sdo filogeneticamente mais
relacionados com o SIVy, encontrado nos chimpanzés da subespéecie Pan troglodytes
troglodytes. Relativamente aos grupos O (do inglés, outlier) e P, estudos mais recentes
demonstram que estes sdo mais proximamente relacionados com o SIVg, encontrado
em gorilas da subespécie Gorilla gorilla gorilla, no sul dos Camardes (Van
Heuverswyn et al., 2006; Plantier et al., 2009; D’arc et al., 2015).

O grupo M foi o primeiro a ser descrito e é o responsavel pela pandemia
(Hemelaar, 2012). Nos ultimos anos, foi proposto que a epidemia do HIV-1 teve origem
na Africa Central, nomeadamente na RepUblica Democratica do Congo, devido, entre
outros, a elevada diversidade genética aqui encontrada (Vidal et al., 2000; Kalish et al.,
2004). Estudos mais recentes também o sugerem, indicando que o epicentro da
epidemia foi, provavelmente, Kinshasa, capital da Republica Democratica do Congo, e
que esta tera tido o seu inicio por volta de 1920 (Worobey et al., 2008; Faria et al.,
2014). Nas décadas seguintes, o HIV-1 (grupo M) teve um periodo de expanséo lento na
Africa Central, associada & rede de transportes que ligava os principais centros

populacionais a outras regides de Africa subsariana. A partir de 1960 deu-se uma
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propagacéo réapida do virus, presumivelmente associada ao aumento da migragéo entre
0s paises, a implementacdo de programas terapéuticos e de vacinacdo em larga escala,
com utilizacdo de agulhas nédo esterilizadas, e/ou a alteragbes significativas no
comportamento sexual, com aumento da promiscuidade e da prevaléncia de infeccOes
de transmissdo sexual (Worobey et al., 2008; de Sousa et al., 2012; Pépin, 2013; Faria et
al., 2014).

1.1.2. Epidemiologia
De acordo com o Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), no
final de 2014, havia um total de 36,9 milhdes [34,3 — 41,4 milhGes] de pessoas
infectadas com o HIV, das quais 25,8 milhdes [24,0 — 28,7 milhdes] viviam na Africa
subsariana (Figura 2). Nesse ano, foram diagnosticados 2 milhdes [1,9 — 2,2 milhdes] de
novos casos de infeccdo e reportada a morte de 1,2 milhdes [0,98 — 1,6 milhdes] de
pessoas por doengas relacionadas com a sida (UNAIDS, 2015b).

1% Caraibas )

5% América Latina

6% Ameérica do Norte e Europa
Central e Ocidental .

13% Asia e Pacifico

70% Africa subsariana

Figura 2. Distribuicdo relativa do namero de individuos infectados por HIV, pelas diferentes
regides geograficas, no final de 2014 (UNAIDS, 2015b).

A UNAIDS estimou ainda que cerca de 17,4 milhdes [16,1 — 20 milhdes] de
mulheres (com idade superior a 15 anos) estavam infectadas com o HIV, das quais 1,5
milhGes foram maes, sem acesso a terapia anti-retroviral. A transmissdo vertical
representa a principal causa de infeccdo em criancas e, embora 0 nimero de novas
infeccbes tenha sofrido um decréscimo de 58% desde 2000 (UNAIDS, 2015a), esta
permanece elevada. Em 2014, 2,6 milhdes [2,4 — 2,8 milhdes] de criancas com idade
inferior a 15 anos estavam infectadas com o HIV, dos quais 220000 casos
correspondiam a novas infeccdes (UNAIDS & AIDSinfo, 2015; UNAIDS, 2015b).
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Em Portugal, segundo o Instituto Nacional de Sadde Dr. Ricardo Jorge (INSA),
até 30 de Junho de 2015, foram notificados 52694 casos cumulados de infec¢do por
HIV, desde 1983. No ano de 2014, foram diagnosticados 920 novos casos de infeccao,
incluindo 167 novos casos de sida, comprovando uma percentagem de diagndsticos
tardios muito elevada. Além disso, foram ainda registados 196 oObitos de individuos
infectados pelo HIV (Departamento de Doencas Infecciosas do INSA & Programa
Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015).

Relativamente a infeccdo pelo HIV em criangas, com idade inferior a 15 anos,
foram registados 526 casos desde 1983, sendo a transmissao vertical a principal via de
transmissao (79,1% dos casos). O numero destes casos tem vindo a diminuir ao longo
dos ultimos anos, fundamentalmente devido a implementacéo do rastreio da infeccdo na
gravidez, no final dos anos 90 do século passado. Alguns dos casos registados nos
ultimos anos devem-se a diagnosticos realizados anos apds o nascimento e/ou casos
importados. No ano de 2014, foram diagnosticados seis novos casos de infeccdo pelo
HIV-1 em criancas, todas com idades até aos sete anos de idade. A maioria das criancas
residia na regido de Lisboa (n=5) e a sua origem geogréafica era Portugal (n=3) ou a
Africa subsariana (n=3). Em todos os casos foi identificada a transmissdo mae-filho
como via de transmissdo do virus (Departamento de Doencas Infecciosas do INSA &
Programa Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015).

Embora na ultima década o nimero de casos registados tenha uma tendéncia
decrescente, quer nos adultos quer nas criancas (<15 anos), Portugal continua a ser o
pais da Europa Ocidental que apresenta uma taxa anual de novos diagndésticos de
infeccdo pelo HIV mais elevada (Departamento de Doencas Infecciosas do INSA &
Programa Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015).

1.1.3. Organizacdo estrutural e genémica do HIV-1
Os virides apresentam uma morfologia aproximadamente esférica, com cerca de
100 nm de didmetro, possuindo um involucro lipidico, derivado da membrana
citoplasmatica das células hospedeiras, que contém as glicoproteinas de superficie (SU,
do inglés surface protein) e transmembranar (TM, do inglés transmembrane protein).
Rodeada pelo involucro lipidico, encontra-se a matriz viral, constituida pela proteina da

matriz (MA, do inglés matrix protein), que envolve a capside viral, composta pela
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proteina da cépside (CA, do inglés capsid protein), em forma de cone truncado. A
capside contém o genoma viral, associado as proteinas da nucleocéapside (NC, do inglés
nucleocapsid protein), as enzimas protease (PR, do inglés protease), transcriptase
reversa (RT, do inglés reverse transcriptase) e integrase (IN, do inglés integrase). A
particula viral contém ainda as proteinas acessorias Vif, Nef e Vpr (Figura 3) (Turner &
Summers, 1999; Sierra et al., 2005; Goff, 2013).

gp120-gp41

8 '@/Nucleocépside
.
<

IMATURO MADURO

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura da particula viral do HIV-1 imaturo (a
esquerda) e maduro (a direita) [Adaptado de (ViralZone, 2015)].

O genoma viral é constituido por duas moléculas de RNA de cadeia simples
(ssRNA) e polaridade positiva com cerca de 9,7 kb de comprimento. O genoma de RNA
é obtido através da maquinaria enzimatica da célula hospedeira e, por isso, contém
caracteristicas do mRNA celular, nomeadamente 5’-cap e cauda 3’-polyA (Sierra et al.,
2005; Goff, 2013; Los Alamos National Laboratory, 2015b). O genoma do HIV-1

contém 9 genes que codificam 16 proteinas diferentes, como é representado na Figura 4.
(5o [ [ = [H \ 2]

gag
D |:| SHE
rev

i e | Iy | |
| PR | 51 RT 31IN 120 i 41
| ! | P [RNas l P vpr 8p: | gp

pol env

(; 1 ObO 2060 30’00 40|00 SOIOO 60‘00 70b0 80'00 90'00

Figura 4. Representacdo esquematica do genoma de HIV-1 (escala em kb) [adaptado de (Los
Alamos National Laboratory, 2015b)].

O genoma do HIV, na sua forma proviral, apresenta em ambas as extremidades
regibes reguladoras da expressdo génica viral, designados de LTR (do inglés, long
terminal repeats). Estes sdo formados durante o processo de transcricdo reversa,

apresentando a estrutura U3-R-U5. A regido LTR contem regides reguladoras
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importantes que promovem o inicio da transcri¢do do genoma proviral (Freed & Martin,
2013; Los Alamos National Laboratory, 2015b). Relativamente a regido codificante do

genoma, esta inclui os genes estruturais gag, pol e env, que codificam proteinas
essenciais da particula viral madura (gag e env), bem como as enzimas virais (pol) (Los
Alamos National Laboratory, 2015b). O gene gag codifica a proteina precursora
Pr55°% que é processada nas proteinas p17 (MA), p24 (CA), p7 (NC) e p6. O gene pol
codifica as enzimas virais protease (PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (IN).
Estas enzimas sdo sintetizadas como proteinas de fusdo na poliproteina precursora
Pr160%%9" sendo depois processadas pela protease viral. O gene env codifica uma
poliproteina precursora gpl60, posteriormente processada por uma protease celular
(furina) nas glicoproteinas virais gp120 (SU) e gp4l (TM). As funcgdes das proteinas
codificadas pelos genes estruturais gag, pol e env estdo descritas na Tabela 1 (Turner &
Summers, 1999; Freed, 2001; Freed & Martin, 2013; Los Alamos National Laboratory,
2015b).

Tabela 1. Descrigdo das fungdes das proteinas do HIV-1 codificadas pelos genes estruturais.

Genes estruturais

Proteina estrutural da matriz. Implicada no processo de montagem
MA  do virido. Direcciona as proteinas Gag e Gag-Pol para a membrana
citoplasmatica e promove a sua ligacéo.
CA Proteina estrutural da capside. Envolvida no processo de
gag montagem das particulas virais.
Proteina estrutural da nucleocapside. Responsavel pelo

NC reconhecimento e encapsidacdo do RNA gendmico.

06 Envolvida na libertacdo dos virides para o exterior da célula
hospedeira.

PR Ef_ec_tua a clivagem prgtepll’_tica dgs poliproteinas Gag e Gag-Pol,
originando particulas virais infecciosas.

ool RT Responsavel pela conversdo do RNA gendmico de cadeia simples

em DNA complementar de cadeia dupla (transcricao reversa).

IN Realiza a inser¢do do DNA de dupla cadeia no DNA da célula

hospedeira.
Glicoproteina estrutural do invélucro. Responsavel pela ligagéo do
SU  virido ao receptor celular CD4 e, posteriormente, aos co-receptores
env presentes na membrana da célula hospedeira.
Glicoproteina estrutural do involucro. Responséavel pela fusdo
entre o involucro viral e a membrana celular.

™
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Os outros genes, denominados genes reguladores (tat e rev) e acessorios (vif,
vpr, vpu, nef), codificam proteinas que modulam o metabolismo da célula hospedeira e
facilitam as diferentes etapas do ciclo replicativo do virus (Turner & Summers, 1999;
Freed, 2001; Freed & Martin, 2013; Los Alamos National Laboratory, 2015b) (Tabelas
2e3).

Tabela 2. Descricdo das fung6es das proteinas do HIV-1 codificadas pelos genes reguladores.

Genes reguladores

Liga-se a uma estrutura hairpin dos mRNAs virais, o elemento
TAR (do inglés, transactivation response element), activando o

tat Tat inicio da transcrigdo e o alongamento dos transcritos a partir da
LTR viral, por inducdo da fosforilagdo da RNA polimerase Il
celular.

Responsavel pela exportagdo dos RNAs virais ndo processados e

rev Rev . . .
parcialmente processados para o exterior do nucleo.

Tabela 3. Descrigao das fungdes das proteinas do HIV-1 codificadas pelos genes acessorios.

Genes acessorios

Potencia a infecciosidade viral. Actua sobre as proteinas
vif Vif celulares APOBEC que desaminam o DNA durante a transcricdo
reversa.

Desempenha um papel importante no transporte do complexo de

pré-integracdo (PIC) para o ndcleo, em células que ndo se

encontram em divisdo celular; induz a permanéncia das células

na fase G2 do ciclo celular e a sua apoptose.

Presente apenas no HIV-1; induz a degradacao do receptor CD4,

vpu Vpu  potenciando a libertagdo das particulas virais a partir da
membrana citoplasmatica das células infectadas.

Proteina multifuncional, essencial para a replicagdo do virus in
nef Nef vivo; modula negativamente a expressdo do receptor CD4 e das

moléculas MHC classe |, potenciando a infecciosidade viral.

vpr Vpr

1.1.4. Ciclo replicativo
O ciclo replicativo do HIV-1 (Figura 5) ocorre numa série de eventos que podem
ser divididos, de um modo geral, em duas fases: precoce e tardia. A fase precoce tem
inicio com o reconhecimento das celulas alvo pelo virido e envolve todos 0s processos

até a integracdo do DNA genomico complementar no cromossoma da celula hospedeira.
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Na fase tardia ocorre a expressdo do DNA proviral, incluindo todos os processos até a
formagdo de novas particulas virais infecciosas (Turner & Summers, 1999; Freed,
2001).

Reconhecimento de

o Fusdo e descapsidacdo parcial —
Entrada do RNA e proteinas virais
no interior da célula

do virido a
membrana ©

Co-receptor

(CCRS ou CXCR4)
Transcri¢do reversa — g

Célula Sintese de DNA o y ¥
hospedeira complementar e \
e < RNA viral % \
o Importagao do DNA para * Transcriptas'a‘
o nucleo e integragdo na - reversa \
célula hospedeira == Dy S

provirus 4
/ ») % — Integrase
[ M% i WAl — DNA viral
N L &~ \
Uy, . |
_ 4 %fw i DNA da célula |
N v\_\ hospedeira [
/ ’\’N —— Transcrigdo —
.» / sintese de f
e ” novas cadeias /|
N de RNAviral [/

o Tradugdo, regulada
temporalmente, dos
mMRNAs virais

Maturagdo —
formagdo de
particulas virais Qe
maduras, infecciosas™ Morfogénese — formacio
de novas particulas virais e
saida por gemulagdo

Figura 5. Representagdo do ciclo replicativo do HIV-1 [Adaptado de (Pau & George, 2014)].

1.1.4.1. Adsorcéo e Entrada
O ciclo replicativo do HIV-1 tem inicio ap6s a adsor¢do do virido a membrana
celular da célula susceptivel. Este processo é mediado pela interaccdo entre a
glicoproteina viral gp120 e o receptor celular CD4. Embora a ligacdo do virido ao
receptor CD4 seja essencial, a sua subsequente interacc¢do, via gpl20, com um co-
receptor celular € imprescindivel para a ocorréncia de infeccdo. Os principais co-

receptores séo os receptores celulares de quimiocinas CCR5 e CXCR4.

Pégina 10



Introducéo

Apbs a ligagdo da particula viral ao receptor CD4, da-se uma alteragdo
conformacional na gp120, aumentando a sua afinidade para o co-receptor, ao qual se
liga. A ligacdo da gp120 ao co-receptor induz, por sua vez, alteracbes conformacionais
na glicoproteina viral gp4l, expondo o seu extremo N-terminal (também chamado de
péptido de fusdo). Estas alteracdes permitem a insercdo do péptido de fusdo na
membrana da célula hospedeira, o que conduz finalmente a sua fusdo com o invélucro
viral e, consequentemente, a libertacdo da capside viral no citoplasma da célula (Freed,
2001; Sierra et al., 2005; Freed & Martin, 2013).

1.1.4.2. Descapsidacéo, Transcri¢cdo Reversa, Importacdo Nuclear e Integracéo

Apds a entrada da capside no citoplasma da célula hospedeira, ocorre uma
descapsidacdo parcial. Este processo é facilitado pela proteina celular ciclofilina A, a
qual contribui também para a formacgdo do complexo de transcri¢do reversa (RTC, do
inglés reverse transcription complex). Este complexo é constituido pelo RNA
gendémico, e pelas proteinas virais RT, MA, CA, NC, IN e Vpr, a partir do qual ¢é
sintetizada uma molécula de DNA complementar de dupla cadeia (Freed, 2001; Freed &
Martin, 2013).

De um modo sucinto, a transcri¢do reversa tem inicio ap6s a ligacdo do primer
tRNA"2 celular ao sitio pbs (do inglés, primer binding site), localizado na extremidade
5’ do RNA gendmico, a partir do qual a RT transcreve uma cadeia de DNA de
polaridade negativa. Apds a sintese desta cadeia de DNA, o motivo RNaseH da RT
degrada a cadeia de RNA (que serviu de matriz), dando inicio a polimerizacdo da
segunda cadeia de DNA, de polaridade positiva, originando assim uma molécula de
DNA de dupla cadeia. Este DNA complementar de dupla cadeia associado as proteinas
virais MA, RT, IN e Vpr formam o complexo de pré-integracdo (PIC), que é
transportado, em associacdo com os microtubulos do citoesqueleto, até ao invoélucro
nuclear. A passagem do PIC através dos poros nucleares ocorre ap6s uma descapsidagao
total, sendo dependente de Vpr. A posterior integracdo do DNA viral no genoma da
célula hospedeira, dando origem ao provirus, € realizada pela IN viral e requer a ac¢éo
de proteinas celulares (Freed, 2001; Freed & Martin, 2013).
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1.1.4.3. Transcricéo, Exportagdo Nuclear do RNA Viral e Sintese Proteica

Apos a integragdo do DNA viral num cromossoma da célula hospedeira, 0 DNA
é utilizado como matriz para a transcricdo dos mRNAs virais que irdo codificar as
proteinas estruturais, reguladoras e acessorias. Dependendo do estado de activacdo da
célula hospedeira, o provirus pode permanecer silenciado ou transcricionalmente activo,
para a sintese eficiente de proteinas virais e de novas copias de RNA genomico. A
transcricdo inicia-se pela ligacdo da RNA polimerase Il celular a 5’-LTR viral,
produzindo-se, ao longo do tempo, um elevado numero de moléculas de RNA que
podem sofrer varios niveis de splicing (nenhum, parcial ou maltiplo). Os RNAs que ndo
sofrem splicing codificam as protefnas Pr55°% e Pr160°™ ou séo, mais tarde,
utilizados como RNA gendmico na génese de novos virides. Os mMRNAs maduros que
resultam de um splicing parcial tém entre 4,3 a 5,5 kb de comprimento e séo traduzidos
para dar origem as proteinas Env, Vif, Vpr e Vpu. Os mRNAs maduros que resultam de
um splicing multiplo, com tamanho compreendido entre 1,7 e 2 kb, s&o os primeiros a
ser produzidos, codificando as proteinas precoces Tat, Rev e Nef.

Apds a transcricdo e processamento dos diversos RNAs virais da-se a sua
exportacdo para o citoplasma (em alguns casos, dependente de Rev), onde é realizada a
traducdo dos varios mRNA virais, em momentos temporais bem definidos, produzindo-
se assim todas as proteinas essenciais para o ciclo replicativo (Freed, 2001; Freed &
Martin, 2013).

1.1.4.4. Morfogénese e Maturagao

Na fase tardia do ciclo replicativo, o processo de montagem de novas particulas
virais é entdo iniciado, no qual a poliproteina precursora Pr55°% tem um papel
fundamental. O componente MA é responsavel pela sua interaccdo com a membrana
celular, enquanto o componente NC promove a encapsidacdo do genoma viral.
Simultaneamente, da-se o transporte das glicoproteinas gp120 e gp4l (resultantes da
clivagem da gp160 por uma protease celular), via vesiculas do sistema de Golgi, para a
membrana celular. A gp4l associada & gp120 vai interagir com Pr55%%, permitindo
assim a sua acumulacdo ao nivel da membrana. Apds o processo de montagem das
particulas virais estar finalizado, da-se a sua libertacdo por gemulacéo, processo no qual

sd0 requeridas as proteinas virais p6°® e Vpu, iniciando-se o processo de maturacao
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promovido pela protease viral. A protease vai clivar as poliproteinas precursoras
Pr55%% e Pr160%9"° conduzindo a uma série de rearranjos estruturais, dando origem a
particulas virais maduras e, consequentemente, infecciosas (Freed, 2001; Freed &
Martin, 2013).

1.1.5. Diversidade genética do HIV-1

Filogeneticamente, o HIV-1 é classificado em quatro grupos (M, N, O e P),
como referido anteriormente, cujas distribuicdes geogréaficas variam consideravelmente.
O grupo O encontra-se limitado a individuos com origem na Africa Central,
essencialmente nos Camarfes, Gabdo e Guiné Equatorial. Por sua vez, 0s virus dos
grupos N e P foram apenas encontrados num pequeno ndmero de individuos nos
Camardes. O grupo M, pelo contrério, encontra-se distribuido por todo o mundo
(Takebe et al., 2008; Tebit & Arts, 2011; Hemelaar, 2012). Durante o curso da epidemia
do grupo M na populacdo humana, as sequéncias nucleotidicas virais foram divergindo
geneticamente, sendo necessario implementar um sistema de classificacdo (Hemelaar,
2012). Deste modo, o grupo M compreende nove subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K)
alguns dos quais, por sua vez, sdo ainda divididos em sub-subtipos. Estes ultimos
formam linhagens distintas dentro de um determinado subtipo, ndo tendo, no entanto,
um grau de divergéncia genético suficientemente elevado para serem classificados
como um novo subtipo (Robertson et al., 2000; Takebe et al., 2008; Hemelaar, 2012). O
subtipo A esta dividido em quatro sub-subtipos (Al, A2, A3 e A4), enquanto o F
compreende dois sub-subtipos (F1 e F2) (Tebit & Arts, 2011). Por outro lado, 0s
subtipos B e D deveriam corresponder a dois sub-subtipos, do mesmo subtipo genético,
pois estdo mais proximamente relacionados entre si do que com o0s restantes. No
entanto, a nomenclatura originalmente proposta foi mantida, de modo a permitir a
consisténcia dos artigos anteriormente publicados (Takebe et al., 2008).

O grupo M do HIV-1 inclui ainda numerosas formas genéticas recombinantes
entre subtipos distintos. Os eventos de recombinacdo genética estdo presentes nos
mecanismos normais de replicacdo dos retrovirus, desempenhando um papel muito
importante na geracdo de diversidade genetica. Para que ocorra a formacdo de virus
recombinantes é necessario que duas estirpes virais distintas infectem a mesma célula,

num evento simultdneo (co-infeccdo) ou sequencial (super-infeccdo) (Najera et al.,

Pagina 13



Introducéo

2002). Deste processo podem resultar novas particulas virais com genomas
heterodiméricos. Tendo em conta que no processo de transcri¢do reversa a RT alterna
frequentemente entre as duas moléculas de RNA do genoma viral, a presenca de
genomas heterodiméricos pode dar origem a genomas mosaico na progénie viral (Najera
et al., 2002; Takebe et al., 2008). Os virus recombinantes, entre os diferentes subtipos
do grupo M, podem ser designados por formas recombinantes circulantes, ou CRFs (do
inglés, circulating recombinant form), ou por formas recombinantes Unicas, ou URFs
(do inglés, unique recombinant form). As CRFs correspondem a virus com genomas
mosaico que foram identificados em diversos individuos, desempenhando um papel
importante na pandemia do HIV-1. Para que seja atribuida a categoria de CRF a uma
nova forma de genoma mosaico tém de ser analisados trés genomas virais completos, ou
dois genomas completos juntamente com um terceiro genoma parcial que contenha
diferentes segmentos gendmicos, provenientes de individuos ndo relacionados do ponto
de vista epidemiolégico (Robertson et al., 2000; Najera et al., 2002). As CRFs sao
designadas com um nudmero de identificacdo (nUmeros consecutivos por ordem de
descoberta), juntamente com os subtipos envolvidos (ex.: CRF02_AG). Quando na
presenca de mais de dois subtipos na origem do genoma mosaico atribui-se a
designacdo de cpx (do inglés, complex) (Robertson et al., 2000; Najera et al., 2002;
Takebe et al., 2008). As URFs correspondem a virus que apresentam um genoma
recombinante, identificado em apenas um individuo ou num grupo de individuos
relacionados a nivel epidemioldgico (Takebe et al., 2008). Até a data, estdo descritas 75
CRFs do grupo M do HIV-1 (Los Alamos National Laboratory, 2015a).

1.1.5.1. Mecanismos de diversidade genética

O HIV-1 apresenta uma diversidade genética elevada, tal como foi descrito
anteriormente. Esta caracteristica permite ao virus adaptar-se, contornando a pressao
selectiva exercida quer pelo sistema imunitario do hospedeiro, quer pela terapia anti-
retroviral (Santoro & Perno, 2013). Existem diversos factores que contribuem para a
extraordinaria heterogeneidade genética do HIV-1, nomeadamente:

= elevada taxa de mutacdo durante o processo de transcricdo reversa
(aproximadamente  3x10®° mutacBes/nucledtido/ciclo replicativo), incluindo, a

incapacidade da RT corrigir os nucleétidos incorrectamente incorporados na cadeia
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nascente (auséncia de actividade exonucleolitica 3’—5’, vulgarmente designada por
mecanismo de proofreading) (Cortez & Maldarelli, 2011; Hemelaar, 2012);

= elevada frequéncia de recombinacdo durante a transcricdo reversa (6-7
transferéncias de cadeia/sintese proviral) (Cortez & Maldarelli, 2011; Freed & Martin,
2013);

= elevada taxa de replicagdo in vivo, originando um elevado nimero de novos
virides produzidos (10° virides/dia), com tempos de semi-vida médios muito curtos
(Freed & Martin, 2013; Santoro & Perno, 2013).

Estes mecanismos levam a que, num individuo infectado com HIV-1, ocorra a
génese de uma populacdo viral, geneticamente heterogénea, composta por
micropopulaces virais distintas, mas geneticamente relacionadas entre si, a qual se da o

nome de quasiespecies (Domingo et al., 2012; Hemelaar, 2012).

1.1.5.2. Diversidade genética e distribuicdo mundial

O HIV apresenta padrbes epidemioldgicos bastante heterogéneos por todo o
mundo. Na Africa subsariana é onde se encontra uma maior diversidade genética. A
maioria dos subtipos, sub-subtipos e muitas CRFs foram reportados na Republica
Democratica do Congo e Camardes, sendo este facto consistente com a teoria de que o
HIV-1 teve origem neste local, disseminando-se depois para todo o mundo (Takebe et
al., 2008; Skar et al., 2011). A escala global, as formas genéticas mais prevalentes s&o
o0s subtipos C, A, B, G e D e as CRF02_AG e CRF01_AE, estimando-se que cerca de
metade dos individuos infectados o sejam pelo subtipo C (Takebe et al., 2008; Hemelaar
et al., 2011; Wainberg & Brenner, 2012). A sua distribuicdo global ndo €, no entanto, de
todo, homogénea, havendo alguns gendétipos predominantes em determinadas regides. O
subtipo C é predominante na Africa Meridional e Oriental e india; o subtipo A na
Europa Oriental, Africa Oriental e Asia Central; o subtipo B na América do Norte,
América Latina, Europa e Australia; o subtipo G e a CRF02_AG sdo dominantes na
Africa Ocidental e a CRFO1_AE nos paises do Sudeste Asiatico (Hemelaar et al., 2011;
Wainberg & Brenner, 2012).

Na Europa, segundo Abecasis et al. (2013), o subtipo B é predominante (66%),
seguido dos subtipos Al, C, G e as CRF02_AG e CRF01_AE. Contudo, a sua

distribuicdo geografica ndo € uniforme entre os diversos paises. A Polonia e a Eslovénia
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representam o0s paises com menor prevaléncia de subtipos ndo-B, contrariamente a
Portugal, um dos paises com maior percentagem destes subtipos. Em Portugal,
predominam os subtipos B e G (Esteves et al., 2002; Abecasis et al., 2013; Carvalho et
al., 2015), sendo os restantes gendétipos mais frequentes os subtipos C, F1, Al e as
CRF14 BG e CRF02_AG (Esteves et al., 2003; Pereira et al., 2014; Carvalho et al.,
2015).

1.1.6. Principais vias de transmissao

A maioria das infec¢cdes por HIV-1, em todo 0 mundo, ocorre por transmisséo
sexual. No entanto, existem outras vias de transmissdo importantes, tais como, a
transmissao vertical e a transmissdo parentérica (transfuses de sangue contaminado,
partilha de agulhas contaminadas, etc). O risco de transmisséo varia com as diferentes
vias de transmissdo e depende de diversos factores, nomeadamente, carga viral,
presenca de co-infeccBes (tais como, outras doencas sexualmente transmissiveis,
tuberculose, etc), factores comportamentais (uso de preservativo), entre outros. O
tratamento anti-retroviral conduz a uma diminuigdo significativa do risco de
transmissao (Skar et al., 2011; Kuritzkes & Koup, 2013).

1.1.6.1. Transmiss&o vertical

A transmissdo vertical, ou transmissdao mée-filho, é a principal causa de infeccdo
por HIV em criancas (Ahmad, 2011; da Silva et al., 2013). Na auséncia de terapia anti-
retroviral, o risco de transmissdo pode variar entre 0s 20 e 0s 40%, sendo que esta pode
ocorrer em trés fases distintas (da Silva et al., 2013; Rosenvinge & Doerholt, 2013):

= durante a gravidez (in utero) — mais comum no final da gestacdo, podendo
estar associada a um descolamento placentar;

= durante o parto — por contacto directo com sangue materno e/ou secrecfes
genitais;

= durante o periodo de aleitamento materno.

A taxa de transmissédo vertical pode ser reduzida para cerca de 2% se, durante a
gravidez, for realizada uma terapia anti-retroviral eficaz e, por sua vez, uma diminuigéo
significativa da carga viral (Cooper et al., 2002; Prieto et al., 2012). Outras medidas

incluem a administracdo de anti-retrovirais durante o parto, a realizagdo de cesariana
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electiva, a ndo realizacdo de amamentacdo natural e a administracdo de anti-retrovirais

ao recém-nascido (Thorne & Newell, 2007).

1.1.7. Gene pol
O gene pol, com cerca de 3000 ribonucledtidos, na estirpe de referéncia HXB2,
€ uma das regibes mais conservadas do genoma do HIV-1, codificando as enzimas
virais protease, transcriptase reversa e integrase, como referido anteriormente. Estas
enzimas desempenham funcbes essenciais no ciclo replicativo do HIV, sendo alvos
preferenciais da terapia anti-retroviral (Freed & Martin, 2013; Los Alamos National

Laboratory, 2015b). A protease, tema central neste estudo, é descrita em seguida.

1.1.8. Protease: estrutura e funcéo

A protease do HIV-1 pertence a familia das proteases asparticas, constituindo,
mais especificamente, uma aspartil protease retroviral (ou retropepsina), e representa
uma das enzimas proteoliticas mais estudadas nas ultimas décadas (Louis et al., 2007;
Konvalinka et al., 2015). A protease, na sua forma activa, apresenta-se como um
homodimero simétrico, constituido por duas subunidades idénticas de 99 aminoéacidos.
Esta estrutura dimérica € estabilizada pela interaccdo entre os terminais N e C de cada
monomero (posicdes aminoacidicas 1-4 e 96-99) e a sua dissociacdo leva a uma perda
completa da capacidade catalitica da protease (Mager, 2001; Konvalinka et al., 2015). O
centro activo da enzima é formado pela interacgdo entre as duas subunidades, sendo
composto pela triade catalitica Asp?-Thr®®-Gly*’, sequéncia altamente conservada nas
retropepsinas (Swanstrom & Wills, 1997; Turner & Summers, 1999; Mager, 2001). Os
dois residuos Asp® (um de cada cadeia) funcionam como residuos cataliticos.
Posicionadas acima do centro activo encontram-se duas regides flexiveis, denominadas
flaps (posi¢es aminoacidicas 43 a 58, em cada cadeia), que se abrem e fecham sobre o
centro activo (conformacdo aberta e fechada, respectivamente), permitindo a ligacdo e a
estabilizacdo do substrato ou inibidor (Freed & Martin, 2013; Konvalinka et al., 2015).
Resumidamente, a nivel estrutural existem trés regides fundamentais para a manutencao
da actividade catalitica da protease, nomeadamente, o centro activo, os flaps e a zona de

dimerizagéo (Figura 6) (Weber & Agniswamy, 2009).
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Estruturas flap

Centro activo
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Figura 6. Representacdo da estrutura tridimensional da protease do HIV-1, em conformacéo
aberta (a esquerda) e em conformacdo fechada (a direita) [Adaptado de (Konvalinka et al.,
2015)].

A protease desempenha um papel fundamental no ciclo replicativo do HIV-1. E
responsavel pela clivagem proteolitica das poliproteinas Pr55°% e Pr160°9"° dando
origem as proteinas estruturais (MA, CA, NC e p6) e as enzimas virais (RT, PR e IN).
Este processo, denominado maturacdo, leva a alteracdes conformacionais na particula
viral em formacéo e € indispensavel para a formagdo de particulas virais infecciosas
(Kohl et al., 1988). A inactivacdo da protease conduz a producdo de particulas virais
defectivas, tornando-a um excelente alvo terapéutico para o desenvolvimento de

inibidores anti-retrovirais (Pokorna et al., 2009; Weber & Agniswamy, 2009).

1.2. Terapia anti-retroviral

O progresso da terapia anti-retroviral para o HIV constitui um dos maiores
sucessos na historia das doencas infecciosas (Looney et al., 2015). Inimeros avancgos no
tratamento da infeccdo pelo HIV ocorreram desde a aprovagdo do primeiro farmaco
anti-retroviral (zidovudina, AZT), em 1987, até aos dias de hoje, destacando-se a
introducdo da terapia anti-retroviral de alta eficacia (HAART, do inglés highly active
antiretroviral therapy) em 1996 (Montaner et al., 2010; Looney et al., 2015). A
HAART permitiu uma diminuic¢do significativa da taxa de mortalidade e morbilidade
dos individuos infectados com o HIV, possibilitando que uma infeccao invariavelmente
fatal se tornasse numa infecgdo potencialmente cronica (Volberding & Deeks, 2010;
Skar et al., 2011; Cotte et al., 2014).
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Actualmente, a terapia anti-retroviral é simples, potente e geralmente bem
tolerada, tendo como principal objectivo diminuir a replicacdo do virus, ndo permitindo
a sua evolucdo nem o desenvolvimento de resisténcias aos anti-retrovirais. Para isso, 0s
niveis de RNA viral circulante (ou carga viral), devem manter-se abaixo dos niveis de
deteccdo dos testes laboratoriais disponiveis para a sua quantificacdo. A terapia anti-
retroviral pretende, também, concorrer para um aumento da contagem de linfocitos T
CD4", melhorando a fungéo do sistema imunitario, diminuir a morbilidade e o risco de
transmissdo e melhorar a qualidade e a esperanca média de vida dos individuos
infectados (Volberding & Deeks, 2010; US. Department of Health and Human Services
et al.,, 2013; Pau & George, 2014; Looney et al., 2015). Os farmacos utilizados na
terapia anti-retroviral ttm como alvo diversas etapas do ciclo replicativo do HIV-1,

sendo classificados de acordo com a denominacdo indicada na Tabela 4.

Tabela 4. Descricdo do modo de accdo das classes terapéuticas utilizadas na terapia anti-
retroviral do HIV-1 (Pau & George, 2014).

Classes terapéuticas

Inibidores de entrada

Antagonista do co-receptor CCR5
(Maraviroc)

Liga-se ao co-receptor CCR5 presente na

Inibidor de fuséo (Enfuvirtide)

Liga-se a gp41 do HIV, inibindo a fusdo

membrana celular da célula hospedeira, | do involucro viral com a membrana

blogueando a sua interac¢gdo com a gp120 | celular da célula hospedeira.

viral.

Inibidores da transcriptase reversa

Analogos de nucledsidos/nucleétido -
N(t)RTIs

Nao analogos de nucledsidos - NNRTIs

Inibidores competitivos da RT, pois
competem com o0s nucle6tidos celulares
durante a polimerizacdo da nova cadeia
de DNA complementar. A sua estrutura
molecular impede que novos nucledtidos
sejam adicionados & cadeia nascente,
interrompendo assim a reaccdo de

polimerizacdo (Looney et al., 2015).

Inibidores ndo competitivos da RT.
Ligam-se directamente a uma regido
hidrofébica da

préxima do seu centro activo, induzindo

transcriptase  reversa,
alteraces conformacionais na enzima que
inibem a sua accdo (Cortez & Maldarelli,
2011; Looney et al., 2015).
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Inibidores da integrase
Inibem a formacdo de ligacGes covalentes entre as extremidades do DNA

complementar viral e 0 DNA do hospedeiro, bloqueando assim a integracdo e a
consequente formag&o do provirus (Looney et al., 2015).

Inibidores da protease
S&o inibidores competitivos que se ligam ao centro activo da protease, bloqueando a

sua actividade enzimatica. Deste modo, a protease é incapaz de processar

proteoliticamente as poliproteinas precursoras virais, resultando em particulas virais

imaturas, ndo infecciosas (Ali et al., 2010).

A HAART consiste na combinagdo de, pelo menos, trés farmacos distintos de
duas ou mais classes terapéuticas incluindo, preferencialmente, dois NRTIs (inibidores
nucleosidicos da transcriptase reversa, do inglés nucleoside reverse transcriptase
inhibitors), que apresentem um efeito sinérgico, juntamente com um farmaco de uma
outra classe (Volberding & Deeks, 2010; US. Department of Health and Human
Services et al., 2013; Pau & George, 2014). Actualmente, estdo aprovados pela FDA
(do inglés, Food and Drug Administration) 26 farmacos para o tratamento anti-
retroviral do HIV-1 (AIDSinfo, 2015), a partir dos quais foram formuladas algumas
combinagles de dose “fixa”. Estas combinam trés farmacos anti-retrovirais de uma ou
mais classes terapéuticas, ou dois farmacos de uma mesma classe, num Unico
comprimido, possibilitando a disponibilizacdo de diversos regimes terapéuticos, cuja
seleccdo devera ser individualizada. Para tal, devem ser tidos em conta diversos
factores, nomeadamente, efeitos adversos, interac¢bes farmacoldgicas, presenca de
outras patologias, gravidez e nivel potencial de adesdo a terapéutica. Este Gltimo é
fundamental na terapia anti-retroviral, pois uma toma descontinuada dos farmacos leva
a uma incompleta supressao viral e, por sua vez, ao aparecimento de estirpes resistentes,
limitando as opcdes futuras (Tsibris & Hirsch, 2010; Volberding & Deeks, 2010; Pau &
George, 2014).
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1.2.1. Regimes terapéuticos para prevencao da transmissao vertical

A prevencdo da transmissdo vertical (ou transmissdo mée-filho) tem evoluido
bastante ao longo das ultimas décadas, com a implementacdo de recomendacbes
universais de diagnostico e tratamento em mulheres gravidas infectadas pelo HIV-1. A
maioria das recomendacgdes terapéuticas para prevencdo da transmissdo vertical tem
dois objectivos principais:

» 0 tratamento da mae infectada pelo HIV-1;

= a profilaxia para diminuir o risco de transmissdo perinatal de HIV-1 (European
Centre for Disease Prevention and Control, 2012; World Health Organization, 2013;
Panel on Treatment of HIV-infected pregnant women and prevention of perinatal
transmission, 2014).

A terapia anti-retroviral é recomendada para todas as mulheres gravidas,
independentemente da carga viral e da contagem de linfocitos T CD4" (Panel on
Treatment of HIV-infected pregnant women and prevention of perinatal transmission,
2014). Geralmente, o tratamento recomendado para prevencdo da transmissdo vertical €
igual ao utilizado para as mulheres ndo gravidas. No entanto, o regime terapéutico
seleccionado deve ser individualizado, tendo em conta a carga viral, a realizacdo de
terapia anti-retroviral anterior, possiveis efeitos adversos para a mée e/ou para o feto e
interaccOes medicamentosas (European Centre for Disease Prevention and Control,
2012; Panel on Treatment of HIV-infected pregnant women and prevention of perinatal
transmission, 2014; Programa Nacional para a Infec¢do VIH/SIDA, 2015). Para além de
ser realizada profilaxia durante a gravidez, esta também deve ser mantida durante o
parto e no periodo de aleitamento materno (nos casos em que este ndao possa ser evitado)
(World Health Organization, 2013; Panel on Treatment of HIV-infected pregnant
women and prevention of perinatal transmission, 2014; Programa Nacional para a
Infeccdo VIH/SIDA, 2015).

Em Portugal, o Programa Nacional para a Infeccdo VIH/sida publicou, em 2015,
as Recomendacdes Portuguesas para o tratamento da infeccdo por VIH-1 e VIH-2
(Programa Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015). Estas englobam as medidas para

a prevencdo da transmissdo mae-filho, as quais séo descritas em seguida.
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1.2.1.1. Profilaxia pré-parto

O tratamento de uma mulher gravida, sem experiéncia prévia de terapia anti-
retroviral, deve ser iniciado entre as 10 e as 12 semanas de gestacdo (excepto em casos
de imunossupressao grave ou carga viral elevada, nos quais se deve iniciar mais cedo).
Os regimes terapéuticos recomendados sdo constituidos por dois NRTIs e um PI
(inibidor da protease, do inglés protease inhibitor) potenciado (com ritonavir). Para 0s
NRTIs sdo aconselhadas uma das seguintes coformulacbes: AZT+3TC (zidovudina +
lamivudina), TDF+FTC (tenofovir disoproxil fumarato + emtricitabina) ou ABC+3TC
(abacavir + lamivudina). Relativamente aos Pls, sdo aconselhados: LPV/r (lopinavir),
SQV/r (saquinavir) ou ATV/r (atazanavir).

Ha, no entanto, casos particulares para 0s quais estas recomendacgdes
terapéuticas poderdo ter que ser ajustadas, nomeadamente:

= Gravidas sob terapia anti-retroviral antes da concep¢do — deve manter-se o
mesmo regime terapéutico (se eficaz);

= Gravidas sem terapia actual, mas com historico de terapia anti-retroviral — deve
ter-se em consideracdo os farmacos utilizados no regime terapéutico anterior e a
possivel presenca de mutacfes genéticas associadas a resisténcia;

= Gravidas com diagndstico tardio ou sem terapia anti-retroviral ap6s as 28
semanas de gestacdo — deve iniciar-se, 0 mais rapidamente possivel, a terapia anti-
retroviral (em casos de carga viral elevada, ponderar a utilizacdo de raltegravir)
(Programa Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015).

1.2.1.2. Profilaxia intraparto

Nas recomendacdes terapéuticas actuais, a administracdo (por via endovenosa)
de AZT intraparto deixou de ser necessaria em gravidas sob terapia anti-retroviral, com
carga viral <1000 cépias de RNA/mI e boa adeséo a terapéutica. Em todas as outras
situacbes, como por exemplo, a presenca de factores de risco (hemorragia por
descolamento placentar, entre outros), a administracdo deve ser mantida. Nos casos em
que as mulheres gravidas apresentem uma carga viral detectavel (>1000 cépias de
RNA/mI) devera ponderar-se a toma de AZT juntamente com uma dose unica de NVP
(nevirapina) no inicio do trabalho de parto (Programa Nacional para a Infeccdo
VIH/SIDA, 2015).
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1.2.1.3. Profilaxia pds-parto

Em todos os recém-nascidos é efectuada profilaxia que, dependendo da situacdo
clinica, pode ser realizada em regime de monoterapia (AZT) ou em regime combinado
(AZT + 3TC + NVP). Geralmente a profilaxia é realizada durante quatro semanas.

Ap0s o parto, recomenda-se fortemente que o aleitamento materno seja evitado.
Assim sendo, a suspensdo da terapia anti-retroviral pode ser considerada em mulheres
que ndo tinham indicacdo para iniciar terapia antes da gravidez, segundo as
recomendacdes no adulto (ou seja, com contagem de linfécitos T CD4* >500/mm? e
sem qualquer sintoma). Esta decisdo deve ser tomada durante a gravidez, tendo em
conta diversos factores, nomeadamente, o estatuto seroldgico do parceiro, a adesdo a
terapia durante a gravidez, entre outros. Ao suspender a terapia anti-retroviral na mae, a
semi-vida dos farmacos deve ser tida em consideracdo, para evitar monoterapia
funcional e, consequentemente, o risco de desenvolvimento de resisténcias (Programa
Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015).

1.2.2. Inibidores da protease

Tendo em conta o papel fundamental que a protease desempenha na maturagéo
do HIV e, consequentemente, na formacdo de particulas virais infecciosas, 0
desenvolvimento de inibidores especificos da protease foi um sucesso na historia da
terapia anti-retroviral (Pokorné et al., 2009; Weber & Agniswamy, 2009; Wensing et
al., 2010). Os PlIs sdo inibidores competitivos, como ja foi referido anteriormente, que
se ligam com uma elevada afinidade ao centro activo da enzima (Weber & Agniswamy,
2009; Wensing et al., 2010). Todos sdo peptidomiméticos, a excepcdo do tipranavir
(TPV), comportando-se como substratos naturais da protease (Wensing et al., 2010;
Menéndez-Arias, 2013). No entanto, a sua estrutura quimica ndo permite que sejam
clivados proteoliticamente e, por conseguinte, permanecem ligados a protease
(conformacdo fechada), impedindo o processamento das poliproteinas virais (Figura 7)
(Weber & Agniswamy, 2009; Ali et al., 2010; Wensing et al., 2010).
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Figura 7. Representagcdo genérica do modo de acgdo dos inibidores da protease. Demonstra o
blogueio da maturacdo do HIV-1, ndo ocorrendo alteragcGes conformacionais na particula viral,
0 que impede a aquisi¢do de infecciosidade [Adaptado de (Konvalinka et al., 2015)].

Actualmente, sdo nove os inibidores da protease aprovados pela FDA para o
tratamento anti-retroviral, nomeadamente: saquinavir (SQV), indinavir (IDV), ritonavir
(RTV), nelfinavir (NFV), lopinavir (LPV), atazanavir (ATV), fosamprenavir (FPV),
tipranavir (TPV) e darunavir (DRV) (AIDSinfo, 2015). Embora estes farmacos sejam
bastante eficazes, todos eles apresentam o inconveniente de se ligarem a proteinas
plasmaticas, levando a uma diminuicdo da sua concentracdo plasmatica (Pokorna et al.,
2009). Esta limitacdo pode ser superada pela administragdo concomitante com um
potenciador farmacocinético ou booster. O RTV, acima mencionado, é um potente
inibidor do citocromo P450 3A4, diminuindo o metabolismo dos restantes Pls e, desta
forma, aumentando a sua concentracdo no plasma e nos tecidos. Assim, o RTV, embora
originalmente tenha sido desenvolvido como um PI, nos regimes terapéuticos actuais, é
apenas utilizado como potenciador farmacocinético, sendo co-administrado em
concentragdes sub-terapéuticas com outro PI, de modo a potenciar a sua actividade anti-
retroviral (Zeldin & Petruschke, 2004; Pokorna et al., 2009; Pau & George, 2014). Os
regimes terapéuticos que incluem um Pl potenciado (boosted PI) apresentam niveis
elevados de supressdo viral, pelo que estes farmacos constituem hoje componentes
essenciais da HAART. No entanto, estdo, por vezes, associados a disturbios
metabolicos, destacando-se a dislipidemia, hiperglicemia, resisténcia a insulina e

lipodistrofia. Além disso, podem causar doengas cardiovasculares, nefrotoxicidade,
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hiperbilirrubinemia e aumento das enzimas hepaticas (Wensing et al., 2010; Pau &
George, 2014).

A pesquisa de novos inibidores da protease tem sido constante e tem como
objectivo potenciar a sua eficacia contra estirpes virais resistentes, bem como, melhorar
as propriedades farmacocinéticas e reduzir os efeitos adversos. Nos ultimos anos, tém
sido estudados alguns compostos que se ligam a regides fora do centro activo da
enzima, tal como os flaps (interferindo com a funcionalidade da enzima) ou os terminais
N e C de cada monomero (impossibilitando a dimerizacdo da protease) (Pokorna et al.,
2009).

1.3. Resisténcia associada aos anti-retrovirais

Apesar do sucesso da HAART, a emergéncia de resisténcias aos anti-retrovirais
representa uma profunda limitacdo para a terapia actual (Cortez & Maldarelli, 2011,
Menéndez-Arias, 2013). Diversos factores, quer sejam virais, farmacologicos, ou do
hospedeiro, podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcias. O HIV-1
apresenta uma elevada diversidade genética, tal como foi ja referido, devido a sua
elevada taxa de mutacdo e recombinacdo durante o processo de transcricdo reversa,
potenciada pela elevada taxa replicativa in vivo. Assim sendo, a populacdo viral num
individuo infectado consiste num conjunto complexo de estirpes virais, geneticamente
aparentadas, mas heterogéneas (quasiespecies), a partir do qual podem emergir estirpes
resistentes aos anti-retrovirais (Cortez & Maldarelli, 2011; Menéndez-Arias, 2013;
Santoro & Perno, 2013). Outros factores, como a fraca adesdo a terapéutica por parte
dos individuos infectados ou interaccBes medicamentosas que alterem os tempos de
semi-vida dos anti-retrovirais, podem dar origem a uma incompleta supressao viral e,
consequentemente, ao desenvolvimento de virus resistentes. A seleccdo de estirpes
virais resistentes depende, ainda, de factores como o fitness viral da estirpe com a nova
mutacdo ou a chamada “barreira genética” (numero minimo de mutagfes necessarias
para aquisicao de resisténcia fenotipica), caracteristica de cada classe de farmacos anti-
retrovirais (Cortez & Maldarelli, 2011; Skar et al., 2011; Gotte, 2012; Menéendez-Avrias,
2013). Em suma, a presenca de mutacOes que permitam a replicagdo de uma

determinada estirpe viral, sob regime terapéutico, levam a que esta se torne rapidamente
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dominante, resultando, consequentemente, na falha da terapia anti-retroviral. H4, no
entanto, individuos que sem nunca terem sido submetidos a terapia anti-retroviral
(individuos naive) apresentam virus com mutacdes de resisténcia. Estes casos,
associados a transmissdo directa de virus resistentes, limitam bastante as opcOes de
tratamento e representam um grave problema de salde publica.

O estudo de mutagdes associadas a resisténcia baseia-se, principalmente, no
subtipo B, embora este represente actualmente apenas cerca de 10% das infeccGes de
HIV-1 (Takebe et al., 2008; Hemelaar et al., 2011). Este facto é devido a predominancia
do subtipo B nos paises onde a terapia anti-retroviral e os métodos de deteccdo de
mutacdes de resisténcia foram primeiramente disponibilizados. Embora tudo indique
que a terapia anti-retroviral seja eficaz contra todos os subtipos do grupo M do HIV-1,
diversos estudos indicam que a divergéncia genética entre os subtipos pode resultar em
diferentes padrOes de resisténcia aos anti-retrovirais. Este facto pode conduzir a
dificuldades na interpretacdo das mutacOes associadas a resisténcia, ou mesmo, a
resultados duvidosos, de acordo com os diferentes algoritmos de interpretacao
utilizados. Assim sendo, é essencial compreender cada vez melhor o modo como a
diversidade genética entre os diferentes subtipos pode afectar a resposta aos anti-
retrovirais (Lessells et al., 2012; Wainberg & Brenner, 2012; Santoro & Perno, 2013).

1.3.1. Monitorizacdo de mutacdes de resisténcia aos anti-retrovirais

Os testes de susceptibilidade aos anti-retrovirais sdo recomendados nos casos de
infeccdo aguda, “faléncia viroldgica”, supressdo viral incompleta e antes da
implementacdo da terapéutica anti-retroviral. Estes devem ser também realizados em
todas as mulheres gravidas, antes do inicio da terapéutica ou se a gravidez ocorrer
durante o seu decurso, sempre que haja carga viral detectavel (Panel on Antiretroviral
Guidelines for Adults and Adolescents, 2015). Os testes de susceptibilidade aos anti-
retrovirais podem ser divididos em dois grupos: genotipicos e fenotipicos. Os testes
genotipicos permitem identificar as mutacfes responsaveis pela resisténcia aos anti-
retrovirais presentes nos genes virais mais relevantes (genes pol e env). Estes testes
baseiam-se na sequenciacdo nucleotidica do DNA complementar obtido por RT-PCR
(do inglés, reverse transcription-polymerase chain reaction) a partir do genoma viral,

no qual sdo identificadas e analisadas as mutagdes, por comparagdo com sequéncias
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padrdo. Existem diversas ferramentas disponiveis online que auxiliam na sua
interpretacdo, nomeadamente, compilagdes com as mutagcOes associadas a resisténcia
que vao sendo descritas na literatura (disponivel, por exemplo, através da International
Antiviral Society USA — IAS-USA) e algoritmos informaticos, ou manuais, que
permitem a elaboracdo de um relatério com as mutagdes presentes na sequéncia
nucleotidica e estimam qual o grau de susceptibilidade para cada farmaco, de acordo
com a sua classe terapéutica (por exemplo, Stanford HIVdb Program, HIV-GRADE,
Geno2pheno, ANRS, REGA, entre outros) (Vercauteren & Vandamme, 2006; Cortez &
Maldarelli, 2011; Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2015).
Os testes fenotipicos avaliam a capacidade replicativa do virus na presenca de diferentes
concentracdes de farmacos anti-retrovirais. Tal como nos testes genotipicos, é realizada
a amplificacdo das porcdes relevantes do genoma viral por RT-PCR, sendo o0s
amplicdes obtidos clonados num vector plasmidico de HIV-1, originando um clone
molecular infeccioso que, no sistema celular adequado (linha de células permissivas), da
origem a particulas virais recombinantes infecciosas. Estas, bem como o virus
selvagem, de referéncia, sdo utilizadas para a infeccdo de culturas celulares expostas a
diferentes concentracdes do farmaco. De seguida, é calculada a concentracdo do
farmaco necesséria para inibir 50% da replicacdo viral (ICsg), em cada um dos casos. O
récio entre as ICsp do virus recombinante e do virus selvagem permite avaliar o nivel de
susceptibilidade ao farmaco apresentado pelo primeiro (Cortez & Maldarelli, 2011;
Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2015).

Os testes genotipicos sdo os mais utilizados devido ao seu baixo custo e a
rapidez de resposta, apresentando, também, uma maior sensibilidade para a deteccao de
resisténcia emergente. Por outro lado, os testes fenotipicos sdo mais vantajosos no caso
de novos anti-retrovirais (ndo é necessario ter um conhecimento prévio das mutacdes
associadas a resisténcia), assim como na avaliagdo de padrdes de mutagdo mais
complexos, dado que estimam directamente o efeito liquido conferido pela presenca de
mutacdes multiplas (Vercauteren & Vandamme, 2006; Panel on Antiretroviral
Guidelines for Adults and Adolescents, 2015). No entanto, ambos apresentam
limitacOes relativamente a deteccdo de estirpes resistentes minoritarias presentes na
quasiespecies viral e, alem disso, fazem uma avaliacdo individual para cada farmaco,

enquanto a terapéutica actual se baseia, na maioria dos casos, na combinagdo de trés ou
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mais farmacos (Vercauteren & Vandamme, 2006; Panel on Antiretroviral Guidelines for
Adults and Adolescents, 2015).

1.3.2. Mecanismos de resisténcia aos inibidores da protease

A fixacdo de certas mutacOes na regido codificante da protease permite que a
enzima se torne menos susceptivel aos seus inibidores, continuando, no entanto, a
reconhecer e a processar 0s seus substratos naturais (poliproteinas Gag e Gag-Pol)
(King et al., 2004; Ali et al., 2010). Existem diversas mutagdes que conferem resisténcia
aos Pls, as quais sdo classificadas em mutacGes principais e acessorias (Figura 8). As
mutagdes principais (ou major) sdo, geralmente, as primeiras a ser seleccionadas na
presenca do farmaco e conferem um elevado nivel de resisténcia. Porém, levam a uma
perda da eficiéncia catalitica e, por sua vez, a uma diminui¢do do fitness viral. As
mutaces acessdrias (ou minor) surgem, normalmente, mais tarde e, por si s, ndo
conduzem a alteracBes fenotipicas significativas. Contudo, na presenca de mutagdes
major, melhoram a estabilidade e a actividade enzimatica e, por conseguinte, aumentam
a capacidade replicativa do virus (Weber & Agniswamy, 2009; Menéndez-Arias, 2013;
Wensing et al., 2015). Algumas destas mutacdes acessdrias estdo presentes como

alteracOes polimdrficas comuns em subtipos ndo-B do HIV-1.

Figura 8. Representagdo esquemética das posi¢des aminoacidicas na protease associadas a
resisténcia aos inibidores da protease. As mutacdes principais e acessdrias sdo apresentadas nas
esferas vermelhas e azuis, respectivamente [Adaptado de (Konvalinka et al., 2015)].
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Consoante o local na regido codificante da protease onde as mutagdes ocorram,
afectando, nomeadamente, o centro activo e/ou os flaps, diferentes mecanismos podem
estar na origem de resisténcia aos Pls. Destes, destacam-se as mutacGes que alteram
directamente a interaccao entre a protease e o inibidor, levando a uma diminuicdo da
eficiéncia do farmaco. Por outro lado, ha mutacfes que conduzem a uma perda de
estabilidade da estrutura molecular da enzima, podendo afectar a interaccdo com o
inibidor (Weber & Agniswamy, 2009; Ali et al., 2010).

As mutacOes associadas a resisténcia aos Pls ndo estdo, no entanto, somente
delimitadas a regido codificante da protease. Muta¢Bes nos locais de clivagem da
poliproteina Gag, nomeadamente, NC/pl e pl/p6, estdo fortemente associadas a
resisténcia a diversos Pls. Estas mutacdes induzem uma adaptacdo do substrato a
enzima, melhorando a sua ligacao e o seu processamento proteolitico. Inimeros estudos
descrevem que, em associagdo com mutacOes especificas na protease, originam um
aumento da capacidade replicativa do HIV (Weber & Agniswamy, 2009; Cortez &
Maldarelli, 2011; Fun et al., 2012; Konvalinka et al., 2015). Dados preliminares de um
estudo recente sugerem que varias mutacdes que afectam a cauda citoplasmatica de
gp41 podem igualmente ser responséveis pela reduzida susceptibilidade aos Pls em
alguns individuos (Rabi et al., 2013).

1.3.3. Caracterizacao de mutacGes associadas a resisténcia aos inibidores da
protease

O desenvolvimento de resisténcia aos Pls é causado pela acumulacédo de diversas
mutacdes de resisténcia que podem ser classificadas como principais ou acessorias,
como referido anteriormente. Dependendo da mutagdo em causa, as mutagdes principais
podem causar resisténcia a um ou mais Pls. Estas afectam normalmente o centro activo
da enzima, alterando a ligacdo do inibidor a protease (por exemplo, D30N, G48V,
I50L/V, V82A/F/T, 184V) (Ali et al., 2010; Menéndez-Arias, 2013). Como se viu, as
mutacdes principais levam a uma diminuicdo da capacidade catalitica da protease, a
qual pode ser restabelecida com a selecgdo de mutagdes acessorias. Estas ocorrem em
posi¢des aminoacidicas situadas fora do centro activo da protease.

Periodicamente, a IAS-USA publica uma compilagdo comentada das mutacdes

associadas a resisténcia aos anti-retrovirais, baseada numa busca sistematizada das
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fontes bibliogréficas e dos resultados disponiveis de estudos diversos na area. Os dados
disponibilizados tém como objectivo ajudar os profissionais de salde na identificacdo
de mutacBes-chave associadas a resisténcia aos anti-retrovirais e, portanto, na tomada de
decisbes de caracter clinico. As mutacGes associadas a resisténcia aos Pls sdo

apresentadas na Figura 9 (Wensing et al., 2015).
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Figura 9. Representacdo do painel de mutagdes da regido codificante da protease, compilado
pela IAS-USA, associadas a resisténcia aos inibidores da protease licenciados pela FDA. Séo
apresentadas as mutacGes principais (a negrito) e acessorias, com indicacdo da posicdo
aminoacidica, tendo como referéncia o subtipo B de HIV-1. S8o indicados os aminoacidos
presentes no virus selvagem (letra acima da posi¢d0) e os amino&cidos presentes no virus
mutado (letra(s) abaixo da posi¢do) [Adaptado de (Wensing et al., 2015)].
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1.4. Objectivos

O presente estudo teve como objectivos principais:

= Caracterizar a diversidade genética da regido codificante da protease numa
amostra populacional de mulheres multiparas infectadas pelo HIV-1;

= Identificar mutagdes de resisténcia associadas aos inibidores da protease;

= Analisar a evolucdo de sequéncias obtidas para cada caso, no contexto da
eventual seleccdo das mutacOes de resisténcia, em funcdo do cumprimento de um ou
mais regimes terapéuticos durante a gravidez e dos respectivos farmacos;

= Investigar a presenca de polimorfismos genéticos na regido codificante da
protease nas estirpes virais analisadas e estimar a sua prevaléncia;

= Correlacionar a presenca dos polimorfismos genéticos encontrados com 0s

subtipos genéticos descritos.
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2.1.Desenho do estudo
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2.2. Caracterizacdo da amostra populacional estudada

O presente estudo incluiu 34 mulheres multiparas infectadas com o HIV-1, as
quais foi efectuada colheita de sangue periférico, por puncéo venosa, 24 a 48 horas apds
0 nascimento de cada filho. Das mulheres em estudo, 32 foram mdes de dois filhos,
enquanto duas foram mées de trés filhos, em periodos de tempo varidveis, obtendo-se
assim um total de 70 amostras de sangue periférico maternas. Para cada amostragem
foram colhidos 3 a 5 ml de sangue total (para tubos contendo anticoagulante EDTA)
que foram enviados para o Laboratorio Nacional de Referéncia HIV e Hepatites B e C
do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), entre 1999 e 2008, no ambito
de um protocolo para o diagnéstico precoce da transmissédo vertical da infeccdo pelo
HIV.

Ap0s consulta em base de dados do laboratério pela respectiva responsavel,
foram fornecidos diversos dados relevantes, nomeadamente a idade e a nacionalidade
das mulheres, 0 ano do parto, indicacdo da realizacdo de terapia anti-retroviral e, caso
aplicavel, o regime terapéutico efectuado durante a gestacdo. Assim, as mulheres
incluidas tinham uma idade compreendida entre os 17 e 0s 36 anos (no nascimento do
primeiro filho) e a sua nacionalidade era, na maioria, portuguesa (n=22), sendo as
restantes angolanas (n=8), mog¢ambicanas (n=3) e de nacionalidade desconhecida (n=1).
Relativamente a realizacdo de terapia anti-retroviral, seis mulheres ndo efectuaram
qualquer profilaxia durante a primeira gravidez, sendo que destas, duas também nao
efectuaram qualquer terapia durante a segunda gestacdo. A terapia anti-retroviral
realizada durante a gravidez foi diferente entre as mulheres e, por vezes, de gestacao
para gestacdo. Os regimes terapéuticos administrados as diversas mulheres em estudo
incluiram sempre dois NRTIs que serdo, em diante, denominados como tratamento
base. Este foi administrado isoladamente ou conjugado com um NNRTI (inibidor ndo
nucleosidico da transcriptase reversa, do inglés non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitor) e/ou um PI. Dependendo da natureza e ndmero dos farmacos utilizados,
foram, portanto, realizados trés regimes terapéuticos distintos, nomeadamente:
tratamento base, tratamento base + NNRTI ou Pl ou tratamento base + NNRTI + PI.

Por ultimo, foram ainda recolhidos dados referentes a ocorréncia de transmisséo

vertical do HIV-1, tendo-se esta verificado para trés dos recém-nascidos.
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O estudo aqui descrito, baseado em sobras de material biolégico (DNA), sem

qualquer outro préstimo, foi retrospectivo, andnimo e ndo relacionavel.

2.3. ldentificacdo e processamento das amostras biologicas

Neste estudo, a identificacdo das amostras foi efectuada tendo por base um
numero de codigo atribuido a cada mulher em estudo e os respectivos partos. Ou seja,
apos o prefixo PT (de Portugal), a cada amostra foi atribuido um nimero e a letra A, B,
ou C, consoante a amostra de sangue periférico materno fosse correspondente ao
nascimento do primeiro, segundo ou terceiro filho, respectivamente. Deste modo, as
amostras incluidas neste estudo tém a seguinte identificacdo: PT_3A, PT_3B, PT_4A,
PT 4B, PT_4C, PT_5A, PT 5B, PT_6A, PT 6B, PT 8A, PT 8B, PT 9A, PT 9B,
PT_10A, PT_10B, PT_13A, PT_13B, PT_17A, PT_17B, PT_17C, PT_20A, PT_20B,
PT_24A, PT_24B, PT_27A, PT_27B, PT_29A, PT_29B, PT_32A, PT_32B, PT_33A,
PT_33B, PT_37A, PT_37B, PT_38A, PT_38B, PT_43A, PT_43B, PT_45A, PT_45B,
PT _47A, PT_47B, PT_48A, PT _48B, PT_52A, PT _52B, PT_53A, PT_53B, PT_54A,
PT_54B, PT_55A, PT 55B, PT 56A, PT 56B, PT 57A, PT_57B, PT_58A, PT 58B,
PT_60A, PT_60B, PT_65A, PT_65B, PT_66A, PT_66B, PT_68A, PT_68B, PT_71A,
PT_71B, PT_72A e PT_72B.

Apos a chegada das amostras de sangue ao INSA foi feita a separacdo das
células mononucleadas do sangue periférico (CMSP) por gradiente de densidade (World
Health Organization, 2002), sendo estas mantidas a -80°C até a sua utilizacdo. A partir
das CMSP foi realizada a extraccdo do DNA total utilizando, para isso, o kit QlAamp®
DNA Blood (QIAGEN, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante (Espinheira,
2013). Para a elaboracédo do presente estudo, aliquotas das amostras de DNA purificado
foram gentilmente cedidas ao Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT), tendo
sido conservadas a -20°C até ao seu processamento.

Depois da sua recep¢do, procedeu-se a analise das amostras de DNA purificado,
ap6s migracao por electroforese em gel de agarose (Seakem® LE, Lonza, EUA), tendo
como finalidade avaliar a sua qualidade, assim como, estimar a sua concentragdo

aproximada. A electroforese decorreu em gel de agarose a 1% (p/v), em tampao TAE
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(Tris-Acetato-EDTA) 0,5x (Anexo 1), com brometo de etideo (0,5 pg/ml), sendo
aplicado 1 pl de cada amostra juntamente com tampé&o de aplicagéo (Anexo 1).

2.4. Amplificacdo por nested PCR dupla da regido codificante da
protease no gene pol

2.4.1. Seleccao dos primers

Para proceder a amplificacdo da regido codificante da protease (PR), a partir do
DNA proviral, foram utilizados primers adaptados (Videira e Castro, 2010) a partir do
protocolo implementado por Steegen et al. (2006). Com o intuito de melhorar a
eficiéncia da reaccdo de amplificacdo (sensibilidade e especificidade) foram efectuadas
diversas experiéncias prévias de PCR, conjugando varias combinacGes entre 0s primers
externos (Gag2, PR2, RT137 e RT3303) aplicados no protocolo referido, utilizando
como matriz 0 DNA proviral extraido da linha celular 8E5/LAV (HIV-1) (Folks et al.,
1986; Gendelman et al., 1987). De acordo com os resultados obtidos nas diversas
reaccOes de PCR (dados ndo mostrados) estabeleceu-se que os primers a utilizar neste
trabalho seriam, numa primeira reaccdo, Gag2 e RT137, e, numa segunda reaccao, PR2
e RT137. A (ltima reaccao de PCR seria realizada com os primers internos PR3 e PR4,
resultando na implementacdo de um protocolo de nested PCR dupla, diferente do
original de Steegen et al. (2006). Na Tabela 5 estdo descritas as sequéncias
nucleotidicas dos primers e as suas respectivas posi¢oes, segundo a estirpe de referéncia
HXB2 do subtipo B de HIV-1. Como pode ser observado, os primers PR2 e RT137
contém posicoes degeneradas (Y= C ou T; R= G ou A). Os primers utilizados neste
estudo foram sintetizados pela empresa STAB VIDA (Portugal), sendo utilizados na
concentracdo de trabalho de 10 pmol/ul, apds hidratacdo com &gua desionizada
ultrapura, livre de nucleases, Milli-Q® (Reagent Grade Ultrapure Systems, Merck
Millipore, EUA).
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Tabela 5. Primers utilizados nas reacc6es de PCR [adaptados de (Steegen et al., 2006)].

Gag2 1404 - 1426 CAATGAGGAAGCTGCAGAATGGG
PR2 1822 - 1844 GAAATGATGACAGCATGYCAGGG
RT137 3301 - 3325 TTCTGTATRTCATTGACAGTCCAGC
PR3 2146 - 2166 CCAGAGCCAACAGCCCCACCA
PR4 2584 - 2605 GGGCCATCCATTCCTGGCTTTA

2.4.2. Protocolo de amplificacéo

Para a amplificacdo da regido codificante da protease foram realizadas trés PCRs
sucessivas e, em cada uma delas, foram utilizadas diferentes combinagdes de primers e
de condicBes de amplificacdo. Para definicdo destas Ultimas, foram considerados a
temperatura de hibridacdo estimada dos primers, o tamanho dos fragmentos de DNA a
amplificar e, naturalmente, as caracteristicas intrinsecas da Taq DNA polimerase a
utilizar. Na primeira PCR foi utilizado um par de primers externos (Gag2 e RT137),
para amplificar fragmentos de DNA com um tamanho esperado de 1922 pb. Estes foram
usados como matriz para uma segunda PCR (hemi-nested), na qual foi utilizado o par de
primers PR2 e RT137, resultando na amplificacdo de fragmentos de 1504 pb. Por sua
vez, estes serviram de matriz para uma terceira PCR (nested), através da qual foram
amplificados fragmentos de 460 pb, com utilizagdo dos primers internos PR3 e PR4
(Tabela 5 e Figura 10).

Considerados os objectivos do estudo, nas duas primeiras reaccdes de PCR foi
utilizado o sistema FastStart High Fidelity PCR (Roche, Alemanha), principalmente
devido as especificacdes da sua Tag DNA polimerase. Por um lado, esta é acompanhada
por uma proteina com capacidade de proofreading e, por outro lado, s € activada apds
submissdo a uma temperatura de 95°C durante 2 minutos (hot start PCR). Dado isto,
evita-se a amplificacdo de produtos inespecificos e a formacao de dimeros de primers,
com aumento da especificidade e da sensibilidade da reaccdo. A utilizacdo deste sistema
na primeira e segunda reacgdes de PCR prende-se ainda com o tamanho dos fragmentos
amplificados (1922 pb e 1504 pb, respectivamente), que é significativamente maior do
que na terceira reaccdo (460 pb), evitando-se a possivel introducdo cumulativa de

nucleotidos incorrectos e consequente fixacdo de mutacbes de modo artificial.
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As misturas de reaccdo foram preparadas em camara de fluxo laminar (Laminar
Flow Cabinet-class 100, Flow Laboratories, EUA), sendo utilizadas pontas de
micropipeta com filtro (MultiGuard™", Sorenson BioScience, EUA). Além disso, foram
efectuados controlos negativos (substituicdo do volume de DNA por agua) em todas as
reacgOes de amplificacdo, para confirmar a inexisténcia de contaminagdo. A adigéo de
DNA das amostras a cada microtubo foi realizada em compartimento laboratorial

distinto do local de preparacdo das misturas de reaccéo.

tat

5LTR gag vif nef
Ga92|9 Vpu - 3LTR
I pol vpr env
: < IRT137
1922 pb —) 12PCR
PR2 RT137
1504 pb |:>
PR3 PR4

=

Figura 10. Representacdo esquemética do protocolo de amplificagdo por nested PCR dupla
utilizado na amplificacdo da regido codificante da protease do HIV-1 (fragmento de 460 pb)
[figura adaptada de Los Alamos HIV sequence database (http://www:.hiv.lanl.gov)].

460 pb

2.4.2.1. Primeira e segunda reaccfes de PCR

Nas duas primeiras reaccdes de PCR foi utilizado o kit FastStart High Fidelity
PCR System, dNTPack (Roche, Alemanha), como referido anteriormente. A mistura de
reaccdo da primeira PCR foi preparada de acordo com as normas do fabricante e, por
cada amostra, foram adicionados, por ordem: um volume de agua PCR Grade (Roche,
Alemanha) de modo a perfazer um volume final de reac¢do de 25 pl; 2,5 pl de tampéo
de reaccdo FastStart High Fidelity 10x com MgCl; (concentracgdo final de 1,8 mM); 1 ul
de DMSO [concentracdo final de 4% (v/v)]; 0,5 ul de uma mistura de dNTPs [PCR
Grade Nucleotide Mix (Roche, Alemanha), para uma concentracdo final de 200 uM
cada]; 1 pl de cada primer (concentracéo final de 0,4 uM); 0,5/1 pl de solucdo de DNA

matriz (dependendo da sua qualidade e/ou concentracdo, anteriormente analisada, ver
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2.3.); e, por fim, 0,25 pl da mistura de enzima Taqg DNA polimerase modificada
FastStart High Fidelity Enzyme Blend (concentragdo final de 2,5 U/reaccdo). Na
segunda reaccdo de PCR, a mistura de reaccdo foi preparada exactamente do mesmo
modo, mas sendo utilizado como matriz 1 pl do produto amplificado na reaccao
anterior.

As reaccOes de amplificacdo foram efectuadas no termociclador PCR Express
(Thermo Hybaid, Reino Unido) e as condi¢des de amplificacdo base da primeira e
segunda PCR estdo descritas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. De salientar que nas
amostras inicialmente ndo amplificaveis com recurso a estas condigdes de amplificacao,
foram utilizados protocolos alternativos, com temperaturas de hibridagdo mais baixas

(em diversas combinacdes).

Tabela 6. CondicGes de amplificagdo aplicadas na primeira PCR.

. . e NUmero
Etapas Condicdes de amplificacéo de ciclos
Desnaturacao inicial 95°C — 2 min. 1
Desnaturacédo Hibridacao Extensao
Amplificacio 95°C — 30 seg. 45°C — 30 seg. 72°C -2 mir_l. 10 }
95°C — 30 seg. 50°C — 30 seg. 72°C—-25min. | 10 + 35
95°C — 30 seg. 55°C — 30 seg. 72°C — 3 min. 15
Extensédo final 72°C — 7 min. 1
Manutencao 4°C -
Tabela 7. Condigdes de amplificagdo aplicadas na segunda PCR.

Condigdes de amplificagdo

NUmero
de ciclos

Desnaturacao inicial 95°C — 2 min. 1
Desnhaturacéo Hibridacéo Extenséo
Amplificagio 95°C — 30 segq. 45°C — 30 seg. 72°C-1,5 min. 10 }
95°C — 30 seq. 50°C — 30 seg. 72°C — 2 min. 10 35
95°C — 30 seq. 55°C — 30 segq. 72°C—-2,5min. | 15
Extensdo final 72°C — 7 min. 1
Manutencdo 4°C -
2.4.2.2. Terceira reac¢do de PCR

Na Ultima reaccdo de PCR foi aplicado o sistema NZYTaq 2x Green Master Mix
(nzytech, Portugal), cuja solucdo ja vem previamente preparada, contendo tampéo de
reaccdo, dNTPs e uma enzima Tag DNA polimerase recombinante modificada. A
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mistura de reaccdo foi preparada de acordo com as especificagdes do fabricante,
contendo, para cada amostra e um volume final de 25 pl: 12,5 pl de NZYTaq 2x Green
Master Mix (concentragéo final: 50 mM de Tris-HCI, pH 9,0; 50 mM de NaCl; 2,5 mM
de MgCl,; 200 uM de cada dNTP; 0,1 U/ul de Taq DNA polimerase modificada); 1 pl
de cada primer (concentragéo final de 0,4 uM); 1 ul do produto de amplificacdo da
segunda PCR; e 9,5 pl de agua PCR Grade (Roche, Alemanha). Nesta reac¢do de
amplificacdo foram utilizados os primers internos PR3 e PR4, como mencionado
anteriormente, permitindo a amplificacdo de um fragmento de DNA de menores
dimensdes que contém a regido codificante da protease.

Tal como nas reaccOes de amplificagcdo anteriores, estas foram efectuadas no
termociclador PCR Express (Thermo Hybaid, Reino Unido) e as condi¢bes de

amplificacdo estdo indicadas na Tabela 8.

Tabela 8. CondicGes de amplificagdo aplicadas na terceira PCR.

. e Numero
Condigoes de amplificacdo de ciclos
Desnaturacao inicial 95°C — 2 min. 1
e Desnaturacao Hibridacéo Extenséo
Amplificaao 95°C — 30seg. | 50°C —30seg. | 72°C—1min. 3
Extenséo final 72°C — 7 min. 1
Manutencdo 4°C -

2.5. Observacéo dos fragmentos de DNA em gel de agarose

Os fragmentos de DNA resultantes da nested PCR dupla foram observados ap6s
migracao por electroforese em gel de agarose (Seakem® LE, Lonza, EUA) a 1,2% (p/v),
em tampdo TAE 0,5x (Anexo 1), com brometo de etideo (0,5 pg/ml). Foram aplicados
em gel 5 pl de cada produto de amplificacdo e aplicada uma voltagem de 90 V. A
estimativa do tamanho aproximado dos fragmentos de DNA amplificados foi realizada
por comparacdo do respectivo padrdo de migracdo com o do marcador de massa
molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Lituania). A visualizac&o
dos fragmentos de DNA foi efectuada com recurso ao equipamento Gel-Doc XR (Bio-
Rad, EUA), que capta uma imagem do gel de agarose, resultante da sua exposicao a

radiacéo ultravioleta (A=254 nm).
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2.6. Purificacéo dos fragmentos de DNA

Apos a observacdo dos fragmentos de DNA, os que apresentaram um tamanho
estimado de 460 pb, foram seleccionados para posterior purificacdo. Contudo, o sistema
utilizado foi distinto consoante os resultados obtidos. Deste modo, foram utilizados dois
sistemas comerciais: 0 DNA Clean & Concentrator -5 (Zymo Research, EUA) e o
Zymoclean" Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, EUA).

O sistema DNA Clean & Concentrator -5 (Zymo Research, EUA) foi aplicado
em todos os produtos de PCR que apresentaram, apds separagdo por electroforese em
gel de agarose, um fragmento com um tamanho especifico de 460 pb, com uma
quantidade de DNA aceitavel. Portanto, este sistema permitiu purificar os fragmentos de
DNA directamente a partir dos produtos de PCR, tendo isto sido realizado de acordo
com as normas do fabricante. Deste modo, foram adicionados 17 ul de cada produto de
PCR a 85 pl de DNA Binding Buffer e, de seguida, apds homogeneizacéo, transferidos
para uma coluna Zymo-Spin previamente inserida num microtubo. Seguiu-se uma
etapa de centrifugacdo a 16000 x g (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha) durante
30 segundos, apos a qual se descartou o eluato presente no microtubo. Posteriormente,
foi efectuado um passo de lavagem, adicionando-se 200 pl de DNA Wash Buffer a
coluna, seguido de uma centrifugacdo a 16000 x g durante 30 segundos (este passo foi
realizado duas vezes). Nesta fase, a coluna foi transferida para um novo microtubo e,
logo apds, foram adicionados 16 pl de DNA Elution Buffer com um periodo de
incubagdo, & temperatura ambiente, de 1 minuto. Por fim, foi feita a eluicdo por
centrifugacdo a 16000 x g durante 30 segundos, obtendo-se assim o DNA purificado.

O sistema Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, EUA) foi
utilizado nos produtos de PCR que apresentaram diversos fragmentos de DNA
resultantes de amplificacdo inespecifica, mas que continham o fragmento de DNA com
o0 tamanho esperado (460 pb). Neste sistema, a purificacdo dos fragmentos de DNA foi
efectuada a partir de gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampédo TAE 0,5x (Anexo 1), apds
migracdo electroforética, de acordo com as especificacdes do fabricante. O fragmento
de DNA pretendido foi removido do gel de agarose, sob luz ultravioleta (A=254 nm),
com recurso a um escalpelo descartavel, e colocado no interior de um microtubo. De
seguida, adicionou-se ADB Buffer (num volume trés vezes superior ao do pedago de gel

contendo o fragmento de DNA, cujo volume tinha sido anteriormente estimado por
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pesagem), seguindo-se uma incubacgéo a 55°C durante 5-10 minutos, para dissolugdo da
agarose. Apos liquefaccdo completa da agarose e homogeneizagdo, foi realizada a sua
transferéncia para uma coluna Zymo-Spin , previamente adaptada a um microtubo,
prosseguindo o protocolo exactamente como descrito no paragrafo anterior.

Para confirmar se a purificagdo dos fragmentos de DNA, pelos sistemas acima
descritos, foi bem sucedida procedeu-se a aplicacdo de 1 pl de cada produto de
purificacdo, juntamente com tampdo de aplicacdo (Anexo 1), em gel de agarose
(Seakem® LE, Lonza, EUA) a 1,2% (p/v) em tampdo TAE 0,5x (Anexo 1), com
brometo de etideo (0,5 pg/ml).

2.7. Clonagem dos fragmentos de DNA

O método de clonagem molecular foi aplicado nos produtos de amplificacdo
que, apoOs sequenciacdo nucleotidica, apresentavam um cromatograma de dificil
interpretacdo, incluindo a atribuicdo de bases degeneradas, com uma proporcéo igual ou
superior a 1%, ndo permitindo a obtencdo de uma sequéncia com qualidade desejavel.
Com base nestes critérios foram seleccionados os produtos de PCR e aplicado o0 método
de clonagem recorrendo-se, para isso, ao sistema pGEM®-T Easy Vector (Promega,
EUA). Este vector € comercializado sob a forma de uma molécula linearizada que
contém residuos de 3’-timidina em ambas as extremidades. Estes facilitam a ligacdo dos
produtos de PCR (que contém residuos extra de adenosina, adicionados pela Tag DNA
polimerase utilizada) e, além disso, evitam a recircularizacdo do vector. Este vector
contém o gene bla, que codifica a enzima B-lactamase, a qual degrada a ampicilina
possibilitando, assim, a seleccdo dos clones bacterianos transformantes (resistentes a
ampicilina). O vector contém ainda os promotores de transcricdo T7 e SP6, com
orientacdes opostas, flanqueando o sitio de clonagem multipla. Este foi inserido no gene
que codifica o fragmento a da enzima B-galactosidase (lacZ), sendo a sua sequéncia
interrompida quando ocorre a inser¢cdo de um fragmento de DNA exdgeno, o0 que
permite a selec¢do, em meio de cultura e na estirpe bacteriana apropriados, de clones
bacterianos recombinantes (auséncia de a-complementacdo). A consequéncia disto é
visivel em placas com meio de crescimento contendo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-

B-D-galactopiranosido) e IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido). O primeiro €
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uma substancia cromogénica, degradada por uma B-galactosidase funcional, ou seja,
requerendo um a-péptido igualmente activo, pelo que clones ndo recombinantes sdo
identificados pelo aparecimento de col6nias de cor azul, na presenca do IPTG. Ao
invés, a ligacdo de fragmentos exdgenos de DNA no sitio de clonagem multipla origina,
habitualmente, a inactivacdo do gene lacZ, impedindo que as bactérias produzam uma
B-galactosidase funcional, ndo ocorrendo, portanto, a degradacdo do X-Gal, na presenca
do IPTG, o que da origem a coldnias de cor branca. Por Gltimo, este vector contém
ainda locais de restricdo duplos para trés enzimas de restricdo (BstZl, EcoRI e Notl) no
sitio de clonagem mudltipla, permitindo a utilizacdo de qualquer uma das trés para

realizar a excisdo do fragmento de DNA clonado.

2.7.1. Ligac&o dos fragmentos de DNA ao vector pGEM®-T Easy

Inicialmente, procedeu-se a ligacdo dos fragmentos de DNA ao vector pGEM®-T
Easy (Promega, EUA). Para isso, foi preparada uma mistura de reaccao constituida
pelos seguintes componentes: 5 pul de tampédo de ligacdo 2x (Anexo 1); 0,75 pl de
solucdo de vector pGEM®-T Easy (Promega, EUA) (50 ng/pl); 2 pl do produto de PCR;
1 ul da enzima ligase de DNA do fago T4 (3 U/ul) e 1,25 ul de agua livre de nucleases
Milli-Q® (Merck Millipore, EUA), perfazendo um volume total de 10 pl. A mistura de
ligacdo foi incubada a 4°C, em banho refrigerado (Frigiterm, P-Selecta, Espanha),

durante a noite, com o intuito de aumentar a eficiéncia de ligagéo.

2.7.2. Preparacdo de células competentes de Escherichia coli e sua
transformacéao por choque térmico

Apos a ligacdo dos fragmentos de DNA ao vector plasmidico, procedeu-se a
preparacdo de células bacterianas competentes para o passo de transformacao. Para isso,
foi utilizada a estirpe JM109 de Escherichia coli, mantida a -80°C em meio de
criopreservacao (Anexo 1). Esta estirpe, superprodutora do repressor Lac e susceptivel a
ampicilina, foi inoculada em 2 ml de meio LB (Anexo 1) e incubada a 37°C a 220 rpm,
numa incubadora orbital (Infors HT, Suica), durante a noite. Adicionalmente, foram
efectuados dois controlos negativos para confirmacdo da esterilidade do meio de cultura
e da pureza da estirpe bacteriana, mantidos sob as mesmas condig¢des de incubagéo: um

constituido apenas por meio LB e o outro consistindo numa inoculagéo da estirpe E. coli
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JM109 em meio LB, mas ao qual fora adicionada ampicilina (concentracao final de 100
pg/ml). Apdés o periodo de incubagdo, procedeu-se a transferéncia de 200 pl da
suspensdo celular saturada para 20 ml de meio LB (pré-aquecido a 37°C), presentes
num nefaldmetro. O crescimento bacteriano foi controlado por medicdo de densidade
Optica (600 nm), até a obtencdo de um valor compreendido entre 0,3 a 0,5, mantendo as
condicOes de incubagdo anteriores. Depois, a cultura foi imediatamente centrifugada a
4000 rpm (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Alemanha), durante 30 minutos, a 4°C, para
sedimentacdo das células. De seguida, o sobrenadante foi rejeitado e o sedimento
celular foi ressuspendido em 1 ml de meio TSS (do inglés, transformation and storage
solution) (Anexo 1) refrigerado.

Apbs a adicdo do meio TSS, inicia-se entdo a fase de transformacao,
propriamente dita, das células bacterianas com o DNA exdgeno. Assim sendo,
adicionou-se 5 pl da mistura de ligacdo (descrita anteriormente, secgdo 2.7.1.) a 120 pl
da suspenséo celular em meio TSS. Foram ainda realizados dois controlos (positivo e
negativo) processados exactamente do mesmo modo. No entanto, a mistura de ligacao
foi substituida por 1 pl de uma solucdo concentrada de DNA plasmidico purificado
(pBluescript 11 KS (+), Stratagene, EUA), no controlo positivo, e 5 pl de agua livre de
nucleases Milli-Q® (Merck Millipore, EUA), no controlo negativo. Apés
homogeneizacdo suave das células, estas foram mantidas em gelo durante 60 minutos.
Logo de seguida, foram sujeitas a um choque térmico, pela colocacdo num banho a
42°C durante 90 segundos e, sem demora, colocadas novamente em gelo, durante 5
minutos. Posteriormente, adicionou-se 900 pl de meio LB (pré-aquecido a 37°C) aos
microtubos, seguindo-se uma incubacdo a 37°C, a 80 rpm, durante 1 hora. Findo o
tempo de incubacéo, os microtubos foram centrifugados a 6000 rpm (Centrifuge 5415D,
Eppendorf, Alemanha), durante 10 minutos, rejeitando-se, de seguida, 800 pl do
sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido no volume restante do mesmo meio (~200
ul) e distribuido por espalhamento, em condicbes de assepsia, em duas placas de Petri
com meio LB solido selectivo (15-20 ml/placa), contendo ampicilina (a 100 pg/ml), X-

Gal (a 40 pg/ml) e IPTG (0,2 mM), as quais foram incubadas a 37°C, durante a noite.
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2.7.3. Seleccdo de clones bacterianos e extraccdo do DNA plasmidico pelo
método de lise alcalina

Esta fase teve inicio com a seleccdo de clones bacterianos transformantes
(resistentes a ampicilina) e recombinantes putativos (coldnias brancas na presenca de X-
Gal e IPTG), apds o periodo de incubacdo, em meio LB solido (ver seccdo anterior). As
colonias brancas foram repicadas (em condic¢des de assepsia) para tubos contendo 3 mi
de meio LB liquido com ampicilina (concentracdo final de 100 pg/ml), sequindo-se uma
incubacdo a 37°C, a 220 rpm (incubadora orbital Infors HT, Suica), durante a noite.

De seguida, deu-se inicio a extraccdo do DNA plasmidico, propriamente dita,
através do método de lise alcalina (Birnboim & Doly, 1979). Um volume de 2 ml da
cultura bacteriana densa foi transferido para um microtudo e sujeito a uma
centrifugacdo a 13500 rpm (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha), durante 2
minutos. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento celular ressuspendido em 100 pl de
tampdo TEG (Anexo 1) refrigerado. De seguida, foi adicionado o mesmo volume de
uma solucdo de SDS alcalino (Anexo 1) e efectuadas inversdes suaves dos microtubos,
com o intuito de promover a lise celular. Posteriormente, adicionou-se 200 ul de acetato
de potassio 3M, pH 4,8, frio, misturando novamente as solu¢des por inversdo suave.
Nesta fase ocorreu a separagdo entre 0 DNA plasmidico e 0 DNA cromossémico e 0s
restos celulares. Os restos celulares foram removidos por centrifugagdo a 13500 rpm,
durante 15 minutos, a 4°C (Centrifuge 3K18, Sigma, Alemanha). O sobrenadante,
contendo o DNA plasmidico, foi cuidadosamente transferido para novos microtubos,
aos quais foi adicionado 600 pl de isopropanol, com homogeneizacdo por inversdes
sucessivas, seguindo-se uma nova centrifugacdo a 13500 rpm, durante 15 minutos, a
temperatura ambiente (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha), de modo a precipitar
o0 DNA. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento lavado com 250 pl de etanol a 70%
(v/v). Seguiu-se uma nova etapa de centrifugacdo, nas mesmas condic¢des, mas durante
5 minutos, removendo-se o sobrenadante com auxilio de uma micropipeta. O sedimento
de DNA plasmidico foi entdo seco sob vacuo (Concentrator 5301, Eppendorf,
Alemanha), durante um minimo de 5 minutos. Por Gltimo, foi efectuada a ressuspensédo
do sedimento em 30 pl de &gua livre de nucleases Milli-Q® (Merck Millipore, EUA)
suplementada com RNaseA (a 50 pg/ml) seguida de uma incubagcdo em banho-maria a
37°C durante 30 minutos. O DNA plasmidico foi mantido a -20°C.
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2.7.4. Observacao das moléculas de DNA plasmidico em gel de agarose

Para avaliacdo do sucesso das etapas anteriormente descritas, foram aplicados 2
ul da suspensdo contendo o DNA plasmidico em gel de agarose (Seakem® LE, Lonza,
EUA) a 1% (p/v), em tampdo TAE 0,5x (Anexo 1), corado com brometo de etideo (0,5
pg/ml). Apds a migragdo electroforética a 100 V, durante cerca de 1 hora, foi efectuada
a observacdo dos padrBes de migracdo das moléculas de DNA plasmidico. Destas, as
que apresentavam uma migracdo retardada (sugerindo presenca de DNA exd6geno)
foram seleccionadas para posterior hidrolise enziméatica com a endonuclease de restri¢éo
EcoRl.

2.7.5. Hidrdlise enzimatica do DNA plasmidico

Este procedimento teve como objectivo confirmar a clonagem do fragmento de
DNA pretendido no vector pGEM®-T Easy (Promega, EUA). Tal como referido
anteriormente, este vector apresenta locais de restricdo duplos para trés enzimas de
restricdo (BstZl, EcoRI e Notl) no sitio de clonagem multipla, flanqueando o local de
insercdo do DNA exdgeno. Assim, a utilizacdo de qualquer uma das trés enzimas
permite a hidrolise dos plasmideos recombinantes, com excisdo do fragmento de DNA
clonado, comprovando o sucesso da experiéncia de clonagem. Para a hidrdlise dos
DNAs plasmidicos apresentando padrfes de migracdo retardada (ver seccdo anterior)
foram preparadas misturas de reac¢do compostas por: 1,5 pl de tampdo EcoRI 10x
(Anexo 1), 1 pl de enzima EcoRI (Fermentas, Lituania) (10 U/ul), 4 pl de solucdo de
DNA plasmidico e 8,5 pl de agua livre de nucleases Milli-Q® (Merck Millipore, EUA),
perfazendo um volume total de 15 pl. De seguida, procedeu-se a incubagdo dos
microtubos a 37°C durante um minimo de 2 horas. Finalmente, procedeu-se a analise
dos produtos de digestdo, em 10 pl da mistura de reaccdo, apOs separacdo por
electroforese em gel de agarose (Seakem® LE, Lonza, EUA) a 1,2% (p/v) em tamp&o
TAE 0,5x (Anexo 1), corado com brometo de etideo (0,5 pg/ml).

Caso no gel de agarose fossem observadas as bandas esperadas, ou seja, do
fragmento de DNA clonado (460 pb) juntamente com o vector linearizado (cerca de
3000 pb), por comparacdo com o padrdo de migracdo do marcador de massa molecular
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Lituania), prosseguia-se para nova

extraccdo e purificacdo do DNA plasmidico dos clones bacterianos seleccionados, mas
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com recurso a um kit comercial (ver secgédo seguinte), de modo a preparar o DNA para a
sequenciacgdo nucleotidica.

2.7.6. Extraccdo e purificacdo do DNA plasmidico para sequenciacio
nucleotidica

Para a extraccdo e purificacdo do DNA plasmidico para sequenciacao
nucleotidica, foi preparada uma cultura celular em 3,5 ml de meio LB liquido com
ampicilina (a 100 pg/ml), a partir das culturas obtidas anteriormente por repicagem,
apos incubacdo a 37°C, a 220 rpm (incubadora orbital Infors HT, Suica), durante a
noite. No dia seguinte, o procedimento foi realizado recorrendo ao sistema Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, EUA), de acordo com as
directivas do fabricante. Deste modo, procedeu-se a centrifugacdo de 3,5 ml da cultura
bacteriana saturada a 16000 x g (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Alemanha), durante 3
minutos, para sedimentagdo das células. O meio de cultura foi descartado, o sedimento
celular ressuspendido em 250 pl da solugdo de ressuspensdo celular e, de seguida, foi
adicionado o mesmo volume de solucéo de lise. Os microtubos foram homogeneizados
por inversdo suave, de modo a facilitar a lise celular, e incubados a temperatura
ambiente (entre 1 a 5 minutos), até a suspensdo ficar translicida. Logo apos, foram
adicionados 10 pl de uma solugdo de protease alcalina, seguindo-se uma
homogeneizacdo suave por inversdo e uma incubacdo, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente. Para neutralizar o elevado pH do meio, foram adicionados 350 ul da solu¢édo
de neutralizacdo, com mistura por inversdo, seguindo-se um passo de centrifugacdo a
16000 x g, durante 10 minutos. O lisado clarificado obtido (cerca de 860 ul), contendo o
DNA plasmidico, foi transferido para uma coluna (Spin Column), adaptada a um tubo
colector, sendo o conjunto centrifugado a 16000 x g, durante 1 minuto, e o eluato
rejeitado. Procedeu-se entdo a dois passos consecutivos de lavagem. Um primeiro, no
qual foram adicionados 750 ul de solucdo de lavagem e aplicada uma centrifugacéo a
16000 x g, durante 1 minuto, seguido de uma nova adi¢édo de solucdo de lavagem (250
pl) e um passo de centrifugacdo, a mesma velocidade, mas durante 2 minutos. Por
ultimo, a coluna, entretanto transferida para um novo microtubo, foram adicionados 100

ul de &gua livre de nucleases Milli-Q® (Merck Millipore, EUA), seguindo-se um passo
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de centrifugacdo a 16000 x g, durante 1 minuto, para eluicdo final do DNA plasmidico.
Este foi conservado a -20°C até utilizacéo.

Para confirmar se a purificacdo foi bem sucedida, foram aplicados 5 pl de cada
solucdo de DNA plasmidico em gel de agarose (Seakem® LE, Lonza, EUA) a 1% (p/v)
em tampdo TAE 0,5x (Anexo 1), corado com brometo de etideo (0,5 pg/ml), para

migracdo electroforética e posterior visualizagdo sob luz ultravioleta.

2.8. Sequenciacdo nucleotidica de DNA

A sequenciacdo nucleotidica foi realizada pela empresa STAB VIDA (Portugal),
com recurso ao método de terminacdo de cadeia, originalmente descrito por Sanger et
al. (1977), implementado num sistema automatizado. A sequenciagéo dos fragmentos de
DNA obtidos por PCR foi efectuada em ambos os sentidos, sendo enviados 15 pl de
cada amostra de DNA, juntamente com os primers PR3 e PR4 (50 pmoles/reaccdo),
com uma quantidade minima estimada de 400 ng de DNA por reaccdo de sequenciacao.
Por sua vez, para os fragmentos clonados procedeu-se ao envio de 25 pl de solugéo de
DNA plasmidico purificado (para um minimo de 1 pg de DNA por reaccdo de
sequenciacdo), sendo utilizados os primers universais T7 e SP6 para a obtencdo de
sequéncias no sentido directo e reverso, respectivamente. Estes primers hibridam com
sequéncias do vector pGEM®-T Easy (Promega, EUA) que flanqueiam o sitio de
clonagem mudltipla, permitindo a sequenciagdo do fragmento de DNA clonado.

2.9. Analise bioinforméatica das sequéncias nucleotidicas

2.9.1. Edicao de sequéncias e confirmacao da sua identidade

Tal como referido no subcapitulo anterior, a sequenciacdo nucleotidica foi
realizada no sentido directo e reverso, obtendo-se assim duas sequéncias para cada
molécula de DNA. Deste modo, os cromatogramas relativos a ambas as sequéncias
foram analisados e manualmente editados, tendo como finalidade a construgédo de uma
sequéncia consenso. Este procedimento foi efectuado com recurso ao programa BioEdit
Sequence Alignment Editor (verséo 7.0.9.0), disponivel em
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html.
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Apo6s a obtencdo de uma sequéncia final para todas moléculas de DNA,
procedeu-se a uma pesquisa de regides de semelhanca local entre sequéncias, tendo
como objectivo confirmar, de um modo rapido, a identidade das sequéncias obtidas,
com recurso ao programa BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool)
(disponivel em: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Este altimo efectua uma
comparacdo entre a sequéncia submetida e as sequéncias presentes na base de dados,
apresentando qual a percentagem de semelhanca entre estas. Além disso, estima
também a probabilidade da semelhanca encontrada ser devida ao acaso (E value,

compreendido entre 0-1).

2.9.2. Genotipagem automatica das sequéncias de HIV-1

A determinacdo rapida automatizada dos gendtipos virais foi realizada atraves
do programa REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (versdo 2.0) (disponivel em:
http://bioafrica.net/rega-genotype/html/subtypinghiv.html). Este programa considera um
conjunto pré-definido de sequéncias de referéncia do grupo M de HIV-1 para a
construcdo automatizada de uma arvore filogenética que inclui igualmente as
sequéncias em estudo, o que permite a sua genotipagem. A classificacdo genotipica é,
no entanto, apenas efectuada quando os valores de bootstrap associados ao
agrupamento filogenético que contém a sequéncia em estudo sdo superiores a 70%
(limite de significancia). Esta ferramenta permite ainda detectar a presenca de eventos
de recombinacdo, por métodos de bootscanning. Contudo, esta analise é apenas

realizada em sequéncias de tamanho superior a 800 pb.

2.9.3. Andlise filogenética

A classificacdo genotipica das sequéncias nucleotidicas em estudo foi realizada
com recurso a construcdo de uma arvore filogenética, através de métodos ndo
automatizados. Este processo teve inicio com a construcdo de um alinhamento mdaltiplo,
contendo as sequéncias em estudo, algumas sequéncias obtidas por pesquisa de regides
de semelhanca local entre sequéncias (BLAST), sequéncias de referéncia do grupo M
(subtipos, sub-subtipos e CRFs) e uma sequéncia do grupo N do HIV-1, como
outgroup,  disponiveis  em Los Alamos  HIV  sequence  database

(http://www.hiv.lanl.gov). Este alinhamento foi realizado com recurso ao programa
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ClustalW2 (disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e
posteriormente editado no programa BioEdit Sequence Alignment Editor (versdo
7.0.9.0). A arvore filogenética foi construida utilizando o programa MEGA (do inglés,
Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 5 (Tamura et al., 2011), com recurso
ao método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), a partir de matrizes de distancias
genéticas calculadas com base no método de dois pardmetros de Kimura (Kimura,
1980), assumindo-se uma frequéncia igual de bases, uma taxa de transversdes igual a de
transicOes e a opcdo pairwise deletion. A robustez das topologias sugeridas foi avaliada
pelo método de bootstrapping, com base em 1000 amostragens aleatorias. Quando 0s
valores de bootstrap foram iguais ou superiores a 70%, os agrupamentos formados
foram considerados consistentes do ponto de vista filogenético.

Utilizando as condicBGes acima descritas, foi também construida uma arvore
filogenética a partir de sequéncias concatenadas que incluiam as regides codificantes da
protease (obtidas neste estudo) e da transcriptase reversa (sequéncias parciais), para as
amostras em que ambas estavam disponiveis (n=53). Estas ultimas foram obtidas no
ambito de uma dissertacdo de mestrado anterior (Espinheira, 2013), sendo gentilmente
cedidas pela Inv.2 Doutora Elizabeth Padua (INSA).

2.9.4. Analise de sequéncias divergentes

Para as sequéncias nucleotidicas cujos ramos de suporte na arvore filogenética
construida evidenciavam posicionamento ambiguo, relativamente aos grupos
monofiléticos formados, ou uma elevada divergéncia filogenética (ramos de suporte
muito longos), procedeu-se a uma analise complementar, para possivel identificacdo de
fendmenos de recombinacdo ou de hipermutacdo. No primeiro caso, recorreu-se ao
programa SimPlot Versao 3.5.1 (disponivel em:
http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/), com o intuito de identificar
possiveis eventos de recombinacédo, através do método de bootscanning (Lole et al.,
1999). Nesta ferramenta bioinformatica, foi aplicado o método de Neighbor-Joining
(Saitou & Nei, 1987) para a inferéncia filogenética e as distancias genéticas calculadas
pelo método de dois parametros de Kimura (Kimura, 1980). A robustez da inferéncia
filogenética foi estimada com base em 1000 amostragens aleatorias e considerada

significativa quando >70%. Foram ainda pesquisados fendmenos de hipermutacéo
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(Rose & Korber, 2000) por ocorréncia de hiperadenilagdo (G—A), por accdo das
APOBEC (do inglés, apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-
like), com recurso ao programa  Hypermut 2.0  (disponivel em:
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HYPERMUT/hypermut.html). Este dltimo
identifica as substituicbes nucleotidicas presentes nas sequéncias em estudo,
comparativamente com uma sequéncia de referéncia, escolhida pelo operador. O
relatorio final contém os resultados obtidos para cada sequéncia, baseados no teste
exacto de Fisher, e indica quais sdo estatisticamente significativos. Como tal, as
sequéncias em estudo foram previamente agrupadas de acordo com o seu genotipo
provavel e, de seguida, alinhadas com uma sequéncia consenso de referéncia do
gendtipo  respectivo, disponivel na Los Alamos HIV sequence database

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

2.10. Analise bioinformatica das sequéncias aminoacidicas

2.10.1. Pesquisa de mutacges associadas a diminui¢ao da susceptibilidade aos
anti-retrovirais inibidores da protease

Com base nas sequéncias aminoacidicas putativas traduzidas a partir das
sequéncias nucleotidicas em estudo foi efectuada a pesquisa de mutagdes associadas a
diminuicdo da susceptibilidade aos anti-retrovirais inibidores da protease, assim como,
da presenca de outros polimorfismos genéticos. Para isso, recorreu-se ao programa
HIVdb, implementado através do Genotypic Resistance Interpretation Algorithm da
Stanford University HIV Drug Resistance Database (versdo 7.0) (disponivel em:
http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra). Os resultados obtidos através da
implementacdo deste programa baseiam-se na comparacdo entre as sequéncias em
estudo e uma sequéncia consenso de referéncia do subtipo B para a regido codificante
da protease de HIV-1. Deste modo, o programa identifica, para cada sequéncia
introduzida, mutagdes principais (ou major), mutacdes acessorias (ou minor) e outras
mutacBes ndo associadas a resisténcia aos anti-retrovirais (aqui denominadas “outros
polimorfismos genéticos™). De acordo com a comparagdo efectuada, é atribuida uma
pontuacdo individual a cada mutagéo, relativamente a cada farmaco considerado pelo

algoritmo, reflectindo o grau de probabilidade, baseado em diversos tipos de estudos na
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literatura, dessa mutacdo estar associada a aquisicdo de resisténcia fenotipica a esse
mesmo farmaco. Por fim, é realizada a soma de todas as pontuacdes atribuidas para
cada sequéncia e, consoante o valor final, é efectuada uma classificacdo do nivel de
resisténcia, em uma das seguintes categorias:

= Susceptibilidade — sem evidéncia de susceptibilidade reduzida
comparativamente com a estirpe selvagem (pontuacéo entre 0 e 9);

= Resisténcia potencial de nivel baixo — o virus é susceptivel ao farmaco; no
entanto, pode indicar uma exposicao prévia a uma determinada classe terapéutica anti-
retroviral (pontuacdo entre 10 e 14);

= Resisténcia de nivel baixo — o virus pode apresentar susceptibilidade reduzida
ao farmaco in vitro e/ou em individuos infectados, os quais podem apresentar uma
resposta viroldgica incompleta ao tratamento anti-retroviral (pontuacéo entre 15 e 29);

= Resisténcia de nivel intermédio — o virus apresenta susceptibilidade reduzida
ao farmaco, com impacto significativo na sua eficacia (pontuagéo entre 30 a 59);

= Resisténcia de nivel elevado — o virus apresenta niveis de susceptibilidade
muito reduzidos, ou mesmo ausentes, em resposta ao tratamento anti-retroviral e, in
vitro, virus com genoétipo similar apresentam os niveis mais elevados de resisténcia

(pontuacdo superior a 60).

2.10.2. Analise da variabilidade dos dominios funcionais da protease

Por altimo, procedeu-se a analise dos polimorfismos encontrados nas sequéncias
aminoacidicas, independentemente de estarem ou ndo associados a resisténcia aos anti-
retrovirais. Esta analise teve como finalidade avaliar o grau de conservacdo dos
diferentes dominios funcionais da protease. Para tal, foi construido um alinhamento
multiplo que permitiu comparar as sequéncias aminoacidicas em estudo com uma
sequéncia aminoacidica consenso do subtipo B de HIV-1, disponivel na Los Alamos
HIV sequence database (http://www.hiv.lanl.gov), recorrendo ao programa BioEdit
Sequence Alignment Editor (versdo 7.0.9.0). Além disso, foi ainda construido um
weblogo, com recurso a ferramenta bioinformatica AnalyzeAlign (disponivel em:
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ANALYZEALIGN/analyze_align.html), a
partir do alinhamento mdaltiplo das sequéncias em estudo. Como resultado final, este

apresenta uma sequéncia aminoacidica, na qual, em cada posigéo, estdo representados
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os diversos aminoacidos identificados no conjunto de sequéncias, sendo que cada
aminoacido é simbolicamente representado por uma letra, no codigo IUPAC (do inglés,
International Union of Pure and Applied Chemistry), cujo tamanho é proporcional a
probabilidade do mesmo estar presente naquela posi¢do, quando considerado o conjunto
de sequéncias estudado. Assim, esta ferramenta permite verificar qual o aminoécido
mais frequente em cada posicdo, avaliar quais as posi¢des mais conservadas, assim
como inferir sobre o grau de conservacdo dos diferentes dominios funcionais da

protease.

2.11. Andlise estatistica

Aos dados epidemioldgicos e clinicos, de natureza categérica, que caracterizam
basicamente a amostra populacional estudada, como nacionalidade e presenca/auséncia
de terapia anti-retroviral e, em caso afirmativo, respectivo regime, foi aplicada uma
analise de distribui¢do. Relativamente a idade (ao nascimento do primeiro filho), para
além de uma analise de distribuicdo, calculou-se ainda a média e o desvio padrdo. A
associacdo de polimorfismos genéticos com os gendtipos virais mais frequentes (B, C e
G) em circulagdo na populacdo estudada (“assinaturas”) foi estudada com recurso ao
teste de y? ou ao teste exacto de Fisher bilateral, aplicados a analise de tabelas de
contingéncia 2x2 (disponiveis em http://www.physics.csbsju.edu/stats/), considerando

um valor de significancia de 1%.
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3.1. Caracterizacdo da amostra populacional estudada

Este estudo incluiu 34 mulheres multiparas, infectadas com HIV-1, as quais foi
efectuada uma colheita de sangue periférico, apds o nascimento de cada filho, como
mencionado anteriormente (seccdo 2.2). A maioria das mulheres em estudo (64,7%) era
de nacionalidade portuguesa, tendo as restantes origem em Angola (23,5%) e
Mocambique (8,8%). A altura do nascimento do primeiro filho, tinham uma idade
compreendida entre os 17 e os 36 anos (idade média de 26,9 = 5,09 anos) (Figura 11;
Anexo 2).

Nacionalidade Idade
3% (no nascimento do 1° filho)
8,8% 5,9%
® Portugal m17-21
H Angola H22-26
& Mocambique 127-31
H32-36

® Sem informacéo
® Sem informacéo

Figura 11. Representacao gréafica dos dados demograficos da amostra populacional em estudo,
relativos a nacionalidade e idade (no nascimento do primeiro filho).

Na amostra populacional em estudo, 32 mulheres foram mées de dois filhos e
duas mulheres foram mades de trés filhos, obtendo-se assim um total de 70 amostras de
sangue periférico maternas. Foram recolhidos e analisados os dados referentes a
realizacdo de terapia anti-retroviral durante as gestacdes. Na primeira gravidez, seis
mulheres ndo efectuaram qualquer terapia anti-retroviral e, destas Gltimas, duas também
ndo realizaram durante a segunda gestacdo. Em suma, em 11,4% (8/70) das gestacOes

ndo foi realizada terapia anti-retroviral (Figura 12; Anexo 2).
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Figura 12. Representacdo gréfica dos dados relativos a realizacdo de terapia anti-retroviral
pelas 34 mulheres infectadas pelo HIV-1 durante as 70 gravidezes consideradas.

Relativamente as gestacGes nas quais foi efectuada terapia anti-retroviral (n=62),

foram analisados quais 0s regimes terapéuticos aplicados e, por sua vez, quais incluiram

inibidores da protease. Deste modo, em 90,3% (56/62) dos casos realizou-se HAART

durante as gestacdes e verificou-se, ainda, que, no minimo, em 37,1% (23/62) dos casos

foi efectuada a toma de inibidores da protease (Figura 13; Anexo 2). Digno de realce

que em cerca de um terco dos casos (32,3%), ndo se tinha informagé&o concreta sobre o

regime administrado, para além da base terapéutica com combinacdo de dois NRTIs.

Regimes terapéuticos Regimes terapéuticos com

48% 97% Pls
- _—

H Base
H Base + 1 NNRTI & Com PI
i Base + 1 Pl & Sem PI

E Base + 1 NNRTI/PI
EBase + 1 NNRTI + 1 PI

# Sem informacéo

Figura 13. Representacdo grafica dos dados relativos aos regimes aplicados nas 62 gestacoes

sujeitas a terapia anti-retroviral.

Por fim, constatou-se a ocorréncia de transmissao vertical do HIV-1 para trés

dos recém-nascidos (4,3%). Todos estes casos ocorreram em mulheres que ndo
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efectuaram terapia anti-retroviral para prevencdo da transmissdo mae-filho (PT_10A,
PT_37A, PT_43A).

3.2. Amplificacdo da regido codificante da protease por nested PCR
dupla

Nas 70 amostras de sangue periférico maternas foi efectuada a extraccdo do
DNA das células mononucleadas, contendo o DNA proviral, a partir do qual foi
realizada a amplificacdo da regido codificante da protease no gene pol do HIV-1. Esta
amplificagéo foi realizada por nested PCR dupla, de acordo com o protocolo descrito no
capitulo anterior (seccdo 2.4). Os primers internos, PR3 e PR4, utilizados na Ultima
reaccdo de PCR, permitem a amplificacdo de um fragmento de DNA com 460 pb
(posicbes nucleotidicas baseadas na sequéncia de referéncia HXB2, indicadas
anteriormente na Tabela 5). Apds a execucdo do protocolo de amplificagdo base (ver
seccdo 2.4.2.) ou de protocolos alternativos, com temperaturas de hibridacdo mais
baixas, sempre que as amostras se revelavam inicialmente ndo amplificaveis, obteve-se
um total de 67 amostras positivas (95,7%). Nas restantes amostras (n=3), apesar de
varios protocolos de amplificacdo testados, ndo foi obtido o produto de amplificacdo
pretendido (Figura 14).

Amplificacdo da regido codificante
da protease

4,3%

® Positivo

H Negativo

Figura 14. Representacdo grafica dos resultados obtidos (em percentagem) apds amplificacdo
da regido codificante da protease por nested PCR dupla.

A observagdo dos produtos de amplificagdo, obtidos por nested PCR dupla, foi
realizada ap6s migracgdo por electroforese em gel de agarose (Figura 15). A anélise dos

diversos padrdes de migracdo obtidos permitiu identificar amostras que apresentavam
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produtos de amplificagdo especificos, com um tamanho aproximado de 460 pb (Figura
15, pocos 9 e 10, por exemplo) e amostras que apresentavam um fragmento de DNA
com o tamanho desejado, acompanhado, no entanto, de produtos inespecificos (Figura

15, pocos 13 e 14, por exemplo).
1 23 456 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19

1000ph —
1000ph —>
500pb — e = — — —

500ph =" "t ey e e

Figura 15. Observacédo dos produtos de amplificacdo obtidos por nested PCR dupla, relativos a
regido codificante da protease (=460 pb), apos electroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v), em
tampdo TAE 0,5%, com brometo de etideo (0,5 ug/ml). 1 e 12 — Marcador de massa molecular
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Lituania); 2 a 10 e 13 a 18 — Amostras em
estudo; 11 e 19 — Controlo negativo.

O procedimento seguinte divergia consoante os produtos de amplificacdo
apresentassem maior ou menor especificidade, tal como anteriormente descrito (ver
seccdo 2.6.). Relativamente as amostras (36/67, 53,7%) cujos produtos de amplificacédo
apresentavam um fragmento especifico, de tamanho esperado, com uma quantidade
suficiente de DNA, foi realizada a sua purificagdo directamente a partir do produto de
PCR. Por sua vez, nas amostras (26/67, 38,8%) que apresentavam fragmentos
resultantes de amplificacdo inespecifica, para além do fragmento correspondente a
regido codificante da protease (460 pb), foi realizada a purificacdo deste ultimo a partir
do gel de agarose. Em alguns casos (5/67, 7,5%), e de acordo com os critérios descritos
na sec¢do 2.7., foi aplicado a posteriori 0 método de clonagem com recurso ao vector
PGEM®-T Easy (Promega, EUA).
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3.3. Clonagem dos produtos de PCR em pGEM®-T Easy

A clonagem molecular foi efectuada para os amplicdes relativos as amostras
PT 27A, PT_43A, PT_43B, PT_48B e PT_72A (n=5). O vector plasmidico utilizado,
com a estirpe E. coli JM109 como hospedeiro, permite seleccionar os clones
recombinantes putativos, apos o processo de transformacdo. Esta selec¢do, baseada no
fenémeno de o-complementacdo do gene da [B-galactosidase, descrito anteriormente
(seccdo 2.7), é realizada ap0s o crescimento bacteriano em meio LB solido selectivo, no
qual as coldnias podem apresentar coloracdo branca (clones recombinantes) ou azul
(clones ndo recombinantes).

Assim, em cada experiéncia de clonagem molecular, as coldnias brancas foram
repicadas para meio LB liquido suplementado com ampicilina, para posterior extraccao
e purificacdo do DNA plasmidico através do método de lise alcalina. Findo o processo
de extraccdo do DNA plasmidico dos diferentes clones seleccionados, procedeu-se a
andlise dos respectivos padrdes de migracdo, apos separacao electroforética em gel de
agarose. Nesta analise, é expectdvel que as moléculas de DNA plasmidico que
contenham um fragmento de DNA exdgeno apresentem um padrdo de migracdo mais
retardado. Na Figura 16 estdo representados os DNAs plasmidicos referentes a trés
experiéncias independentes de clonagem, relativas a trés amostras em estudo, e, tal
como pode ser observado, os padres de migracdo foram bastante semelhantes entre si
(Figura 16.A), tendo sido seleccionados dois DNAs plasmidicos de cada experiéncia de
clonagem (representados com o rectangulo vermelho), para posterior hidrélise com a
enzima de restricdo EcoRI. Os resultados dessa digestdo do DNA foram visualizados
apos separacdo dos fragmentos obtidos por electroforese em gel de agarose (Figura
16.B). Nos perfis de digestdo, foi possivel observar um fragmento linearizado, de
tamanho aproximado a 460 pb, correspondente ao DNA clonado, juntamente com o
vector plasmidico linearizado (tamanho aproximado de 3000 pb). A presenca destes
dois fragmentos € indicativa de um processo de clonagem bem sucedido, com inser¢do
no vector do fragmento de DNA amplificado. Digno de nota que todos os perfis obtidos
(Figura 16.B) séo indiciadores de reaccGes de digestdo incompletas, devidas, muito

provavelmente, a um excesso de DNA plasmidico.
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1 2 3 45 6 7

3000pb

—

1000ph —e

. 500ph >
A B

Figura 16. A) Observacdo dos padrfes de migracdo dos DNAs plasmidicos dos clones
bacterianos recombinantes putativos seleccionados, ap6s electroforese em gel de agarose a 1,0%
(p/v), em tampao TAE 0,5x, com brometo de etideo (0,5 pg/ml). 1 a6, 8 a 13 e 15a 20 — DNAs
plasmidicos resultantes de trés experiéncias independentes de clonagem (os rectangulos de cor
vermelha indicam possiveis recombinantes, seleccionados para posterior hidrolise enzimatica);
7 e 14 — Controlo positivo (DNA plasmidico recombinante, contendo um fragmento de DNA
exogeno com cerca de 460 pb). B) Andlise dos produtos resultantes da hidrélise com a enzima
de restricdo EcoRI, ap6s migracao electroforética em gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampao
TAE 0,5x, com brometo de etideo (0,5 pg/ml). 1 — Marcador de massa molecular GeneRuler™
100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Lituania); 2 a 7 — Perfis de digestdo dos DNAs
plasmidicos assinalados em A.

Posteriormente, foram preparadas novas culturas celulares em meio LB liquido
com ampicilina dos clones bacterianos com perfil de digestdo do DNA plasmidico
positivo (Figura 16.B). A partir destas culturas foi preparado novo DNA plasmidico,
com recurso ao sistema Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

(Promega, EUA), para posterior sequenciacao nucleotidica.

3.4. Analise bioinformatica das sequéncias nucleotidicas

Ap0s a sequenciacdo nucleotidica dos 67 amplicGes em estudo procedeu-se a
analise dos respectivos cromatogramas. Para cada amostra foi obtida uma sequéncia no
sentido directo e reverso, as quais foram comparadas e editadas de modo a obter uma
sequéncia consenso final. Devido a existéncia de quasiespecies, em algumas amostras
ndo foi possivel definir um uUnico nucledtido para determinadas posi¢ées do
cromatograma, tendo sido atribuida, nestes casos, uma base degenerada, tendo em conta
o0 codigo IUPAC. Apos a obtencdo de uma sequéncia nucleotidica consenso para cada

amostra, procedeu-se a pesquisa de regides de semelhanca local entre sequéncias, com
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recurso ao programa BLAST, com o intuito de confirmar, de um modo réapido, a sua
identidade. Foram registadas quais as sequéncias da base de dados que apresentavam
maior similaridade com as sequéncias em estudo, assim como o E value obtido. Deste
modo, foram observadas percentagens de similaridade com sequéncias de HIV-1 iguais

ou superiores a 91%, com E value igual ou muito préximo de zero (< 1e*") (Anexo 3).

3.4.1. Genotipagem automatica das sequéncias do HIV-1

Antes de se proceder a construcdo da arvore filogenética para genotipagem,
recorreu-se ao programa REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (verséo 2.0), de
modo a realizar-se uma genotipagem preliminar automatizada das sequéncias em estudo
e, com isso, obter-se um conhecimento inicial da diversidade dos gendtipos presentes.
Verificou-se que os subtipos predominantes eram G (29/67, 43,3%), B (11/67, 16,4%) e
C (10/67, 14,9%), sendo ainda detectado o sub-subtipo Al (1/67, 1,5%). Além disso, de
realcar que para 23,9% (16/67) das sequéncias nao foi possivel a sua classificacéo,
sugerindo a presenca de sequéncias muito divergentes ou recombinantes (Anexo 4). A
confirmacdo dos gendtipos atribuidos foi efectuada por andlise filogenética néo

automatizada (ver secgdo seguinte).

3.4.2. Analise filogenética

A andlise filogenética das sequéncias em estudo foi efectuada atraves da
construcdo de uma arvore filogenética por métodos ndo automatizados (tal como
descrito no subcapitulo 2.9.3.). Num processo iterativo, diversas sequéncias, incluidas
no alinhamento multiplo inicial, foram sendo excluidas, até a obtencdo de uma arvore
filogenética com a maior robustez topoldgica possivel. Deste modo, a arvore
filogenética final (Figura 17.A), construida a partir de um alinhamento multiplo com
um total de 321 nucle6tidos, € constituida por 124 sequéncias nucleotidicas, incluindo,
67 sequéncias em estudo, 20 sequéncias obtidas da base de dados
GenBank/EMBL/DDBJ por pesquisa de regiGes de semelhanca local entre sequéncias
com recurso ao programa BLAST, 36 sequéncias de referéncia do grupo M do HIV-1 e
uma sequéncia de referéncia do grupo N do HIV-1 (utilizada como grupo externo ou
outgroup). Sucintamente, esta arvore filogenética foi construida tendo por base o
método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), a partir de matrizes de distancias

genéticas calculadas pelo método de dois parametros de Kimura (Kimura, 1980), sendo
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a robustez da sua topologia avaliada pelo método de bootstrapping (baseado em 1000
réplicas). Os agrupamentos gerados foram considerados consistentes, do ponto de vista
filogenético, quando os valores de bootstrap obtidos foram iguais ou superiores a 70%.

Apols a construcdo da arvore filogenética foi possivel constatar que as 67
sequéncias nucleotidicas em estudo se encontram distribuidas por cinco agrupamentos
distintos, dois dos quais (G/14_BG e C, na Figura 17.A) suportados por valores de
bootstrap significativos (86% e 84%, respectivamente). No entanto, mesmo 0s
agrupamentos ndo significativos do ponto de vista filogenético apresentam topologias,
em geral, bem definidas. Assim, foi possivel identificar de modo inequivoco 0s
genotipos da maioria das sequéncias em estudo. Dado o seu posicionamento ambiguo
na arvore filogenética ou a elevada divergéncia genética apresentada, relativamente ao
no ancestral, um grupo de 13 sequéncias, emparelhando maioritariamente junto de
referéncias do subtipo B, foi seleccionado para andlise de bootscanning (Figura 17.B),
para pesquisa de eventuais fendmenos de recombinacéo intergenotipica.

Dando inicio a uma andlise mais especifica da arvore filogenética da Figura
17.A, observou-se que 32 das sequéncias em estudo (PT_3A, PT_3B, PT_6A, PT 6B,
PT_10A, PT_10B, PT_13A, PT_13B, PT_17A, PT_17B, PT_17C, PT_24A, PT_24B,
PT_29A, PT 29B, PT _32A, PT_32B, PT_33A, PT_33B, PT_43A, PT 43B, PT 52A,
PT_52B, PT_54B, PT_57A, PT 57B, PT_60A, PT_60B, PT_65A, PT_65B, PT_66A,
PT_66B) se encontravam agrupadas com sequéncias de referéncia do subtipo G e da
CRF14_BG, com um valor de bootstrap significativo (86%). Convém realcar que a
regido codificante da protease na CRF14_BG é classificada no genétipo G (Anexo 6).
Assim sendo, estas sequéncias foram definidas como pertencentes ao subtipo G
(G/14_BG).

Para o grupo monofilético que inclui as sequéncias de referéncia da CRF02_AG
néo foi obtido um valor de bootstrap significativo que permita uma genotipagem muito
consistente das sequéncias em estudo. Nao obstante, para este grupo, a topologia da
arvore aponta para uma evidente similaridade das sequéncias PT_5A, PT_5B, PT_72A
e PT_72B (n=4) com esta forma recombinante. Por outro lado, as duas Ultimas
emparelnam de modo significativo com uma sequéncia CRF02_AG retirada do
GenBank. A regido nucleotidica em anélise (posi¢des 2167 a 2583, no genoma do HIV-
1 HXB2) corresponde a uma regido hibrida A/G do genoma da CRF02_AG (Anexo 6).
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Figura 17. A) Relagdes filogenéticas entre 124 sequéncias nucleotidicas da regido codificante da protease do HIV-1, com base num total de 321 nucledtidos. A
arvore filogenética inclui as 67 sequéncias em estudo (representadas com o prefixo PT), 20 sequéncias obtidas do GenBank por pesquisa com o programa BLAST de
regides de semelhanca local entre sequéncias (representadas com o simbolo ®), 36 sequéncias de referéncia do grupo M do HIV-1 (Al-A4,B, C, D, F1,F2, G, H, J, K,
CRF02_AG, CRF14 BG e CRF45_cpx) e uma sequéncia de referéncia do grupo N (utilizada como outgroup) (representadas com o simbolo ¢ ). A designacdo das
sequéncias de referéncia é iniciada com uma letra, correspondente ao gendtipo, seguida do local de origem, nome original e nimero de acesso no GenBank. As origens
geograficas das sequéncias de referéncia sdao: AO- Angola, AU- Australia, BE- Bélgica, BI- Burundi, BR- Brasil, BW-Botsuana, CD- Republica Democratica do
Congo, CM- Camardes, CY- Chipre, DE- Alemanha, ES- Espanha, FI- Finlandia, FR- Franca, GA- Gab&o, GB- Reino Unido, IN- india, KE- Quénia, KR- Coreia do
Sul, LR- Libéria, MZ- Mogambique, NG- Nigéria, NL- Holanda, PT- Portugal, RW- Ruanda, SE- Suécia, SN- Senegal, TG- Togo, TH- Tailandia, UG- Uganda, US-
Estados Unidos da América, ZA- Africa do Sul. A inferéncia filogenética foi realizada com recurso ao programa MEGA v.5.0, tendo por base o modelo de Neighbor-
Joining e 0 método de dois pardmetros de Kimura para o célculo das distancias genéticas (a escala indica 2% de distancia genética). A robustez da inferéncia
filogenética foi avaliada por bootstrapping de 1000 amostragens aleatérias, considerando-se significativos valores >70%. B) Analise de bootscanning, por SimPlot
v.3.5.1, das sequéncias assinaladas com um rectangulo laranja (modelos idénticos aos utilizados na construgdo da arvore), sendo a janela e o passo definidos
individualmente (parametros indicados abaixo de cada imagem). As linhas horizontais tracejadas indicam o cut-off de 70%.
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Relativamente ao agrupamento formado pelas sequéncias de referéncia do
subtipo A (sub-subtipos Al a A4) e da CRF45_cpx, este engloba duas das sequéncias
em estudo (PT_47A e PT_47B). Ambas surgem agrupadas com uma sequéncia
classificada como CRF45 cpx, mas com sinal filogenético baixo. Nesta CRF, o
segmento do genoma viral em andlise tem uma estrutura recombinante A1/U (“ndo
genotipavel”, do inglés unknown) (Anexo 6). Por isso, tendo em conta o grupo
monofilético formado e a estrutura mosaico da CRF45 cpx pressupde-se que estas
sequéncias se encontrem mais proximas, do ponto de vista filogenético, do subtipo A
(puro ou ancestral na base da CRF45_cpx).

Por sua vez, o grupo monofilético que corresponde ao subtipo C, incluindo 16
sequéncias, entre as quais 10 sequéncias em estudo, encontra-se suportado por um valor
de bootstrap de 84%, permitindo uma genotipagem inequivoca das sequéncias PT_20A,
PT_20B, PT_38A, PT_38B, PT_45A, PT 45B, PT 58A, PT_58B, PT 71A e PT_71B.
No entanto, verificou-se que a sequéncia PT_38B é suportada por um ramo muito longo
na arvore filogenética (Figura 17.A) e, por isso, foi seleccionada para pesquisa de
eventos de recombinacdo por andlise de bootscanning (Figura 17.B) e fendmenos de
hipermutacgdo (ver mais a frente). A sequéncia PT_38A foi também submetida a analise
de recombinagdo, visto ter origem no mesmo individuo, relativamente a primeira
gestacéo ocorrida quatro anos antes (Anexo 2).

Considerando as restantes sequéncias em estudo, dez (PT_4A, PT_4B, PT_4C,
PT_9A, PT_9B, PT_27A, PT_27B, PT_37A, PT_37B e PT_55B) apresentam-se
agrupadas juntamente com sequéncias de referéncia do subtipo B. Contudo, este
agrupamento ndo esta suportado por um valor de bootstrap consistente (<70%). Nao
obstante, a topologia da arvore evidencia que as presentes sequéncias sejam
relacionadas filogeneticamente com o subtipo B, embora se apresentem algo
divergentes (Figura 17.A). Assim sendo, foram incluidas no subtipo B. Neste
agrupamento, constatou-se que a sequéncia PT_9A é suportada por um ramo muito
longo, demonstrando divergéncia genética elevada. Dado isto, foi seleccionada para
posterior analise de fendmenos de recombinacdo (Figura 17.B) e possiveis eventos de
hipermutacdo. Neste caso, tal como no anteriormente descrito, a sequéncia PT_9B foi
submetida ao mesmo tipo de anélise, visto ter origem na mesma mulher, mas referente a

segunda gestacdo, ocorrida trés anos mais tarde (Anexo 2).
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Por ultimo, verificou-se que um conjunto de nove sequéncias (PT_8A, PT_8B,
PT 48B, PT 53A, PT_53B, PT_56A, PT _56B, PT_68A e PT_68B) ndo se encontram
incluidas em nenhum grupo monofilético consistente, do ponto de vista da inferéncia
filogenética, e, como tal, foram assinaladas para pesquisa de fenomenos de
recombinacéo e eventos de hipermutacdo. Em geral, estas sequéncias sdo suportadas por
ramos precocemente divergentes, relativamente a topologia geral da &rvore construida,
demonstrando, maioritariamente, distancias genéticas muito elevadas (Figura 17.A).

Os resultados obtidos através da analise filogenética ndo automatizada sdo, de
uma forma geral, concordantes com os obtidos previamente recorrendo ao programa de
genotipagem automética REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (versdo 2.0)
(Anexo 4). No entanto, foram observados resultados ndo inteiramente coincidentes entre
as duas metodologias, particularmente no que se refere as sequéncias ndo genotipaveis
pelo método automatizado. Algumas destas (PT_4C, PT 5A, PT 5B, PT 9B e
PT_47B) embora genotipaveis pela andlise da arvore filogenética obtida, encontram-se
incluidas em agrupamentos menos significativos. As restantes (PT_10A, PT_13B,
PT _52A, PT_72A e PT_72B) foram inequivocamente subtipadas ap6s a construcao da
arvore filogenética. De sinal contrario, as sequéncias PT_56A, PT _56B e PT_68A
foram subtipadas como B através do método automatizado, contudo a A&rvore
filogenética construida ndo permitiu a sua caracterizagdo genotipica, por ndo se

encontrarem incluidas em grupos monofiléticos consistentes (Figura 17.A).

Pesquisa de genomas recombinantes

A identificacdo de sequéncias recombinantes intergenotipicas foi realizada com
recurso ao programa SimPlot (versdo 3.5.1), pelo método de bootscanning, como
referido anteriormente (seccdo 2.9.4). Com base nos resultados obtidos, foram
identificados indicios de recombinacdo em 11 das sequéncias estudadas, com graus
variaveis de evidéncia (PT_8A, PT_8B, PT_9A, PT 9B, PT _48B, PT_53A, PT_53B,
PT 56A, PT_56B, PT_68A e PT_68B) (Figura 17.B). Para algumas sequéncias (e.g.
PT 48B, PT _53A, PT _53B), os graficos de bootscanning obtidos demonstram
claramente a presenca de locais de recombinacdo, em associagdo com um nivel elevado
de significancia. No entanto, outros casos existem (e.g. PT_9A, PT_9B, PT_68A,

PT_68B), para 0s quais, embora haja indicios da ocorréncia de recombinagdo, com
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perda de sinal filogenético relativamente ao gendtipo mais provavel, o padrdo obtido, e
respectivo nivel de significancia, ndo permitem a inequivoca classificacdo das
sequéncias em causa como recombinantes (pelo que devem ser consideradas como
“recombinantes putativas™).

No que se refere a resultados mais especificos (Figura 17.B), as sequéncias
PT_8A e PT_8B evidenciam fendmenos de recombinacdo entre os subtipos B e C,
apresentando a estrutura mosaico B/C/B. Por sua vez, as sequéncias PT_9A, PT_9B,
PT _56A, PT _56B, PT_68A e PT_68B apresentam em quase todo o seu comprimento
uma maior similaridade com o subtipo B contendo, no entanto, uma regido intermédia
(de tamanho relativamente varidvel) para a qual o valor de significancia obtido nao foi
significativo (<70%). Para estas regides, onde ndo foi possivel a genotipagem, foi
atribuida a letra U, sendo a estrutura genomica das respectivas sequéncias designada
como B/U/B. Claramente, ndo se pode igualmente descartar a hipdtese destas seis
sequéncias corresponderem, de facto, a formas divergentes do subtipo B, e néo
recombinantes B/U/B, pelo que devem ser consideradas “recombinantes putativas”.
Relativamente a sequéncia PT_48B, foi identificada a estrutura mosaico B/K/B. Esta
apresenta em ambas as extremidades uma homologia inequivoca com o subtipo B,
contendo, no entanto, uma regido, de, aproximadamente, 120 nucleétidos, que revela
evidente similaridade com o subtipo K. Quanto as sequéncias PT_53A e PT_53B
apresentam uma regido inicial classificada como subtipo G, enquanto toda a restante
sequéncia é subtipada como subtipo B, estabelecendo assim uma estrutura mosaico G/B.
Por Gltimo, as sequéncias PT_38A e PT_38B apresentam uma elevada homologia com o
subtipo C, a excepcdo de um segmento intermédio onde nédo foi possivel efectuar a sua
caracterizacdo genotipica. Este facto deve-se a auséncia de similaridade significativa
com qualquer uma das sequéncias de referéncia utilizadas, por total auséncia de
qualquer sinal filogenético acima do nivel de significancia estabelecido (70%),
sugerindo uma divergéncia genética elevada para esse segmento. Como tal, estas
sequéncias foram classificadas como C divergentes. O grau de incerteza desta
classificacdo é, no entanto, elevado. Por fim, procedeu-se & comparacdo dos padrdes de
recombinacdo obtidos com os das estruturas mosaico de todas as CRFs ja descritas e

depositadas na Los Alamos HIV sequence database (http://www.hiv.lanl.gov),
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constatando-se uma total auséncia de coincidéncia, pelo que estas sequéncias

correspoderdo, muito provavelmente, a formas recombinantes tnicas (URFS).

Pesquisa de fendmenos de hipermutacao

Para identificar a possivel presenca de fendmenos de hipermutacdo, por
ocorréncia de hiperadenilacdo (G—A), por ac¢do das APOBEC, recorreu-se ao
programa Hypermut 2.0, tal como descrito anteriormente (seccédo 2.9.4.). Apds a analise
dos resultados obtidos verificou-se que nas sequéncias PT_9A e PT_38B ocorreram
eventos de hipermutacdo, estatisticamente significativos (p<0,05). Este fendmeno
respondera, ainda que parcialmente, pelo longo tamanho dos ramos que suportam ambas

as sequéncias na arvore filogenética construida (Figura 17.A).

Em suma, os gendtipos do HIV-1, para a regido codificante da protease,
identificados nesta amostra de mulheres multiparas infectadas, encontram-se resumidos
na Tabela 9.

Tabela 9. Caracterizagdo genotipica das sequéncias em estudo.

Genotipos NuUmero de sequéncias Numero de mulheres
provaveis e proporgao e proporcéo
A/45_cpx* 2 (3,0%) 1 (2,9%)

B* 8 (11,9%) 4 (11,8%)

C 10 (14,9%) 5 (14,7%)
G/14_BG 32 (47,8%) 16 (47,1%)
02_AG* 4 (6,0%) 2 (59%)

URFs® 11 (16,4%) 6 (17,6%)
Total 67 (100%) 34 (100%)

* grupos monofiléticos com valores de bootstrap inferiores a 70%.
S formas recombinantes Gnicas

Tendo em conta os resultados encontrados, 0s gendtipos provaveis das 67
sequéncias nucleotidicas foram distribuidos segundo a nacionalidade das 34 mulheres

infectadas incluidas no estudo (Figura 18; Anexo 2).

Pagina 67



Resultados

25

20

15

10

Portugal Angola Mogambique  Sem informagdo

H Subtipo A HSubtipoB HESubtipo C ESubtipo G ECRF02_AG & URFs

Figura 18. Distribuigdo dos genotipos provaveis das 67 sequéncias nucleotidicas do HIV-1
codificantes da protease segundo a nacionalidade das mulheres infectadas incluidas no estudo.

Assim sendo, e com base na Figura 18, verificou-se que nas mulheres infectadas
com o HIV-1 com origem em Portugal ha um claro predominio (25/45, 55,6%) do
genétipo G efou da forma recombinante sua derivada CRF14 BG, cuja regido
codificante da protease € do subtipo G (Anexo 6). Além disso, destacam-se, ainda, 0
subtipo B (8/45, 17,8%) e formas recombinantes Unicas com origem no subtipo B
(10/45, 22,2%). Por sua vez, nas mulheres angolanas, constatou-se a presenca de uma
elevada heterogeneidade genética, com uma distribuicdo das sequéncias pelas diversas
formas genéticas encontradas, a excepcdo do subtipo B, ausente neste grupo. Pelo
contréario, nas mulheres com origem em Mocambique, 0 Unico genédtipo do HIV-1

identificado foi o subtipo C.

3.4.2.1. Andlise filogenética de sequéncias concatenadas

Ainda no ambito da analise filogenética foi, por fim, construida uma arvore
filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas da regido codificante da protease,
obtidas neste estudo, juntamente com as sequéncias nucleotidicas da regido codificante
da transcriptase reversa, obtidas num estudo anterior (Espinheira, 2013), para amostras
correspondentes. Esta arvore filogenética foi construida a partir de sequéncias
artificiais, concatenadas, resultantes da simples justaposicdo das duas sequéncias
individuais disponiveis, com as mesmas condic¢des utilizadas para a anélise filogenética

das sequéncias da regido da protease (Figura 17.A). Esta nova arvore compreende um
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total de 99 sequéncias nucleotidicas, nomeadamente, 53 sequéncias concatenadas
(regido PR + RT), nove sequéncias obtidas por pesquisa de regides de semelhanga local
entre sequéncias com recurso ao programa BLAST, 36 sequéncias de referéncia do
grupo M do HIV-1 e uma sequéncia de referéncia do grupo N do HIV-1 (utilizada como
outgroup). O facto de apenas ter sido possivel a construcdo de sequéncias concatenadas
para 53 das 67 sequéncias da protease estudadas anteriormente deve-se ao insucesso de
amplificacdo por PCR da regido codificante da transcriptase reversa das restantes, no
estudo respectivo. Deste modo, estdo ausentes as sequéncias PT_4A, PT_10A, PT_17A,
PT _20A, PT_27B, PT_29A, PT_37A, PT_52B, PT_53A, PT_56B, PT_58A, PT_60A,
PT 66B e PT_68A.

A genotipagem realizada a partir da arvore filogenética construida com as
sequéncias concatenadas (838 nucledtidos) foi, de uma forma geral, concordante com a
andlise anterior para a regido codificante da protease, ajudando, no entanto, a melhor
definir eventuais padrdes de recombinacdo ou a existéncia de sequéncias geneticamente
divergentes. Pela observacdo da Figura 19.A, foi possivel constatar que os valores de
bootstrap obtidos, nos diversos grupos monofiléticos, em particular para 0s
agrupamentos A, B e 02_AG, eram significativamente superiores aos observados na
arvore filogenética anterior (Figura 17.A), na qual apenas alguns agrupamentos
(G/14_ BG e C) eram suportados por valores de bootstrap elevados. As principais
diferencas de topologia foram observadas para as sequéncias PT_8A, PT_8B, PT_47A,
PT _47B, PT_48B, PT_53B, PT_56A e PT_68B. Relativamente as sequéncias PT_47A
e PT _47B, na arvore filogenética da regido da protease, estas formaram um
agrupamento com as sequéncias de referéncia do subtipo A e da CRF45_cpx, ainda que,
sem valores de bootstrap significativos. Nesta arvore filogenética, ambas se encontram
agrupadas somente com sequéncias de referéncia do subtipo A, com um valor de
bootstrap de 86%, demonstrando maior semelhancga filogenética com o sub-subtipo A3.
Por outro lado, as sequéncias PT_8A, PT_8B, PT_56A e PT_68B, ndo genotipadas na
arvore filogenética da regido da protease, foram classificadas como pertencentes ao
subtipo B na arvore concatenada. Este resultado podera ser explicado pelo facto destas
sequéncias apresentarem, em quase toda a sua extensao, uma maior similaridade com o
subtipo B (dados ndo mostrados), com excepg¢do de um pequeno segmento na regido da

protease, como demonstrado na analise de bootscanning realizada anteriormente (Figura
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Figura 19. A) Relacdes filogenéticas entre 99 sequéncias nucleotidicas concatenadas compreendendo as regides codificantes da protease e da transcriptase reversa do
gene pol do HIV-1, com base num alinhamento mdltiplo com um total de 838 nucledtidos. A arvore filogenética inclui as 53 sequéncias concatenadas em estudo
(representadas com o prefixo PT); 9 sequéncias obtidas do GenBank por pesquisa com o programa BLAST de regides de semelhanga local entre sequéncias
(representadas com o simbolo ®); 36 sequéncias de referéncia do grupo M do HIV-1 (Al1-A4, B, C, D, F1, F2, G, H, J, K, CRF02_AG, CRF14 BG e CRF45 cpx) e
uma sequéncia de referéncia do grupo N (utilizada como outgroup) (representadas com o simbolo ¢ ). A designacdo das sequéncias de referéncia é iniciada com uma
letra, correspondente ao respectivo genoétipo, seguida do local de origem, nome original e nimero de acesso no GenBank. As origens geograficas das sequéncias de
referéncia sdo: AU- Australia, BE- Bélgica, BI- Burundi, BR- Brasil, CD- Republica Democratica do Congo, CM- Camarfes, CY- Chipre, DE- Alemanha, ES-
Espanha, FI- Finlandia, FR- Franca, GA- Gab&o, GB- Reino Unido, IN- india, KE- Quénia, LR- Libéria, NG- Nigéria, NL- Holanda, PT- Portugal, RW- Ruanda, SE-
Suécia, SN- Senegal, TG- Togo, TH- Tailandia, UG- Uganda, US- Estados Unidos da América, ZA- Africa do Sul. A inferéncia filogenética foi realizada com recurso
ao programa MEGA v.5.0, tendo por base o0 modelo de Neighbor-Joining e o método de dois parametros de Kimura para o calculo das distancias genéticas (a escala
indica 2% de distancia genética). A robustez da inferéncia filogenética foi avaliada por bootstrapping de 1000 amostragens aleatorias, considerando-se significativos
valores >70%. B) Andlise de bootscanning, por SimPlot v.3.5.1, da sequéncia PT_53B (modelos idénticos aos utilizados na construgio da arvore filogenética), sendo a
janela e o passo os indicados abaixo da imagem. A linha horizontal tracejada indica o cut-off de 70%.

Pagina 70



Resultados

17.B). Por dltimo, as sequéncias PT_48B e PT_53B apresentam, tal como na arvore
filogenética para a regido da protease, uma posicdo dubia nesta arvore filogenética,
reforcando a ideia de se tratar de sequéncias com elevada divergéncia genética. Por
conseguinte, foram ambas submetidas a uma pesquisa de pontos de recombinacdo por

analise de bootscanning (ver seccdo seguinte).

Pesquisa de genomas recombinantes

Tal como anteriormente, a pesquisa de eventos de recombinacdo foi realizada
utilizando o programa SimPlot, pelo método de bootscanning. As sequéncias
concatenadas PT_48B e PT_53B foram sujeitas a esta analise, das quais apenas para a
segunda se obteve um resultado consistente. Na sequéncia PT_53B foi identificada a
estrutura mosaico G/B/G/B (Figura 19.B), justificando assim o seu posicionamento
ambiguo na arvore filogenética da Figura 19.A. Ja relativamente a sequéncia PT_48B,
ndo foi possivel provar a existéncia de quaisquer pontos de recombinacao, pelo que esta
sera considerada como uma sequéncia ndo genotipavel, divergente do ponto de vista

filogenético.

3.5. Andlise bioinformatica das sequéncias aminoacidicas

Para a andlise das 67 sequéncias aminoacidicas traduzidas, no que se refere a
presenca de mutacOes associadas a diminuicdo da susceptibilidade aos anti-retrovirais
inibidores da protease, assim como, de outros polimorfismos genéticos, recorreu-se ao
programa HIVdb, implementado através do Genotypic Resistance Interpretation
Algorithm da Stanford University HIV Drug Resistance Database (versdo 7.0)
(disponivel em: http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra), como descrito
anteriormente (subcapitulo 2.10.1.). O referido programa emite um relatério
interpretativo para cada uma das sequéncias nucleotidicas introduzidas, contendo a
regido codificante da protease, sendo os resultados obtidos baseados na comparacao
com uma sequéncia consenso do subtipo B. Deste modo, foi feito um levantamento das
mutacdes associadas a resisténcia aos inibidores da protease (mutacBes principais e
acessorias), assim como, de outros polimorfismos genéticos. As sequéncias

aminoacidicas estudadas correspondem a totalidade da protease (99 aminoacidos). Com
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base no mesmo algoritmo foram, ainda, recolhidos para cada sequéncia os perfis
fenotipicos previstos para cada um dos inibidores da protease considerados. No relatério
emitido, de acordo com a mutacdo identificada, foi apresentada uma pontuagédo
individual para cada farmaco e, consoante o valor total obtido para cada sequéncia
submetida, considerando todas as mutacfes encontradas, foi atribuida uma classificacéo
do nivel de resisténcia (susceptibilidade, potencial de nivel baixo, nivel baixo,
intermédio ou elevado, como descrito no subcapitulo 2.10.1. Esta classificacdo foi
atribuida para oito inibidores da protease (i.e., atazanavir, darunavir, fosamprenavir,
indinavir, lopinavir, nelfinavir, saquinavir e tipranavir), pois o ritonavir é, actualmente,

apenas utilizado como potenciador farmacocinético.

3.5.1. Identificacdo de mutacBGes associadas a resisténcia aos inibidores da
protease e outros polimorfismos genéticos

As mutagOes que conferem resisténcia aos inibidores da protease podem ser
caracterizadas como muta¢des principais (ou major) ou mutagdes acessorias (ou minor),
como referido anteriormente. Do conjunto de sequéncias em estudo, apenas na
sequéncia PT_9A foram encontradas mutac6es principais, nomeadamente as mutacdes
D30N e M461 (Figura 20). Estas mutagdes, tal como era expectavel, tém um forte
impacto na resposta a terapia anti-retroviral, quando esta inclua inibidores da protease.
A sua presenca confere ao virus uma resisténcia de nivel elevado ao nelfinavir e uma
resisténcia potencial de nivel baixo ao atazanavir, fosamprenavir, indinavir e lopinavir,
respectivamente. Relativamente as mutagdes acessorias L101/V, L33F, G48E, A71T/V e
T74S, estas foram identificadas num total de 19 sequéncias e as respectivas
percentagens estdo representadas na Figura 20.
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Figura 20. Representacdo grafica da prevaléncia das mutagdes associadas a resisténcia aos
inibidores da protease (Pls) identificadas na regido codificante da protease das sequéncias em
estudo.

A mutacdo acessoria L10I foi identificada em sete sequéncias (PT_4C, PT_17A,
PT _17B, PT_17C, PT_47A, PT _47B e PT_65B, nesta ultima, apenas numa
subpopulacdo de virus da quasiespecies), enquanto a mutacdo L10V apenas se verificou
em duas sequéncias (PT_8A e PT_8B). Por sua vez, a mutagdo L33F esta presente nas
sequéncias PT_43A e PT_43B, enquanto a mutacdo G48E, uma mutacdo bastante
invulgar, foi identificada nas sequéncias PT_9A e PT_38B. As muta¢des A71T e A71V
foram identificadas em duas (PT_27A, PT_27B) e trés (PT_9A, PT_9B e PT_45B)
sequéncias, respectivamente. Por Gltimo, a mutacdo T74S foi encontrada nas sequéncias
PT_71A e PT_71B. Relativamente ao perfil fenotipico, a maioria destas mutacdes nao
estdo associadas a uma perda de susceptibilidade aos inibidores da protease. No entanto,
as mutacdes L33F e T74S podem afectar a resposta a terapia anti-retroviral. A primeira
pode estar associada a uma resisténcia potencial de nivel baixo ao fosamprenavir e ao
tipranavir, embora 0 seu impacto seja potenciado quando na presenca de outras
mutac¢des. Por sua vez, a mutacdo T74S esta associada a uma resisténcia de nivel baixo
ao nelfinavir.

Ao analisar o gendtipo das 19 sequéncias nas quais foram detectadas as
mutacdes acima descritas (duas principais e sete acessorias, num numero total de 22
ocorréncias), constatou-se que 16 correspondem a subtipos ndo-B. Como tal, foi
realizado o teste exacto de Fisher bilateral, ou, quando mais apropriado, o teste de %2,

aplicados a analise de tabelas de contingéncia 2x2, com um nivel de significancia de
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1%, para verificar da possivel associagdo entre a presenca destas mutagdes e 0s subtipos
ndo-B. No entanto, ndo se verificou nenhuma associacéo estatisticamente significativa
(Anexos 5.A, .Be .C).

Por dltimo, foram pesquisados e analisados outros polimorfismos genéticos
presentes nas 67 sequéncias da protease em estudo. Estes polimorfismos, segundo o
algoritmo de interpretagdo de resisténcias genotipicas da Stanford HIVdb utilizado, ndo
estdo associados a resisténcia aos inibidores da protease e ndo lhes foi atribuida
qualquer pontuacdo quanto ao perfil fenotipico das estirpes nas quais sdo encontrados.
Para além da utilizacdo deste programa, que permite obter, de forma répida, estes
polimorfismos, foi, ainda, construido um alinhamento multiplo incluindo as sequéncias
em estudo e uma sequéncia consenso do subtipo B, utilizada como referéncia. Este
alinhamento permite detectar os polimorfismos (quer sejam associados ou ndo a
resisténcia aos inibidores da protease) presentes nas varias sequéncias quando
comparadas com a sequéncia consenso (Figura 21).

Ao analisar os 99 aminodcidos constituintes da protease, nas 67 sequéncias
aminoacidicas disponiveis, foram detectadas 53 posi¢des ndo conservadas relativamente
a sequéncia consenso do subtipo B (Figura 21), o que corresponde a um grau de
conservacao de 46,5% das posi¢fes. A maioria destes polimorfismos genéticos foram
detectados em subtipos ndo-B, tendo sido realizado o teste exacto de Fisher bilateral,
ou, se apropriado, o teste de 2, aplicados & analise de tabelas de contingéncia 2x2,
considerando um nivel de significancia de 1%, para verificar a possivel associacdo entre
os polimorfismos genéticos identificados para cada posicdo e os diferentes genotipos.
Os resultados obtidos (Anexos 5.A, .B e .C) permitiram a identificacdo de varios
polimorfismos associados aos subtipos B, C e G, com significancia a nivel estatistico
(p<0,01). Estes polimorfismos foram entdo designados como ‘“assinaturas genéticas”
desses mesmos subtipos, sendo identificados quatro para as sequéncias do subtipo B
(M36L, R57K, L63P e VV771), cinco para o subtipo C (T12S, 115V, L19I, L19T e I93L)
e, por ultimo, dez no subtipo G (113V, K14R, K20I, E35D, M361, R41K, H69K, V82I,
L89M e FI99L) (Anexos 5 e Tabela 10). Digno de nota que a mutagdo 193L, para além
da associacdo muito significativa encontrada com o subtipo C, foi também associada de
um modo significativo ao subtipo B, mas, neste caso, com um valor limiar de

probabilidade (Anexo 5.A), pelo que esta Gltima associa¢ao nédo foi considerada.
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Figura 21. Alinhamento multiplo das 67 sequéncias aminoacidicas putativas da protease das estirpes do HIV-1 em estudo. As sequéncias alinhadas
foram comparadas com a sequéncia consenso do subtipo B (denominada Cons_B), obtida da base de dados Los Alamos HIV database
(wwwe.hiv.lanl.gov). Os aminoacidos encontram-se representados pelo codigo internacional IUPAC de uma letra (ver Anexo 7). Os pontos indicam
igualdade relativamente a Cons_B. A letra X indica a presenca de uma base degenerada na sequéncia nucleotidica. O simbolo * representa a presenca de
um coddo de terminacgdo precoce. Os dominios funcionais da protease estdo delineados pelos rectangulos. Os rectangulos de cantos arredondados
assinalam as posicoes aminoacidicas correspondentes ao centro activo da protease, nomeadamente, posicdes 23 a 32, 45 a 53 e 80 a 84. Os rectangulos a
tracejado azul e preto representam, respectivamente, a estrutura flap (posicdes 43 a 58) e os residuos N e C terminais (1 a 4 e 96 a 99), envolvidos na

dimerizacao.
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Tabela 10. “Assinaturas genéticas” identificadas nas sequéncias dos subtipos B, C ¢ G
(p<0,01), presentes na sequéncia aminoacidica putativa da protease das estirpes de HIV-1 em
estudo. Os aminodcidos presentes em cada posi¢do encontram-se representados pelo codigo
internacional IUPAC de uma letra (Anexo 7).

“Assinaturas genéticas”
Virus Posicao Virus
selvagem* | aminoacidica mutado
M 36 L

Subtipos

R 57
L 63
V 77
T
I

12
15

L 19

93
13
14
20
35
36
41
69
82
89
99

* neste caso, corresponde a uma sequéncia consenso do subtipo B (cons_B), com
origem na base de dados Los Alamos HIV database (www.hiv.lanl.gov).

r<|lTmmXxXX —|—
ST - XX -0 —-|10<|rd4d —-—< n|— v X

T
—

Como é evidente pela observacdo do alinhamento mdaltiplo da Figura 21,
verificou-se a presenca frequente de polimorfismos genéticos nas sequéncias em estudo,
quando comparadas com a sequéncia consenso do subtipo B. Foi igualmente analisada a
distribuicdo destes polimorfismos ao longo da sequéncia aminoacidica da protease. As
posicOes correspondentes aos dominios funcionais da enzima, nomeadamente, o centro
activo (posicBes 23 a 32, 45 a 53 e 80 a 84), incluindo a triade catalitica (D*T*°G?’),
assim como o flap (posi¢des 43 a 58), sdo, em geral, bastante conservadas (Weber &
Agniswamy, 2009; Ali et al., 2010; Konvalinka et al., 2015). O mesmo é véalido para 0s

residuos, nas extremidades N e C do polipéptido (posices 1 a 4 e 96 a 99,
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respectivamente), envolvidos na dimerizacdo da forma activa da protease. Verificou-se
assim que a grande maioria dos polimorfismos genéticos encontrados ocorre fora dos
dominios funcionais da protease. Ainda assim, foram identificados alguns
polimorfismos nestas regioes, nomeadamente, as “assinaturas genéticas” R57K, para o
subtipo B, e V82l e FI9L, para o subtipo G (Tabela 10). Foram ainda detectadas outras
mutacBes, muito menos frequentes, designadamente, D25G (PT_43A), na triade
catalitica, K43R (PT_72A e PT_72B), na regido do flap, e, por ultimo, G52S (PT_6B,
PT_48B), na regido do flap, mas também a afectar o centro activo. E importante
salientar que a mutagdo D25G é bastante invulgar, pois afecta a triade catalitica da
protease, sendo esta uma zona altamente conservada nas retropepsinas (Swanstrom &
Wills, 1997; Turner & Summers, 1999; Mager, 2001). Também digno de nota, a
presenca de um maior numero de polimorfismos nos dominios funcionais das
sequéncias PT_9A e PT_38B, relativamente as restantes (D25N, D30N, M461, G48E,
G51K e G52E, para PT_9A, e G48E, G49E e G51E, para PT_38B). No entanto, deve
ter-se em consideracdo que em ambas as sequéncias foram detectados fenomenos de
hipermutacdo, estatisticamente significativos, por accdo das APOBEC (Rose & Korber,
2000).

Por fim, é ainda importante referenciar que foram identificados coddes de
terminacédo precoces (ou coddes stop) em trés sequéncias em estudo (PT_9A, PT_38B e
PT_56B), duas das quais com indicios de hipermutacdo (simbolo *, na Figura 21). Nao
foram observadas delecGes nem insercBes em qualquer uma das sequéncias, 0 que
resultou na auséncia de mutacdes de frameshift. Foi igualmente detectada a presenca de
quasiespecies em seis posi¢cdes (L10, N37, G52, 162, G73 e L89), distribuidas por trés
sequéncias (PT_6B, PT_13A e PT_65B) (simbolo X, na Figura 21).

Com o intuito de se fornecer uma representacdo simplificada do grau de
conservacao relativo de cada posicdo aminoacidica no alinhamento maltiplo construido
para a protease do HIV-1 (Figura 21), foi, por fim, construido um weblogo, com recurso
a ferramenta bioinformatica AnalyzeAlign (ver sec¢do 2.10.2.). Esta ferramenta permite
obter uma representacdo grafica de uma sequéncia aminoacidica, artificial, construida a
partir de um alinhamento multiplo de sequéncias. Nesta sequéncia, cada aminoécido é
simbolicamente representado através do cddigo IUPAC de uma letra (Anexo 7), sendo o

respectivo tamanho, em cada posicao, proporcional & frequéncia na qual é encontrado
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no conjunto de sequéncias em analise. Esta representacdo grafica, permite, deste modo,
visualizar a frequéncia relativa de cada aminoacido em cada posicao de um modo muito
imediato e, por sua vez, inferir quais as zonas mais conservadas da sequéncia. Por outro
lado, ao utilizar um cbédigo de cores que representa o0 grau de
hidrofilicidade/hidrofobicidade de cada aminoacido, permite igualmente verificar se as
substituicdes encontradas séo, ou ndo, de natureza conservativa. Ao observar a Figura
22, que apresenta o weblogo obtido a partir do alinhamento multiplo das 67 sequéncias
aminoacidicas putativas em estudo, é facil verificar que os aminoacidos presentes nos
dominios funcionais do centro activo (23 a 32, 45 a 53 e 80 a 84), incluindo a triade
catalitica (25 a 27), flap (43 a 58) e zona de dimerizacdo da protease (1-4 e 96-99)
permanecem, grosso modo, muito conservados (este facto é evidenciado pela presenca
de um aminoéacido cuja probabilidade associada € igual ou préxima de 1,0). Por outro
lado, nas posi¢des mais polimorficas da sequéncia, as substituicbes evidenciadas sdo, na

generalidade, de natureza conservativa.

1.0

probability
o

probability
o

probability

probability

0.0

Figura 22. Representacdo grafica da sequéncia weblogo das 67 sequéncias de aminoécidos
putativas da protease do HIV-1 em estudo. A sequéncia é constituida por 99 posicdes,
representando a probabilidade de cada amino&cido estar presente numa determinada posi¢éo. Os
aminoacidos estdo representados pelo cédigo IUPAC de uma letra, com uma cor de acordo com
0 seu grau de hidrofobicidade, sendo atribuida a cor azul (hidrofilico), verde (neutro) ou preta
(hidrofobico).
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Discussdo e Conclusées

A pandemia do HIV-1 tem sido caracterizada por um aumento constante da
diversidade genética viral, com aparecimento, ao longo do tempo, de diversos subtipos,
sub-subtipos, CRFs e URFs, estas Ultimas descritas em nimero crescente. Esta extensa
diversidade esta relacionada com algumas caracteristicas do préprio virus, e respectivo
ciclo replicativo, tais como, elevada taxa de replicagdo in vivo, com um tempo médio
estimado de semi-vida dos virides muito reduzido, elevada taxa de mutagdo durante o
processo de transcri¢do reversa, potenciada pela auséncia de proofreading, e elevada
frequéncia de recombinacdo intermolecular (Cortez & Maldarelli, 2011; Santoro &
Perno, 2013). Sobre este enorme potencial para a diversificagdo, actuam ainda as forcas
selectivas associadas a resposta imunitaria do hospedeiro e, quando exista, a terapia
anti-retroviral. Outros factores, como os padrdes de migracdo da populacdo humana,
tém também contribuido para o aumento da diversidade genética nesta pandemia
(Vermund & Leigh-Brown, 2012). Como tal, é assim essencial manter uma vigilancia
constante dos padrdes epidemioldgicos da infeccdo pelo HIV em todo o mundo. A
compreensdo da distribuicdo geografica das diferentes formas genéticas do virus, e
respectiva taxa de evolucdo e disseminacdo no espaco e no tempo, revela-se
fundamental para a definicdo de estratégias de prevencdo, diagnostico e tratamento.

As opgdes de tratamento para a infeccdo pelo HIV tém aumentado na Gltima
década, continuando limitadas a cinco classes terapéuticas (Skar et al., 2011; Looney et
al., 2015). A terapia anti-retroviral de alta eficacia (HAART) contribuiu para uma
diminuicdo acentuada da taxa de mortalidade e morbilidade, tornando a infeccdo pelo
HIV numa doenga potencialmente cronica. Contudo, o aparecimento de estirpes virais
resistentes a terapia anti-retroviral € uma das principais limitagBes dos regimes
terapéuticos actuais (Menéndez-Arias, 2013; Santoro & Perno, 2013). A existéncia de
mutagdes que conferem resisténcia aos anti-retrovirais em virus que infectam mulheres
gravidas pode ter um impacto significativo na eficacia da prevencdo da transmissao
mde-filho, levando a transmissdo de virus resistentes para o feto/recém-nascido
(Antunes et al., 2015). Nos ultimos anos, observou-se uma evolu¢do nas medidas
profilacticas para a diminuicdo da transmissdo vertical do HIV, adicionando-se 0s
inibidores da protease a regimes terapéuticos que ja incluiam inibidores da transcriptase
reversa. Assim, pretendeu-se com este estudo caracterizar a diversidade genética da

regido codificante da protease no gene pol do HIV-1 e avaliar a presenca de mutacoes
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de resisténcia associadas aos inibidores da protease, assim como, de outros
polimorfismos genéticos, em mulheres multiparas infectadas pelo HIV-1. Este trabalho,
baseado em remanescentes de material biologico (DNA extraido de ceélulas
mononucleadas de sangue periférico), sem qualquer outra utilidade, consistiu num
estudo retrospectivo, andnimo e ndo relacionavel, no qual foram analisadas amostras
colhidas ap0s o parto, entre os anos de 1999 e 2008.

Deste modo, foi realizada a amplificacdo por nested PCR dupla da regido
codificante da protease a partir de 70 amostras de DNA proviral com origem em 34
mulheres infectadas pelo HIV-1, na sua grande maioria, mées de duas criangas. O
processo de amplificagdo ndo foi bem sucedido em apenas trés das amostras em estudo,
podendo este facto estar associado a presenca de sequéncias muito divergentes,
impossibilitando a hibridacdo dos primers, ou a niveis de DNA proviral muito baixos,
devido a terapia anti-retroviral implementada para prevencdo da transmissao vertical. A
degradacdo do DNA proviral foi igualmente considerada como uma das causas
possiveis, dada a antiguidade das amostras. No entanto, apos analise da qualidade do
DNA, por electroforese em gel de agarose (seccdo 2.3.), este factor ndo demonstrou
estar directamente relacionado com o insucesso no processo de amplificacdo (dados néo
mostrados).

O sucesso de amplificagdo do protocolo implementado foi quantificado em cerca
de 96% (67/70). Todos os produtos de amplificacdo obtidos apresentaram um fragmento
de DNA com cerca de 460 pb, com maior ou menor especificidade, sendo estes, apds
purificacdo, submetidos a sequenciacdo nucleotidica. Este procedimento foi realizado
no sentido directo e reverso, reduzindo a probabilidade de erro que esta associada a
prépria técnica e aumentando assim a fiabilidade dos resultados obtidos, factor
particularmente relevante quando se pretende efectuar a pesquisa de mutacdes. Apds a
edicdo dos cromatogramas, a identidade das sequéncias nucleotidicas foi confirmada
por pesquisa de regides de semelhanca local entre sequéncias com recurso ao programa
BLAST, sendo, desde logo, registadas as sequéncias presentes na base de dados que
apresentavam maior similaridade com as sequéncias de HIV-1 em estudo. De seguida,
procedeu-se a genotipagem rapida destas sequéncias, de modo a obter um conhecimento
prévio da diversidade genética presente na amostra populacional estudada. Para isso,
recorreu-se ao programa REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (verséo 2.0) que,
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ao contrario de outros programas de genotipagem automaética disponiveis online,
apresenta 0s seus resultados baseados em analise filogenética, tendo assim em
consideracdo a relacdo evolutiva entre as sequéncias, tornando a sua andlise mais
rigorosa (Abecasis et al., 2010). Deste modo, verificou-se que 0s gendétipos mais
frequentes eram os subtipos G, B e C (Anexo 4), mas com um ndmero significativo de
sequéncias “ndo genotipaveis”, sugerindo, desde logo, a presenca de formas genéticas
recombinantes ou muito divergentes. Como esta analise apresenta algumas limitacdes, a
classificacdo genotipica definitiva das sequéncias em estudo foi realizada através da
construcdo de arvores filogenéticas, aplicando métodos manuais, ou seja, nao
automatizados. Embora estes métodos sejam mais laboriosos e demorados, permitem
seleccionar as sequéncias de referéncia utilizadas, bem como os modelos e algoritmos
matematicos aplicados, tornando os resultados obtidos mais fidveis. A construcdo das
arvores filogenéticas foi realizada com recurso ao programa MEGA (versdo 5) (Tamura
et al., 2011), no qual foi aplicado 0 método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) e
as distancias genéticas calculadas pelo modelo de dois parametros de Kimura (Kimura,
1980), sendo os agrupamentos formados considerados consistentes do ponto de vista
filogenético quando suportados por valores de bootstrap com um valor minimo de 70%.

Numa primeira abordagem a arvore filogenética da Figura 17.A, €, desde logo,
possivel constatar que para alguns agrupamentos formados ndo foram conseguidos
valores de bootstrap superiores a 70%, o que limita a robustez da inferéncia filogenética
realizada. Este facto sera, presumivelmente, inerente ao tamanho algo reduzido da
regido analisada (321 nucleétidos), assim como a sua relativa conservacdo genética, no
contexto do virus estudado, traduzindo-se numa variabilidade mais reduzida e, por
conseguinte, na obtencdo de um sinal filogenético mais baixo. Tendo este facto em
consideracdo, prosseguiu-se entdo para uma analise mais detalhada dos resultados
obtidos.

O grupo monofilético G/14 BG (Figura 17.A), suportado por um valor de
bootstrap significativo de 86%, inclui sequéncias de referéncia do subtipo G (ditas
“puras”) e da CRF14_BG, sem subestruturacdo evidente, para além da geogréfica, razéo
pela qual Ihe foi atribuida aquela designacdo. Tendo em consideracdo a regido do
genoma estudada e a estrutura mosaico da CRF14 BG (Anexo 6), na qual a regido

codificante da protease € classificada no genotipo G, ndo € possivel determinar com
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precisdo as relagdes filogenéticas entre as sequéncias em estudo e esta forma
recombinante circulante. Para isso, seria necessario genotipar mais regides do genoma
viral, idealmente, obter sequéncias de genoma completo ou quase completo. Neste
agrupamento monofilético verificou-se ainda a presenca de um elevado namero de
sequéncias de referéncia com origem em Portugal e Espanha, indo ao encontro da
historia epidemioldgica da CRF14_BG na Peninsula Ibérica. Esta forma recombinante
foi descrita, pela primeira vez, no ano de 2002, em Espanha (Galiza) (Delgado et al.,
2002), pressupondo-se, no entanto, que tera tido origem em Portugal no inicio dos anos
90 do século passado, logo ap6s a expansao da epidemia do HIV (Bértolo et al., 2011).
Nessa altura, Portugal teria ja uma elevada prevaléncia de subtipos ndo-B, em
associacdo com populacdo imigrante proveniente de Africa e, consequentemente, a co-
circulacdo dos subtipos B e G terd estado na origem da CRF14 BG (Esteves et al.,
2002, 2003). A sua disseminacdo para Espanha ocorreu, muito provavelmente, pela
frequente mobilidade entre os dois paises, aqui associada a individuos
toxicodependentes por via endovenosa (Delgado et al., 2002; Esteves et al., 2003). Esta
forma recombinante propagou-se rapidamente para outros paises da Europa,
aparentemente, sempre em associa¢do com a préatica da partilha de material de injeccéo
associada a toxicodependéncia (Bartolo et al., 2011; Paraskevis et al., 2011, 2013, 2015;
Niculescu et al., 2015). No entanto, nos ultimos anos, a sua prevaléncia tem vindo a
diminuir (Palma et al., 2007; Carvalho et al., 2015), sem que haja uma explicacdo clara
para tal. Algumas causas, que podem estar associadas, sdo a sua elevada propensao para
eventos de recombinacdo com outros subtipos/formas recombinantes (Niculescu et al.,
2015; Fernandez-Garcia et al., 2016) ou, até mesmo, a sua elevada patogenicidade
(Bartolo et al., 2011). Os individuos infectados progridem mais rapidamente para sida, 0
que esta correlacionado com o facto de ser esta a forma genética do HIV-1 que
apresenta um tropismo mais frequente para o co-receptor CXCRA4.

Relativamente aos dois agrupamentos que incluem, respectivamente, sequéncias
de referéncia da CRF02_AG e do genotipo A/CRF45 cpx (Figura 17.A), verificou-se
gue ndo foram obtidos valores de bootstrap estatisticamente significativos, néo
permitindo uma genotipagem robusta das sequéncias em estudo. N&o obstante, para
estes grupos, a topologia da arvore sugere fortemente que as sequéncias PT_5A, PT_5B,
PT 72A e PT_72B, bem como as sequéncias PT _47A e PT_47B, sejam
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filogeneticamente muito proximas da forma recombinante CRF02_AG e do subtipo A
(A/CRF45_cpx), respectivamente. Relativamente as duas Ultimas, estas formam um
subgrupo com sequéncias de referéncia da CRF45_cpx, intercalando a radiacdo A.
Procedeu-se a analise dos pontos de recombinacdo da CRF45 cpx, 0 que permitiu
constatar que, para a regido codificante da protease, a estrutura mosaico desta forma
recombinante é A/U (Anexo 6). Considerando o valor ndo significativo do bootstrap
obtido, considerou-se, no entanto, como mais provavel que ambas as sequéncias sejam
filogeneticamente mais proximas do subtipo A “puro” e ndo propriamente daquela
forma recombinante circulante complexa.

No que se refere as sequéncias genotipadas como subtipo C, com base no seu
agrupamento com sequéncias de referéncia deste gendtipo, suportado por um valor de
bootstrap de 84% (Figura 17.A), foi possivel constatar que correspondiam a mulheres
cuja origem geografica era Angola ou Mogambique (Figura 18 e Anexo 2). Este facto
ndo €, de todo, inesperado, visto o subtipo C ser um dos genotipos predominantes em
Angola (Bartolo et al., 2005; Castelbranco et al., 2010; Afonso et al., 2012), sendo
quase exclusivo em Mocambique (Parreira et al., 2006; Abreu et al., 2008; Bila et al.,
2015). Assim sendo, é possivel que estas mulheres tenham adquirido a infec¢do pelo
HIV-1 antes de emigrar para Portugal.

Finalmente, tendo em consideracdo as sequéncias em estudo incluidas no
agrupamento com as sequéncias de referéncia do subtipo B, é importante salientar que
este ndo apresenta um valor de bootstrap significativo (<70%) (Figura 17.A), ndo
permitindo assim uma classificagdo genotipica muito consistente. No entanto, a
topologia da arvore filogenética aponta para uma evidente similaridade das sequéncias
em estudo com o subtipo B. Um dos factores que podera estar na origem deste valor de
bootstrap ndo significativo € a presenca de estirpes virais geneticamente divergentes,
relativamente as sequéncias de referéncia utilizadas. Num estudo anterior, foi
demonstrada a presenca de trés subpopulacBes genéticas distintas do subtipo B em
circulacdo em Portugal (Esteves et al., 2003), formando agrupamentos distintos e
significativos na arvore filogenética construida. Duas dessas subpopula¢bes s&o
filogeneticamente relacionadas, respectivamente, com a CRF14_BG e com uma forma
recombinante recentemente descrita, a CRF73_BG (Ferndndez-Garcia et al., 2016), a

qual inclui, para além das estirpes portuguesas, virus circulantes em Espanha e também
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uma forma recombinante BG descrita num toxicobmano alemdo, epidemiologicamente
relacionado com Portugal (Harris et al., 2005). Assim sendo, no nosso caso, a presencga
de estirpes muito diversas do subtipo B pode representar uma das causas para a
obtencdo de um sinal filogenético baixo no agrupamento formado, devendo ainda
considerar-se 0 tamanho relativamente reduzido (321 nucleétidos) do fragmento
estudado. Na tentativa de clarificar este assunto, poderia construir-se uma nova arvore
filogenética, englobando um maior numero de sequéncias de referéncia do subtipo B,
incluindo mais sequéncias de origem portuguesa, representativas de toda a diversidade
circulante. Esta segunda arvore filogenética permitiria, muito provavelmente, aumentar
o0 grau de certeza da inferéncia filogenética.

Na arvore filogenética da Figura 17.A, verificou-se também que estavam
presentes sequéncias que ndo estavam incluidas em nenhum grupo monofilético
consistente e/ou eram suportadas por ramos muito longos, sugerindo elevada
divergéncia genética. Considerando isto, para estas sequéncias, foi realizada a pesquisa
de eventos de recombinacdo, assim como, de fendmenos de hipermutacdo (Rose &
Korber, 2000). Primeiramente, foi efectuada a pesquisa de possiveis eventos de
recombinacéo, utilizando o programa SimPlot (v.3.5.1), cuja presenca foi confirmada
em onze das sequéncias em estudo, mas com graus varidveis de certeza. Como descrito
anteriormente, a analise de bootscanning demonstrou a presenca de sequéncias
apresentando claros indicios de recombinacdo intergenotipica (PT_8A, PT_8B,
PT_48B, PT_53A e PT_53B), mas também de sequéncias para as quais a atribuicdo do
estatuto recombinante ndo foi feita sem reservas (PT_9A, PT_9B, PT_56A, PT_56B,
PT _68A e PT_68B). As sequéncias PT_8A/PT_8B, PT _48B e PT_53A/PT_53B
apresentam, respectivamente, as estruturas mosaico B/C/B, B/K/B e G/B (Figura 17.B).
Os padrdes identificados foram comparados com o genoma mosaico das CRFs ja
descritas (regido da protease), ndo se verificando, no entanto, nenhuma analogia, pelo
que estas sequéncias foram consideradas formas recombinantes Gnicas. Numa primeira
abordagem, as sequéncias PT_8A e PT_8B, por exemplo, aparentavam ter uma
estrutura mosaico semelhante a CRF64_BC (Hsi et al., 2014), contudo os pontos de
recombinacdo ndo foram correspondentes (dados ndo mostrados). Por sua vez, nas
sequéncias PT_9A/PT_9B, PT_56A/PT_56B e PT_68A/PT_68B foi descrita a estrutura

B/U/B. Como se pode verificar na Figura 17.B, estas sequéncias apresentam elevada
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semelhanga genética com o subtipo B, na maior parte da sua extensdo, possuindo, no
entanto, uma regido central onde ndo foi possivel a atribuicdo de um gendtipo. Tendo
em conta este resultado, e o seu posicionamento na arvore filogenética, estas sequéncias
foram consideradas como provaveis formas recombinantes Unicas, ndo se podendo, no
entanto, eliminar inteiramente a hip6tese de corresponderem a formas muito divergentes
do subtipo B. Ao analisar a estrutura mosaico das formas recombinantes nicas acima
mencionadas, todas apresentam segmentos do subtipo B, o que explicard a sua posi¢ao
relativa na arvore filogenética da Figura 17.A. Finalmente, as sequéncias PT_38A e
PT_38B foram classificadas como C divergentes, dado o padrdo de bootscannig
encontrado (Figura 17.B). Ambas apresentam uma evidente homologia com o subtipo
C, ja expressa no respectivo posicionamento na arvore filogenética, excepto para uma
pequena regido intermédia, para a qual o sinal filogenético € perdido relativamente as
sequéncias de referéncia utilizadas. Dado isto, e ndo havendo claros indicios de
recombinacéo, estas sequéncias foram classificadas como formas geneticamente muito
divergentes.

De seguida, procedeu-se a pesquisa de fendmenos de hipermutacdo, por ac¢éo
das APOBEC (do inglés, apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-
like). A familia APOBEC inclui as desaminases de citidina celulares APOBEC3, as
quais apresentam uma potente actividade catalitica contra diversos retrovirus (Chiu &
Greene, 2008). No Homem, descobriu-se que a APOBEC3G (hA3G) e a APOBEC3F
(hA3F) tém um forte efeito inibidor na replicacdo do HIV-1, embora a actividade desta
ultima seja um pouco mais fraca (Bishop et al., 2004; Henriet et al., 2009). Estas
enzimas, expressas nos linfocitos T CD4", macréfagos e mondcitos, células alvo do
HIV-1, inserem-se no interior dos virides formados, actuando no ciclo replicativo
seguinte. Actuam na cadeia de DNA de polaridade negativa, na fase de transcricdo
reversa, convertendo residuos de citosina em uracilo. Assim, na formacdo da cadeia de
DNA de polaridade positiva ha a substituicdo de um residuo de guanina por adenina,
com introducdo de uma mutacdo. Estas mutacdes podem levar a introducdo de coddes
de terminacdo, tornando o virus defectivo e, por conseguinte, ndo replicativo (Mangeat
et al., 2004; Chiu & Greene, 2008; Henriet et al., 2009). Por norma, este fenomeno €
inibido pela proteina Vif do HIV-1, que actua sobre hA3G e hA3F diminuindo a sua

concentracdo celular e impedindo, assim, a sua incorporacdo na particula viral. Alguns
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dos mecanismos associados a esta supressdo sdo a ubiquitinagcdo das desaminases e,
consequentemente, a sua degradacdo via proteassoma e/ou a ligacdo de Vif ao mRNA
da hA3G inibindo a sua traducéo (Yu et al., 2003; Mercenne et al., 2010). A pesquisa
deste fenomeno foi realizada com recurso ao programa Hypermut 2.0, como referido no
subcapitulo 2.9.4. Verificou-se a presenca de fendmenos de hipermutacao,
estatisticamente significativos (p<0,05), nas sequéncias PT_9A e PT_38B. A sua
deteccdo justifica assim os ramos muito longos, que suportam ambas as sequéncias, na
arvore filogenética (Figura 17.A), particularmente, no caso da sequéncia PT_9A. Por
outro lado, este fendmeno poderd também concorrer para o padrdo particular de
bootscanning obtido para a sequéncia PT_38B, ja discutido anteriormente. Por fim, a
presenca de hiperadenilacdo nestas sequéncias pressupde que o DNA proviral
amplificado, nestes dois casos, corresponda a formas virais defectivas, ndo infecciosas.
Adicionalmente, e a fim de ajudar a interpretar posicionamentos ambiguos de
algumas sequéncias na arvore filogenética da Figura 17.A (construida a partir de um
alinhamento multiplo contendo 321 nucle6tidos), e, assim, melhor definir eventuais
padrdes de recombinacdo ou a existéncia de sequéncias geneticamente divergentes, foi
construida uma arvore filogenética a partir de sequéncias concatenadas, compreendendo
as regides codificantes da protease e da transcriptase reversa (parcial) (Figura 19.A). E
importante salientar que, devido a um maior insucesso de amplificacdo para a regido da
transcriptase reversa, nesta arvore filogenética estdo ausentes 14 amostras (referenciadas
no subcapitulo 3.4.2.1.), para as quais se obteve apenas sequéncia para a protease.
Assim, procedeu-se a construcdo da arvore filogenética contendo as sequéncias
concatenadas (n=53), utilizando os mesmos algoritmos e modelos matematicos
aplicados para a arvore filogenética anterior. ApOs a sua obtencdo foi, desde logo,
possivel observar que os grupos monofiléticos formados para os diferentes subtipos
eram filogeneticamente mais consistentes, estando suportados por valores de bootstrap
significativos (>70%). Este resultado estara relacionado com o maior tamanho das
sequéncias concatenadas (838 nucleotidos), permitindo, assim, e a priori, a obtencao de
uma inferéncia filogenética mais robusta. Na generalidade, os resultados obtidos vieram
corroborar os anteriores, com algumas excepc¢des. A posicao relativa das sequéncias
PT_8A, PT_8B, PT_56A e PT_68B, por exemplo, foi distinta entre as duas arvores

filogenéticas. Na arvore filogenética concatenada (Figura 19.A), estas emparelham no
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grupo monofilético que contém as sequéncias de referéncia do subtipo B,
contrariamente ao observado na arvore relativa a regido da protease. Esta discrepancia
deve-se ao facto destas sequéncias conterem maior homologia para o subtipo B na
porcdo codificante da transcriptase reversa do que no segmento estudado anteriormente
(protease). Por sua vez, e relativamente as sequéncias PT_47A e PT_47B, previamente
agrupadas com sequéncias de referéncia da CRF45_cpx e do subtipo A, h4 também uma
clarificacdo de posicionamento, uma vez que incluem agora um grupo monofilético
significativo, constituido unicamente por sequéncias de referéncia do subtipo A (Figura
19.A). Portanto, estes resultados permitem confirmar a presengca de uma maior
homologia com o subtipo A para ambas as sequéncias, tal como tinha sido sugerido
anteriormente, em particular com o sub-subtipo A3. Por fim, as sequéncias PT_48B e
PT _53B apresentam uma posicdo ambigua em ambas as arvores filogenéticas
construidas, sugerindo a presenca de uma elevada divergéncia genética. Para ambas foi
realizada uma andlise de bootscanning, contudo, apenas na sequéncia PT_53B foram
obtidos resultados consistentes. Para esta, a estrutura mosaico identificada foi G/B/G/B
(Figura 19.B), vindo confirmar a sua classificacdo anterior como forma recombinante
Unica. Para este caso, é importante ter em conta que as sequéncias concatenadas
estudadas ndo sdo continuas e, como tal, os pontos de recombinacao na Figura 19.B ndo
serdo inteiramente representativos. Quanto a sequéncia PT_48B, é uma sequéncia muito
interessante, do ponto de vista filogenético, aparentada com os genoétipos B e D (de
facto, sub-subtipos de um mesmo genotipo), mas com um posicionamento ambiguo, em
ambas as arvores construidas. A total caracterizacdo desta estirpe de HIV-1 passaria
pela obtencdo de um genoma completo ou quase completo. A sua origem geogréfica em
Angola, pais com uma das epidemias de HIV-1 mais diversificadas, do ponto de vista
genético (Abecasis et al., 2005; Bartolo et al., 2005, 2009; Castelbranco et al., 2010;
Afonso et al., 2012), reforca o interesse na sua caracterizagdo mais aprofundada.

Tendo em consideracdo os resultados obtidos, é possivel constatar a presenca de
uma elevada diversidade genética do HIV-1 na amostra populacional estudada de
mulheres multiparas. De uma forma geral, os gen6tipos mais frequentes sdo os subtipos
G (47,8%), C (14,9%) e B (11,9%), destacando-se ainda um elevado numero de formas
recombinantes Gnicas (16,4%). As restantes formas genéticas encontradas foram o
subtipo A (3,0%) e a CRF02_AG (6,0%). Estes dados corroboram os resultados obtidos
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em estudos anteriores, revelando uma elevada prevaléncia de subtipos ndo-B em
Portugal (Esteves et al., 2002; Palma et al., 2007; Pereira et al., 2014; Carvalho et al.,
2015). Na Europa, o subtipo B continua a ser predominante (Abecasis et al., 2013),
embora, nos ultimos anos, a prevaléncia de subtipos ndo-B tenha vindo a aumentar em
diversos paises, como, Franca (Brand et al., 2014), Italia (Ciccozzi et al., 2012), Suica
(von Wyl et al., 2011) e Suécia (Neogi et al., 2014), entre outros. Alguns estudos
sugerem que este aumento se deve a presenca de um elevado nimero de imigrantes,
provenientes de paises endémicos, cuja infeccdo pelo HIV ocorreu no pais de origem
(Holguin et al., 2008; von Wyl et al., 2011; Abecasis et al., 2013). Relativamente a
Portugal, pressupde-se que a presenca de comunidades provenientes de Africa, América
do Sul, Europa Ocidental e Europa do Leste (Departamento de Doencas Infecciosas do
INSA & Programa Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015) contribuem, muito
provavelmente, para esta elevada heterogeneidade genética. Para além disso, uma
elevada taxa de emigracdo no pais, entre outros factores epidemioldgicos e
comportamentais, concorrerd igualmente para uma maior diversificacdo das formas
genéticas virais circulantes. Além do subtipo B, relativamente frequente, Portugal,
contrariamente aos restantes paises europeus, tem também uma elevada prevaléncia do
subtipo G, apresentando um padrdo epidemiol6gico Unico (Esteves et al., 2002, 2003;
Palma et al., 2007; Abecasis et al., 2013). No presente estudo, observou-se uma
predominancia do subtipo G (47,8%), assim como uma distribuicdo analoga entre os
subtipos B e C na populacdo estudada. No entanto, é importante realcar que 32,3% das
mulheres incluidas no estudo eram de origem africana, sendo que a infeccdo pode ter
ocorrido no pais de origem, contribuindo para um aumento da prevaléncia de subtipos
ndo-B. Um outro factor que podera ter levado a um decréscimo na prevaléncia do
subtipo B, comparativamente a outros estudos, € o facto da amostra populacional
estudada ser constituida somente por mulheres. Num estudo realizado na Europa,
verificou-se que a prevaléncia de subtipos ndo-B era superior em individuos
heterossexuais, 0 que se reflecte numa maior propor¢do de mulheres infectadas com
estas formas genéticas (Abecasis et al., 2013).

De seguida, procedeu-se a pesquisa de mutacGes associadas a resisténcia aos
inibidores da protease, assim como, de outros polimorfismos genéticos, recorrendo ao

programa HIVdb, implementado através do Genotypic Resistance Interpretation
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Algorithm da Stanford University HIV Drug Resistance Database (verséo 7.0). Este
programa efectua uma comparacdo entre a sequéncia aminoacidica em estudo e uma
sequéncia consenso do subtipo B (Stanford University, 2014). Antes de iniciar a analise
dos resultados deve ter-se em consideracdo que, no presente estudo, as sequéncias
foram obtidas a partir de DNA proviral, extraido de células mononucleadas do sangue
periférico. O DNA proviral encontra-se integrado no genoma da célula hospedeira e,
como tal, pode encontrar-se latente na célula, sem transcricdo activa, ndo associado a
virus replicativos. Deste modo, 0 DNA proviral sequenciado pode nédo ser totalmente
representativo da populacdo viral presente no plasma. Esta é a razdo pela qual o0 RNA
viral, obtido a partir de plasma, € considerado o material bioldgico de elei¢do para a
pesquisa de mutacbes associadas a resisténcia aos anti-retrovirais. Além disso,
pressupde-se que em caso de “faléncia virologica” numa fase inicial, a detecgdo de
mutacdes associadas a resisténcia tenha maior sensibilidade quando realizada a partir do
RNA viral (Turriziani et al., 2010). No entanto, a identificacdo de mutacGes a partir de
DNA proviral pode apresentar algumas vantagens. Algumas estirpes resistentes podem
permanecer latentes nos linfocitos T CD4" durante longos periodos de tempo e, sob
determinadas circunstancias, reemergir e afectar a eficacia da terapia anti-retroviral
(Turriziani et al., 2007, 2010; Kabamba-Mukadi et al., 2010). Alias, num estudo
anterior foi demonstrado que a identificagdo de mutagfes no DNA proviral, em
individuos com supressdo viral completa, esteve associada a uma faléncia da terapia
anti-retroviral, nos dois anos subsequentes a sua identificacdo (Palmisano et al., 2009).
Portanto, a utilizacdo de DNA proviral pode ser Util na deteccdo de estirpes resistentes
emergentes quando a carga viral € indetectavel, assim como, em casos de interrupc¢éo ou
alteracdo dos regimes terapéuticos (Turriziani et al., 2007; Kabamba-Mukadi et al.,
2010; Lubke et al., 2015). Alguns autores afirmam, no entanto, que as mutacGes
associadas a diminuicdo de susceptibilidade aos anti-retrovirais, encontradas, quer a
partir de plasma, quer de células mononucleadas do sangue periférico sdo concordantes
(Derache et al., 2015). Estes resultados foram, igualmente, demonstrados num estudo
efectuado em mulheres sob terapia anti-retroviral para prevencdo da transmissdo mde-
filho (Soto-Ramirez et al., 2008). Porém, € importante salientar que quer seja utilizado
DNA proviral ou RNA viral, a deteccdo de estirpes virais minoritarias (<20%) é

bastante limitada (Palmer et al., 2005; Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and
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Adolescents, 2015). Como se viu anteriormente, num individuo infectado, a populacéo
viral é constituida por diversas micropopulagdes genéticas, evolutivamente
relacionadas, mas divergentes entre si, as quais, no seu conjunto, se da o nome de
quasiespecies. Deste modo, numa destas quasiespecies podem estar presentes, em niveis
muito baixos (0,5-1%), formas virais resistentes aos anti-retrovirais, clinicamente
relevantes, que podem emergir sob seleccdo do respectivo farmaco, levando, com o
tempo, a uma faléncia terapéutica (Li et al., 2011; Fisher et al., 2012). Embora os testes
genotipicos ndo detectem estas estirpes minoritarias, quando baseados em técnicas
convencionais de sequenciagdo nucleotidica, sdo, de facto, os mais utilizados, devido a
sua rapidez de resposta e baixo custo.

Apds a andlise dos resultados obtidos com recurso ao programa previamente
mencionado, verificou-se a presenca de duas mutac@es principais, nomeadamente D30N
e M461, ambas na sequéncia PT_9A. Nesta foram também detectadas duas mutacGes
acessorias (G48E, A71V), descritas mais a frente. A mutacdo D30N estd presente no
centro activo da protease, afectando directamente a ligacdo do inibidor a enzima e,
consequentemente, promovendo resisténcia aos inibidores da protease (Ali et al., 2010).
Esta mutacdo estd associada a uma resisténcia de nivel elevado ao nelfinavir,
traduzindo-se numa susceptibilidade muito reduzida, ou mesmo nula, do virus a este
farmaco (Stanford University, 2014). Por sua vez, M46l1 é uma mutacdo ndo
polimorfica, seleccionada sob o efeito de inibidores da protease, que pode reduzir a
susceptibilidade ao indinavir, nelfinavir, fosamprenavir, lopinavir e atazanavir (em
especial, quando presente com outras mutacdes) (Stanford University, 2014). Em suma,
com base no programa HIVdb, a presenca simultanea destas mutacGes confere uma
resisténcia de nivel elevado ao nelfinavir e uma resisténcia potencial de nivel baixo ao
atazanavir, fosamprenavir, indinavir e lopinavir. Tendo em conta que a mulher em causa
(PT_9), durante a gestacéo, esteve sob um regime terapéutico que incluiu o indinavir
(Anexo 2), os resultados sugerem que, provavelmente, a eficicia da terapia anti-
retroviral ndo teria sido afectada. No entanto, nesta sequéncia nucleotidica foi detectado
o fendmeno de hipermutagdo, assim como a presenca de um coddo de terminagdo
precoce, indicando que esta subpopulacdo viral seria defectiva, sem capacidade
replicativa, ndo conseguindo infectar outras células. A mesma mulher teve um segundo

filho, trés anos mais tarde, sob o mesmo regime terapéutico aplicado na primeira
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gestacdo (Anexo 2), ndo tendo sido detectadas mutacOes principais na sequéncia
analisada (PT_9B). Neste caso € evidente a presen¢a, num unico individuo, de uma
populacéo viral temporalmente heterogénea.

Foram ainda detectadas sete mutacOes acessorias (L101/V, L33F, G48E, A71T/V
e T74S) em 19 das sequéncias estudadas. As mutagdes L101/V, as mais frequentemente
encontradas, presentes em nove sequéncias (13,4%), correspondem a um polimorfismo
normalmente seleccionado apds a toma de inibidores da protease. Estas mutacGes
podem estar associadas a uma reducdo na susceptibilidade ao farmaco, ou potenciar a
capacidade replicativa viral, quando presentes com outras mutagfes (Stanford
University, 2014). Segundo os dados epidemioldgicos recolhidos, quatro das mulheres
(PT_4, PT_8, PT_17 e PT_47) estiveram, em, pelo menos, uma das gestacdes, sob
terapéutica com inibidores da protease, o que podera ter levado a seleccdo das mutacgdes
em causa. Apenas em uma das mulheres (PT_65) foi aplicado um esquema terapéutico
que ndo incluia inibidores da protease. A mutacdo L33F, detectada nas sequéncias
PT_43A e PT_43B (3,0%), estard associada a uma resisténcia potencial de nivel baixo
ao fosamprenavir e ao tipranavir (Stanford University, 2014). No entanto, esta mulher
ndo realizou terapia anti-retroviral em nenhuma das gestacfes, ocorrendo mesmo a
transmissao vertical do HIV-1 para o primeiro filho (correspondente a sequéncia
PT_43A) (Anexo 2). Geralmente, a mutacdo L33F surge apos seleccdo com os farmacos
darunavir, fosamprenavir, lopinavir, nelfinavir e tipranavir, contudo, ndo ha informacéo
se esta mulher esteve sob terapia anti-retroviral anteriormente, podendo mesmo tratar-se
de um caso de transmissdo de resisténcia primaria, ocorrida para individuo naive. Por
sua vez, a mutacdo G48E, também identificada em duas sequéncias (3,0%), ndo esta
associada a uma alteracdo fenotipica, relativamente aos inibidores da protease, sendo
considerada muito pouco comum, de acordo com o programa utilizado (Stanford
University, 2014). No entanto, sabe-se que outras mutacGes presentes nesta posic¢éo,
nomeadamente, G48V/M, estdo associadas a uma perda da susceptibilidade aos
inibidores da protease, pois afectam a sua ligacdo a enzima (Weber & Agniswamy,
2009; Stanford University, 2014). Curiosamente, a mutagdo G48E foi apenas detectada
nas sequéncias PT_9A e PT_38B, nas quais foi identificado o fenomeno de
hipermutacdo (G—A). Este estard na origem da alteragdo do codio GGA—GAA

(presente em ambas as sequéncias), levando a substituicdo da glicina (aminoéacido
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presente na sequéncia consenso) pelo acido glutdmico. Por sua vez, as mutagdes
AT1T/V, identificadas em cinco sequéncias (7,5%), sdo polimorfismos normalmente
presentes em 2 a 3% de individuos naive. Contudo, a sua prevaléncia aumenta em
individuos em terapéutica com inibidores da protease (Stanford University, 2014).
Relativamente a quatro das sequéncias onde estas mutagcfes foram detectadas (PT_9A,
PT 9B, PT_27B, PT_45B), o regime terapéutico das respectivas mulheres incluia
inibidores da protease, tendo provavelmente levado a sua selec¢do. No entanto, nao se
pode descartar a hipotese de se tratar de casos resultantes de transmissdo primaria de
resisténcia, dada a presenca destas mutagfes como polimorfismos naturais em
individuos sem terapia. Finalmente, a mutacdo T74S foi identificada em 3,0% das
sequéncias estudadas (PT_71A e PT_71B), constituindo um polimorfismo associado a
resisténcia de nivel baixo ao nelfinavir, podendo afectar o efeito anti-retroviral deste
farmaco (Stanford University, 2014). Dos dados epidemioldgicos referentes a mulher
PT_71, apenas se obteve informacao do regime terapéutico instituido durante a segunda
gravidez (PT_71B). Nesta gestacdo, a mulher realizou a toma de lopinavir potenciado
com ritonavir e, portanto, pressupde-se que a presente mutacdo ndo tenha afectado a
eficacia terapéutica do farmaco.

Em suma, no presente estudo foi detectada uma baixa prevaléncia de mutagdes
principais, sendo estas identificadas em apenas uma sequéncia. Por outro lado,
verificou-se uma prevaléncia superior de mutacdes acessorias, presentes em 19 das
sequéncias estudadas, sendo que estes resultados estdo de acordo com os dados
anteriormente descritos para Portugal (Parreira et al., 2004; Palma et al., 2007). Estas
mutacdes associadas a diminuicdo da susceptibilidade aos anti-retrovirais inibidores da
protease foram detectadas maioritariamente em subtipos ndo-B (16/19), ndo sendo
revelada, no entanto, qualquer associacao estatisticamente significativa entre a presenca
das mutacdes descritas e os subtipos B/ndo-B. Estes resultados estdo em concordancia
com os descritos, em estudos recentes, por outros autores (Barber et al., 2012;
Grossman et al., 2014).

Adicionalmente, foram utilizadas outras ferramentas disponiveis online para
pesquisa de mutacOes associadas a resisténcia, com o objectivo de avaliar, de uma
forma geneérica, o grau de divergéncia entre a previsdo realizada pelos diversos

algoritmos. Para isso, recorreu-se ao painel publicado anualmente pela International
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Antiviral Society-USA (IAS-USA) e aos algoritmos bioinformaticos REGA v.9.1.0
(disponivel em https://rega.kuleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm) e ANRS
v.2015.09 (disponivel em http://www.medpocket.com/). De acordo com a IAS-USA
(Wensing et al., 2015), as mutacbes G48E e T74S, descritas anteriormente, ndo sao
classificadas como conferindo resisténcia aos inibidores da protease. Por outro lado, o
mesmo painel inclui diversas mutacfes acessorias, ndo consideradas pelo algoritmo
aplicado no presente projecto (Stanford HIVdb), nomeadamente: G16E, K20R, L33V,
M36I/L, D60E, 162V, L63P, 164L/M/V, H69K, V771, VV82I, L891/M e 193L (Figura 9).
Foram ainda utilizados os algoritmos ANRS e REGA que, tal como Stanford HIVdb
fornecem, para cada sequéncia, um perfil fenotipico provavel de acordo com as
mutacdes identificadas. Os perfis fenotipicos obtidos foram, de uma forma geral,
concordantes entre os trés algoritmos, com excepc¢do das sequéncias PT_8B, PT_9A,
PT_56A, PT_56B, PT_71A e PT_71B (dados ndo mostrados). A sequéncia PT_9A
apresenta um perfil resistente ao nelfinavir, tal como no Stanford HIVdb. Contudo,
contrariamente a este, € considerado resistente e resistente intermédio ao indinavir,
segundo 0 ANRS e o REGA, respectivamente. Como se pode verificar, o grau de
susceptibilidade ao indinavir ndo é concordante entre os diversos algoritmos aplicados.
Além disso, o0 ANRS considera, ainda, que esta estirpe pode apresentar uma possivel
resisténcia ao lopinavir e atazanavir. De qualquer modo, esta sequéncia correspondera a
um virus defectivo, ndo infeccioso, como ja foi referido anteriormente. Por sua vez, na
sequéncia PT_8B foi detectado um perfil fenotipico resistente ao saquinavir (L10V +
115V + K20R) e uma possivel resisténcia ao atazanavir (L10V + G16E) segundo o
ANRS. Este ultimo diverge dos algoritmos Stanford HIVdb e REGA, para os quais a
estirpe foi considerada susceptivel. Relativamente as sequéncias PT_56A e PT_56B
foram identificadas as mutacdes 115V, K20R e 162V, que, quando em simultaneo,
conferem resisténcia ao saquinavir, de acordo com o ANRS. Tal como no caso anterior,
esta interpretacdo difere da dos restantes algoritmos. Por ultimo, nas sequéncias
PT_71A e PT_71B, o perfil fenotipico apresentado também demonstrou ser diferente
entre os algoritmos. Segundo o Stanford HIVdb, a presenca da mutagéo T74S confere
uma resisténcia de nivel baixo ao nelfinavir, contrariamente ao REGA e ao ANRS. Por
outro lado, este ultimo considera que as mutagdes 115V e K20R podem estar associadas

a uma possivel resisténcia ao saquinavir. Por fim, o ANRS, contrariamente aos restantes
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algoritmos, considerou que as estirpes referentes as sequéncias PT_8A, PT_13A,
PT_13B, PT_17A, PT_17B, PT_17C, PT_32B, PT_47B e PT_65B podem apresentar
uma possivel resisténcia ao saquinavir (presenca, em simultaneo, de duas das mutacoes
L10I/V, 115V, K20I/R, 162V). Por sua vez, nas sequéncias PT_68A e PT_68B foi
inferida uma possivel resisténcia ao atazanavir (L33V + D60E). Tendo em conta o que
foi referido, é possivel concluir que a interpretacdo do significado fenotipico de
mutacdes associadas a resisténcia ndo é totalmente concordante entre as diversas
ferramentas disponiveis. Como foi demonstrado, nem todas aplicam a mesma
classificacdo a uma mesma mutacao, como, por exemplo, é o caso das mutagdes 115V,
K20R e T74S. Além disso, a maioria destes sistemas utilizam como referéncia de
comparagdo o subtipo B, continuando a verificar-se dificuldades na interpretacdo de
mutacdes em subtipos ndo-B. Este facto deve-se a presenca de polimorfismos naturais
nestes subtipos, os quais sdo associados a resisténcia no subtipo B. Uma das alternativas
possiveis seria a realizacdo de testes fenotipicos, para cada uma das estirpes. Estes testes
apresentam, entre outras, a vantagem de uma mais facil interpretacdo, contudo sdo
muito mais dispendiosos, demorados e laboriosos.

Por outro lado, foram ainda identificados os polimorfismos genéticos presentes
nas 67 sequéncias em estudo. O seu papel, em termos de relevancia clinica, € ainda
controverso (Theys et al., 2013). Tendo em conta a variabilidade genética do HIV-1,
sabe-se que diferentes subtipos contém, no seu genoma, polimorfismos genéticos e/ou
“assinaturas” (polimorfismos caracteristicos de um determinado subtipo) que podem
afectar as regifes codificantes das enzimas virais, sendo estas os principais alvos da
terapia anti-retroviral (Santos & Soares, 2010; Theys et al., 2013). A relevancia destes
polimorfismos genéticos tem sido debatida ao longo dos ultimos anos. Embora a
maioria ndo afecte, significativamente, a resposta a terapia anti-retroviral, alguns
estudos indicam que podem estar associados a um aumento na resisténcia aos anti-
retrovirais, potenciar o fitness viral, na presenca de mutacfes de resisténcia, ou, até
mesmo, aumentar a susceptibilidade do virus a um determinado farmaco
(Bandaranayake et al., 2010; Santos & Soares, 2010; Santos et al., 2012). No presente
estudo, foram identificadas 53/99 posi¢des aminoacidicas em que, pelo menos, uma das
sequéncias analisadas divergia da sequéncia consenso, sendo a maioria dos

polimorfismos genéticos detectados em sequéncias de subtipos ndo-B. Contudo, a
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utilizacdo como referéncia de uma sequéncia consenso do subtipo B leva a que as
divergéncias encontradas nas sequéncias pertencentes a este subtipo sejam naturalmente
em numero inferior. Alguns destes polimorfismos foram considerados como
“assinaturas genéticas” relativas aos subtipos B, C e G (p<0,01) (Anexo 5). A sua
prevaléncia foi superior nos subtipos ndo-B verificando-se, no entanto, a presenca de
quatro “assinaturas” do subtipo B (M36L, R57K, L63P e V77I). Deve ter-se em
consideracdo que estas sequéncias foram comparadas com uma sequéncia consenso do
subtipo B, como referido anteriormente, e, ainda assim, revelaram a presenca de
“assinaturas”, comprovando a sua divergéncia genética relativamente a respectiva
sequéncia de referéncia. Este facto corrobora a observagdo anterior do agrupamento
formado por sequéncias do subtipo B, na arvore filogenética analisada (Figura 17.A),
ndo ser suportado por um valor de bootstrap significativo. Por sua vez, no subtipo C
verificou-se a presenga de cinco “assinaturas”, nomeadamente, T12S, 115V, L191, L19T
e 193L. Estes dados estdo genericamente em concordancia com o que esta descrito na
literatura (Kantor et al., 2005; Abreu et al., 2008; Ali et al., 2010), excepto para as
“assinaturas” L191 e L19T, ndo associadas, nos referidos estudos, ao presente subtipo.
Por ultimo, no subtipo G foi descrito um maior nimero de “assinaturas”,
contabilizando-se um total de dez, designadamente, 113V, K14R, K20I, E35D, M36l,
R41K, H69K, V82I, L89M e FI9L. Estes dados corroboram os resultados obtidos por
outros autores (Holguin et al., 2002; Parreira et al., 2004; Kantor et al., 2005; Ali et al.,
2010), com excep¢ao da “assinatura” FOIL. Segundo o Stanford HIVdb, nenhuma das
“assinaturas” descritas para os trés subtipos estd associada a qualquer alteragdo
fenotipica relativamente a resposta anti-retroviral. No entanto, de acordo com o painel
publicado pela IAS-USA, algumas sdo classificadas como mutacBes acessorias,
nomeadamente, K201, M361/L, L63P, H69K, V771, V82I, L89IM e 193L (Wensing et al.,
2015). Estas, embora ndo afectem substancialmente a eficicia dos farmacos, podem
potenciar a capacidade replicativa do virus, segundo o referido painel. O impacto in vivo
destes polimorfismos genéticos, naturalmente presentes em determinados subtipos,
permanece assim ainda por esclarecer. Enquanto alguns autores descrevem estes
polimorfismos como potenciadores do fitness viral e/ou associados a resisténcia aos

anti-retrovirais (Holguin et al., 2002, 2006; Lisovsky et al., 2010), outros n&o
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corroboram estas ideias (Vergne et al., 2006; Abreu et al., 2008; Champenois et al.,
2008).

Ao analisar a sequéncia traduzida da protease (99 aminoacidos), de todas as
sequéncias nucleotidicas em estudo, verificou-se que os seus dominios funcionais se
mantinham, de uma forma geral, preservados. Com base nas Figuras 21 e 22 é possivel
constatar que nestas regides, importantes para a actividade da enzima, as substitui¢cdes
aminoacidicas detectadas sdo em numero muito reduzido, contrariamente a outras
regides, nas quais se observou niveis de variabilidade mais elevados. Ainda assim, e
excluindo desta andlise as duas sequéncias (PT_9A e PT_38B) para as quais foi descrita
hipermutacdo dependente da actividade das APOBEC, foram identificados alguns
polimorfismos nos dominios funcionais da protease, nhomeadamente, D25G, K43R,
G5h2S, R57K, V821 e FI99L. De acordo com o Stanford HIVdb, nenhum destes
polimorfismos esta associado a resisténcia aos inibidores da protease. Contudo, a
mutagdo V82I, considerada como “assinatura genética” do subtipo G no presente estudo
(p=0,000) é classificada, por alguns autores, como uma mutacdo acessoria associada a
resisténcia ao atazanavir, tal como ja foi referido anteriormente (Santos & Soares, 2010;
Wensing et al., 2015). De entre estes polimorfismos é ainda importante destacar o
D25G, detectado na sequéncia PT_43A (Figura 21). Neste caso, o acido aspartico
(carregado negativamente) foi substituido pela glicina (sem carga) (GAC—GGC)
conduzindo, muito provavelmente, a alteracBes conformacionais e funcionais na
protease. Como se sabe, a posi¢cdo aminoacidica 25 é um componente essencial da triade
catalitica da protease e, como tal, a substituicdo do &cido aspartico, presente nesta
posicdo, leva a uma perda da actividade catalitica, tornando-a inactiva (Rosé et al.,
1995; Sayer et al., 2008; Capel et al., 2014). Deste modo, a subpopulacéo viral, na qual
esta mutacdo foi identificada, ndo teria uma protease funcional. Além disso, foram
identificadas outras trés subpopulacOes virais defectivas, designadamente, PT_9A,
PT _38B e PT_56B, nas quais foram identificados coddes de terminagdo precoce,
originando proteinas truncadas e, por isso, ndo funcionais. Como tal, ndo ocorrera a
dimerizacdo da protease, essencial para o processo de maturagdo das novas particulas da
progénie viral, conduzindo, consequentemente, a formacdo de particulas virais
defectivas e ndo infecciosas. Por sua vez, como se viu, nas sequéncias PT_9A e PT_38B

foram identificados fendmenos de hiperadenilacdo, estatisticamente significativos
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(p<0,05). Portanto, presume-se que nenhuma das quatro subpopulacbes virais
discriminadas tenha capacidade replicativa, reflectindo a introducdo de mutagdes letais
resultantes da accdo das APOBEC, ou as proprias caracteristicas replicativas do HIV-1,
que surge como uma quasiespecies constituida por diversas estirpes geneticamente
distintas, das quais algumas serdo defectivas. Resumindo, 6,0% (4/67) das sequéncias
obtidas a partir do DNA proviral integrado nas células mononucleadas do sangue
periférico, corresponderiam a formas defectivas do virus. Este facto, representa uma das
desvantagens de utilizar DNA proviral como matriz para a pesquisa de mutacoes, pois
este pode ndo ser totalmente representativo da populacdo viral presente no plasma,
como referido anteriormente.

Foi igualmente avaliada a eficacia dos regimes terapéuticos utilizados para
prevencdo da transmissdo vertical do HIV-1 na amostra populacional em estudo. Nas
mulheres que efectuaram terapia anti-retroviral, independentemente do regime aplicado,
constatou-se que esta foi efectiva, ndo se verificando nenhum caso de transmissdo. No
entanto, 11,4% (8/70) das amostras estudadas, colhidas de seis mulheres distintas,
correspondiam a gestacBes nas quais ndo se realizou terapéutica anti-retroviral,
reflectindo uma elevada propor¢do de mulheres nas quais ndo foi tomada qualquer
medida preventiva. Destes oito casos, verificou-se a transmissao vertical do HIV-1 para
trés dos recém-nascidos (Anexo 2). Estes dados sdo analogos aos antes descritos por
outros autores em Portugal. Num estudo anterior, verificou-se que cerca de 13% das
mulheres ndo realizaram nenhum regime profilactico anti-retroviral durante a gravidez,
todas elas devido ao desconhecimento da sua situagdo clinica (Palma et al., 2007). Um
estudo mais recente (Pifieiro et al., 2014), realizado num grupo de mulheres gravidas
infectadas pelo HIV-1, entre 1999 e 2012, no Hospital de S. Jodo (Porto), verificou que
em 24% das mulheres a infeccdo foi diagnosticada ja na gravidez. Neste mesmo estudo,
observou-se a transmisséo vertical do HIV-1 em trés casos, num dos quais a mée tinha
iniciado a terapia anti-retroviral no segundo trimestre da gravidez (Pifieiro et al., 2014).
No presente estudo, ndo ha informacdo sobre as razbes pelas quais as seis mulheres ndo
realizaram terapia anti-retroviral, podendo, tal como nos estudos acima referenciados,
dever-se ao desconhecimento do seu estado clinico. Segundo o INSA (Departamento de
Doencas Infecciosas do INSA & Programa Nacional para a Infeccdo VIH/SIDA, 2015),

desde 1983 até ao final de 2014, foram notificados, em Portugal, 426 casos de infeccéo
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pelo HIV-1 devido a transmissdo vertical. Apds a introducdo do rastreio na gravidez e
da terapia anti-retroviral, 0 nimero de casos diagnosticados tem vindo a diminuir ao
longo dos anos, reflectindo uma taxa de transmissdo mae-filho inferior a 2%, tal como
em outros paises europeus (Warszawski et al., 2008; Prieto et al., 2012; Townsend et
al., 2014; Departamento de Doencas Infecciosas do INSA & Programa Nacional para a
Infeccdo VIH/SIDA, 2015). Os casos de transmissdo vertical que continuam a verificar-
se podem ser devidos, entre outros, ao desconhecimento da infeccdo pelo HIV-1, a um
inicio tardio da terapia anti-retroviral e a uma carga viral elevada no parto, mesmo sob
terapia (indicativo de estirpes resistentes ou mé adesdo a terapéutica). A transmissao
vertical representa a principal causa de infecgdo pelo HIV-1 em criangas com idade
inferior a 15 anos, sendo a sua prevencdo um dos principais objectivos da UNAIDS
(UNAIDS, 2014). Considerando isto, estudos como o presente sdo importantes para a
obtencdo de mais dados epidemiol6gicos acerca deste grupo populacional. O
conhecimento da diversidade genética do HIV-1 também é fundamental, pois os
diferentes genotipos podem ter implicacdes na progressdo da doenca, na eficacia da
terapia anti-retroviral, no desenvolvimento de resisténcias aos anti-retrovirais e, mesmo,
na interpretacdo dos testes genotipicos para a deteccao de estirpes resistentes (Santos &
Soares, 2010; Santoro & Perno, 2013; Langs-Barlow & Paintsil, 2014). Por outro lado,
a deteccdo atempada de mutagdes associadas a diminuigdo da susceptibilidade aos anti-
retrovirais € essencial, pois durante a gravidez pode ocorrer a seleccdo de estirpes virais
resistentes, quer por ma adesdo, quer por concentracfes sub-terapéuticas do farmaco,
entre outros factores. Em caso de transmissdo vertical do virus, se estas mutagdes forem
transmitidas ao recém-nascido podem ter implicacdes graves na eficacia e nas op¢des
futuras da terapia anti-retroviral (de Mulder et al., 2011; Rojas Sanchez & Holguin,
2014; Bure et al., 2015).

Em resumo, o presente estudo revelou uma vasta diversidade genética entre as
sequéncias estudadas, indo ao encontro dos resultados anteriormente descritos para
Portugal (Esteves et al., 2002; Palma et al., 2007; Pereira et al., 2014; Carvalho et al.,
2015). No entanto, a prevaléncia dos subtipos B e G ndo foi semelhante, destacando-se
uma elevada frequéncia do subtipo G (47,8%) comparativamente com o subtipo B
(11,9%). Este estudo evidenciou ainda uma elevada prevaléncia de formas

recombinantes unicas (16,4%). Relativamente as mutagdes associadas a diminuicéo da
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susceptibilidade aos inibidores da protease, estas foram detectadas em 28,4% (19/67)
das sequéncias estudadas. Destas, duas (D30N e M46l) foram classificadas como
mutacgdes principais, com implicacdes na resposta a terapia anti-retroviral. No entanto,
ambas foram detectadas numa subpopulacéo viral sem capacidade replicativa aparente.
Por sua vez, foram identificadas sete mutacBes acessérias (L101/V, L33F, G48E,
AT1T/V e T74S) que, embora ndo afectem substancialmente a resposta a terapia, podem
estar associadas a resisténcia quando na presenca de outras mutacdes e/ou aumentar a
capacidade replicativa do virus. A maioria destas mutacGes (63,6%) foi detectada em
mulheres cujo regime terapéutico incluia inibidores da protease e, portanto, presume-se
que as mesmas tenham sido seleccionadas sob a pressdo selectiva do farmaco. Além
disso, foram também identificados diversos polimorfismos genéticos, ndo associados a
resisténcia, de acordo com o algoritmo utilizado (Stanford University, 2014). Alguns
destes polimorfismos, naturalmente presentes em subtipos ndo-B, sdo considerados
como mutacBes acessorias no subtipo B e o seu impacto na resposta a terapia e/ou na
capacidade replicativa do virus permanece ainda por esclarecer.

Por fim, é importante salientar que o presente estudo apresenta algumas
limitagdes, nomeadamente, o tamanho relativamente reduzido da amostra estudada,
assim como, o periodo no qual a amostragem foi efectuada (até 2008). Como tal, os
dados obtidos podem n&o reflectir com precisdo a situacdo actual em Portugal. Além
disso, 0 método de sequenciacdo aplicado ndo permite a deteccdo de estirpes virais
minoritarias, as quais podem conter no seu genoma mutagdes que conferem resisténcia
aos anti-retrovirais. Apesar destas limitacGes, os resultados obtidos reforcam a
importancia da monitorizacdo da infeccdo pelo HIV-1 nas mulheres gravidas, tendo em
conta a elevada diversidade genética do virus e as implicacdes que esta pode ter no
desenvolvimento de mutacGes de resisténcia aos anti-retrovirais, as quais podem afectar

0 sucesso da prevencdo da transmissdo vertical do virus.
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ANexXos

Anexo 1

Meios e solugdes utilizados

Composicéo

Solucéo de agarose 1,2% (p/v) (50 ml)

= 0,6 g de agarose
= 50 ml de tampdo TAE 0,5x

Solugéo de agarose 1,0% (p/v) (50 ml)

= 0,5 g de agarose
= 50 ml de tampdo TAE 0,5x

Tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 50x

= 242 g Tris-base
= 57,1 ml &cido acético glacial
=100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

= Adicionar agua para 1000 ml

Tampéo de aplicacéo

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

= 40% (p/v) sacarose

Tampdo de ligacdo da T4 DNA ligase 2x
(Promega, EUA)

= 60 mM Tris-HCI (pH 7,8)
= 20 mM MgCl,

=20 MM DTT

=2 mM ATP

= 10% (v/v) de PEG

Meio LB

= 10 g Bacto-triptona

= 5 g extrato de levedura

= 10 g NaCl

= 15 g agar*

= Adicionar agua para 1000 ml e autoclavar

* Ndo adicionar para meio liquido

Meio de criopreservacéo

= 10% (v/v) DMSO
= 10% (v/v) glicerol

Tampéo Tris-EDTA-glucose (TEG)

* 50 mM glucose
= 10 mM EDTA
» 25 mM Tris-HCI, pH 8,0

Solucéo de lise (SDS alcalino)

* 0,2 N NaOH
» 1,5% (v/v) SDS

Meio TSS

* LB 1x
= 10% (v/v) PEG 6000
= 5% (v/v) DMSO
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= 50 mM MgSO,
(pH 6,5)

Tampadao EcoRI 10x (Fermentas, Lituania)

» 50 mM Tris-HCI (pH 7,5 a 37°C)
= 10 mM MgCl,

= 100 mM NaCl

= 0,02% (v/v) Triton X-100

* 0,1 mg/ml BSA
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Anexo 2

Dados epidemioldgicos relativos as 34 mulheres incluidas no estudo e respectivas gestacdes. A tabela apresenta a identificacdo (ID) das
amostras (n=70) recolhidas ap6s o parto, assim como, idade das mulheres (a altura do parto), nacionalidade, ano do parto, terapia anti-
retroviral (TARV) realizada, com indicacdo especifica para os inibidores da protease (PIs), e ocorréncia de transmissao vertical do HIV-1
para o recém-nascido [ND = ndo determinado].

Idade : : Ano do : N Transmissao
ID (no parto) Nacionalidade parto TARV Regime terapéutico Pls vertical

PT_3A 34 2003 Né&o - - Nao
Portugal -

PT_3B 36 2005 Sim 2NRTIs + PI Indinavir Néao

PT_4A 27 2001 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao

PT_4B 28 Portugal 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao

PT_4C 31 2005 Sim 2NRTIs + PI Lopinavir/Ritonavir Né&o

PT 5A 21 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI = N&o
Portugal -

PT 5B 26 2007 Sim 2NRTIs + Pl Indinavir N&o

PT_6A 28 Angol 2001 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - N&o

ngola

PT_6B 31 J 2004 Sim 2NRTIs + NNRTI - Néao

PT_8A 28 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao
Portugal - —

PT_8B 29 2003 Sim 2NRTIs + PI Indinavir Né&o

PT_9A 30 2004 Sim 2NRTIs + Pl Indinavir N&o
Portugal - —

PT_9B 33 2007 Sim 2NRTIs + PI Indinavir Né&o

PT_10A 20 2004 Né&o - - Sim
Portugal :

PT_10B 24 2008 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao
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Idade : . Ano do : N Transmissao
ID (no parto) Nacionalidade parto TARV Regime terapéutico Pls vertical
PT_13A 21 2002 Néo - - Néao
Portugal -
PT_13B 24 2005 Sim 2NRTIs + NNRTI - Néao
PT 17A 19 2004 Sim 2NRTIs + PI Nelfinavir N&o
PT 17B 20 Portugal 2005 Sim 2NRTIs + PI Nelfinavir Né&o
PT 17C 21 2006 Sim 2NRTIs + PI Saquinavir/Ritonavir N&o
PT_20A 31 ) 2005 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Nao
Mocambique -
PT_20B 34 2008 Sim 2NRTIs + NNRTI + PI - Nao
PT _24A ND 1999 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao
Portugal -
PT 24B ND 2003 Sim 2NRTIs + NNRTI - Néao
PT 27A 31 1999 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao
Portugal - —
PT 27B 37 2005 Sim 2NRTIs + PI Nelfinavir N&o
PT_29A 26 2000 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao
Portugal - —
PT 29B 30 2004 Sim 2NRTIs + PI Nelfinavir N&o
PT_32A 26 2000 Sim 2NRTIs - Néao
Portugal -
PT_32B 32 2006 Sim 2NRTIs + NNRTI + PI - N&o
PT_33A 27 2000 Sim 2NRTIs - Néao
Angola -
PT _33B 88 2006 Sim 2NRTIs + NNRTI + PI - Nao
PT_37A 26 2001 Néo - - Sim
Portugal -
PT_37B 30 2005 Sim 2NRTIs + PI Nelfinavir Nao
PT_38A 29 Mogambique 2001 Sim 2NRTIs + NNRTI - Né&o
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Idade : . Ano do : N Transmissao
ID (no parto) Nacionalidade parto TARV Regime terapéutico Pls vertical
PT_38B 33 2005 Sim 2NRTIs + NNRTI - Néao
PT_43A 19 2001 Néao - - Sim
Portugal
PT_43B 24 2006 Néao - - Néao
PT_45A 33 ) 2001 Sim 2NRTIs - Néao
Mogambique - —— -
PT _45B 38 2006 Sim 2NRTIs + PI Saquinavir/Ritonavir Néo
PT_47A 26 Andol 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Nao
ngola
PT 47B 32 J 2008 Sim 2NRTIs + PI Lopinavir/Ritonavir N&o
PT_48A 28 Jy— 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao
ngola
PT 48B 34 J 2008 Sim 2NRTIs + NNRTI - Néao
PT_52A 32 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Néao
Portugal - ——
PT 52B 36 2006 Sim 2NRTIs + PI Nelfinavir N&o
PT _53A 17 2002 Sim 2NRTIs - Néao
Portugal :
PT 53B 21 2006 Sim 2NRTIs + NNRTI - Nao
PT _54A 30 Angol 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - N&o
ngola
PT_54B 34 J 2006 Sim 2NRTIs + PI Saquinavir/Ritonavir Né&o
PT _55A 34 2002 Sim 2NRTIs = N&o
Portugal :
PT_55B 38 2006 Sim 2NRTIs + NNRTI - Nao
PT_56A 19 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Nao
Portugal -
PT_56B 24 2007 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Nao
PT 57A 27 Portugal 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - N&o
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ID (n(IJdp?a?reto) Nacionalidade A;\)r;ort(io TARV Regime terapéutico Pls Trs(r;?trincl ;Iséo
PT 57B 32 2007 Sim 2NRTIs + PI Nelfinavir N&o
PT_58A 25 2002 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Né&o
PT_58B 30 Angola 2007 Sim 2NRTIs + NNRTI - Né&o
PT_60A ND 2003 Néao - - Néao
PT _60B ND N 2008 Né&o - - Néo
PT_65A 29 2003 Sim 2NRTIs - Néo
PT _65B 33 Portugal 2007 Sim 2NRTIs + NNRTI - Né&o
PT_66A 31 2003 Sim 2NRTIs + NNRTI - N&o
PT_66B 35 Portugal 2007 Sim 2NRTIs + PI Lopinavir/Ritonavir Né&o
PT_68A 20 2004 Sim 2NRTIs + Pl Nelfinavir Né&o
PT _68B 23 Portugal 2007 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Né&o
PT 71A 36 2004 Sim 2NRTIs + NNRTI/PI - Né&o
PT 71B 39 Angola 2007 Sim 2NRTIs + PI Lopinavir/Ritonavir N&o
PT 72A 31 2004 Sim 2NRTIs + NNRTI - N&o
PT 72B 35 Angola 2008 Sim 2NRTIs + NNRTI - N&o
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Anexo 3

Resultados obtidos na pesquisa de regides de semelhanca local entre sequéncias com
recurso ao programa BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool). Na tabela
estdo indicados os nimeros de acesso, na base de dados GenBank/EMBL/DDBJ, das
sequéncias nucleotidicas que apresentaram uma percentagem de semelhanca mais
elevada com as sequéncias em estudo (ID), assim como o E value obtido para a
respectiva comparacdo, incluindo, sempre que possivel, sequéncias de origem
portuguesa.

Pesquisa de semelhanca

ID genética (NO acesso) Identidade (%0) E value
EU068289.1 94 le-177
P AJ535040.1 94 3e-174
EU068289.1 95 0.0
PT_3B AJ535040.1 94 3e-174
PT 4A FJ647145.1 95 0.0
PT 4B FJ647145.1 96 0.0
PT 4C JN214919.1 94 3e-178
PT HA AJ535004.1 99 0.0
PT 5B AJ535004.1 99 0.0
PT 6A AJ535040.1 98 0.0
PT 6B AJ535040.1 98 0.0
PT 8A KJ140266.1 93 le-167
PT 8B KJ140266.1 93 7e-170
PT 9A HM469975.1 91 le-157
PT 9B AY165204.1 93 le-172
PT _10A AJ535023.1 96 0.0
PT _10B AJ535023.1 96 0.0
PT 13A AJ534996.1 99 0.0
PT 13B AJ534996.1 97 0.0
PT 17A AJ535005.1 99 2e-175
PT 17B AJ535005.1 99 2e-174
PT 17C AJ535005.1 99 9e-174
PT 20A FJ498326.1 96 0.0
PT _20B FJ498326.1 96 0.0
AF450097.1 98 0.0
U2l GU230139.1 98 0.0
GU230139.1 98 0.0
PT_24B AF450097.1 98 0.0
PT 27A DQ193768.1 96 0.0
PT_27B AY713409.1 95 0.0
PT_29A AJ534991.1 98 0.0
PT_29B AJ534991.1 97 0.0
AF423755.1 97 0.0
sz AJ535023.1 97 0.0
PT_32B AJ535023.1 97 0.0
PT_33A EF108467.1 96 0.0
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Pesquisa de semelhanca

ID genética (N° acesso) Identidade (%0) E value
GU230138.1 95 2e-179
EF119528.1 96 0.0
PT_338 GU230138.1 94 le-177
PT 37A JQ511330.1 95 0.0
PT _37B JQ511330.1 95 0.0
PT 38A KM050460.1 98 0.0
PT_38B FJ199583.1 96 0.0
AY882421.1 97 0.0
PR AJ535008.1 97 0.0
AY882421.1 96 0.0
PT_438 AJ535031.1 96 0.0
PT _45A GQ433815.1 98 0.0
PT 45B DQ660063.1 96 0.0
PT 47A HG780690.1 95 0.0
PT 47B HG780690.1 94 7e-180
PT _48B AY102509.1 93 6e-166
AF450097.1 97 0.0
PT_S2A AJ535001.1 97 0.0
PT 52B AJ535001.1 98 0.0
PT 53A AF349382.1 93 de-172
PT 53B AF349382.1 93 de-172
PT _54B FR846410.1 99 0.0
PT _55B JF689859.1 96 0.0
PT _56A AY102490.1 97 0.0
PT _56B AY102490.1 96 0.0
AF423755.1 98 0.0
PT_STA GU230139.1 98 0.0
AF423755.1 99 0.0
R GU230139.1 99 0.0
PT 58A FJ199777.1 97 0.0
PT 58B FJ199777.1 97 0.0
PT 60A AJ535011.1 99 0.0
PT 60B AJ535011.1 98 0.0
PT 65A AJ535009.1 97 0.0
PT 65B AJ535009.1 97 0.0
AY586548.2 97 0.0
PT_B6A AJ535023.1 96 0.0
AY586548.2 98 0.0
Pl AJ535023.1 96 0.0
PT _68A AY388691.1 96 0.0
PT 68B AY388820.1 95 0.0
PT 71A KM049923.1 95 0.0
PT 71B FJ498541.1 96 0.0
PT 72A FM955689.1 96 0.0
PT 72B FN599725.1 96 0.0
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Anexo 4

Comparacdo dos resultados de genotipagem obtidos para as amostras estudadas (n=67)
com recurso ao programa REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (v.2.0) e através
da arvore filogenética construida com base em métodos ndo automatizados. ID —
identificacdo das sequéncias nucleotidicas; NA — ndo atribuido; * — valor de bootstrap
inferior a 70%; 8 — ndo inclusdo em grupo monofilético consistente.

ID REGA subtyping tool 2.0 Arvore filogenética
PT 3A G G
PT 3B G G
PT _4A B B*
PT_4B B B*
PT_4C NA B*
PT_5A NA 02_AG*
PT 5B NA 02_AG*
PT_6A G G
PT 6B G G
PT_8A NA NAS
PT 8B NA NAS
PT_9A B B*
PT 9B NA B*
PT_10A NA G
PT_10B G G
PT_13A G G
PT_13B NA G
PT_17A G G
PT_17B G G

PT_17C G G
PT_20A C C
PT_20B C C
PT_24A G G
PT_24B G G
PT_27A B e
PT_27B B B*
PT_29A G G
PT_29B G G
PT_32A G G
PT_32B G G
PT_33A G G
PT_33B G G
PT_37A B B*
PT_37B B B*
PT_38A C C
PT_38B C C
PT_43A G G
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ID REGA subtyping tool 2.0 Arvore filogenética
PT_43B G G
PT_45A C C
PT_45B C C
PT_47A Al AJ45_cpx*
PT_47B NA AJ45_cpx*
PT_48B NA NAS
PT_52A NA G
PT_52B G G
PT 53A NA NAS
PT_53B NA NAS
PT_54B G G
PT_55B B B*
PT_56A B NAS
PT_56B B NAS
PT_57A G G
PT_57B G G
PT_58A C C
PT_58B C C
PT_60A G G
PT_60B G G
PT_65A G G
PT_65B G G
PT_66A G G
PT_66B G G
PT_68A B NAS
PT_68B NA NAS
PT_71A C C
PT_71B C C
PT_72A NA 02_AG
PT_72B NA 02_AG
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Anexo 5.A

Listagem dos polimorfismos genéticos identificados nas 67 sequéncias em estudo,
associados ou ndo a resisténcia aos inibidores da protease. A tabela apresenta a
comparacdo entre sequéncias do subtipo B e ndo-B. As mutacdes assinaladas a
vermelho e verde estdo associadas ao subtipo B e ndo-B, respectivamente, com base na
aplicacdo do teste de Fisher bilateral (p<0,01).

x Subtipo B Subtipos ndo-B
Mutacoes (n=8) (n=59) p
POL 0 1 1,000
L10l 1 6 1,000
L10V 0 2 1,000
T12A 0 1 1,000
T12l 0 2 1,000
T12P 2 0 0,013
T12S 0 8 0,582
113A 0 2 1,000
113V 0 36 0,001
K14R 3 27 0,722
115V 0 14 0,189
G16E 0 3 1,000
G16K 0 1 1,000
G17E 0 2 1,000
Q18E 0 1 1,000
Q18H 0 1 1,000
Q18y 0 1 1,000
L19l 3 6 0,068
L19P 0 1 1,000
L19Q 0 1 1,000
L19S 0 1 1,000
L19T 0 5 1,000
K201 0 35 0,002
K20R 0 5 1,000
E21K 0 2 1,000
A22V 0 2 1,000
D25G 0 1 1,000
D25N 0 1 1,000
D30N 0 1 1,000
L33F 0 2 1,000
L33V 0 2 1,000
E35D 2 33 0,139
E35K 0 1 1,000
E35N 0 2 1,000
M361 0 53 4,6E-07
M36L 5 0 5,8E-06
N37D 2 5 0,193
N37E 0 2 1,000
N37H 2 0 0,013
N37S 0 2 1,000
N37T 0 4 1,000
L38I 2 0 0,013
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~ Subtipo B Subtipos ndo-B
Mutacoes (n=8) (n=59) p
P39S 0 5 1,000
G40E 0 1 1,000
R41K 5 49 0,179
W42* 0 3 1,000
K43R 0 2 1,000
M461 0 1 1,000
G48E 0 2 1,000
G49E 0 1 1,000
G51E 0 1 1,000
G51K 0 1 1,000
G52E 0 1 1,000
G52S 0 2 1,000
R57K 7 4 2,9E-06
D60E 0 2 1,000
D60G 0 1 1,000
D60N 0 1 1,000
Q61N 0 2 1,000
162V 0 6 1,000
L63P 7 10 1,5E-04
L63S 0 3 1,000
L63T 0 3 1,000
L63V 0 2 1,000
164L 0 1 1,000
164M 0 2 1,000
164V 0 2 1,000
166V 0 1 1,000
C67E 0 2 1,000
C67Y 0 3 1,000
G68K 0 1 1,000
G68R 0 2 1,000
HG69K 0 48 1,2E-05
K70R 0 6 1,000
A71T 2 0 0,013
A71V 0 3 1,000
172T 0 4 1,000
172V 0 1 1,000
G73R 0 3 1,000
T74R 1 0 0,119
T74S 0 2 1,000
V7Tl 6 6 2,2E-04
V82l 0 29 0,008
G86R 0 2 1,000
L89lI 0 5 1,000
L89M 0 44 7,5E-05
TI91A 0 2 1,000
193F 0 1 1,000
193L 6 15 0,009
G94S 0 1 1,000
F99L 0 6 1,000
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Anexo 5.B

Listagem dos polimorfismos genéticos identificados nas 67 sequéncias em estudo,
associados ou ndo a resisténcia aos inibidores da protease. A tabela apresenta a
comparacdo entre sequéncias do subtipo C e ndo-C. As mutacBes assinaladas a
vermelho e verde estdo associadas ao subtipo C e ndo-C, respectivamente, com base na
aplicacdo do teste de Fisher bilateral (p<0,01).

x Subtipo C Subtipos ndo-C
Mutacoes (n=10) (n=57) p
POL 1 0 0,149
L10l 0 7 0,583
L10V 0 2 1,000
T12A 0 1 1,000
T12l 0 2 1,000
T12P 0 2 1,000
T12S 8 0 6,9E-09
113A 0 2 1,000
113V 1 35 0,004
K14R 0 30 0,002
115V 8 6 1,7E-05
G16E 0 3 1,000
G16K 0 1 1,000
G17E 0 2 1,000
Q18E 0 1 1,000
Q18H 0 1 1,000
Q18y 0 1 1,000
L191 5 4 0,002
L19P 0 1 1,000
L19Q 0 1 1,000
L19S 0 1 1,000
L19T 5 0 2,6E-05
K201 0 35 2,6E-04
K20R 2 3 0,157
E21K 0 2 1,000
A22V 0 2 1,000
D25G 0 1 1,000
D25N 0 1 1,000
D30N 0 1 1,000
L33F 0 2 1,000
L33V 0 2 1,000
E35D 2 33 0,039
E35K 0 1 1,000
E35N 0 2 1,000
M361 8 45 1,000
M36L 0 5 1,000
N37D 0 7 0,583
N37E 0 2 1,000
N37H 0 2 1,000
N37S 2 0 0,020
N37T 2 2 0,103
L38I 0 2 1,000
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~ Subtipo C Subtipos ndo-C
Mutacoes (n=10) (n=57) p
P39S 0 5 1,000
G40E 0 1 1,000
R41K 7 47 0,394
W42* 1 2 0,389
K43R 0 2 1,000
M46l 0 1 1,000
G48E 1 1 0,278
G49E 1 0 0,149
G51E 1 0 0,149
G5h1K 0 1 1,000
G52E 0 1 1,000
G52S 0 2 1,000
R57K 0 11 0,195
D60E 0 2 1,000
D60G 0 1 1,000
D60N 0 1 1,000
Q61N 0 2 1,000
162V 0 6 0,580
L63P 2 15 1,000
L63S 0 3 1,000
L63T 1 2 0,389
L63V 0 2 1,000
164L 0 1 1,000
164M 0 2 1,000
164V 0 2 1,000
166V 1 0 0,149
C67E 0 2 1,000
ce7Y 0 3 1,000
G68K 1 0 0,149
G68R 0 2 1,000
H69K 10 38 0,052
K70R 0 6 0,580
A71T 0 2 1,000
ATV 1 2 0,389
172T 0 4 1,000
172V 1 0 0,149
G73R 0 3 1,000
T74R 0 1 1,000
T74S 2 0 0,020
V771 0 12 0,188
V82l 0 29 0,004
G86R 1 1 0,278
L89I 0 5 1,000
L89M 10 34 0,012
TI1A 0 2 1,000
193F 0 1 1,000
193L 10 11 1,4E-06
G9o4S 0 1 1,000
F99L 0 6 0,580
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Anexo 5.C

Listagem dos polimorfismos genéticos identificados nas 67 sequéncias em estudo,
associados ou ndo a resisténcia aos inibidores da protease. A tabela apresenta a
comparacdo entre sequéncias do subtipo G e ndo-G. As mutacdes assinaladas a
vermelho e verde estdo associadas ao subtipo G e ndo-G, respectivamente, com base na
aplicacdo do teste de Fisher bilateral ou, se apropriado, o teste de ¥ (p<0,01).

~ Subtipo G Subtipos ndo-G
Mutacoes (n=32) (n=35) p

POL 0 1 1,000
L10l 4 3 0,701
L10V 0 2 0,493
T12A 0 1 1,000
T12l 0 2 0,493
T12P 0 2 0,493
T12S 0 8 0,005
113A 0 2 0,493
113V 32 4 0,000*
K14R 25 5 0,000*
115V 1 13 0,001*
G16E 0 3 0,240
G16K 0 1 1,000
G17E 2 0 0,224
Q18E 1 0 0,478
Q18H 0 1 1,000
Q18Y 0 1 1,000
L19I 0 9 0,002
L19P 0 1 1,000
L19Q 1 0 0,478
L19S 0 1 1,000
L19T 0 5 0,054
K201 31 4 0,000*
K20R 0 5 0,054
E21K 1 1 1,000
A22V 0 2 0,493
D25G 1 0 0,478
D25N 0 1 1,000
D30N 0 1 1,000
L33F 2 0 0,224
L33V 0 2 0,493
E35D 28 7 0,000*
E35K 0 1 1,000
E35N 1 1 1,000
M361 32 21 0,000*
M36L 0 5 0,054
N37D 1 6 0,108
N37E 0 2 0,493
N37H 0 2 0,493
N37S 0 2 0,493
N37T 0 4 0,115
L38I 0 2 0,493
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~ Subtipo G Subtipos ndo-G
Mutacoes (n=32) (n=35) p

P39S 1 4 0,358
G40E 0 1 1,000
R41K 31 23 0,001*
W42* 0 3 0,240
K43R 0 2 0,493
M46l 0 1 1,000
G48E 0 2 0,493
G49E 0 1 1,000
G51E 0 1 1,000
G51K 0 1 1,000
GbH2E 0 1 1,000
G52S 1 1 1,000
R57K 2 9 0,032*
D60E 0 2 0,493
D60G 1 0 0,478
D60N 0 1 1,000
Q61N 0 2 0,493
162V 2 4 0,675
L63P 2 15 0,001*
L63S 0 3 0,240
L63T 0 3 0,240
L63V 0 2 0,493
164L 0 1 1,000
164M 2 0 0,224
164V 1 1 1,000
166V 0 1 1,000
C67E 2 0 0,224
ce7Y 0 3 0,240
G68K 0 1 1,000
G68R 0 2 0,493
H69K 32 16 0,000*
K70R 4 2 0,414
A71T 0 2 0,493
A7V 0 3 0,240
172T 1 3 0,615
172V 0 1 1,000
G73R 3 0 0,104
T74R 0 1 1,000
T74S 0 2 0,493
V771 0 12 0,000*
V82l 29 0 0,000*
G86R 1 1 1,000
L89l 3 2 0,664
L89M 30 14 0,000*
T91A 2 0 0,224
193F 1 0 0,478
193L 0 21 0,000*
G94S 0 1 1,000
FI9L 6 0 0,009

* aplicado o teste de y°
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Anexo 6

Representacdo do genoma mosaico das formas recombinantes circulantes CRF02_AG,

CRF14_BG e CRF45_cpx (Los Alamos National Laboratory, 2015a).

» CRF02_AG

1
—730

-

—2391+-235
—3275
—d4175

. I—5550*-675
i

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

1a789

790 a 2155
2156 a 2625
2626 a 3274
3275a4174
4175 a 4874
4875 a 6224
6225 a 8311
8312 a 9089
9090 a 9719

» CRF14_BG

—750

EEQ

- -

G

A
AIG*
G

A

G
AlG
A
AlG
G

tat

138

18

—6341 +-

rev

tat

9

—B8270 +-

5950 +-

I—BBSQ +- 250

—9719

—9500

.II o R

Pontos de recombinacdo (Delgado et al., 2002):

750 a 6322

6323 a 6359
6360 a 8260
8261 a 8279
8280 a 9500

G*
B/G
B
B/G
G
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» CRF45_cpx
W [v] [ [v] e o o~ (] ~ "s] w0 '3}
< (=] « o w0 o o b-4 o « k=3 - -
g g & 8 8 g ¢ g @ 8 8 3 8
| | | [ [ ] | tat I | | |
T El N 3

[ o 3R

I - o [

Pontos de recombinacdo (Niama et al., 2009):

430 a 2397

2398 a 2932
2933 a 3322
3323 a 3582
3583 a 4079
4080 a 4298
4299 a 6041
6042 a 6342
6343 a 8236
8237 a 8604
8605 a 9147
9148 a 9515

A (tipo CRF09)*
U*

K (tipo CRF09)
U (tipo K)

K

U (tipo CRF04)
A

K

A

U (tipo CRF09)
A

U

* Segmentos nos quais estd contida a regido codificante da protease no gene pol

(posicdes nucleotidicas 2253 a 2550, em HXB2).
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Anexo 7

Nomenclatura dos aminoacidos, utilizando o cddigo IUPAC de uma e trés letras.

Nomenclatura dos aminodacidos

Acido aspartico
Acido glutamico

Alanina
Arginina
Asparagina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

Asp
Glu
Ala
Arg
Asn
Cys
Phe
Gly
GIn
His
lle
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val
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