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O diagnostico sorologico da infeccéo pelo HIV-1 e HIV-2 teve inicio em Cabo Verde
em 1987, mas pouco se sabe a respeito da diversidade genética desses virus
nessas ilhas, localizadas na costa Ocidental Africana. Neste estudo, caracterizamos
a epidemiologia molecular do HIV-1 e HIV-2 em Cabo Verde, analisamos a origem
dos principais clados de HIV introduzidos no pais e descrevemos a ocorréncia de
mutacOes de resisténcia aos antirretrovirais (DRM) em individuos virgens de
tratamento (ARTn) e pacientes em tratamento (ARTexp) oriundos das diferentes
ilhas. Amostras de sangue, dados sociodemogréafico e clinico-laboratoriais foram
obtidos de 221 individuos HIV positivos entre 2010-2011. As amostras foram
sequenciadas na regido da polimerase (1300 pares de bases) e andlises
filogenéticas e de bootscan foram realizadas para a subtipagem viral. Os algoritmos
disponibilizados nos sites Stanford HIV Database e HIV-GRADE e.V. Algorithm
Homepage foram utilizados para avaliar a existéncia de DRM em pacientes positivos
para HIV-1 e HIV-2, respectivamente. Os estudos evolutivos e filogeograficos foram
realizados através do programa BEAST. Entre os 221 pacientes analisados, sendo
169 (76,5%) HIV-1, 43 (19,5%) HIV-2 e 9 de (4,1%) co-infectados pelo HIV-1 e pelo
HIV-2, 67% eram do sexo feminino. As medianas de idade foram de 34 (IQR = 1-75)
e 47 (IQR = 12-84) para o HIV-1 e HIV-2, respectivamente. A infec¢do pelo HIV-1 é
causada pelo subtipo G (36,6%), CRF02_AG (30,6%), subtipo F1, (9,7%), URFs
(10,4%), subtipo B (5,2%), CRF05_DF (3,0%), subtipo C (2,2%), CRF06_cpx (0,7%),
CRF25_cpx (0,7%) e CRF49_cpx (0,7%), e todas as infec¢des por HIV-2 pertencem
ao grupo A. De acordo com as andlises filogeograficas e de origem do HIV, estima-
se que o HIV-2 foi o primeiro tipo viral introduzido em Cabo Verde e possui relacées
filogenéticas com sequéncias referéncias de Portugal. O HIV-1 entrou no pais mais
tarde, primeiramente pelo subtipo G, evidenciando relacbes com sequéncias da
Africa Central e de Portugal. Transmissio de DRM (TDRM) foi observada em 3,4%
(2/58) de pacientes HIV-1 ARTn (1,7% NRTI, NNRTI 1,7%), mas ndo entre 0s
infectados com HIV-2. Entre os pacientes ARTexp, DRM foi observada em 47,8%
(33/69) dos infectados pelo HIV-1 (37,7% NRTI, NNRTI 37,7%, 7,4% de PI, 33,3%
para duas classes) e 17,6% (3/17) nos infectados pelo HIV-2 (17,6%, 11,8% NRTI
Pl, 11,8% para ambas as classes). Este estudo indica que Cabo Verde tem um
cenario epidemiolégico molecular complexo e Unico dominado pelo HIV-1 subtipo G,
CRF02_AG e F1 e HIV-2 grupo A, sendo esse o primeiro tipo viral introduzido em
Cabo Verde. A ocorréncia de TDRM e o nivel relativamente elevado de DRM entre
0S pacientes tratados constituem uma preocupacdo, pelo que o monitoramento
continuo dos pacientes em ARTexp, incluindo genotipagem sao politicas publicas a
serem implementadas.
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HIV-1 and HIV-2 have been detected in Cape Verde since 1987, but little is known
regarding the genetic diversity of these viruses in this archipelago, located near the
West African coast. In this study, we characterized the molecular epidemiology of
HIV-1 and HIV-2, analyzed the origin of the major clades of HIV introduced in Cape
Verde and described the occurrence of drug resistance mutations (DRM) among
antiretroviral therapy naive (ARTn) patients and patients under treatment (ARTexp)
from different Cape Verde islands. Blood samples, socio-demographic and clinical-
laboratory data were obtained from 221 HIV-positive individuals during 2010-2011.
Genetic sequencing of the pol region (1300bp) was obtained and phylogenetic and
bootscan analyses were performed for viral subtyping. The evolutionary and
phylogeographic studies were performed using the program BEAST. HIV-1 and HIV-
2 DRM were evaluated for ARTn and ARTexp patients using the Stanford HIV
Database and HIV-GRADE e.V. Algorithm Homepage, respectively. Among the 221
patients (169 [76.5%] HIV-1, 43 [19.5%] HIV-2 and 9 [4.1%] HIV-1/HIV-2 co-
infections), 67% were female. The median ages were 34 (IQR=1-75) and 47
(IQrR=12-84) for HIV-1 and HIV-2, respectively. HIV-1 infections were due to
subtypes G (36.6%), CRF02_AG (30.6%), F1 (9.7%), URFs (10.4%), B (5.2%),
CRFO5_DF (3.0%), C (2.2%), CRFO06_cpx (0.7%), CRF25 cpx (0.7%) and
CRF49_cpx (0.7%), whereas all HIV-2 infections belonged to group A. According the
HIV phylogeographic analyses, it is estimated that HIV-2 was the first viral type
introduced in Cape Verde and has phylogenetic relationships with referral sequences
of Portugal. The HIV-1 was introduced in the country later on, due to infections with
subtype G, showing phylogenetic relationships with sequences from Central Africa
and Portugal. Transmitted DRM (TDRM) was observed in 3.4% (2/58) of ARTn HIV-
1-infected patients (1.7% NRTI, 1.7% NNRTI), but not among those with HIV-2.
Among ARTexp patients, DRM was observed in 47.8% (33/69) of HIV-1 (37.7%
NRTI, 37.7% NNRTI, 7.4% PI, 33.3% for two classes) and 17.6% (3/17) of HIV-2-
infections (17.6% NRTI, 11.8% PI, 11.8% both). This study indicates that Cape Verde
has a complex and unique HIV-1 molecular epidemiological scenario dominated by
HIV-1 subtypes G, CRF02_AG and F1 and HIV-2 group A. The occurrence of TDRM
and the relatively high level of DRM among treated patients are of concern.
Continuous monitoring of patients on ART, including genotyping, are public policies
to be implemented.
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Le diagnostic sérologique de l'infection par VIH-1 et VIH-2 a commencé au Cap-Vert
en 1987, mais on en sait peu sur la diversité génétique de ces virus, dans ces iles
situées sur la cbte ouest-africaine. Dans cette étude, nous caractérisons
I'épidémiologie moléculaire du VIH-1 et VIH-2 au Cap-Vert, nous analysons l'origine
des principaux clades du VIH introduits dans le pays, et nous décrivons I'apparition
de mutations de résistance aux antirétroviraux (DRM) chez les individus vierges de
traitement (ARTN) et les patients sous traitement (ARTexp) provenant des différentes
fles. Des échantillons de sang, ainsi que des données sociodémographiques,
cliniques et de laboratoire ont été obtenus a partir de 221 personnes séropositives
entre 2010 a 2011. Les échantillons ont été séquenceés dans le pol (1300bp) et des
analyses phylogénétiques et de bootscan ont été réalisées pour le sous-typage viral.
Les algorithmes disponibles sur les sites Internet Stanford HIV Database et HIV-
GRADE e.V. Algorithm Homepage ont été utilisés pour évaluer la présence de DRM
chez les patients positifs pour le VIH-1 et VIH-2, respectivement. Les études
évolutives et phylogéographiques ont été réalisées a I'aide du programme BEAST.
Parmi les 221 patients analysés, dont 169 (76,5%) VIH-1, 43 (19,5%) VIH-2 et 9
(4,1%) co-infectés par le VIH-1 et VIH-2, 67% étaient des femmes. L’age médian a
été de 34 (IQR = 1-75) et 47 (IQR = 12-84) pour le VIH-1 et VIH-2, respectivement.
L’infection par le VIH-1 est causée par le sous-type G (36,6%), CRF02_AG (30,6%),
le sous-type F1, (9,7%), URFs (10,4%), le sous-type B (5.2 %), CRF05_DF (3,0%), le
sous-type C (2,2%), CRF06_cpx (0,7%), CRF25_cpx (0,7%) et CRF49_cpx (0,7%),
et toutes les infections par le VIH-2 appartiennent au groupe A. Selon les analyses
phylogéographiques et de I'origine du VIH, on estime que le VIH-2 a été le premier
type viral introduit au Cap-Vert et qu’il entretient des relations phylogénétiques avec
des séquences références du Portugal. Le VIH-1 est entré plus tard dans le pays,
d’abord par le sous-type G, montrant des séquences de relations avec I'Afrique
centrale et le Portugal. La transmission de DRM (TDRM) a été observée chez 3,4%
(2/58) des patients VIH-1 ARTn (1,7% NRTI, NNRTI 1,7%), mais pas chez les
personnes infectées par le VIH-2. Parmi les patients ARTexp, les DRM ont été
observées chez 47,8% (33/69) des infectés par le VIH-1 (37,7% NRTI, NNRTI
37,7%, 7,4% de PI, 33,3% pour les deux classes) et 17,6% (3/17) chez les patients
infectés par le VIH-2 (17,6%, 11,8% NRTI PI, 11,8% pour les deux catégories). Cette
étude indique que le Cap-Vert a un scénario épidémiologique moléculaire complexe
et unique, dominé par le VIH-1 sous-type G, CRF02_AG et F1 et le VIH-2 du groupe
A, celui-ci étant le premier type viral introduit au Cap-Vert. L’apparition de TDRM et le
niveau relativement élevé des DRM chez les patients traités représentent une
préoccupation, a telle enseigne que la surveillance continue des patients sous TARV,
y compris le génotypage sont des politiques publiques a mettre en ceuvre.
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Na Kabu Verdi, testi sorolojiku pa djobe antikorpus anti-HIV-1 y 2 kumesa ta fazedu
na 1987, ma sabedu poku sobri diversidadi jenétiku di es virus, na kes ilha li, ki ta
fika na kosta osidental di Africa. Nes studu, nu karateriza epidemiolojia molekular di
HIV-1 y HIV-2 na Kabu Verdi, nu djobe oriji di kes prinsipal subtipu di HIV ki entra na
Kabu Verdi y nu diskreve kazus di mutason ki ta da razisténsia pa antiretroviral
(DRM) na kenha ki ka sta na tratamentu y na pasienti ki sta na tratamentu, di
diferentis ilha. Na 2010 y 2011, nu konsigi amostra di sangi, dadus sosio-
demogréfikus y kliniku-laboratorial di 221 algen HIV puzitivu. Nu sekuensia rijion pol
(1300bp) di kes amostra li y nu fase analizi di filojenia y di bootscan pa nu sabe
subtipu di virus. Pa studa ivoluson vy filojiografia di virus nu uza prugrama BEAST. Pa
djobe si kes amostra ten mutason di razisténsia pa antiretroviral nu uza prugrama di
saite di Stanford HIV Database pa HIV-1 y HIV-GRADE e.V. Algorithm Homepage pa
HIV-2. Di kes 221 pasienti ki studadu, 169 (76,5%) ten HIV-1, 43 (19,5%) ten HIV-2 y
9 (4,1%) ten HIV-1 y HIV-2; 67% é mudjer. Mediana di idadi foi 34 (IQR = 1-75) pa
HIV-1 y 47 (IQR = 12-84) pa HIV-2. Infeson pa HIV-1 é provokadu pa subtipu G
(36,6%), CRF02_AG (30,6%), subtipu F1, (9,7%), URFs (10,4%), subtipu B (5,2%),
CRFO05_DF (3,0%), subtipu C (2,2%), CRF06_cpx (0,7%), CRF25_cpx (0,7%) y
CRF49_cpx (0,7%), y tudu infeson provokadu pa HIV-2 é di grupu A. Di akordu ku
andlizi di filojiografia y di oriji di HIV, ta parse ma purmeru tipu di virus ki entra na
Kabu Verdi foi HIV-2 y e ten rilason filogenétiku ku sekuénsias konxidu di Portugal.

Transmison di mutason di razisténsia pa antiretroviral (TDRM) atxadu na 3,4% (2/58)
pasienti virjen di tratamentu (ARTn) (1,7% NRTI, NNRTI 1,7%), ma ka atxadu na
algen infetadu pa HIV-2. Na kes pasienti ki sta ku tratamentu (ARTexp), DRM atxadu
na 47,8% (33/69) di algen infetadu pa VIH-1 (37,7% NRTI, 37,7% NNRTI, 7,4% PI,
33,3% na dos tipu di ramedi) y 17,6% (3/17) na kes infetadu pa HIV-2 (17,6% NRTI,
11,8% Pl y 11,8% pa tudu dos). Kel studu li ta mostra ma Kabu Verdi ten un kuadru
di epidemiulujia mulekular konpléksu, diferenti y partikular ku mas HIV-1 di subtipu G,
CRF02_AG y F1 y HIV-2 grupu A, ki foi purmeru tipu di virus ki entra na Kabu Verdi.
Prezénsa di TDRM y kuantidadi di DRM na kes pasienti ki sta ta tratadu, € un
priokupason, y purisu monitoramentu kontinuadu di kes algen li y inkluzon di

jenotipaji é pulitika di saudi publika ki debe ser kolokadu na pratika.
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|. INTRODUCAO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), o agente etiolégico da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (aids), continua a ser um desafio no século XXI,
mesmo apos decorridos mais de 30 anos da sua descoberta (Barré-Sinoussi et al.,
1983). As estatisticas em todo o mundo e em regides especificas nos mostram o
guéo longe e grande é esse desafio. Apesar do conhecimento adquirido, meios de
diagnostico, tratamento e monitoramento cada vez mais potentes e acessiveis a
pessoas e areas anteriormente inacessiveis, 0 numero de novos casos por dia
supera o namero de casos que iniciam o tratamento por dia. Desde a descoberta
dos primeiros casos de aids no inicio dos anos 80, 65 milhdes de pessoas
contrairam o HIV em todo o mundo, das quais 25 milhdes morreram. Segundo
relatorio anual da Unaids, no final de 2012, 35,3 milhdes de pessoas viviam com o
HIV, cerca de 8 milhdes receberam tratamento antirretroviral, houve 2,3 milhdes de
novas infecgcdes e 1,6 milhdes morreram devido as complicacbes da doenca
(Unaids, 2013).

Sendo o continente africano, principalmente a Africa subsaariana, a regiéo
mais afetada pelo HIV a nivel mundial, esforcos tém sido feitos a fim de diminuir o
impacto da aids nessa regido. Assim, em sete anos, o numero de africanos em
tratamento com antirretrovirais passou de um milh&o, em 2005, para 7 milhdes, em
2012 e consequentemente com reducdo de mortes devido a aids em 32%, no
mesmo periodo (UNAIDS, 2013a; Unaids.org, 2013). De modo geral, as crescentes
campanhas de prevencdo aliadas ao diagnostico precoce, prevencdo da
transmissao vertical e o acesso ao tratamento, tém contribuido para um ligeiro, mas
continuo abrandamento no nimero de casos novos, da diminuicdo do namero de

criangas soropositivas e de mortes relacionadas a aids.



1.1) O Virus

O HIV é um retrovirus da familia Retroviridae, sub-familia Lentivirinae e
género Lentivirus, nome esse que caracteriza o comportamento do virus, devido ao
longo periodo existente entre a infec¢cdo e o desenvolvimento da doenga causada
pelo virus (Haase, 1986). Os retrovirus sdo virus RNA capazes de copiar seu
genoma em uma dupla fita de DNA e integrar-se ao genoma da célula hospedeira,
gracas as enzimas Transcriptase Reversa (RT) e Integrase (IN) (Turner and
Summers, 1999), respectivamente.

A particula viral, de formato esférico tem um didmetro de aproximadamente
90-120nm (Fig. 1). E formada pelo Envelope (env), constituido do mesmo material
da membrana celular que engloba as glicoproteinas. Logo abaixo vem a matriz
proteica envolvendo o capsideo de formato conico. O capsideo por sua vez envolve
0 nucleocapsideo, onde se encontra o genoma viral. O genoma do HIV é composto
por duas cépias de RNA de fita simples positiva de 9,5kb de comprimento e nove
genes com funcdes especificas, denominados gag, pol, env, tat, rev, vif, vpr, vpu ou
vpx (no caso de HIV-1 e HIV-2, respectivamente) e nef, flanqueados por longas
sequéncias terminais repetitivas (LTRs) (Girard et al., 2011; Sundquist and
Krausslich, 2012). Os genes responsaveis pela codificacdo de proteinas estruturais
e enzimaticas sdo, na ordem 5" - 3": gag (group-specific antigen), responsavel pela
codificacdo das proteinas da matriz, capsideo e do nucleocapsideo; pol
(polimerase), que codifica as enzimas envolvidas na replicacéo e integragcao viral —
Transcriptase Reversa (RT), Protease (PR) e Integrase (IN), e env (envelope), que
codifica as glicoproteinas do envelope como a subunidade externa (gpl20) e a
subunidade transmembranar (gp4l), que se associam de forma ndo covalente
formando uma unidade trimérica na superficie do virion, Tat (Transcriptional

Activator) e rev (Regulator of Virion gene expression.) sdo genes regulatérios e vif
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(Viral Infection Factor), vpr (Viral Protein r), vpu (Viral Protein u) ou vpx (Viral Protein
X) e nef (Negative Factor) sdo genes acessorios, essenciais a eficiente producéo do
virus in vivo (Fig. 2) (Girard et al., 2011). Os LTRs séo indispensaveis a integracao

do provirus no DNA da célula hospedeira (Turner and Summers, 1999).

Pro-Pol proteins
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RT
Env proteins
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Figura 1. Estrutura do HIV destacando o RNA, as proteinas do Gag (MA: Matriz, CA:
Capsideo e NC: Nucleocapsideo); Pol (Pro: Protease, IN: Integrase e RT:
Transcriptase Reversa) e Env (TM: Transmembrana e SU: Superficie). Obtida a

partir de Rodrigues, 2011 (Ana Rodrigues, 2011)
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Figura 2. Representagédo do genoma viral do HIV-1 e HIV-2 destacando os genes
estruturais (gag, pol e env), os genes acessorios (vif, vpr, vpu/vpx e nev), 0s genes
regulatorios (rev e tat) e a extremidade LTR’s. Adaptado de Freed, 2004 (Freed,

2004).

1.1.1) Origem

A infeccdo pelo HIV é descrita como uma zoonose provocada por
transferéncias de virus que infectam primatas do continente Africano para o homem
(Sharp and Hahn, 2011). A emergéncia do HIV na populagdo humana é resultante
de exposicdes e transmissfes entre espécies do Virus da Imunodeficiéncia Simia
(SIV) que infecta primatas ndo-humanos. Os principais primatas envolvidos nessa
transmissao, estdo representados na Figura 3 e sao principalmente chimpanzés da
espécie Pan troglodytes troglodytes e macacos da espécie Cercocebus torquatus
atys, para HIV-1 e HIV-2 respectivamente (Wertheim and Worobey, 2009). Sendo
assim, o HIV-1 é geneticamente mais proximo do SIV isolado do chimpanzé, com 75
— 85% de homologia, enquanto que o HIV-2 é geneticamente mais proximo do SIV
isolado do Sooty mangabey, com 30 — 40% de homologia (Sharp and Hahn, 2011).
No entanto, ndo esta descartada a hipotese de ter havido hospedeiros intermediarios

entre chimpanzés e humanos.



A descoberta de novos métodos de andlise e equipamentos cada vez mais
sofisticados tém favorecido datagbes cada vez mais precisas quanto a origem do
HIV. Por exemplo, Korber et al., com a utilizagdo de supercomputadores e técnicas
baseadas na evolugéo filogenética do virus, estimaram que o HIV-1 grupo M teve
sua origem em 1931 [1915-1941] (Korber et al., 2000). No entanto, quatro anos mais
tarde, e na posse de metodologias ainda mais sofisticadas essa estimativa passa
para 1908 (1884-1924), enquanto que para HIV-1 grupo O essa previsdo € para
1920 (1890-1940) (Wertheim and Worobey, 2009). A estimativa de origem para o
HIV-2A e B é de 1940 [1924-1956] e 1945 [1931-1959] respectivamente (Wertheim
and Worobey, 2009). Estudos baseados em meétodos de inferéncia através do
relégio-molecular e baseado na observacdo de mudancas de nucleotideos podem
contribuir para determinar o momento em que houve a transmissao dos primatas
ndo-humanos para o homem, tornando-se uma investigagdo primordial e prioritaria
em matéria de HIV/aids.

A Africa Oriental é considerada o epicentro da infecgéo pelo HIV-1 (Reeves
and Doms, 2002). Os primeiros relatos de infeccdo pelo HIV-1 na Africa foram
provenientes da Africa Oriental e Central (Le Guenno, 1989). Estudos apontam que
0 HIV-1 esta presente na Africa Central desde o inicio do século XX, onde s&o
encontrados praticamente todos os grupos e subtipos de HIV-1 e de onde
emergiram no inicio da década de 30 (1931; IC 1915-1945) (Korber et al., 2000); e
cerca de 50-60 anos ap0s ja se apresentava em praticamente todos os paises do
mundo. A Africa Ocidental é considerada o epicentro da epidemia pelo HIV-2, que
parece estar presente nessa regido desde meados do século XX, com foco em
paises como Guiné-Bissau, Cabo Verde, Gambia e Senegal (De Cock et al., 1993;

Léonard et al., 1993; Marlink et al., 1994; Reeves and Doms, 2002).



— 0.05 substitutions per site

|
’> HIV-1 group M

Gt B
~Hiv-1 group N
SiVepz
SiVepz Pan trogiodytes trogiodytes
SiVepz

—[__ HV-1 group C

—| St Pan troglodytes schwenfurthi
Shvepz

A
HV-2
A

Sivsm
SiVmac

u I

SiVsyk
| Sivgsn
— e S
I Sivver
Sivian
‘ Sivihoest
gy 5

SiVmnd

Siveol

Nature Reviews | Genetics

Figura 3. Arvore Filogenética SIV/HIV obtida a partir de Rambaut, 2004 (Rambaut et
al., 2004)



1.1.2) Infeccéo e Replicacao Viral

O HIV infecta uma grande variedade de células do sistema imune, entre elas
0s macrofagos, linfocitos T e células dendriticas, dentre outros tipos celulares, que
apresentam o receptor celular denominado CD4* expresso por essas células e
moléculas denominadas de co-receptores (Balasubramaniam and Freed, 2011). O
ciclo replicativo do HIV pode ser dividido em fases iniciais e tardias, como
representado na Figura 4. A entrada do virus na célula inicia-se com a adsorcéo da
particula viral através de duas glicoproteinas do envelope viral (Gp120 e Gp41l). A
Gp120 reconhece o receptor CD4* na superficie da célula provocando mudancas
conformacionais e recrutamento dos co-receptores da familia das quimiocinas, que
sdo, principalmente, as moléculas denominadas CCR5 e CXCR4, essenciais para a
adsorcdo e entrada do virus na célula. A seguir, a gp4l efetua a fusdo das
membranas viral e celular, propiciando a introducéo do capsideo viral no citoplasma
da célula hospedeira. Uma vez dentro da célula, a replicacdo do HIV € idéntica aos
demais retrovirus conhecidos. A transcriptase reversa transforma o RNA em DNA
complementar (cDNA), que é transportado para o ndcleo e se integra ao genoma da
célula hospedeira pela acdo da enzima Integrase, produzindo assim o provirus
(Girard et al., 2011). Esse, por sua vez, prossegue 0s passos até a producdo de uma
nova particula viral ou pode permanecer latente, fato esse relacionado a nao
ativagdo das células T, tendo as células hospedeiras como reservatérios. Esses
reservatorios, compostos por linfécitos TCD4*, recentemente demonstrados como
sendo, principalmente, de fendtipo de memdria central (Stockinger et al., 2006),
monacitos, macréfagos e células dendriticas, sdo encontrados no tecido linfoide. No
entanto, outras células do sistema nervoso central, gastrointestinal e urogenital

masculino podem servir como reservatorios virais.



Para producdo de nova particula viral é necessario a ativacdo celular para
gue haja transcricdo do genoma viral. O gene tat codifica uma proteina transativacéo
que impede a cessacdo prematura do provirus transcrito através da ligacdo da
extremidade 5°das moléculas de RNAm, aumentando a produgdo de RNAm (Girard
et al., 2011). Estes sao transportados para o citoplasma com auxilio da proteina rev
e traduzidos pelos ribossomos. O gene rev codifica uma proteina que se liga a um
elemento de sequéncia especifica, 0 que permite o seu transporte a partir do nicleo
para o citoplasma, e a expressdo das proteinas estruturais gag, pol e env. Rev
controla, assim, a chave a partir de uma fase precoce do ciclo, quando apenas
proteinas reguladoras sdo sintetizadas, para uma fase tardia, quando as proteinas
estruturais sdo sintetizadas e ha producao de virions (Girard et al., 2011). Essas
proteinas interagem entre si iniciando a montagem do virion e o seu brotamento. A
maturacdo da particula viral acontece apoOs rearranjo das proteinas virais e
alterac6es conformacionais induzindo a ativacao da protease, responsavel por clivar
as poliproteinas percursoras gag-pol, indispensaveis para que essa particula tenha

capacidade infectiva (Turner and Summers, 1999).
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Figura 4. Ciclo Replicativo do HIV representando as fases iniciais e tardias da
replicagéao viral. obtida a partir de Turner & Summers, 1999 (Turner and Summers,

1999)

1.1.3) Patogenia

A histéria natural da infeccdo pelo HIV é caracterizada por um quadro de

sindrome viral aguda — Fase aguda; por um periodo assintomatico — Fase

assintomatica ou Laténcia Clinica, e por um periodo de doenca — Fase Sintomética

(Fauci et al., 1996). A diferenca no comportamento nessas trés fases da infecgéo

levou a classificagdo de 3 modelos de progresséo para a doenca entre os individuos

infectados pelo HIV-1, nomeados de progressores rapidos — que constituem cerca

9



de 10 a 15% dos infectados e progridem para aids num periodo de 2 a 3 anos;
progressores tipicos — que constituem a maioria dos individuos infectados (70 —
80%) e possuem um tempo de laténcia entre a infeccdo e os sintomas da doenca
entre 6 a 8 anos; e 0s nao-progressores representando 5% dos casos, constituidos
por individuos que permanecem assintomaticos por periodos longos (10 a 15 anos
de infeccdo) (Fauci et al., 1996). Em relacdo ao HIV-2, sabe-se que a progresséo
para a doenca ocorre naturalmente de forma mais lenta em relagdo ao HIV-1,
sugerindo que individuos ndo-progressores sdo a maioria entre os infectados pelo
HIV-2 (Nyamweya et al., 2013).

Na primeira fase da infeccdo, denominada de sindrome viral aguda, ha uma
rapida deplecdo de linfécitos TCD4*, que rapidamente é recuperada e podera
ocorrer sindrome febril (Girard et al., 2011). Diferentemente de muitos outros virus
em que a infec¢ao induz a uma imunidade protetora persistente, no HIV, a resposta
imune da fase aguda nao é capaz de eliminar o virus (Girard et al., 2011). Logo apés
inicia-se um periodo assintomatico extenso, que pode variar entre 2 a 10 ou mais
anos. Essa fase é caracterizada por valores normais de CD4* e replicacdo viral
minima num primeiro momento. Sabe-se, no entanto, que nessa fase ha infeccédo de
novas células CD4* e outras células do sistema imune, causando uma replicacéo
viral acentuada e consequentemente infeccdo e perda gradual de linfécitos TCD4*
(Girard et al., 2011). ApGs este periodo inicia-se entdo a Fase Sintoméatica, pois a
deplecdo imunoldgica provocada contribui para a perda da imunidade celular e,
consequentemente, o0 aparecimento de infecgbes oportunistas e neoplasias levando
a fase de doenca (Girard et al., 2011). A Figura 5 representa de forma esquematica
essas fases. A introducdo cada vez mais precoce da terapia antirretroviral tem

contribuido sobremaneira para alterar essa historia natural, permitindo um controle
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precoce da replicagéao viral, manutencdo da imunidade e reducdo da morbidade e

mortalidade na infecgéo pelo HIV (Cohen et al., 2012; Montaner et al., 2014).
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Figura 5. Curso clinico da infeccdo pelo HIV evidenciando a fase aguda, a laténcia
clinica e a fase sintomatica. Adaptado de Pantaleo et al., 1993 (Pantaleo et al.,

1993)

1.1.4) Transmisséo

A transmissdo do HIV se da por fluidos organicos nomeadamente sangue e
seus derivados, esperma, fluido vaginal e leite materno. As principais vias de
transmissdo séo a sexual e vertical (m&e — filho).

A transmissao através de transfusdo de sangue e seus derivados,
manipulagéo e uso de materiais infectados e acidentes com materiais contaminados,
tiveram grande impacto no numero de casos novos de HIV no inicio da epidemia,
guando ainda era insipido o conhecimento das vias de transmisséo e dos meios de

diagnostico. O rastreio em Bancos de Sangue, o uso de material estéril e de

11



protecdo individual em caso de manuseio de sangue e outros fluidos biolégicos
foram formas eficazes na prevencao da transmissdo do HIV em grande escala. O
uso de preservativos nas relagdes sexuais, as campanhas de Informacao, Educacgao
e Comunicacao (IEC) para a prevengcdo massivamente levada a cabo em todas as
regides e atingindo todas as pessoas e a0 mesmo tempo priorizando grupos com
maiores vulnerabilidades, foram essenciais para 0 maior conhecimento da nova
epidemia e consequentemente um agir responsavel que minimiza a transmissao.
Simultaneamente, programas de Prevencédo da Transmissdo Vertical (PTV) foram
assumidos como prioridade por governos e paises, facilitando o rastreio da infeccéo
durante a gravidez e priorizando medidas e tratamento que evitem a transmisséo de
mae para o recém-nascido. Mais recentemente, o tratamento antirretroviral, como
medida de prevencdo da transmissao sexual, por diminuir a carga viral e
consequentemente a capacidade de transmissao (Cohen et al., 2012), tem sido

adotado e encorajado por varias organizacdes e paises (UNAIDS, 2013b).

1.2) Diversidade e Epidemiologia Molecular

Sendo um virus RNA, o HIV tem alta taxa de variabilidade genética e
antigénica, principalmente devido a frequéncia de replicacao e a falta de correcao da
RT, elevando a taxa de mutacdo e de recombinagédo por ciclo viral. Outro fator
descrito que contribui no incremento da diversidade genética do HIV-1 é a acéo das
APOBECs principalmente a APOBEC3G. Sabe-se que o DNAc sofre deaminagéo
por acdo das APOBECs, levando a hipermutacdo G —>A do DNAc viral, que se
acumula ao longo do genoma viral (Mangeat et al., 2003; Zhang et al., 2003). Devido
a sua grande variabilidade, associado, entre outros fatores, a diferentes eventos
zoonoticos, varias cepas sao encontradas ao redor do mundo, o0 que obrigou, em

1993, o estabelecimento de uma classificacdo filogenética dos dois virus. A
12



classificacao atual de HIV com base nos genomas virais completos foi proposta em
2000, agrupando-as em dois tipos, o HIV-1 e HIV-2.

As amostras que pertencem ao tipo mais comum, o HIV-1, sédo divididas em
quatro grupos, M, N, O e P (Vallari et al., 2011). No grupo M, responsavel pela
pandemia, as amostras sao divididas em nove subtipos (AD, FH, J e K) sete sub-
subtipos (A1-A5, F1-F2), e um grande numero de formas recombinantes Circulantes
(CRFs) (Brian Foley and Korber, 2013). As CRFs sao atualmente representadas por
61 formas, que tém o mesmo padrdo genético, com segmentos correspondentes a
diferentes subtipos ou mesmo CRFs, e estdo presentes em pelo menos trés
individuos néo relacionados epidemiologicamente (Brian Foley and Korber, 2013).
Além dos CRFs, a grande maioria das linhagens recombinantes identificadas
corresponde a Formas Recombinantes Unicas (URF), as quais s&o bastante
frequentes em regidbes onde mais de um subtipo circulam. Os subtipos tém
distribuicdo geogréfica especifica e seu papel na transmissdo e patogenicidade é
objeto de discusséo.

Ja o HIV-2 é classificado em grupos de A a H (Damond et al., 2004; Sharp
and Hahn, 2011). Apenas os grupos A e B do HIV-2 estdo bem caracterizados,
sendo o HIV-2A aquele melhor caracterizado, tratando-se da variante circulante que
predomina na Africa Ocidental (Faria et al., 2012; Peeters et al., 2013). Somente um
recombinante CRFR01_AB (lbe et al., 2010) foi descrito e recentemente uma nova
linhagem numa amostra da Costa do Marfim foi caracterizado (Ayouba et al., 2013).

Esse amplo espectro de variantes genéticas estd em constante expansao,
como consequéncia da alta taxa de evolucao do HIV. A analise da evolucao de HIV-
1 em véarias populagbes tem mostrado um aumento progressivo da distancia entre as
variantes genéticas contemporaneas (diversidade intra-populacdo), bem como o

virus que causa a doenca original em funcao do tempo (divergéncia intra-populacao)
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(Abebe et al., 2001; Korber et al., 2000; Kuiken et al., 1993; Leitner and Albert, 1999;
Lemey et al., 2003; Li et al., 1988; Liu et al., 2004; Lukashov and Goudsmit, 1997,
Robbins et al., 2003; Salemi et al., 2001; Sharp et al., 2001; Yusim et al., 2001). A
taxa de divergéncia intra-populacdo com base na regido do env, considerada a mais
variavel do genoma do HIV foi estimada em cerca de 1,0x10°3
substituicdes/local/ano, cerca de cinco milhdes de vezes mais rapida do que a taxa
média de desenvolvimento dos genes nucleares de mamiferos (Drummond et al.,
2005; Li et al., 1988). Esta rapida evolucdo de HIV-1 provoca a ocorréncia de
populacdes virais cada vez mais complexas, e dentro de cada regido, dificultando o
diagndstico, a producdo de drogas eficazes como na probabilidade de obtencéo de
uma vacina eficaz contra o HIV.

Por outro lado, a ocorréncia de novas variantes do HIV se deve a extensa
migracdo das populacdes através das atividades de trabalho, turismo e guerras
(deslocamentos militares), entre outros, contribuindo com a continua disperséo de
novas variantes a populacoes mais distantes. Por exemplo, a presenca de diferentes
subtipos virais e formas recombinantes, predominantes no continente africano tém
sido identificadas em individuos soropositivos em Cuba, cujas introducfes séo
atribuidas a participacdo de soldados cubanos em Angola durante as décadas de 70
e 80, assim como as missfGes de ajuda humanitaria realizadas por Cuba em
diferentes paises do continente africano (Cuevas et al., 2002; Thomson et al., 2005).
Estes fatos representam exemplos claros de como os tipos, subtipos e CRFs do HIV
séo transportados e podem potencialmente se estabelecer em novas regides, assim
como se recombinarem com variantes virais previamente existentes que, em
associacdo com a alta taxa de evolucéo viral, contribuem para ampliar a diversidade

do HIV no mundo.
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Em relagéo a distribuicdo dos subtipos de HIV-1, a nivel mundial o subtipo C
perfaz cerca de 48% do total das infec¢des diagnosticadas, seguidos do subtipos A
e B (12%), CRF02_AG (8%), CRFO01_AE (5%), subtipo G (5%) e D (2%), como
representado na Figura 6. Os demais subtipos F, H, J and K n&o contribuem com
mais de 1% do total das infec¢cbes. Outros CRFs e URFs contribuem com 4% cada
no total das infec¢des, podendo chegar a 16% quando combinados todos os CRFs e
a 20% quando somados todos os recombinantes (CRFs e URFs) (Hemelaar et al.,
2011).

No continente africano, assim como em outros continentes, o HIV-1 é o
principal responsavel pela epidemia de aids, onde circula praticamente todos os
subtipos de HIV-1 descritos, sendo o subtipo C a forma predominante, devido a
contribuicdo do sul da Africa, onde a maioria das infecgdes € devido a este subtipo
(Fig. 6) (Hemelaar et al., 2011). A excecdo dessa regido, a maioria das infecgbes é
devida ao subtipo A, seguido do CRF02_AG e subtipo G (Fig. 6) (Hemelaar et al.,
2011). O subtipo B, embora seja 0o mais prevalente na Europa Ocidental, no
continente americano e na Oceania, € pouco encontrado no continente Africano
(Fig.6). A grande variedade de subtipos de HIV-1 circulantes no Congo, a alta
diversidade intra-subtipos e o alto nimero de recombinacfes possiveis do virus, tal
como as diferentes cepas néo classificadas, sdo fatos que demonstram o quao
antiga e madura é a epidemia nessa regido, sugerindo que ela seja o epicentro da
disseminacao do HIV-1 grupo M (Vidal et al., 2000). Os grupos O, N e P do HIV-1
por sua vez, sdo encontrado principalmente na Africa Central e em individuos
originarios de Camardes (Ayouba et al., 2001; Plantier et al., 2009; Roques et al.,
2004).

A Africa Ocidental é considerada o epicentro da epidemia pelo HIV-2, que

parece estar presente nessa regido desde meados do século XX, com foco em
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paises como Guiné-Bissau, Cabo Verde, Gambia e Senegal (De Cock et al., 1993;
Léonard et al., 1993; Marlink et al., 1994; Reeves and Doms, 2002). O HIV-2 é
encontrado também na Costa do Marfim, Benin e paises como Angola e
Mocgambique, que embora localizados mais ao Sul sdo paises com contatos estreitos
com Cabo Verde e Guiné-Bissau, principalmente por terem tido os mesmos

colonizadores (Léonard et al., 1993; Markovitz, 1993).
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Figura 6. Distribuicdo Mundial dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1.

Obtida a partir de Hemelaar, 2011 (Hemelaar et al., 2011)
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1.3) Tratamento e Resisténcia

Desde a descoberta do HIV o desenvolvimento de drogas antirretrovirais tem
sido alvo de inumeras investigacdes, tanto por parte de centros de pesquisas
governamentais, como por parte da industria farmacéutica. Em alguns momentos
isso tem gerado disputas e quebra de patentes, como forma de garantir acesso e
eficiéncia no tratamento, como medida de interesse em saude publica.

O tratamento antirretroviral, atuando em diferentes etapas do ciclo de
replicacdo do virus, bloqueia a replicacéo viral e, consequentemente, a infeccdo de
novas células do sistema imune e o seu consequente comprometimento, reduzindo
a morbidade e a mortalidade dos pacientes infectados pelo HIV. De fato, um ano
apos a descoberta do HIV/aids, estudos pioneiros ja demonstravam o aumento no
namero de linfécitos TCD4+ circulantes apés 6 semanas de tratamento com AZT
(Yarchoan et al., 1986). Isso fez com que o primeiro medicamento autorizado para
tratamento da infeccdo fosse a Zidovudina (AZT), um Inibidor Nucleosidico da
Transcriptase Reversa (NRTI). As primeiras drogas comerciais contra o HIV tinham
como alvos a Transcriptase Reversa e, logo a seguir, a Protease, impedindo a
replicacdo e maturacao viral e, consequentemente, a infeccdo de novas células. A
introducdo em meados da década de 90 da terapia combinada com 3 ou mais
drogas atuando em diferentes alvos do ciclo de replicagcdo viral, denominada
“Terapia Antirretroviral Altamente Ativa” mais conhecida como HAART, sigla em
inglés de Highly Active Antiretroviral Therapy, teve um grande impacto na diminui¢ao
da mortalidade e morbidade devido a aids (Menéndez-Arias, 2013).

Atualmente existem 29 drogas antirretrovirais em uso aprovadas pelo Food
and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos (Tang and Shafer, 2012). Essas
drogas tém como alvos de atuacdo fases e mecanismos essenciais da replicacao

viral, tanto atuando no préprio virus como na ceélula hospedeira e podem ser
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classificadas em seis classes de drogas, a saber: Inibidores
Nucleosideos/Nucleotideos da enzima transcriptase reversa (NRTI), Inibidores N&o-
Nucleosideos (NNRTI), Inibidores da protease (Pl), Inibidores da integrase (INI),
Inibidores de Entrada e de Fusao.

A RT é a enzima responsavel por converter o RNA viral de fita simples em
DNA de fita dupla, capaz de se integrar no genoma da célula infectada (Menéndez-
Arias, 2013). Os NRTI atuam como inibidores competitivos, ou substratos
alternativos, mimetizando um nucleosideo ou nucleotideo, durante ligacdo e
incorporacdo na cadeia nascente de DNA, impedindo a formacdo do DNA viral. Ja
os NNRTI sdo pequenas moléculas hidrofébicas que atuam como inibidores
alostéricos da TR, ligando-se diretamente a bolsa hidrofobica proxima ao sitio ativo
da enzima, impedindo que a RT reconhega o RNA viral. Os PI reproduzem
peptideos virais capazes de se ligarem ao sitio ativo da PR, inibindo sua acdo de
processamento da poliproteina gag-pol e, consequentemente a maturacao viral. Os
INI ligam-se a IN e bloqueiam a integracdo do DNA viral no genoma da célula
infectada. Os inibidores de Fusdo e Entrada sdo peptideos que atuam interagindo,
respectivamente, com a gp4l da superficie viral bloqueando sua acdo ou sédo
antagonistas do CCR5, ligando-se ao CCR5 na superficie da célula hospedeira (von
Recum and Pokorski, 2013)

Segundo normas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é indicado o
tratamento a qualquer individuo infectado pelo HIV-1 com contagem de CD4 inferior
a 350 cels/mm? (Organization, 2010). O tratamento deve iniciar com um esquema
chamado de primeira linha, normalmente composto por duas drogas NRTI + 1
NNRTI. Em caso de falha terapéutica, intolerancia ou infec¢do por virus ja resistente,

pode-se optar pelo regime de segunda linha, que inclui duas drogas NRTI + 1 PI. A
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terceira linha é indicada para pacientes que falham ou nédo toleram o tratamento de
segunda linha e pode incluir NRTI, NNRTI e PI.

A infecgcdo pelo HIV-2 coloca-se como um desafio e implica normas
diferenciadas no tratamento. O maior tempo de fase de laténcia em relagcdo ao HIV-
1, dificuldades na deteccdo e avaliacdo da carga viral, auséncia ou numero
incipiente de ensaios clinicos e estudos observacionais especificos, sdo condi¢des
gue dificultam o manejo dos pacientes infectados pelo HIV-2. No entanto,
caracteristicas intrinsecas ao virus, que o fazem naturalmente resistente aos NNRTI
e inibidores de fusdo, e que os IP em uso para a infecgdo pelo HIV-1 se mostram
fracos ou sem atividade inibitéria frente ao HIV-2, sdo condi¢cdes que dificultam o
tratamento. Além disso, em pacientes infectados pelo HIV-2 a sele¢cdo de mutacdes
de resisténcia acontece mais rapidamente do que em HIV-1 (Menéndez-Arias and
Alvarez, 2014).

O tratamento com antirretrovirais tem contribuido para uma maior sobrevida e
gualidade de vida dos pacientes, pois diminui tanto a mortalidade como a
morbidade. Além da diminuicdo das infeccGes oportunistas, devido a reconstituicéo e
manutencao da resposta imune, o uso de ARV contribui também para a diminuicéo
da transmissao por todas as vias conhecidas. A forma de atuacéo das diferentes

drogas esta ilustrada na Figura 7.

20



Mature retroviral

Retroviral  « = codimt < ol
particle : \ 1\
Attachment , N

Fusion
inhibitors antagonists

‘/ (;é\ Cytoplasm

Al " )
S~ Uncoating
( Reverse
SV Reverse transcriptase
iy transcription inhibitors

Figura 7. Alvos terapéuticos dos Antirretrovirais. S&o apresentados as cinco classes

de antirretrovirais e os alvos de atuacdo. Obtida a partir de Chen et al., 2007 (Chen

et al., 2007)

Os beneficios e o sucesso do tratamento podem ser comprometidos por

outros fatores intrinsecos e extrinsecos ao paciente. A sensibilidade e tolerancia aos

principios ativos de cada medicamento, os efeitos téxicos dos mesmos, a forma e

requisitos de administracdo e a posologia sdo informac¢des que podem reduzir a

adesdo e regularidade no tratamento e consequentemente a sua eficacia. A

intolerancia aos farmacos e a descontinuidade no tratamento sdo condi¢cdes que
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favorecem e podem levar ao aparecimento de virus resistentes aos antirretrovirais,
levando a falha no tratamento e consequentemente aumento da carga viral,
deplecéo dos linfécitos TCD4* e aparecimento das infecgdes oportunistas.

A resisténcia ao tratamento consiste na reducao ou perda da capacidade de
atuacdo dos farmacos nos seus respectivos alvos da replicagdo viral, impedindo o
surgimento de novas particulas virais. A presséo seletiva exercida pelos farmacos,
acoplada a especificidade do HIV em produzir polimorfismos, faz com que haja
falhas durante o ciclo replicativo, produzindo variantes virais resistentes aos
farmacos usados.

A alta taxa de mutacdo do HIV, chegando a um nucleotideo por ciclo
replicativo, e a estimativa de que cerca de 10%° virions sdo produzidos por dia em
individuos infectados isentos de tratamento, revela a quantidade de quasispécies
virais produzidas, acentuada também pela alta taxa de recombinacdo entre as
diferentes variantes que infectam uma célula. Essas mutacdes ocorrem em todo o
genoma, incluindo nos sitios alvos da terapia e, na presenca da droga, estas
variantes podem ser selecionadas. E rara a ocorréncia de mutacdes resistentes a
drogas na auséncia de pressao seletiva dos ARV (Tang and Shafer, 2012).

As mutacdes de resisténcia sdo classificadas em primarias, quando essa
mutacao por si s6 reduz ou bloqueia a susceptibilidade do virus a droga. J4 as
mutacdes acessoOrias ndo causam resisténcia a drogas por si s6, mas indicam a
presenca da pressdo seletiva pelas drogas e que a populacao viral esta evoluindo
para resisténcia (Morand-Joubert et al.,, 2006). Resisténcia a drogas é hoje o
principal fator que contribui para a falha terapéutica (Menéndez-Arias, 2013),
colocando-nos o desafio da necessidade de monitoramento continuo dos pacientes,
a fim de que sejam detectadas mutacdes, 0 quanto antes, que podem conferir

resisténcia a ARV. Essas mutacdes podem surgir tanto devido a pressao seletiva
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provocada pelo uso dos ARV (resisténcia adquirida), como podem ser adquiridas
pela transmissdo de cepas ja resistentes (resisténcia transmitida), dificultando ainda
mais a adesdo e uma combinacéo favoravel de tratamento. Esse monitoramento se
torna ainda mais urgente em situacdes e paises com poucos recursos, onde a oferta
de ARV é limitada e a ruptura de estoque dos mesmos acontece com frequéncia
(Tang and Shafer, 2012). Adesao, tolerancia e toxicidade, constituem as principais
limitacbes para o uso adequado da terapia, apesar dos avancos e esforcos na
melhoria da poténcia, seguranca e simplificacdo das doses necessarias (Menéndez-
Arias, 2013). Resisténcia aos antirretrovirais tem sido descrita para todas as classes
existentes. As mutacdes de resisténcia mais frequentes sdo as que causam
resisténcia aos inibidores da RT e PR. No caso dos NRTI as mais comuns s&o:
M1841 e M184V que conferem alto nivel de resisténcia a 3TC e FTC e as
denominadas “Mutag¢des de resisténcia ao analogo de timidina” conhecida por
TAMs, da sigla em inglés “thymidine analogue resistance mutations”, normalmente
causadas pelo uso de AZT e d4T (Menéndez-Arias, 2013). NNRTI de primeira
geracao, tais como nevirapina e efavirenz, que possuem uma baixa barreira genética
de resisténcia, sendo uma das mutacbes mais frequentes a K103N (Menéndez-
Arias, 2013).

A resisténcia transmitida se coloca como um desafio, principalmente em
situacdes onde o tratamento estd disponivel em larga escala, mas ndo a
infraestrutura para a genotipagem. Altas frequéncias de mutacdes de resisténcia
entre pacientes virgens de tratamento podem implicar na inutiidade do uso de
antirretrovirais nesses pacientes, como acontece em outras doencas como a malaria
(Pennings, 2013). Apesar dessa possibilidade, a frequéncia de mutagbes de
resisténcia transmitida baixa é variavel, situando-se entre 7 a 17% entre oS casos

novos diagnosticados em paises desenvolvidos e abaixo de 7% entre os pacientes
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de desenvolvimento médio e baixo (Ayouba et al., 2009; Price et al.,, 2011;
Ssemwanga et al., 2012; Tang and Shafer, 2012). Segundo a classificacdo da OMS,
trés niveis de resisténcia transmitida sdo propostos (baixo: <5%, intermediario: 5-
15% e alto: >15%) servindo de base para estabelecimento de politicas publicas
locais para seu monitoramento e controle (Organization, 2012). As mutagdes
transmitidas mais comumente encontradas conferem resisténcia principalmente aos
NRTI e NNRTI, sendo menos comum entre os Pls (Pennings, 2013). Segundo Gupta
e cols, ndo existe uma correlacao entre a alta taxa de mutac¢des de resisténcia entre
0S pacientes em tratamento (resisténcia adquirida) e entre os pacientes virgens de
tratamento (resisténcia transmitida), mas tem sido descrito aumento de resisténcia
transmitida apdés implementacdo da ART (Gupta et al.,, 2012). Apesar da maior
frequéncia de TDRM nos paises desenvolvidos em relagdo aos menos
desenvolvidos, o impacto é menor nos paises desenvolvidos devido a préatica do
teste de genotipagem em pacientes recentemente diagnosticados. Com isso, h&a
possibilidade de que haja uma escolha ideal de drogas para tratamento, diminuindo
a morbidade e aumentando a sobrevida e qualidade de vida do infectado (Wittkop et
al., 2011). Em situacbes em que a genotipagem nao esta disponivel em grande
escala e para pacientes virgens de tratamento, ha risco de que a combinacdo de
ARV seja ineficiente para diminuicdo da carga viral, além do fato que, normalmente
nessas condi¢cdes, sdo poucos os medicamentos de 22 linha disponiveis (Pennings,
2013). Por isso, torna-se recomendavel o teste de genotipagem em pacientes
recentemente infectados e/ou virgens de tratamento antes do inicio da terapia com

antirretroviral.
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1.4) Cabo Verde

Cabo Verde é um arquipélago localizado no Oceano Atlantico, a 445
quildometros da costa Ocidental Africana (Fig. 8), "achado" por exploradores
portugueses em 1460 sem presenca humana. Europeus livres e 0s escravos
trazidos da costa africana formaram o povo caboverdeano. A independéncia do
arquipélago foi em 5 de julho de 1975. Em 2010 a populacdo era de 491.875
habitantes - uma populacdo jovem, com uma idade média de 26,8 anos (Verde,
2010). Tem uma densidade populacional de 100 habitantes/Km?, sendo as ilhas de
Santiago e S. Vicente as mais populosas. A taxa de crescimento médio anual da
populagéo passou de 1,4% em 2000 para 1,2 em 2013 e a taxa bruta de mortalidade
de 5,8/1000 para 5,05/1000. A esperanca de vida a nascenca foi estimada em 2011,
em 74,16 anos. A fecundidade tem decrescido lentamente, situando-se em 2011 em
2,37 filhos por mulher (Estatistica, 2013). O portugués € a lingua oficial, mas a
lingua nacional € o crioulo cabo-verdiano, que foi definida na constituicdo de 1999
como lingua co-oficial em construcdo e em paridade com a lingua portuguesa. O
clima é tropical seco, com chuvas irregulares entre agosto e outubro, sendo aos
restantes meses do ano o periodo seco. Possui uma rica fauna e flora, caracterizada
por suas espeécies endémicas. A fauna e a flora marinha sdo muito abundantes,
além de constituir rota de migracdes de varias espécies. Na dimensao sociopolitica o
pais destaca-se pela sua estabilidade econdmica e auséncia de qualquer tipo de

conflito (Verde, 2014).
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Figura 8. Localizacéo e distribuicdo das ilhas de Cabo Verde

1.4.1) Caracteristicas Geogréficas e sociodemograficas

Com uma superficie de 4.033 Km2, o pais € composto de 10 ilhas e 8 ilhéus,
gue se dividem em dois grupos, consoante a posicdo das ilhas relativamente aos
ventos Alisios do continente. Assim, o grupo de Barlavento é composto pelas ilhas
de Santo Antéo, S. Vicente, Santa Luzia (desabitada), S. Nicolau, Sal e Boavista; e 0
grupo Sotavento é composto por Santiago, Maio, Fogo e Brava. Praia é a principal
cidade e capital do pais, situada na ilha de Santiago. A segunda maior cidade é
Mindelo, localizado nailha de S. Vicente.

Sotavento foi a primeira regido a ser povoada, comec¢ando por Santiago, entre
1462 e 1466, seguida pela ilha do Fogo em finais do século XV e Maio no ano de
1718. Maio foi povoada por uma populacdo preferencialmente escrava, trazida da
Costa Ocidental Africana, principalmente da Guiné-Bissau (Andrade, 1996; Carreira,

1983; Graga, 2007).
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O povoamento das ilhas de Barlavento aconteceu posteriormente e em
condi¢cdes diferentes, dando-se principalmente por familias europeias, com
casamentos entre membros da mesma familia, a fim de preservar a mesticagem. S.
Vicente (hoje a principal ilha de Barlavento) foi uma das ultimas ilhas de Barlavento
a ser povoada, por volta do ano de 1794 (Andrade, 1996; Carreira, 1983; Graca,
2007).

Cabo Verde é dividido em regides, denominadas “Concelho”, num total de 22,
gue € a menor divisdo administrativa do pais, podendo se localizar numa ilha um ou
mais concelhos. Santiago, a maior e principal ilha de Cabo Verde é divida em 9
concelhos, sendo que o concelho da Praia, a capital do pais e onde se localiza o
maior centro urbano, concentra 26,8% da populacdo total de Cabo Verde. Os
demais concelhos de Santiago, aqui denominados - Interior de Santiago, com
caracteristicas essencialmente rurais, concentra 28,9% da populagdo total do pais.
S. Vicente, que se constituiu um Unico concelho concentra 15,5% da populagéo e
constitui uma ilha urbana. As demais ilhas de Barlavento e de Sotavento contribuem,
respectivamente, com 16,8% e 10,2% da populacao total do pais (Verde, 2010). O
transporte entre as ilhas se déa principalmente por via aérea, a excecdo de S. Antdo
e Brava, onde nao existem aeroportos. O transporte maritimo entre as ilhas é
limitado devido & pequena frota de barcos disponiveis. Somente entre S. Antdo e S.
Vicente a ligacdo maritima é diaria e estavel (Verde, 2011).

O Sistema Nacional de Saude caracteriza-se essencialmente pela presenca
do setor publico e de um nascente setor privado, principalmente nos centros urbanos
(Praia e Mindelo). O setor publico, conta com dois hospitais centrais (Praia e
Mindelo), trés hospitais regionais (Ribeira Grande - S. Antdo, Sta. Catarina - Interior
de Santiago e S. Filipe - Fogo), 30 centros de saude, 5 centros de saude

reprodutiva, 1 centro de terapia ocupacional, 1 centro de saude mental, 34 postos
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sanitarios e 115 unidades sanitarias de base (Verde, 2012). A despistagem para
HIV/aids pode ser realizada tanto no setor privado como em centros de saulde,
centros de saude reprodutiva e/ou hospitais, onde permanecem em

acompanhamento.

1.4.2) HIV em Cabo Verde

Os testes serologicos para os anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2 tiveram inicio
em Cabo Verde em 1987, e os dois tipos virais (HIV-1 e HIV-2) foram detectados na
populacdo. No entanto, o primeiro isolamento de HIV-2 por Clavel et al. (1986), em
1985, foi feito em um doente com aids proveniente de Cabo Verde. Se o HIV-2 leva
cerca de 10 anos a manifestar-se, pode-se presumir que 0 virus ja estivesse
presente na populacdo had muito tempo. De acordo com dados do Ministério da
Saude de Cabo Verde no inicio da notificagdo em 1987, 62 pessoas foram
diagnosticadas com infec¢cdo por HIV. Dez anos apdés o numero de pacientes
soropositivos era 553 e, até 2011, foram diagnosticados 3.816 pacientes positivos,
1443 casos de aids, e 847 mortes devido a infec¢ao pelo HIV (Verde, 2005-2011).

O Inquérito Demogréfico e de Saude Reprodutiva (IDSR) realizado em 2005,
estudou a prevaléncia do HIV na populacéo, concluindo que ela é de 0.8% (Instituto
Nacional de Estatistica de Cabo Verde, 2008). Esse estudo destacou a desigualdade
entre as diferentes ilhas e regides e revelou que a prevaléncia mais alta se encontra
na ilha Santiago (1.2%), sendo que na cidade da Praia — o principal centro urbano de
Santiago e de Cabo Verde, a prevaléncia € de 1.9%. Outro dado importante revelado
nesse inquérito foi a prevaléncia em diferentes grupos etarios que revelou ser de
2.5% em individuos com idade entre 45 a 49 anos, sendo 1.8% para HIV-2 e 0.6%
para HIV-1, e de 2.0% entre individuos de 25 a 29 anos, sendo 1.9% para HIV-1 e

0.1% para HIV-2.
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Cabo Verde tem sido, desde a sua descoberta um importante hub de
comunicagéo estratégica entre Africa, Europa e Américas. A posicdo geogréfica e a
situacao socioecondmica de Cabo Verde contribuiram e ainda contribuem para que
haja um movimento de cidaddos nacionais para outros paises dos trés continentes
vizinhos & procura de trabalho, estudos e oportunidades. Por outro lado, € cada vez
maior a entrada de estrangeiros desses mesmos continentes em Cabo Verde devido
a negdcios, turismo e acordos politicos facilitados pelos transportes fornecidos de e
para Cabo Verde. Aliado a esse movimento de mercadorias, produtos e pessoas,
encontra-se também um movimento de doencas e infec¢cdes, como vem sendo
descrito desde a antiguidade na histéria humana.

Estudo realizado pelo Lemey et al. estima que a Guiné-Bissau seja a origem
geografica da introducdo do HIV-2-A na populacdo humana e na histéria da
epidemia. Sua andlise fornece evidéncia para uma transferéncia zoonoética de HIV-2
no primeiro semestre do século 20 e a sua expansao coincide com a guerra de
independéncia (1963-1974), para a independéncia de Guiné-Bissau e Cabo Verde
(Lemey et al.,, 2003). Alguns estudos, em sua maioria realizados em paises
europeus, como Portugal, Franca, Holanda, Luxemburgo, incluem individuos
caboverdianos em sua coorte, demonstrando a importancia de Cabo Verde no
conhecimento da dinamica e diversidade viral do HIV (van Veen et al.,, 2009;
Williamson et al., 2009).

O unico estudo existente sobre a diversidade viral e a resisténcia aos ARV em
Cabo Verde data de 2012 (Oliveira et al., 2012). Esse estudo foi baseado na anélise
de 27 amostras HIV-1 e 14 VIH-2 de pacientes infectados residentes em Santiago e
mostrou que o subtipo G era o mais prevalente (48%) entre os casos HIV-1
positivos, seguido por URFs (30%), subtipo B (7%), o subtipo de F1 (7%), e

CRF02_AG (7%). Todos os 14 VIH-2 pertenciam ao grupo A. Este trabalho também
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apontou para uma frequéncia moderada de resisténcia transmitida, de 12%, que
deve ser olhada com cautela em funcdo do nimero limitado de individuos analisados
(2/17). Entre os pacientes em ARV, 30% (3/10) apresentaram DRM neste estudo.

O acesso universal ao tratamento gratuito pelos pacientes HIV-positivos teve
inicio em 2004. No entanto, desde 2000 foi implementado o Programa de Prevencao
da Transmissao Vertical (PTV), destinada a gravidas e respectivos recém-nascidos.
Em Julho de 2004 foi validado o “Protocolo de Terapéutica Anti-Retroviral”, estando
disponiveis em Cabo Verde os seguintes medicamentos em formulas isoladas ou
combinadas: Inibidores de Protease (Pl) — Ritonavir, Lopinavir, Darunavir e
Nelfinavir; Inibidores Nucleosideo da Transcriptase Reversa (NRTI) — Lamivudina,
Stavudina e Zidovudina; Inibidores N&o-Nucleosideo da Transcriptase Reversa
(NNRTI) — Nevirapina e Efavirenz. O Protocolo de Terapéutica Anti-retroviral
publicado pelo Ministério da Saude de Cabo Verde, validado em Julho de 2004,
estabelece o0s critérios para inicio de tratamento bem como as combinac¢fes
recomendadas para regimes de 12 e 22 linha para HIV-1 e HIV-2, como representado

no quadro 1 (Verde, 2004).

Quadro 1. Esquema Terapéutico usado em Cabo Verde para tratamento de

pacientes infectados pelo HIV-1 e HIV-2

HIV-1 HIV-2

1aLinha | 2NRTHNNRTI (DAT+3TC+NVPY) | 2NITR+IP (ZDV/DAT+3TC+ LPVirtv)

2a | inha 2NRTI+PI (ZDV/DAT+ddI+NFV) 2NITR+IP (D4T+ddI+LPV/rtv)

' Nas gravidas é substituida por AZT
' Em pacientes com tuberculose (TB) é substituido por EFV

30



As campanhas de prevencdo combinadas com outras politicas publicas, como
o diagndstico precoce e a adesdo universal ao tratamento ainda carecem de uma
contribuicdo biolégica para melhor compreensdo da dindmica viral e,
consequentemente, das formas mais eficazes para prevenir e tratar a propagacao da
epidemia. Estudos sobre a evolucdo e a diversidade viral sdo ferramentas que
podem contribuir para o esclarecimento dessa dindmica além de fornecer subsidios
para um melhor desempenho. Através do estudo da diversidade viral, podemos ver
as vias de transmissao e contato, a velocidade da disseminagao e conhecer novas
formas de escape viral que poderdo contribuir na prevencédo, no diagnéstico e no
monitoramento do tratamento, uma vez que ainda ndo se encontram disponiveis

vacinas que possam controlar esta pandemia.
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1.5) JUSTIFICATIVA

Decorridos mais de 30 anos da descoberta do HIV, o conhecimento da
dindmica da epidemia mundial estd bem documentado, com excecdo de alguns
poucos paises de recursos limitados, onde nédo existe ainda capacidade de pesquisa
e desenvolvimento de conhecimento cientifico e/ou paises controlados por forcas
governamentais opressivas que impedem ou escondem informacdes relativas ao
HIV nos seus territorios. Avancos no diagndstico, monitoramento e tratamento, bem
como politicas de prevencdo da transmissdo, sao outras frentes que,
concomitantemente com o conhecimento cientifico, tém contribuido para o aumento
da sobrevida de pessoas infectadas, bem como para a diminuicdo da descriminacao
e estigmatizacéo de pessoas, governos e paises.

Cabo Verde pode ser considerado um pais de baixos recursos, 0 que
compromete o desenvolvimento de estudos cientificos que revelem a realidade do
HIV no pais. Um estudo sobre “Atualizacdo da diversidade do HIV-1 na Africa:
Revisdo de uma década” realizado por Lihana et al. em 2012, mostrou que nao
existem ainda dados disponiveis sobre a diversidade viral do HIV-1 em Cabo Verde
(Lihana et al., 2012). Nesse mesmo ano, pesquisadores publicaram um trabalho
sobre diversidade genética do HIV-1 e HIV-2 e resisténcia aos ARV em pacientes de
Cabo Verde, embora uma casuistica muito limitada interfira diretamente nas
conclus@es obtidas. Em estudo prévio realizado por nosso grupo foi possivel avaliar,
através de ferramentas soroldgicas, a distribuicdo do HIV-1 e HIV-2 ao longo de 20
anos em Cabo Verde, evidenciando uma mudanca na prevaléncia dos tipos virais e
claro predomino do HIV-1 sobre o HIV-2 ao longo do tempo (Araujo, 2005). Foi a
partir desse estudo que identificamos a necessidade de conhecer a diversidade viral
circulante em Cabo Verde, caracterizar fluxos que possam ter influéncia na
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diversidade e dinadmica inter-ilhas, estimar a data de entrada do HIV no pais,
contribuindo assim para melhor caracterizar a epidemia e identificar areas prioritarias
de acbBes de prevencdo, monitoramento e tratamento. Assim, através de um
financiamento do programa PROAFRICA-CNPq de 2008 iniciamos o trabalho que, a
partir de 2010 passou a ser o foco desta tese. Na proposta atual, utilizando
ferramentas moleculares, descrevemos os subtipos de HIV-1 e grupos de HIV-2
circulando em Cabo Verde e a distribuicdo destes entre as ilhas que compdem o
arquipélago, assim como identificamos fluxos que possam estar influenciando na
difusdo e caracterizacao da epidemia. Uma vez tendo-se iniciado o tratamento com
antirretrovirais em Cabo Verde em Dezembro de 2004, consideramos pertinente
identificar a existéncia de mutacdes de resisténcia transmitidas e adquiridas entre 0s
infectados pelo HIV-1 e HIV-2.

Cabo Verde encontra-se numa situacdo privilegiada quanto as oportunidades
de pesquisa em matéria do HIV/aids devido aos poucos estudos relacionados, ao
fato de ser recente a introdugdo do tratamento com antirretrovirais, assim como pela
existéncia dos dois tipos virais circulantes. A rapidez no aparecimento de novos
subtipos, sub-subtipos e CRFs representa um desafio constante para o diagnéstico,
monitoramento, tratamento e prevencado do HIV. O desenvolvimento do presente
trabalho propiciou o conhecimento da epidemia HIV/aids em Cabo Verde, com fortes
repercussdes na prevencao, diagndstico, tratamento e monitoramento. No seu
conjunto, este projeto visa contribuir para a geracao de conhecimento cientifico de
relevancia em relacdo a epidemia de HIV/aids em Cabo Verde, assim como
gualificar profissionais para atuarem nas areas de ensino superior e assisténcia no

pais.
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IIl. OBJETIVOS

2.1) Objetivo Geral

Caracterizar o perfil epidemiolégico molecular do HIV-1 e HIV-2 no
arquipélago de Cabo Verde, estimar a origem e data de entrada dos virus em Cabo
verde e descrever a ocorréncia de mutacdes de resisténcia aos medicamentos em
pacientes virgens de tratamento e pacientes em tratamento, a fim de melhor
contribuir para a compreenséo da diversidade e dindmica da epidemia e na definicéo

de politicas de saude publica em HIV/Aids para o pais.

2.2) Objetivos Especificos:

» Caracterizar o perfil sociodemogréfico e clinico das infec¢des pelo HIV-1 e
HIV-2 em Cabo Verde;

» Identificar os subtipos, CRFs e URFs do HIV-1 e grupos de HIV-2 circulantes
em Cabo Verde;

» Descrever fluxos que possam ter influéncia na difuséo e caracterizacédo da
epidemia e subsidiar uma melhor compreenséo da dinamica inter-ilhas;

» Estimar a origem, data de entrada e potencial de expansao epidémica dos
principais subtipos virais circulantes;

> Identificar a existéncia de mutacdes de resisténcia transmitidas e adquiridas;

> Gerar informag0es sobre a prevaléncia de mutacdes transmitidas e
adquiridas, de relevancia para a politica de tratamento no pais, e contribuir

para futuros estudos sobre vacinas.
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lIl. MATERIAL E METODOS

3.1) Populacédo de Estudo

Como parte de um estudo transversal, a fim de subsidiar melhor o
conhecimento da epidemiologia molecular do HIV em Cabo Verde, as amostras
biologicas, os dados sociodemograficos e clinico-laboratoriais foram obtidos de um
total de 221 pacientes soropositivos para HIV residentes em Cabo Verde, coletadas
entre 2010 e 2011, recrutados em todas as ilhas habitadas, excluindo S. Nicolau e
Maio. Esta amostra de conveniéncia incluiu pacientes ambulatoriais HIV positivo
sob avaliacdo e monitoramento clinico e laboratorial em distintos servicos publicos
de saude, independente da idade, tempo de infeccdo, tratamento e comorbidades.
Pacientes hospitalizados ndo eram elegiveis para o estudo. O Quadro 2. apresenta a

origem e a quantidade dos pacientes.

Quadro 2. Distribuicdo dos individuos participantes do estudo de acordo com as

ilhas de residéncia.

Regido llha HIV-1 HIV-2 | HIV-1+2 TOTAL
o S. Vicente 25 7 1 33
£ | Sto. Antéo 6 1 1 8
= S. Nicolau 0 0 0 0
= | Sal 11 1 1 13
@ [ Boavista 6 4 1 11
o | Santiago 111 28 5 144
E Maio 0 0 0 0
g Fogo 8 2 0 10
» | Brava 2 0 0 2
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3.2) Manejo de Amostras

Apébs esclarecimentos sobre o projeto, os pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (Apéndice 1), responderam a um questionario com
seus dados soOcio demogréficos (Apéndice 2) e foram submetidos a coleta de
sangue. A coleta de sangue total foi realizada em tubo com EDTA, de preferéncia no
dia de coleta de amostra para 0 exame da confirmacdo sorolégica ou de
quantificacdo de Linfocitos T CD4*, e separadas em duas aliquotas de plasma e
sangue total, estocadas a temperatura de -20°C. As aliquotas de plasma e sangue
de outras ilhas, que ndo Santiago e do interior de Santiago, foram processadas
localmente e enviadas ao Laboratério ELISA no Hospital Central Dr. Agostinho Neto
localizado na cidade da Praia onde foram conservadas até o momento do transporte
juntamente com as amostras coletadas na Praia para o Laboratério de AIDS e
Imunologia Molecular (LabAids) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), Brasil,
de acordo com as normas internacionais de biosseguranca, para analises
moleculares. Apos a chegada ao LabAids as amostras foram armazenadas a -70°C
até o momento da extracdo de RNA e/ou DNA. A contagem de Linfécitos TCD4 foi
determinada pelos servicos locais pelo método Facscount (BD Facscount

Instrumento ™).

3.3) Tipagem molecular do HIV

Para tipagem molecular foi selecionada a regido da polimerase do HIV-1 e
HIV-2, incluindo a protease e parte da transcriptase reversa por serem informativas
tanto em relacdo a estudos filogenéticos e evolutivos, como para avaliacdo de
ocorréncia de assinaturas moleculares associadas a mutacdes de resisténcia aos
antirretrovirais. Como parte inicial do trabalho foi extraido RNA a partir do plasma

utilizando kit comercial (QIAmp Viral RNA — Qiagen, Valencia, CA). Para extracao do
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DNA foram utilizadas amostras de sangue, utilizando o kit comercial DNA QIAmp
sangue — Qiagen, Valencia, CA, seguindo as instrugdes do fabricante. RNA e DNA
foram extraidos, respectivamente, a partir de 99 amostras de plasma HIV-1 e 70
amostras de sangue HIV-1, 43 HIV-2 e 9 HIV-1/HIV-2, utilizando-se kits comerciais
(QIAmp Viral RNA e DNA QIAmp sangue, QIAGEN, Valencia, CA, respectivamente),
seguindo as instru¢gdes dos fabricantes. Em geral, o sucesso de amplificacdo e de
sequenciamento foi de cerca de 80% para as amostras HIV-1 e HIV-2, totalizando
134 amostras HIV-1 e 34 amostras HIV-2. Apos extracdo de RNA, amostras de
cDNA foram obtidos por RT - PCR utilizando um método in house. O cDNA e o DNA
extraido foram amplificados por nested PCR que cobre um fragmento de
aproximadamente 1300bp de regido pol do HIV que inclui toda a protease (PR; aa 1-
99) e parte da transcriptase reversa (RT; aa 1-335) . Devido a complexidade das
amostras estudadas, foram utilizados diferentes conjuntos de iniciadores especificos
para HIV-1 que cobrem esta regido. Os protocolos detalhados e as sequéncias dos
iniciadores podem ser disponibilizados sob demanda.

A amplificagdo do DNA proviral do HIV-2 foi efetuada tal como descrito por
Maueia et al. (Maueia et al., 2011). Os produtos de PCR foram purificados utilizando
GFX PCR lllustra DNA Kit (GE Healthcare, Inc., Little Chalfont, Buckinghamshire,
Reino Unido); o sequenciamento foi realizado utilizando o kit de sequenciamento
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v.3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) e
analisados no sequenciador automatizado modelo ABI 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA). Todos o0s produtos purificados foram
sequenciados em ambos os sentidos com o0s primers internos das respectivas
regides estudadas. Adicionais primers HIV-2 (H2CVplR [3408-3427].
TATATRTATCTTTTTCCTGG e H2CVp2F [3095-3113]:

ATCTGTGAAAAAATGGAAA) foram definidos e utilizados para o sequenciamento.
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Para visualizar os cromatogramas e obter a sequéncia final, utilizamos o programa
Segman (DNASTAR; Lasergene, Madison , Wisconsin, EUA). As sequéncias foram
alinhadas com o programa ClustalW e um alinhamento final para HIV-1 de 966
nucleotideos (nucleotideos 2256-3222 relativos ao HXB2 ) e de 1281 nucleotideos
para o HIV-2 foram obtidos.

A determinacdo do subtipo foi realizada seguindo a utilizacdo das seguintes
ferramentas: 1) Programa REGA (Alcantara et al, 2009; de Oliveira et al, 2005), 2)
Andlise filogenética pelo pacote MEGA v5.0 (Tamura et al., 2011) e 3) Analise do
BootScan pelo Simplot 3.5.1 software (Ray, 2003). As arvores filogenéticas foram
construidas pelos métodos de NJ utilizando o programa MEGA v5.0 (Tamura et al.,
2011), sob o modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura-2-parametros (K2-P), e
a confiabilidade da arvore obtida, estimada pelo método de bootstrap baseado em
1000 reamostragens. Referéncias dos subtipos e CRFs do HIV-1 bem como do HIV-
2, grupos A e B foram obtidos a partir do banco de dados de HIV — Los Alamos
(Brian Foley and Korber, 2013). Finalmente, para confirmagéo dos recombinantes foi
feita a analise do BootScan pelo software Simplot 3.5.1 (Ray, 2003), para deteccao
de pontos de recombinacédo inter-subtipo. Nas andlises de BootScan, valores de
bootstrap que suportam as sequéncias de referéncias de todos os subtipos de HIV-
1 do grupo M foram determinados nas &rvores NJ construidas utilizando o modelo
K2-P, com base em 100 re-amostragens, com uma janela deslizante de 200 pb,

movendo-se em passos de 20 pb.
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3.4) Anédlise de estruturacéo geogréfica entre ilhas e regides de Cabo verde

A distribuicéo filogenética das sequéncias do subtipo G e CRF02_AG do HIV-
1 e HIV-2A provenientes das regides de: Barlavento x Sotavento e Praia x Interior de
Santiago foi analisada através do programa BaTS (Parker et al.,, 2008). Esse
programa utiliza os testes estatisticos “indice de Associacdo” (Al) e “Pontuacdo de
Parciménia” (PS) para estimar se as sequéncias provenientes das distintas regides
estdo agrupadas ou nao evidenciando alguma associacao na distribuicdo a posteriori
das arvores filogenéticas Bayesianas geradas com o programa MrBayes

(Huelsenbeck and Ronquist, 2001).

3.5) Analise da origem dos principais clados de HIV introduzidos em Cabo
Verde

As sequéncias de Cabo Verde do subtipo G, CRF02_AG do HIV-1 e HIV-2A
foram alinhadas com sequéncias das mesmas linhagens isoladas em outros paises
da Africa e da Europa que se encontram disponiveis no Banco de Dados de Los
Alamos (Brian Foley and Korber, 2013). Em rela¢édo ao subtipo G do HIV-1 incluimos
49 sequéncias da nossa casuistica e 317 sequéncias referentes aos anos de 1993 a
2011 dos seguintes paises: Angola (13), Benin (15), Cabo Verde (12), Republica
Democratica do Congo (12), Congo (8), Camardes (31), Gabéao (6), Gana (8), Guiné-
Equatorial (4), Nigéria (183), Senegal (12) e Togo (13). Em relagcdo ao CRF02_AG
do HIV-1 incluimos, além das 41 sequéncias de Cabo Verde, 306 sequéncias
referentes aos anos de 1993 a 2010 dos seguintes paises: Benin (15), Burkina Faso
(18), Costa do Marfim (1), Camardes (70), Gabéo (9), Gana (48), Guiné-Bissau (3),
Guiné-Equatorial (4), Nigéria (40), Senegal (91) e Togo (7). Em relagdo ao HIV-2A, o

dataset incluiu 30 sequéncias das amostras do estudo e outras 144 sequéncias
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referentes aos anos de 1995 a 2011 dos seguintes paises: Benin (13), Luxemburgo
(17), Portugal (49), india (2), Gambia (10), Guiné-Bissau (2), Mali (8) e Senegal (43).

As relacdes filogenéticas entre as sequéncias de Cabo Verde e dos outros
paises foi primeiramente analisada pelo método de Mé&xima Verossimilhanca (ML) e
Bayesiano. As arvores de ML foram reconstruidas com o programa PhyML (Guindon
and Gascuel, 2003) através do servidor web on-line (Guindon et al., 2005), utilizando
o0 modelo de substituicdo nucleotidica mais apropriado selecionado através do
programa jModeltest (Posada, 2008), e o algoritmo de busca heuristica denominado
“‘SPR branch-swapping”. A confiabilidade da topologia obtida foi avaliada pelo
meétodo de “approximate likelihood-ratio test” (aLRT) (Anisimova and Gascuel, 2006),
com base no procedimento de Shimodaira-Hasegawa, e a visualizacdo das arvores
foi realizada através do programa FigTree (Rambaut, 2009).

Os estudos evolutivos e filogeograficos para avaliacdo do tempo de entrada e
origem das principais variantes genéticas do HIV que circulam em Cabo Verde foram
realizados através do programa BEAST v 1.8 (Drummond et al., 2002; Drummond
and Rambaut, 2007) utilizando: 1) o melhor modelo de substituicao nucleotidica; 2) o
método de coalescéncia ndo-paramétrico “Bayesian Skyline plot” (Drummond et al.,
2005); 3) um relégio molecular relaxado (Drummond et al., 2006); e 4) um modelo
discreto de dispersdo geografica entre as localidades (Lemey et al., 2009). A
convergéncia dos parametros nas analises Bayesianas foi avaliada através do
calculo de tamanho amostral efetivo (ESS) utilizando o programa TRACER v1.4
(Rambaut and Drummond, 2007), ap6s excluir os 10% iniciais para cada corrida. As
arvores Bayesiana contendo os clados de méaxima credibilidade foram geradas a
partir da distribuicdo posterior de arvores (apds excluir os 10% iniciais) com o

programa TreeAnnotator e visualizadas com o programa Figtree. Os eventos
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migratorios inferidos foram visualizados usando os aplicativos SPREAD (Bielejec et

al., 2011) e Google Earth.

3.6) Anélise de Mutacao de Resisténcia

As sequéncias obtidas de amostras HIV-1 e HIV-2 foram avaliadas quanto a
existéncia de mutagcbes que conferem resisténcia a drogas, tanto em pacientes
virgens de tratamento, quanto em pacientes sob tratamento com ARV. Para as
amostras HIV-1, as sequéncias foram analisadas utilizando o Banco de Dados da
Stanford — Stanford HIV Database, para mutagdes transmitidas (TDRM/CPR Tool)
Versao 6.0 em casos de pacientes virgens de tratamento (Gifford et al., 2009; Liu
and Shafer, 2006), e DRM (Programa HIVdb) Versdo 6.3.1, para pacientes sob
tratamento com ARV (Liu and Shafer, 2006). Para os individuos HIV-2 virgens e sob
tratamento, a analise foi realizada de acordo com HIV-GRADE e.V. Algorithm

Homepage for HIV-2 sequences (2012).

3.7) Andlise Estatistica

Os dados clinicos, laboratoriais e epidemiologicos foram analisados como
variaveis categoricas ou continuas utilizando, respectivamente, as tabelas de
contingéncia (X? e Fisher Exact Test) e métodos ndo-paramétricos, através do
programa GraphPad Prism v.6.01. Num primeiro momento as amostras foram
categorizadas de acordo com o tipo viral identificado pela sorologia em Cabo Verde
(HIV-1, HIV-2 e HIV-1+2). Apés identificacdo do subtipo das amostras HIV-1, essas
foram classificadas em quatro categorias de acordo com o0s principais subtipos
encontrados (G, CRF02_AG e F1) e as restantes agrupadas como “outras formas
minoritarias”. As variaveis avaliadas foram: sexo, idade, ano de diagndstico, local de

residéncia, tipo de transmisséo, uso de ARV e contagem de Linfocitos TCD4*.
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3.8) Consideracdes éticas

O Projeto foi submetido e apreciado pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa para a Saude (CNEPS) de Cabo Verde, tendo sido “deliberado pela sua
aprovacao, ao abrigo do artigo n°11 do Decreto/Lei n°26/2007, uma vez que estdo
salvaguardados todos os direitos e bem-estar dos participantes do estudo.” Todos os
participantes do estudo ou seu responsavel em caso das criangas e adolescentes
incluidos no estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este
estudo foi realizado com a anuéncia e responsabilidade da Universidade de Cabo
Verde, do Ministério da Saude de Cabo Verde e da Fundacdo Oswaldo Cruz, no

Brasil.
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IV.RESULTADOS

No presente estudo foi incluido um total de 221 individuos soropositivos para
o HIV, residentes em sete das nove ilhas habitadas de Cabo Verde, entrevistados no
periodo de 2010 a 2011. Com base nos ensaios soroldgicos utilizados na definicao
do diagnostico em Cabo Verde, 169 (76,5%) sdo infectadas com o HIV-1, 43 (19,5%)
pelo HIV-2 e 9 (4,1%) sdo co-infectados pelo HIV-1/HIV-2.

Os dados sociodemograficos e clinicos dos pacientes incluidos no estudo,
classificados de acordo com a sorologia efetuada para descriminacdo do tipo viral
(HIV-1, HIV-2 e HIV-1+2), sdo apresentados na Tabela 1. Mais de 65% dos
individuos sdo do sexo feminino, sem diferenciacdo entre os grupos HIV-1, HIV-2 e
HIV-1+2. No entanto, em relacdo a idade, observamos diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos grupos infectados pelo HIV-1 e HIV-2 [p = 0,0005]. A
infeccdo pelo HIV-1 é mais frequente em idades abaixo de 30 anos (33.2%) e,
guando comparado com os individuos infectados pelo HIV-2 nessa mesma faixa
etaria (11.7%). Em contrapartida, foi observada uma maior frequéncia de individuos
infectados pelo HIV-2 na faixa acima de 49 anos (44,2%) comparado com O0S
infectados pelo HIV-1 (16,6 %) nessa mesma faixa etaria. Além disso, a mediana de
idade é mais elevada entre os infectados pelo HIV-2 [47 (IQR = 12-84)] em
comparacao com os infectados pelo HIV-1 [34 (IQR = 1-75)] (p<0,0001). Em relac&o
a transmisséo vertical, verificamos uma alta frequéncia de infec¢éo pelo HIV-1 em
relacdo ao HIV-2 (16,0% vs 2,3%; p = 0,03). A via sexual é a principal forma de
transmissao do HIV em Cabo Verde, independente do tipo viral. Poucos s&o os
pacientes incluidos no estudo que tiveram diagndstico realizado antes de 2004, ano
gue se iniciou o programa de oferta de ARV em Cabo Verde, sendo que a maioria

teve o diagnostico realizado entre 2008 a 2011. Os dois virus estdo presentes em
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pacientes de todas as ilhas e regides de Cabo Verde nas mesmas propor¢des, com
excecdo da ilha de Santiago. Nesta, a relacdo entre a proporcéo de infec¢cdes HIV-
1/HIV-2 em Praia é significativamente mais baixa do que no interior de Santiago
(2,65 vs 7,25;p = 0,03), mostrando uma maior concentracao relativa de infeccdes
pelo HIV-1 no Interior de Santiago e por HIV-2 na Praia. Metade dos pacientes
infectados pelo HIV-1 e HIV-2 esta em tratamento, sendo o periodo médio de 26,0
meses (IQR = 1-93) para o HIV-1 e de 35,5 meses para o HIV-2 (IQR=17-68). Cerca
de 59% e 56% dos individuos infectados pelo HIV-1 e pelo HIV-2, respectivamente,

apresentam contagem de linfocitos TCD4* acima de 350 células/mm?.
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Tabela 1. Caracteristicas socio-demograficas e clinicas de 221 individuos

soropositivos para o HIV de Cabo Verde distribuidas de acordo com o tipo viral

Variaveis HIV-1 HIV-2 HIV-1+2 P Valor* (95%)
N (%) 169 (76,5) 43(19,5) 9(4,1)
Sexo N (%) 1,0
Feminino 112 (66,3) 29 (67,4) 7(77,8)
Masculino 54 (32,0) 14 (32,6) 2(22,2)
Desconhecido 3(1,8)
Faixa Etéaria (Anos) N (%) 0,0005
0-15 28 (16,6) 24,7
16-29 28 (16,6) 3(7,0) 1(11,1)
30-49 85(50,3) 19 (44,2) 7(77,8)
> 49 28 (16,6) 19 (44,2) 1(11,2)
Ano de Diagndéstico N (%) 0,74
Antes de 2004 74,1 24,7 1(11,2)
2004 - 2007 50 (29,6) 8 (18,6) 1(11,1)
2008 - 2011 70 (41,4) 15 (34,9 4 (44,4)
Desconhecido 42 (24,9) 18 (41,9) 3(33,3)
Residéncia (Regido) N (%) 0,85
Barlavento 48 (28,4) 13 (30,3) 4 (44,4)
Sotavento 121 (71,6) 30 (69,7) 5 (55,6)
Barlavento (N=65) 48 13 4 1,0
S. Vicente 25 (52,1) 7 (53,8) 1(25,0)
Barlavento (Sem S. Vicente) 23 (47,9) 6 (46,2) 3 (75,0)
Sotavento (N=156) 121 30 5 1,0
Santiago 111 (91,7) 28(93,3) 5 (100,0)
Sotavento (Sem Santiago) 10 (8,3) 2 (6,7)
Santiago (N=144) 111 28 5 0,03
Praia 53 (47,7) 20 (71,4) 2 (40,0)
Interior Santiago 58 (52,3) 8 (28,6) 3 (60,0)
Transmisséo N (%) 0,03
Sexual 101 (59,8) 26 (60,5) 6 (66,7)
Vertical 27 (16,0) 1(2,3)
Outros 2(1,2) 1(2,3) 1(11,2)
Desconhecido 39(23,1) 15(34,9) 2(22,2)
ARV N (%) 1,0
Sim 92 (54,4) 21 (48,8) 4 (44,4)
Nao 73(43,2) 16(37,2) 3(33,3)
Desconhecido 4(2,4) 6 (14,0) 2(22,2)
Células TCD4 (cels/mm?) N (%) 0,5
<350 47 (27,8) 16 (37,2) 5 (55,6)
350-500 37 (21,9) 7 (16,3) 1(11,2)
>500 62 (36,7) 17 (39,5) 1(11,2)
Desconhecido 23 (13,6) 3(7,0) 2(22,2)

* Excepto Valor desconhecido e HIV-1+2
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4.1) Caracterizacdo Genética do HIV-1 e HIV-2

A caracterizacdo genética da regido pol foi possivel para 168 amostras,
sendol34 HIV-1 e 34 HIV-2. Em relag&o ao HIV-1, varios subtipos, URFs e amostras
CRFs-like foram encontrados na populacao estudada, sendo 49 amostras do subtipo
G (36,6%), 41 CRF02_AG (30,6%), seguido por URFs (10,4%), subtipos F1 (9,7%) e
B (5,2%), CRF05_DF (3,0 %), subtipo C (2,2%), CRF06_cpx (0,7%), CRF25_cpx
(0,7%) e CRF49_cpx (0,7%), conforme demonstrado na Figura 7. Cabe ressaltar que
cerca de 70% das amostras analisadas corresponderam ao subtipo G e ao

CRF02_AG.

CRF49 cpx
1%

CRF25 cpx
1%
CRFO6_cpx
1%

2%

CRFO5_DF
3%

Figura 9. Grafico representativo da diversidade molecular do HIV-1 em Cabo Verde

Para melhor compreensdo da alta diversidade do HIV-1 existente em Cabo
Verde, incluindo as amostras com genomas considerados “puros” para a regido

génica analisada e os recombinantes (CRFs e URFs), construimos arvores
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filogenéticas distintas apresentadas nas Figuras 9-11. A arvore filogenética
apresentada na Figura 9 revela o agrupamento das amostras “puras” de HIV-1 com
as referéncias dos subtipos virais A-H. Por esta analise confirmamos a classificacdo
das amostras nos subtipos B, C, F1 e G e a inexisténcia de amostras do subtipo A

na populacdo estudada.
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Figura 10. Arvore filogenética da regido pol do HIV-1 indicando os subtipos de HIV-1
encontrados nas amostras de Cabo Verde. As inferéncias filogenéticas foram realizadas
pelo algoritmo de Neighbor-Joining/Kimura-2 pardmetro e o modelo de substituicdo de
nucleotideos usando o programa MEGA v5.0. A escala representa o numero de
substituicbes por sitio. Cabo Verde e sequéncias de referéncia sdo representados por

circulos pretos e brancos, respectivamente.
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Na Figura 10 apresentamos a analise filogenética das amostras com perfis
recombinantes referentes a CRFs previamente identificados, assim como dois perfis

recombinates Unicos de maior prevaléncia na nossa populacéo.
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Figura 11. Arvore filogenética da regido pol do HIV-1 com os principais CRFs e URFs das amostras
de Cabo Verde. As inferéncias filogenéticas foram realizadas pelo algoritmo de Neighbor-
Joining/Kimura-2 pardmetro e o modelo de substituicdo de nucleotideos usando o programa MEGA
v5.0. A escala representa o nimero de substituigcBes por sitio. Cabo Verde e sequéncias de referéncia
sdo representados por circulos pretos e brancos, respectivamente. Andalise de BootScan dos
principais HIV-1 URF sdo apresentados a direita. Perfis recombinantes foram inferidos usando janela
de 200bp, por 20 pb e 0 modelo Kimura-2 parametros usando o software SimPlot 3.5.1. As amostras

de referéncia correspondentes aos principais subtipos de HIV-1 sdo indicadas por diferentes cores.
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Nessa arvore identificamos o CRF02_AG, um dos grupos majoritarios em
Cabo Verde e os CRFs 05 _DF (3,0%), 06_cpx (0,7%), 25 cpx (0,7%) e 49 cpx
(0,7%). No que diz respeito as URFs, identificamos dois clusters com suportes
significativos. Um deles compreende sete amostras, que também se agruparam com
suporte mais baixo com o0 CRF49 _cpx e o CRF05_DF. A analise detalhada do perfil
destas amostras pelo Simplot revelou genomas recombinantes AU, que corresponde
a 5,2% do total de amostras de HIV-1 de Cabo Verde sequenciadas. Cabe ressaltar
gue o fragmento A destas amostras ndo se agrupou especificamente com nenhum
dos sub-subtipos A1-A4 ja descritos. O outro cluster, inclui trés amostras que nao se
agruparam com nenhum dos CRFs incluidos na &rvore, com exce¢do do
CRFO06_cpx, porém sem valor de bootstrap significativo (55). Na analise detalhada
pelo Simplot, as amostras incluidas neste cluster apresentaram o perfil recombinante
GU, totalizando 2,2% das amostras de HIV-1 sequenciadas. As demais quatro
amostras nao incluidas nas duas analises filogenéticas anteriores foram analisadas
separadamente tendo como referéncia os diferentes subtipos e sub-subtipos de HIV-
1 e 0 CRF02_AG por ser altamente prevalente em Cabo Verde. O resultado dessa

andlise esta representado na Figura 11A.
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Figura 12. (A) Arvore filogenética da regido pol do HIV-1 com os URFs das
amostras de Cabo Verde. As inferéncias filogenéticas foram realizadas pelo
algoritmo de Neighbor-Joining/Kimura-2 parametro e o modelo de substituicdo de
nucleotideos usando o programa MEGA v5.0. A escala representa o numero de
substituicdes por sitio. As amostras de Cabo Verde sdo representadas por circulos
coloridos e as sequéncias de referéncia sao representadas por circulos brancos.
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Figura 12. (B) Analise de BootScan dos principais HIV-1 URF sédo apresentados a
direita. Perfis recombinantes foram inferidos usando janela de 200bp, por 20 pb e 0
modelo Kimura-2 parametros usando o software SimPlot 3.5.1. As amostras de
referéncia correspondentes aos principais subtipos de HIV-1 sdo indicadas por
diferentes cores.

53



Trés destas amostras se agruparam com o sub-subtipo A3 com alto valor de
bootstrap (97). No entanto, a andlise pelo Simplot revelou perfis recombinantes
distintos: dois URFs_AU e um URF_AG. Além destes, identificamos uma amostra
gue saiu em um ramo entre os subtipos B e D que, pela analise pelo Simplot, foi
caracterizada como URF_BG (Fig. 11B). Os fragmentos correspondentes aos
diferentes pontos de corte obtidos através do Simplot foram confirmados pela
analise filogenética. Estas trés formas recombinantes correspondem,
respectivamente, a 1,4%, 0,7% e 0,7% das amostras de Cabo Verde sequenciadas.
No geral, além do CRF02_AG (30,6%), os demais genomas recombinantes de HIV-1

perfazem 15,5% do total de amostras analisadas de Cabo Verde.

Quanto ao HIV-2 todas as sequéncias analisadas pertencem ao grupo A,
como representado na Figura 12. Por esta andlise filogenética identificamos um
cluster com alto valor de bootstrap (82) constituido por 6 amostras (54,5%) do total
de 11 amostras de HIV-2 sequenciadas provenientes da regido de Barlavento. Ja as
amostras obtidas na regido de Sotavento, que totalizam 68% do total de amostras
HIV-2 de Cabo Verde incluidas neste estudo, se distribuem de forma mais dispersa

na arvore filogenética, sem evidenciacdo de um perfil de similaridade mais definido.
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Figura 13. Arvore filogenética da regido pol do HIV-2 das amostras de Cabo Verde.
As inferéncias filogenéticas foram realizadas pelo algoritmo de Neighbor-
Joining/Kimura-2 parametro e o modelo de substituicdo de nucleotideos usando o
programa MEGA v5.0. A escala representa o numero de substituicbes por sitio.
Sequéncias de referéncia dos grupos A e B do HIV-2 foram incluidas e estdo
representados por circulos brancos.
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4.2) Andlise dos dados sociodemograficos e clinicos de pacientes HIV-1 de
Cabo Verde, de acordo com a diversidade molecular

A fim de entender o papel da variabilidade genética do HIV-1 na epidemia
local, os dados sociodemograficos e clinicos foram analisados de acordo com as
principais variantes genéticas circulantes em Cabo Verde: subtipo G, CRF02_AG,
subtipo F1 e os demais subtipos, CRFs e URFs de HIV-1 formaram um anico grupo

denominado “Outras formas circulantes” como apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas socio-demogréficas e clinicas das 134 sequéncias dos
individuos soropositivos para o HIV-1 distribuidas de acordo com a caracterizacao
molecular

Outras Formas P Valor*

Variaveis G CRF02_AG F1 Circulantes (95%)
N (%) 49 (36,6) 41(30,6) 13 (9,7) 31(23,1)
Sexo N (%) 0,48
Feminino 36 (73,5) 26(63,4) 7 (53,8) 21(67,7)
Masculino 12 (24,5) 14(34,1) 6 (46,2) 10 (32,3)
Desconhecido 1(2,0) 1(2,4) -- -
Faixa Etaria (Anos) N (%) 0,12
0-15 9(18,4) 10(24,4) - 4(12,9)
16-29 10(20,4) 7(17,1) 3(23,1) 2 (6,5)
30-49 24 (49,0) 20(48,8) 10(76,9) 17 (54,8)
> 49 6(12,2) 4(9,8) --- 8(25,8)
Transmissdo N (%) 0,08
Heterosexual 29(59,2) 17(41,5) 9(69,2) 23 (74,2)
Vertical 9(18,4) 10(24,4) 4(12,9)
Outros 2 (15,4)
Desconhecido 11(22,4) 14(34,1) 2(15,4) 4(12,9)
Ano de Diagnéstico 0,71
Antes de 2004 2(4,1) 1(2,4) 3(9,7)
2004 - 2007 16 (32,7) 10(24,4) 5(38,5) 8(25,8)
2008 - 2011 20(40,8) 19(46,3) 6(46,2)  14(45,2)
Desconhecido 11(22,4) 11(26,8) 2(15,4) 6(19,4)
Residéncia (Regido) N (%) <0,0001
Barlavento 6(12,2) 14(34,1) 12(92,3) 6 (19,4)
Sotavento 43 (87,8) 27 (65,9) 1(7,7) 25 (80,6)
Barlavento 0,001
S. Vicente 1(17,7)  3(21,4) 11(91,7) 3 (50,0)
Barlavento (Sem S. Vicente) 5(83,3) 11(78,6) 1(8,3) 3(50,5)
Sotavento 0,004
Santiago 37(86,0) 25 (92,6) 25 (100,0)
Sotavento (Sem Santiago) 6 (14,0) 2(7,4) 1(100,0)
Santiago 0,019
Praia 14 (37,8) 18(72,0) 10 (40,0)
Interior Santiago 23 (62,2) 7 (28,0) --- 15 (60,0)
ARV n (%) 0,41
Sim 24 (49,00 22(53,7) 5(385)  19(61,3)
Nao 25(51,0) 17 (41,5) 8 (61,5) 11 (35,5)
Desconhecido --- 2(4,9) --- 1(3,2)
CD4 T cell count (cells/mm?3) N (%) 0,91
<350 19(38,8) 11(26,8) 3(23,1)  11(35,5)
350-500 8(16,3) 8(19,5) 4(30,8) 6(19,4)
>500 17 (34,7) 12(29,3) 5(38,5) 11 (35,5)
Desconhecido 5(10,2) 10(24,4) 1(7,7) 3(9,7)

* Excepto Valor desconhecido
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N&o foram detectadas diferencas significativas com relacdo as variaveis
género, idade, ano de diagndstico, via de transmissdo, uso de ARV e contagem de
células T CD4* entre os pacientes infectados com as diferentes variantes virais. No
entanto podemos observar que a razao entre o sexo feminino e masculino difere
entre os grupos. Enquanto nas infec¢des pelo subtipo F a razdo F/M é de 1,2, para
CRF02_AG, esta é de 1,9 e de 3 para o subtipo G. A forma mais prevalente entre as
criangas € o CRF02_AG, concordando com a maior frequéncia de casos de
transmissao vertical verificado em nosso estudo para este mesmo grupo. Na faixa
etaria de 15 a 29 anos a proporcéo € idéntica para as infec¢des pelos subtipos G e
F1 e pelo CRF02_AG. No entanto, infeccbes pelas demais formas circulantes
parecem ser mais comuns na populacdo acima de 30 anos (80,6%). Retirando da
andlise as criangas que foram infectadas por transmissao vertical, observamos que a
média de idade entre os diferentes grupos divergem, embora sem significancia
estatistica. Ela é de 38,9 (IQR=20-64) para o subtipo G, 36,7 (IQR=22-59) para o
CRF02_AG, 32,7 para o subtipo F (IQrR=23-42) e 45,9 (IQR=26-75) anos para as
demais formas circulantes.

Diferencas significativas foram encontradas quando realizamos analise
estratificada das variantes genéticas de acordo com o local de residéncia dos
pacientes incluidos no estudo, como pode ser observado na Figura 14. Estas
diferencas foram tanto em relacdo as regides de: Barlavento e Sotavento (p
<0,0001), como entre ilhas destas regibes como S&o Vicente e outras ilhas do
Barlavento [p = 0,001]), e Santiago e outras ilhas de Sotavento (p = 0,004). Em
relacdo a ilha de Santiago, verificamos ainda diferenca significativa quando
comparamos a capital do pais, Praia, com o interior de Santiago (p = 0,018). Tais
diferencas parecem ser impulsionadas, principalmente, pela alta frequéncia relativa

do subtipo F1 na regido de Barlavento, com foco na ilha de S&o Vicente (61%). Ja o
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subtipo G corresponde a 51% das infec¢des provenientes do Interior de Santiago e a
67% nas outras ilhas de Sotavento enquanto que o CRF02_AG corresponde a 43%
das infec¢cOes provenientes de Praia e a 55% das outras ilhas de Barlavento. Vale a
pena ressaltar que, das sete amostras do subtipo B identificadas no presente
estudo, todas provém de individuos residentes em Santiago, sendo que 6 (85,7%)
no interior e um em Praia. Entre os adultos infectados por este subtipo residentes no
interior de Santiago, a razdo F/M é de 4 e a média de idade de 49,6 (IQR=41-65)

anos.

Cabo Verde

Barlavent
Sotavento

4

¥\ N

0%

Barlavento (Sem S. Vicente) S. Vicente i Santiago N Sotavento (Sem Santiago)

Interior de Santiago Praia

MG I CRF02_AG mF M Outras Formas Circulantes
Figura 14. Distribuicdo dos principais subtipos e formas recombinantes de HIV-1

encontrados em Cabo Verde de acordo com o local de residéncia
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4.3) Estudo de relagbes de transmisséo entre Regides

No conjunto das principais variantes genéticas de HIV-1 (subtipo G e
CRF02_AG) e HIV-2 circulantes em Cabo Verde, realizamos uma analise estatistica
a fim de avaliar se a distribuicdo das sequéncias virais entre as regides estudadas
(Barlavento x Sotavento; Praia x Interior de Santiago) apresentava algum padréo de

associacao de distribuicdo geografica (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de agrupamento filogenético das sequéncias de HIV de Cabo Verde

de acordo com a regido geogréfica de origem

Regido Valor Observado Valor Esperado @

HIV Geogréfica Estatistica (95% CI) (95% CI) P-valor
Al 0.98 (0.61-1.27) 1.05 (0.57-1.58) 0.39
BA-SO
PS 5.00 (5.00-5.00) 5.61 (4.97-6.00) 0.22
G
Al 1.37 (0.97-1.78) 1.64 (1.06-2.21) 0.21
PR-IS
PS 10.18 (9.00-11.00)  11.23(8.64-12.87) 0.14
Al 1.49 (1.21-1.79) 2.03(1.39-2.58) 0.10
BA-SO
PS 10.96 (10.00-12.00)  11.53 (9.67-13.66) 0.33
02_AG
Al 1.20 (0.88-1.45) 1.24 (0.72-1.86) 0.43
PR-IS
PS 7.00 (7.00-7.00) 6.63 (5.00-7.97) 0.72
Al 0.39(0.20-0.61) 1.60 (1.00-2.23) <0.0001
BA-SO
PS 4.02 (4.00-4.00) 8.55 (7.13-9.96) <0.0001
HIV-2
Al 1.34 (0.96-1.63) 0.96 (0.47-1.37) 0.90
PR-IS
PS 6.89 (6.00-7.00) 5.49 (3.88-6.78) 1.0

2 Valor de Al ou PS esperado sob a hipotese nula de ndo agrupamento filogenético das sequéncias por regido
geografica de origem. i

BA: Barlavento. SO: Sotavento. PR: Praia. IS: Interior de Santiago. Al: Indice de Associac¢do. PS: Pontuacéo de
Parcimonia
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Essa analise ndo revelou associacdo entre as amostras do subtipo G e do
CRF02_AG quando analisadas de acordo com a regido de origem. Entre as
sequéncias do subtipo G, como as CRF02_AG, ndo se evidenciou associagao no
padrédo de distribuicdo geografica, tanto entre Barlavento e Sotavento (p=0.39/0.22
para HIV-1G e p=0.10/0.33 para HIV-102_AG), como entre Praia e Interior de
Santiago (p=0.21/0.14 para HIV-1G e p=0.43/0.72 para HIV-102_AG). Em relag&o ao
HIV-2 parece existir associagdo entre as amostras estudadas das regides de
Barlavento e Sotavento (p=<0,0001), mas néo entre Praia e Interior de Santiago
(p=0.90/1.00). Isso nos mostra que as amostras de HIV-2 de uma mesma regiao
tendem a ficar mais préximas entre si na arvore filogenética do que com amostras da

outra regido, como observada na Figura 12.

4.4) Andlise Filogeogréfica e Origem do HIV

Primeiro analisamos a origem e disseminagdo do HIV-2A em Cabo Verde,
como apresentado na Figura 12. Para essa andlise incluimos sequéncias de paises
do Oeste Africano, onde o HIV-2 esta presente, da india e de dois paises europeus,
onde ja foram identificados individuos infectados pelo HIV-2. Ha evidéncia, de
acordo com essa analise, de oito introducfes independentes de HIV-2 em Cabo
Verde, sendo a mais antiga de 1967 [1959-1973] — HIV-2cv., constituida por 12
sequéncias de Cabo Verde. Esse clado tem sua génese provavelmente em Portugal.
O segundo clado mais importante, constituido por 10 amostras — HIV-2cv-1, parece
ter data de entrada semelhante ao clado HIV-2cv., estimada em 1967 [1959-1975],
também provavelmente originario de Portugal. De Portugal também se origina o
terceiro clado, com data de entrada em 1970 [1959-1980] - HIV-2cv-n. Em 1996

[1986-2003], identifica-se uma nova introducdo do HIV-2, proveniente do Senegal -
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HIV-2cv-v. Outras quatro introducdes sao identificadas sendo uma do Senegal e as

demais de Portugal, constituida por uma Unica sequéncia.

HIV-2cvovi

i BE
N HIV-2cvan

LU
B cv

ML HIV-2
I e cv-v
B sNGw /

—-t  —
HIV-2cv.vii
HIV-2¢cv.
HIV-2¢cva
HIV-2cvav
HIV-2cvwi

9.0

Figura 15. Andlise Bayesiana de amostras africanas, europeias e asiaticas
classificadas como HIV-2A na regidao da pol. As cores dos ramos representam a
origem geografica das amostras, de acordo com a legenda acima. Caixa colorida em
verde destaca os diferentes clusters que circulam em Cabo Verde de acordo com o
numero de amostras. O comprimento dos ramos tem como referéncia a barra
indicada abaixo, que indica substituicdes de nucleotideos por sitio.

BN: Benin; IN: india; LU: Luxemburgo; CV: Cabo Verde; ML: Mali; PT: Portugal e SN:
Senegal.
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O subtipo G do HIV-1 aparece como o0 segundo virus introduzido em Cabo
Verde. Numa primeira etapa foram incluidas sequéncias da Africa oeste e central.

Nesta andlise observamos quatro introducdes de HIV-1G em Cabo Verde (Th. 4).

Tabela 4. Origem e data de introducdo das principais variantes de HIV-1 e HIV-2

gue circulam em Cabo Verde.

Clado N (%) Origem Probabilidade TwmrcA
Gev- 49 (80.3%) AO/CG/DC 0.97 1979 [1972-1984]
Gev-n 9 (14.8%) Nigéria 1 1993 [1985-1998]
Gev-ni 2 (3.3%) Nigéria 1 1998 [1992-2002]
Gev-iv 1(1.6%) AO/CG/DC 0.99 -
CRFO02¢v- 7 (17.1%) GWI/SN 1 1986 [1979-1990]
CRF02¢v.1i 6 (14.6%) GWI/SN 0.98 1987 [1980-1994]
CRF02¢v. 5 (12.2%) GWI/SN 1 1998 [1992-2003]
CRF02¢v.1v 3 (7.3%) GWI/SN 0.94 1990 [1983-1998]
CRF02¢v-v 3 (7.3%) GWI/SN 1 1995 [1987-2001]
CRF02cv.vi 2 (4.9%) GWI/SN 0.98 1997 [1989-2003]
CRFO02¢v-vii 2 (4.9%) GWI/SN 0.99 2003 [1998-2007]
CRFO02¢v-vin 2 (4.9%) Senegal 0.99 2003 [1997-2007]
CRF02¢v-ix 1 (2.4%) Camardes 0.99 -
CRF02c¢v-x 1 (2.4%) GWI/SN 0.98 -
CRF02cv.xi 1 (2.4%) GWI/SN 0.99 -
CRFO02cv-xii 1 (2.4%) GWI/SN 0.99 -
CRFO02cv-xm 1 (2.4%) GWI/SN 0.98 -
CRF02¢cv-xiv 1 (2.4%) GWI/SN 0.97 -
CRF02cv-xv 1 (2.4%) GWI/SN 0.98 -
CRF02cv-xvi 1 (2.4%) GWI/SN 0.98 -
CRF02cv.-xvii 1 (2.4%) GWI/SN 0.91 -
CRFO02cv-xvni 1 (2.4%) GWI/SN 0.93 -
CRF02¢v.i1xx 1 (2.4%) GWI/SN 0.96 -
HIV-2cv. 12 (40.0%) Portugal 0.91 1967 [1959-1973]
HIV-2¢cvan 10 (33.3%) Portugal 0.98 1967 [1959-1975]
HIV-2¢cvan 2 (6.7%) GM/GW/SN 0.62 1996 [1986-2003]
HIV-2¢v-iv 2 (6.7%) Portugal 0.96 1970 [1959-1980]
HIV-2cv.y 1 (3.3%) GM/GW/SN 0.77 -
HIV-2cv.vi 1 (3.3%) Portugal 1 -
HIV-2cv-vii 1 (3.3%) Portugal 0.97 -
HIV-2cv-vin 1 (33%) POI'tUgB.' 0.97 -

AO: Angola; CG: Republica do Congo; CD: Republica Democratica do Congo. GM: Gambia; GW: Guine

Bissau; SN: Senegal. TMRCA.: Tempo do ancestral comum mais recente.
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O maior clado, como representado na Figura 13, é constituido por 49
amostras de Cabo Verde e com relacdes filogenéticas com sequéncias de amostras
originarias de paises da Africa Central, como Angola, Republica Democratica do
Congo e Congo - Gev-I. A data de introducéo de infecgcao foi estimada para o ano de
1979 [1972-1984]. O segundo maior clado - Gev-i com data prevista de introdugéo
no ano de 1993 [1985-1998], tem como sequéncias relacionadas amostras da
Nigéria, como também a terceira introducao identificada no ano de 1998 [1992-2002]
- Gev-ni. A quarta e Ultima introducédo, proveniente da mesma regido do maior clado
identificado, isto €, da Africa Central, é composta apenas por uma Gnica sequéncia,

ndo sendo possivel estimar a data de entrada.
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Figura 16. Analise Bayesiana de amostras classificadas como subtipo G do HIV-1
na regido da pol. As cores dos ramos representam a origem geografica das
amostras, de acordo com a legenda acima. Caixa colorida em verde destaca os
diferentes clusters que circulam em Cabo Verde de acordo com o numero de
amostras. O comprimento dos ramos tem como referéncia a barra indicada abaixo,
que indica substituicbes de nucleotideos por sitio.

Sequéncias Africanas: AO/CD/CG: Angola, Republica Democratica do Congo e
Congo; BJ: Benin; CM: Camarbes; CV: Cabo Verde; GA/GQ: Gabdo e Guiné
Equatorial; GH/TG: Gana e Togo; NG: Nigéria e SN: Senegal.
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Para maior compreensao do fendmeno da origem do subtipo G do HIV-1 em
Cabo Verde, construimos uma arvore de ML com amostras do subtipo G e

CRF14_BG de Portugal e da Espanha como representada na Figura 14.
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Figura 17. Arvore filogenética de ML de amostras do subtipo G e CRF14_BG do HIV-1 na
regido da pol. As cores dos ramos representam a origem geografica das amostras, de
acordo com a legenda acima. Caixa colorida destaca o cluster formado por amostras de
Cabo Verde, Portugal e Espanha. O comprimento dos ramos tem como referéncia a barra
indicada abaixo, que indica substituicbes de nucleotideos por sitio.

Sequéncias Africanas e Europeias: AO/CD/CG: Angola, Republica Democratica do Congo e
Congo; BJ: Benin; CV: Cabo Verde; CM: Camardes; ES: Espanha; GH/TG: Gana e Togo
colapsadas; NG: Nigéria colapsada; PT: Portugal e SN: Senegal.
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Verificamos que as sequéncias de Portugal e da Espanha estdo muito
fortemente relacionadas com as sequéncias do clado principal Gev-, pelo que
optamos por recortar este clado e fazer uma nova analise introduzindo sequéncias

provenientes de Portugal, Espanha e da Africa central como apresentada na Figura

15.
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Figura 18. Andlise Bayesiana de amostras do subtipo G de Cabo Verde
classificadas como clado Gev- e sequéncias relacionadas selecionadas a partir da
arvore de ML (Fig. 8). As cores dos ramos representam a origem geografica das
amostras, de acordo com a legenda acima. Caixa colorida em verde destaca os
diferentes clusters que circulam em Cabo Verde de acordo com o numero de
amostras. O comprimento dos ramos tem como referéncia a barra indicada abaixo,
que indica substituicbes de nucleotideos por sitio.

Sequéncias Africanas e Europeias: AO/CD/CG: Angola, Republica Democrética do
Congo e Congo; CM: Camardes; ES: Espanha; CV: Cabo Verde; GA/GQ: Gabao e
Guiné Equatorial; PT: Portugal e SN: Senegal.
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Essa nova andlise sugere que a introducdo do subtipo G do HIV-1 em
Portugal deva ter ocorrido em 1978 [1967-1986], proveniente da Africa Central ou
Camardes. O maior clado identificado na Figura 13, constituido por 49 amostras de
Cabo Verde, quando analisadas em conjunto com amostras de Portugal e da
Espanha € agora subdividido em 9 linhagens independentes, todas relacionadas
com sequéncias de Portugal. Segundo essa nova analise, a primeira introducéo do
subtipo G do HIV-1 em Cabo Verde data de 1983 [1974-1992], proveniente de
Portugal (Gev-b). Uma segunda introducéo ocorrida desde Portugal em 1985 [1976-
1992] se estabeleceu e disseminou de forma mais eficaz pelas ilhas (Gcv-a). Uma
terceira introdugé@o (Gcv-ic) aconteceu mais tarde, em 1998 [1991-2003], também
proveniente de Portugal, como as demais introdu¢des constituidas por uma unica
sequéncia (Gcev-i0-h), para as quais ndo foi possivel estimar a data de entrada

(Tabela 5).

Tabela 5. Origem e data de introducéo do clado Gev-i.

Clado N Origem Probabilidade TmrcA
Gev-ipt 166 AO/CG/DC 0.42 1978 [1967-1986]
Camardes 0.53
Gev-la 29 Portugal 0.87 1985 [1976-1992]
Gev-ib 12 Portugal 0.98 1983 [1974-1992]
Gev-ic 2 Portugal 0.95 1998 [1991-2003]
Gev-ud 1 Portugal 0.99 -
Gev-le 1 Portugal 0.98 -
Gev-if 1 Portugal 1 -
Gev-ig 1 Portugal 1 -
Gev-in 1 Portugal 1 -
Gev-ii 1 Portugal 1 -

AO: Angola; CG: Republica do Congo; CD: Republica Democratica do Congo. Twrca:

Tempo do ancestral comum mais recente
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A variante que parece ter entrado mais tardiamente em Cabo Verde é o
CRF02_AG. Segundo essa andlise, apresentada na Figura 16, houve 19 introduc¢des
do CRFO02_AG do HIV-1 em Cabo Verde, sendo 17 delas (94,7%) originarias a partir
do Senegal e uma Unica introducdo a partir de Camardes (CRF02cv-1x). A primeira
introducéo estima-se ter ocorrido em 1986 [1979-1990] - CRFO2cv-, seguida de
outras em 1987 [1980-1994] - CRFO2cv-i, 1998 [1992-2003] - CRF02cv-m, 1990
[1983-1998] - CRF02cv-iv, 1995 [1987-2001] - CRF02cv-v, 1997 [1989-2003] -
CRFO02cv-vi, 2003 [1998-2007] - CRFO02¢cv-vii € 2003 [1997-2007] - CRFO2cv-vii. N&o
foi possivel estimar a data das demais introducdes por representarem apenas uma

amostra.
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Figura 19. Andlise Bayesiana de amostras africanas classificadas como CRF02_AG
do HIV-1 na regido da pol. As cores dos ramos representam a origem geogréafica das
amostras, de acordo com a legenda acima. Caixa colorida em verde destaca os
diferentes clusters que circulam em Cabo Verde de acordo com o numero de
amostras. O comprimento dos ramos tem como referéncia a barra indicada abaixo,

que indica substituicdes de nucleotideos por sitio.
BF: Burkina Faso; BJ/TG: Benin e Togo; CM: Camardes; CV: Cabo Verde; GA:

Gabéo; GH: Gana; NG: Nigéria e SN: Senegal.
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4.5) Identificagdo e caracterizacao de Mutacdes de resisténcia a drogas ARV
em pacientes virgens de tratamento e pacientes sob tratamento infectados

pelo HIV-1 e HIV-2

Com base nas sequéncias da regido da polimerase obtidas dos individuos
soropositivos para o HIV-1 e o HIV- 2 avaliamos a ocorréncia de DRMs aos
medicamentos antirretrovirais implementado no pais no final de 2004. Dos 164
individuos infectados pelo HIV-1 ou HIV-2 analisados para resisténcia as drogas 74
sédo virgens de tratamento (ARTv) enquanto que 87 estdo em uso de tratamento
antirretroviral (ARTexp). Para trés pacientes esta informacao néo estava disponivel.
Entre os pacientes em tratamento 63,8% e 41,2%, infectados, respectivamente, pelo
HIV-1 e HIV-2, sdo do sexo feminino; a média de idade entre os individuos acima de
15 anos € de 40,0 (IQrR=15-70) e 53,4 (IQR=32-84) para as infeccdes pelo HIV-1 e
HIV-2, respectivamente. A Tabela 6 apresenta o perfil de mutacdes de resisténcia

transmitida e adquirida entre os individuos infectados pelo HIV-1 e HIV-2.

Tabela 6. Distribuicdo das Mutacfes de Resisténcia a Drogas em pacientes HIV-1

virgens de tratamento e HIV-1 e HIV-2 em tratamento

Categoria de Resisténcia HIV-1 HIV-2
Naive Tratados Tratados
N (%) 58 69 17
Seq. sem mutacao 56 (96,6) 36(52,2) 14 (82,4)
Seq. com mutacao 2(3,4) 33(47,8) 3(17,6)
Seq PR com mutacdes para PI* 1(1,7) 5(7,4) 2 (11,8)
Seq RT com mutagdes para NRTI* 1(,7) 26 (37,7) 3(17,6)
Seq RT com mutagdes para NNRTI* 26 (38,2) NA

* Com base no total de amostras
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Mutacbes transmitidas de resisténcia aos antirretrovirais (TDRM) foram
encontradas em 3,4% (Cl -1.3%-8.1%) dos individuos virgens de tratamento
infectados pelo HIV-1, sendo 1,7% para Pl e 1,7% para NRTIl. Nenhuma TDRM foi
encontrada no grupo de individuos infectados pelo HIV-2. Entre os 69 pacientes
infectados pelo HIV-1 em uso de ART 33 (47,8%) apresentaram mutacdes de
resisténcia aos antirretrovirais (DRM), sendo 37,7% para NRTI, 37,7% para NNRTI e
7,4% para Pl. Entre os 17 pacientes infectados pelo HIV-2 em tratamento, trés
(17,6%) apresentaram DRM, sendo todos para NRTI e dois para a Pl. A ocorréncia
de DRM para duas ou mais classes de drogas foi verificada tanto em pacientes
infectados pelo HIV-1 (33,8%), como pelo HIV-2 (11,8%). Chama atencdo a
ocorréncia da mutacédo K20l da protease, associada a uma potencial resisténcia de
baixo nivel para Nelfinavir, observada como um polimorfismo tipico em todas as
amostras do subtipo G e CRF02_AG.

Um caso de DRM para as trés classes de drogas foi encontrado em uma
crianca de 8 anos residente na Praia, infectada pelo subtipo G do HIV-1. Dentre os
33 casos de infeccdo pelo HIV-1 apresentando alguma DRM, 66,7% eram mulheres,
36,4% estavam infectados com o subtipo G, 30,3% com CRF02_AG e 15,6% com
subtipo B.

A mediana do tempo de tratamento dos individuos incluidos nesta analise foi
de 23 (IQR=1-78) meses para os infectados pelo HIV-1 e de 37 (IQR=17-60) meses
para os infectados pelo HIV-2. Entre os individuos com muta¢8es de resisténcia para
ARV o tempo médio de tratamento foi de 23 (IQR=1-78) e de 35,5 (IQR=34-37)
meses para as infecgbes pelo HIV-1 e HIV-2, respectivamente. Analisando as
demais variaveis entre os individuos infectados pelo HIV-1 que apresentaram DRM
(Tabela 4) observamos uma propor¢ao maior entre as mulheres e as criancas. Dos

13 individuos que tiveram diagnostico entre 2004 — 2007, 92,3% ja apresentam
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alguma DRM em contraste com 0s que tiveram diagndstico entre 2008 — 2011, que
foi de 41,4%. Analisando a frequéncia de DRM em relag&do ao local de residéncia,
constatamos que esta € maior entre os individuos residentes na regido de Sotavento
e, principalmente, entre os residentes no interior de Santiago. Em relagdo ao nimero
de linfocitos TCD4/mm3, a porcentagem de individuos em tratamento que possuem
alguma DRM é de 56,5 para os que tém menos de 350 cels/mm?3 e 52,0% para 0s
com contagem acima de 500 cels/mm3.

O Quadro 3 descreve o perfil de resisténcia dos pacientes em tratamento
ativo, discriminados de acordo com a diversidade viral. Observamos que entre a
populacdo infectada pelo HIV-1 sob tratamento, 52,2% dos individuos infectados
pelo subtipo G tem alguma DRM. Essa porcentagem é de 20,0% e de 45,5% para os
infectados pelo subtipo F e CRF02_AG, respectivamente, e de 52,5% entre o grupo
denominado “Outras Formas Circulantes”. O subtipo B que contribui com a maioria
dos casos nesse grupo (36,8%), tem uma frequéncia de DRM de 71,4 Todas as
amostras identificadas como URF_GU, CRF05 DF e CRF25 cpx sob tratamento
possuem alguma DRM. As mutacdes M184V (71,9%) e K103N (31,3%) foram as
principalmente encontradas para NRTI e NNRTI, respectivamente. Dentre os 33
pacientes em tratamento com alguma mutacdo de resisténcia, 26 (78,8%)
apresentaram alto nivel de resisténcia, 16 (48,5%) apresentaram resisténcia
intermediaria e 29 (87,9%) apresentaram resisténcia baixa ou potencialmente baixa
para uma ou mais classes de antirretrovirais. Destacamos ainda que dentre os 33
pacientes com DRM, foi possivel identificar o esquema terapéutico utilizado em
apenas 25. Desses 22 (88,0%) sao pacientes em 12 linha de tratamento e apenas 3
(12,0%) ja tinham iniciado a 22 linha de tratamento com introducdo de uma droga

inibidora da protease.

75



Em relagcédo aos casos de infecgcao pelo HIV-2, observamos que 17,6% (3/17)
apresentaram alguma DRM, sendo que dois apresentaram a mutacdo Q151M, que
leva a alta resisténcia & maioria dos NRTI, com exce¢éo do TDF. A mutacdo M184V
foi identificada nos 3 pacientes HIV-2 positivos que apresentaram DRM, levando a
alta resisténcia ao 3TC e FTC, enquanto que 2 apresentaram alta resisténcia ao PI

em uso (Lopinavir).
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Quadro 3. Mutacdes de resisténcia do HIV-1 e do HIV-2 de acordo com a classe de antirretroviral em uso e diversidade genética do virus

. . Classe de Antirretroviral Resisténcia aos antirretrovirais
Diversidade ID Esquema Terapéutico Baixa ou
Molecular q P NRTI NNRTI PI Alta Média : .
Potencialmente baixa
HIV-1
1 d4T+3TC+NVP K65E, D67EK AZT, d4T
2 d4T+3TC+NVP M184V K103N 3TC, FTC; EFV, NVP ABC, DDI
3 d4T+3TC+NVP M184MV Y181CY, H221HY 3TC, FTC; NVP EFV, ETR; RPV ABC, DDI
4 AZT+3TC+NVP K70KR, M184MV Y181CY, H221HY 3TC, FTC; NVP AZT; EFV, ETR, RPV ABC, d4T, DDI, TDF;
5 d4T+3TC+NVP M184MV K101E, E138G, 3TC, FTC; EFV, NVP ETR, RPV ABC, DDI
G190AG
6 d4T+3TC+NVP M184MV K103N, K238KT 3TC, FTC; EFV, NVP ABC, DDI
7 d4T+3TC+NVP M184MV K103KN, Y181CY 3TC, FTC; EFV, NVP ETR, RPV ABC, DDI
G 8 d4T+3TC+NFV M184V K103N 3TC, FTC; EFV, NVP ABC, DDI,
9 NI M184V V179E, Y181C 3TC, FTC; NVP EFV, ETR; RPV ABC, DDI
3TC, ABC, AZT, d4T,
M41L, M184V, ! _’ ! !
10 NI L210W, T215Y K103N, Y188L DDI, FTC; EFV, NVP, TDF ETR
RPV
D67DN, T69ADNT, 3TC, ABC, AZT, d4T, e
11 NI K70KR, M184V, G190AG 6486'\\//':2\1';54'\/' DDI, FTC; NVP; ATV/r, TDF; EE&/:PV#' ETR, RPV
T215FIST, K219KQ, IDV/r, NFV, SQV/r !
ATV/r, FPV/r, IDV/r,
12 d4T+3TC+NVP M46LM LPV/r, NFV
13 NI VI0l, E138AE RPV
14 d4T+3TC+NVP T69N, Y115FY ABC DDI, TDF
15 AZT+3TC+NVP M184IM 3TC, FTC ABC, DDI
16 AZT+3TC+NVP M184V, T215Y K101H, G130A, 3TC, FTC; EFV, NVP ABC, AZT, d4T DDI; ETR, RPV
Y318F
CRF02_AG A98AG, V108IV 3TC, FTC; EFV, NVP
17 d4T+3TC+NVP V751V, M184V Y181C, H221HY RPV EFV, ETR; RPV ABC, DDI
18 AZT+3TC+NVP M184MV V106AEV, G190AG 3TC, FTC; EFV, NVP ABC, DDI; ETR, RPV
D67N, T6ONT, V90I, K103N, 3TC, AZT, d4T, DDI,
19 AZT+3TC+NVP+(LPV+RTV) K7OR, M184V, V318FY FTC; EFV, NVP ABC, TDF
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T215Y, K219Q

20 AZT+3TC+(LPV+RTV) M184MV G190AG 3TC, FTC; NVP EFV ABC, DDI; ETR, RPV
21 NI M184V K103N 3TC, FTC; EFV, NVP ABC, DD
22 d4T+3TC+NVP V90l N83DN NFV, TPV/r
F 23 d4T+3TC+NVP M184V Y188FL 3TG, FT(;PE\'/EV' NVP, ABC, DDI, ETR
3TC, ABC, AZT, d4T
A62V, V75I, F116Y, r _
24 d4T+NVP+LPV QLSIM, M184Y Y188L DD, FTC':;PE\I/EV, NVP, TDF; ETR
M41L, D67G, 3TC, FTC; FPV/r, ABC, AZT, d4T, DDJ;
25 NI \184v V321, M46l, 147A P/, NV ATV/r, DRV/r, IDV/r CQu/r. TPV
B 3TC, ABC, AZT, d4T
M41LM, M184MV, S
26 AZT+3TC+(LPV+RTV) 2100w, T215NsTy | KLO3NS, V106IM DDI, FTC, TDF; EFV,
NVP
K103KN, Y181CY,
27 d4T+3TC+NVP V188CY, G190AE EFV, ETR, NVP, RPV
28 d4T+3TC+NVP G73GS ATV/r, NFV, SQV/r
CRFO5 DF |2 AZT+3TC+EFV V179D EFV, NVP
- 30 NI M184IMV V179DV, G190AG 3TC, FTC; NVP EFV ABC, DDI; ETR, RPV
K103N, Y181C, ABC, d4T, DDI, TDF; _
CRF25_cpx | 31 d4T+3TC+NVP K6SR, T69d, K219R | < 00”105y EFV. NVP. RPV 3TC, FTC; ETR
D67N, TE9KNT, _
CRF_AU | 32 NI K70R, M184V, K103N, E138A 3TG, ég ﬁ‘\‘/TF; F1C; ABC, DDI, TDF RPV
T215AITV, K219Q ’
CRF._GU | 33 d4T+3TC+NVP G190GS EFV, NVP ETR, RPV
HIV-2
A 1 AZT+LPV M184V NA VA47A, 182F 3TC, FTC; LPV/r sqv/r
3TC, ABC, AZT, d4T
? 7 7 ’ ’
2 AZT+EFV(?)+LPV Q151M, M184V NA DO, FTC
3 d4T+3TC+LPV4RTV Q151M, M184V NA VA7A, 150V 3TC, ABC, AZT, adT, DRV/r

DDI, FTC; LPV/r
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V. DISCUSSAO

Neste estudo procuramos realizar uma caracterizagdo molecular da epidemia
do HIV em Cabo Verde, incluindo amostras de individuos soropositivos de todas as
ilhas habitadas, exceto S. Nicolau e Maio, localizados respectivamente na regiao de
Barlavento e Sotavento, que contribuiram entre 2005 e 2011 com menos de 2,5% do
total de casos de HIV diagnosticados por ano em Cabo Verde (Verde, 2005-2011).
Boletins Epidemiolégicos e Relatérios Estaticos disponiveis no site do Ministério da
Saude de Cabo Verde (www.minsaude.gov.cv) mostram que estas ilhas contribuem
com 0,8% e 1,6%, respectivamente, no total de casos diagnosticados por ano em
Cabo Verde (Verde, 2005-2011).

Identificamos que a epidemia do HIV em Cabo Verde apresenta
caracteristicas préprias, bem como, outras que sdo semelhantes ao cenario
molecular e epidemiolégico ja descrito em outros paises da Africa Ocidental
(Andreasson et al., 1993; de Silva et al., 2013; Esbjérnsson et al., 2011; Hamel et al.,
2007; Toure-Kane et al., 2000). Entre os 221 pacientes incluidos no estudo 169
(76,5%) séao infectados com o HIV-1, 43 (19,5%), com o HIV-2 e 9 (4,1%) estdo
infectados pelos dois tipos virais (HIV-1+HIV-2). Estes valores coincidem com o0s
percentuais de infec¢cdes causadas pelos tipos de HIV que circulam atualmente em
Cabo Verde. Segundo relatérios estatisticos publicados pelo Ministério da Saude de
Cabo Verde, de 2007 a 2011, o percentual médio de individuos HIV-1, HIV-2 e HIV-
1+2 diagnosticados por ano no pais € de 67,8%, 21,8% e 5,5%, respectivamente
(Verde, 2005-2011).

A alta proporc¢éo (70,0%) de mulheres nesta pesquisa também reflete o maior
namero de mulheres diagnosticadas em Cabo Verde. Esse numero pode estar

diretamente relacionado a vigilancia ativa da prevencdo de transmisséo vertical, o
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que estimula um maior nimero de mulheres a buscarem conhecer o seu status
soroldgico para a infeccao pelo HIV, como também por fenbmenos sociais e de
promocdo da saude mais voltados para individuos do sexo feminino. Esses
fendmenos implicam numa maior adesdo ao acompanhamento e tratamento médico
e mostra ainda a necessidade de programas para melhorar as estratégias de
atracdo do homem para o diagnéstico e acompanhamento e/ou tratamento médico.

Em relacdo as faixas etarias, destaca-se o percentual de individuos infectados pelo
HIV-2 (44,2%) com idade acima de 49 anos, muito maior em relagdo aos individuos
infectados pelo HIV-1 (16,6%) nessa faixa etéria. Isso pode estar associado a uma
infeccdo mais remota, num periodo onde a infeccdo devido ao HIV-2 era mais
prevalente e/ou ao fato do HIV-2 ter um periodo maior de laténcia clinica, levando ao
aparecimento dos primeiros sintomas apés 15-20 anos da infeccao e,
consequentemente, maior demora na procura dos servicos de saude para
diagndstico e assisténcia. Por outro lado, a proporcao de individuos infectados pelo
HIV-1 mais jovens, na faixa etéria de 15-29 anos (17,2%), € muito maior do que a
proporcao correspondente de entre os infectados pelo HIV-2 (7,0%), destacando a
necessidade de programas de prevencao que visem aos jovens. De fato, um estudo
realizado em 2005 em Cabo Verde mostrou que 21,4% e 45,6%, respectivamente,
dos meninos e meninas entre 15-19 anos de idade teve sua primeira relagdo sexual
antes dos 15 anos e 87,4 meninas e 93,3 meninos nessa mesma faixa etaria,
referem conhecimento do preservativo como uma forma de prevengao contra o HIV
(Instituto Nacional de Estatistica de Cabo Verde, 2008). Estes dados também sao
concordantes com estudos anteriores realizados em outros paises da Africa
Ocidental que mostram uma maior frequéncia da infeccdo pelo HIV-2 entre os

individuos com mais de 49 anos e uma maior prevaléncia de HIV-1 entre os

80



individuos mais jovens (Poulsen et al., 2000; Wilkins et al., 1991; Wilkins et al.,
1993).

A forma de transmissé&o mais comum tanto do HIV-1 como do HIV-2 em Cabo
Verde, segundo dados do presente estudo é através do contato sexual,
principalmente a heterossexual. Nao ha referéncias de transmisséo por transfuséo
de sangue e/ou seus derivados e pouco se sabe sobre transmissao por uso de
droga intravenosa e/ou por relacdo homossexual. A frequéncia de criangas
infectadas por transmissdo vertical foi mais baixa para o VIH-2 (2,3%) em
comparacao com o VIH-1 (16,0%), tal como descrito para outros paises em que
ambos os tipos circulam (Adjorlolo-Johnson et al., 1994; Andreasson et al., 1993).

Os dois tipos de virus, HIV-1 e HIV-2, circulam em todas as ilhas de Cabo
Verde estudadas em propor¢cbes semelhantes nas diferentes ilhas. Na Praia e
Interior de Santiago, ambos localizados na maior e mais populosa ilha de Cabo
Verde (Santiago), as frequéncias relativas das infec¢coes pelo HIV-1 e pelo HIV-2
diferem em mais de 20%.

O perfil da caracterizagdo molecular das amostras HIV-1 incluidas no
presente estudo, que abrange sete das nove habitadas ilhas de Cabo Verde,
apresentou um padrdao mais complexo, com uma predominéancia do subtipo G
(36,6%), seguido por CRF02_AG (30,6%), subtipo F1 (9,7%), subtipo B (5,2%),
subtipo C (2,2%), e outras formas recombinantes (15,5%). A presenca, mesmo
sendo em baixa frequéncia dos subtipo B e C e dos CRF05 DF, CRFO06_cpx,
CRF25_cpx e CRF49_cpx detectados entre as amostras estudadas de Cabo Verde
retratam um cenario molecular Unico da epidemia HIV/aids em Cabo Verde. Este
perfil de distribuicdo é diferente do anteriormente estimado para Cabo Verde que
prevé uma frequéncia de 48% para o subtipo G, 7% para o subtipo B, 7% para o

subtipo F1, 7% para o CRF02_AG e 30% para as demais formas recombinantes
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(Oliveira et al.,, 2012). O baixo numero de pacientes infectados pelo HIV-1
analisados nesse estudo (n=27), combinada com a alta complexidade da epidemia
de HIV-1 em Cabo Verde pode explicar tais diferencas. Por outro lado, a diferenca
de 5 anos entre os tempos de coleta das amostras pode influenciar nos resultados.
O perfil da epidemiologia molecular do HIV-1 em Cabo Verde também é diferente do
que é descrito em outros paises da Africa Ocidental, onde a epidemia de aids é
dominada pelo CRF02_AG (50%), seguido pelo subtipo G (28%), outros
recombinantes (8%) e subtipo A (4%) (Hemelaar et al.,, 2011). Assim, as
caracteristicas moleculares mais notaveis da epidemia pelo HIV-1 em Cabo Verde
parece ser a alta prevaléncia dos subtipos G e F1 e a auséncia do subtipo A.

Em relacdo a caracterizacdo molecular, todas as sequéncias das amostras
consideradas positivas para HIV-2 analisadas pertenciam ao grupo A, semelhante
ao que ja foi anteriormente descrito em Cabo Verde (Oliveira et al., 2012) e outros
paises do Oeste Africano (Parreira et al., 2000; Peeters et al., 1998). No nosso
estudo, a analise da arvore filogenética do HIV-2 chama atencao pela presenca de
um cluster com alto suporte, incluindo a maioria das amostras da regido Barlavento,
sugerindo possiveis introducdes independentes e/ou dindmicas distintas de
distribuicdo do HIV-2 entre as ilhas de Cabo Verde.

Com base no teste de agrupamento filogenético evidenciamos que a
distribuicdo do HIV-2 em Santiago ndo sugere associacdo entre as amostras. Ja
entre Barlavento e Sotavento, esta sugere associacdo entre as amostras
(p=<0,0001), sendo as amostras de cada regido mais préximas entre si na arvore
filogenética. Embora ndo tenhamos todos os subsidios que possam esclarecer essa
diferenca, propomos aqui duas hipoteses para este fato. Em primeiro lugar, como
acontece e aconteceu em varios outros paises, a capital e a maior ilha de Cabo

Verde, Santiago (pertencente a regido de Sotavento) foi, provavelmente, a porta de
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entrada da epidemia de aids que, no inicio foi principalmente devido a infeccéo pelo
HIV-2, correspondendo a mais de 90% dos casos diagnosticados na década de 80
(Direccdo Geral de Saude, 2007). Esta hipotese pode ser subsidiada pelos
resultados da analise bayesiana para determinacdo da origem e data de entrada das
principais variantes de HIV-1 e HIV-2 que circulam em Cabo Verde. Nessa analise
identificamos que a primeira introdugéo de HIV em Cabo Verde foi em 1967 pelo
HIV-2, a partir provavelmente de Portugal. Outros subsidios importantes séo o fato
de que o primeiro isolamento do HIV-2 tenha sido feito em um paciente hospitalizado
na Franca originario de Cabo Verde (Clavel et al., 1986); pelo grande namero de
estudos realizados nos Estados Unidos (Kloser et al., 1989; Smallman-Raynor and
Cliff, 1991; van der Ende et al., 1990; van Veen et al., 2009) e na Europa (Clavel et
al., 1987; Wood et al.,, 2012) relatando casos de HIV-2 em pacientes de origem
caboverdeana e pelo fato de que a origem do HIV-2 grupo A estar relacionada a
Guiné-Bissau, presume-se que sua expansdo tenha se dado durante a guerra
colonial pela libertacdo da Guiné e Cabo Verde (Faria et al., 2012; Lemey et al.,
2003), que coincide com a data do mais recente ancestral comum (1967 [1959 —
1973]). Provavelmente, a disseminacdo de HIV-2 para as outras regides do pais
ocorreu mais tarde, através de Santiago ou através de novas introducbes
posteriores, coincidindo com a introducdo e dispersdo do HIV-1. Por outro lado, a
ilha de Santiago e mais especificamente, Interior de Santiago, sempre foi a regiao
com maior concentracdo de populacdo caboverdeana e o grosso da populagdo que
emigrou no periodo colonial para a Guiné-Bissau e Portugal, devido a guerra de
independéncia de Cabo Verde e Guiné-Bissau, ocorrida na Guiné-Bissau no periodo
de 1961 a 1974. Estudo realizado em Bissau apontou como fator de risco para
infeccdo com HIV-2, individuos com mais de 50 anos que relatam sexo

extramatrimonial, prostituicdo e transfusdo de sangue (Poulsen et al., 2000).
83



Segundo estudo conduzido por Gomes et al., a maioria dos casos de infec¢cao por
HIV-2 diagnosticados em Portugal sdo em individuos originarios de Guiné-Bissau e
Cabo Verde, sendo que a maioria (67%) nasceu entre 1940 — 1970 (Gomes et al.,
2003). No entanto, outro estudo levado a cabo em Portugal, relata presenca de HIV-
2 entre portugueses que estiveram na Guiné durante a guerra colonial e outros
individuos relacionados a esses soldados que contrairam o virus por transmissao
sexual, ou com histéria de viagem para Africa (Mota-Miranda et al., 2004; Victorino
et al., 1992). Tratando-se de um virus que pode ser adquirido por transmissao
sexual, ndo estd descartada a hipotese da entrada em Cabo Verde tenha sido
através de individuos caboverdeanos que tenham adquirido essa infec¢do na Guiné-
Bissau ou Portugal, ou de Portugueses e guineenses que viajaram para Cabo Verde,
quer seja durante a guerra, ou apos a independéncia, sendo posteriormente o HIV-2
disseminado em Santiago e posteriormente para outras regides de Cabo Verde.
Varios paises em que a predominancia do HIV-2 no inicio da epidemia de
aids era maior do que o HIV-1, relatam alteracbes nessa predominancia ao longo do
tempo. Isso tem acontecido principalmente em paises da Africa Ocidental, como
Senegal, Gambia e Guiné-Bissau (de Silva et al., 2013; Hamel et al., 2007; van der
Loeff et al., 2006), paises esses vizinhos a Cabo Verde. A maior prevaléncia de HIV-
2 em relacdo ao HIV-1 nesses paises, diferente da dinAmica da epidemia de aids
nas outras regiées do mundo, levou a uma discusséo cientifica sobre o possivel
efeito protetor do HIV-2 contra o HIV-1, o que nao foi provado até entdo posto que,
uma vez o HIV-1 entrando no pais, sua disseminacdo se deu de forma similar a
paises onde apenas circula o HIV-1 (Greenberg, 2001; Wiktor et al., 1999). Em Cabo
Verde também observamos uma diminuicéo relativa de HIV-2 em relagdo ao HIV-1,
apesar do numero absoluto de HIV-2 entre os casos diagnosticados por ano

permanecer constante, enquanto que ha um aumento no numero de casos de
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infeccdo pelo HIV-1 ao longo dos anos (Direcgdo Geral de Saude, 2007; Verde,
2005-2011).

Em relagdo ao HIV-1, o subtipo G, apontado neste estudo como o mais
prevalente em Cabo Verde, vale dizer que também é frequente em alguns paises da
Africa Ocidental e Central, incluindo Nigéria, Togo, Camardes e Republica do Congo
(Lihana et al., 2012). Esse subtipo foi encontrado principalmente entre pacientes
positivos pelo HIV-1 residentes na regido de Sotavento, provavelmente indicando um
efeito fundador local. Os resultados do nosso estudo de filodinamica para estimar a
origem e dispersao do subtipo G, apoiam a tese de Oliveira et al. (Oliveira et al.,
2012) quando sugere a origem do subtipo G de Cabo Verde a partir de Portugal e/ou
Angola. Em Angola, pais Africano com estreitas relacdes com Cabo Verde, foi
descrita a presenca do subtipo G na populagéo local (Afonso et al., 2012a).

A data estimada da primeira introducdo, quando comparada somente com
amostras africanas, indica o ano de 1979, que coincide com a independéncia das
ex-colbnias Portuguesas e, consequentemente, com o retorno de caboverdeanos
residentes em Angola para Cabo Verde e de portugueses para Portugal (Graca,
2007). A introducao a partir da Nigéria, como demonstrada, acontece posteriormente
(1993 [1985 — 1998]) e pode estar relacionada a proximidade geografica e pela
adesdo de Cabo Verde a Comunidade Econémica dos Estados da Africa Ocidental
(CEDEAO), que concede livre transito de pessoas entre 0s respectivos paises.
Segundo o Recenseamento Geral da Populacdo e Habitacdo realizado em 2010
(RGPH 2010) residem em Cabo Verde cerca de 740 nigerianos (Verde, 2010). No
entanto, o subtipo G do HIV-1 é também o subtipo ndo-B mais prevalente em
Portugal (Abecasis et al., 2013; Esteves et al., 2003; Esteves et al., 2002; Palma et
al.,, 2007), outro pais com estreitas relacbes com Cabo Verde, onde esta

concentrada a maior comunidade de emigrantes caboverdeanos na Europa. A
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arvore filogenética de ML demonstrou que a maioria das amostras de Cabo Verde
identificadas na andlise bayesiana construida apenas com amostras africanas (Gcv-
1), também est4 fortemente relacionada com amostras do subtipo G e CRF14_BG de
Portugal e Espanha. A segunda andlise bayesiana realizada a partir desse clado
(Gev4) e incluindo amostras africanas e europeias, apresentam uma nova dinamica
de origem e data de introducdo. A origem e data de entrada em Portugal coincidem
com a origem e data de entrada prevista para Cabo Verde, quando analisada
somente com amostras africanas, isto €, a partir da Africa Central (Angola ou
Camardes ou Republica Democréatica do Congo). Segundo o teste de agrupamento
filogenético das sequéncias majoritarias de HIV em Cabo Verde de acordo com a
regido geografica de origem, evidenciamos que em relagdo ao HIV-1, as duas
maiores variantes genéticas circulantes no pais (G e CRF02_AG) nao apresentam
nenhum padrao de distribuicdo geogréfica entre as regides (BA x SO) e em Santiago
(PR x 1S). Diferentemente do HIV-2 grupo A, ndo temos subsidios para relacionar
essa infeccdo a partir de soldados portugueses que estiveram na guerra para
independéncia de Guiné e Cabo Verde. No entanto, ndo podemos descartar a volta
para Portugal de soldados portugueses que participaram da guerra em Angola, bem
como, referido anteriormente, de individuos caboverdeanos residentes em Angola,
para Cabo Verde e/ou Portugal (Gracga, 2007). As mdltiplas introducées do subtipo G
apresentadas na tabela 6, todas relacionadas a sequéncias identificadas no Banco
de Dados como sendo de Portugal, e sendo a ultima introducdo com data prevista
em 1998, evidenciam uma forte relagédo entre individuos de Cabo Verde e Portugal,
com historia de transmissdo do HIV ao longo do tempo. Outro dado do nosso estudo
gue reforca essa relacdo de transmissao € a quantidade de amostras do subtipo B
sequenciadas nesse trabalho. Todas as sete amostras HIV-1 do subtipo B

identificadas sao de individuos residentes na ilha de Santiago, sendo que seis dentre
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eles sdo do interior de Santiago, regido essa como referida acima, com maior
ndamero de emigrantes caboverdeanos em Portugal. Estudo realizado por Esteves et
al. entre africanos residentes em Lisboa, revelou que entre os de origem
caboverdeana, o subtipo B é o subtipo ndo-G mais frequente nessa populacéo
(Esteves et al., 2002).

O CRF02_AG, apesar da sua tardia introducao, parece ser melhor distribuido
entre as ilhas, provavelmente devido a introdu¢des independentes que ocorrem ao
longo do tempo a partir de Senegal e Guiné-Bissau. CRF02_AG é a forma
recombinante mais prevalente do HIV-1 encontrada em maior frequéncia na maioria
dos paises da Africa Ocidental incluindo Guiné-Bissau e Senegal (Esbjérnsson et al.,
2011; Hamel et al., 2007; Hemelaar et al., 2011; Lihana et al., 2012). Esses sao 0s
paises mais proximos de Cabo Verde e com os quais o pais sempre teve ligacao,
quer por via maritima como por ligacdo aérea, mais recentemente. Estudos
realizados em paises de outros continentes, onde o CRF02_AG ndo é comumente
encontrado, relaciona a entrada dessa forma recombinante com paises da Costa
Ocidental Africana, nomeadamente Guiné-Bissau e Senegal (Bracho et al., 2014;
Delatorre et al., 2012; Giuliani et al., 2013). Durante os periodos de seca e fome em
Cabo Verde, antes mesmo dos conflitos que culminaram com a guerra de libertacao
do colonialismo portugués de Cabo Verde e Guiné, que aconteceu na Guiné-Bissau,
muitos caboverdeanos emigraram para Senegal e Guiné-Bissau, por serem paises
proximos com melhores possibilidades de trabalho e sustento. Em 1980 houve um
golpe de estado na Guiné-Bissau e posteriormente outros conflitos politicos que
provocaram uma crise econdmica, social e humanitaria. Isto fez com que muitos
caboverdeanos que ainda residiam em Guiné, voltassem para Cabo Verde e muitos

guineenses, aproveitando do acordo de livre circulagdo da CEDEAO, imigraram para
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Cabo Verde em busca de melhores condi¢des de vida. Cerca de seis mil guineenses
e dois mil senegaleses vivem hoje em Cabo Verde (Verde, 2010).

Embora presente em uma frequéncia baixa (9,7%), o subtipo F1 é o subtipo
mais frequente na ilha de S. Vicente, possivelmente originado por uma Unica ou
poucas introduc¢des. Este subtipo € ocasionalmente encontrado em alguns paises da
Africa Ocidental, como Guiné Conakry, Mali e Senegal (Derache et al., 2008;
Freimanis et al., 2012; Toure-Kane et al., 2000) e é frequentemente detectada em
outros paises, com relacdes historicas com Cabo Verde, como Angola, Cuba e Brasil
(Afonso et al., 2012b; Cuevas et al., 2002; Morgado et al., 2002).

E de notar a auséncia de subtipo A "puro” do HIV-1, em Cabo Verde, como
descrito em paises da Africa Ocidental, proximos geogréafica e culturalmente com
Cabo Verde e cuja diversidade viral do HIV-1 se assemelham (Esbjornsson et al.,
2011; Hamel et al., 2007; Hemelaar et al., 2011; Lihana et al., 2012). No entanto,
fragmentos do subtipo A foram encontrados em amostras com genomas
recombinantes na regido pol identificados como URFs_UA. E interessante notar que
sete amostras URFs_AU formam um cluster monofilético com o subtipo A com alto
valor de botstrap, sugerindo que pode ter evoluido a partir de um ancestral comum.
Outras trés amostras com estruturas recombinantes independentes apresentam um
fragmento do sub-subtipo A3 correspondente a regido de transcriptase reversa. O
sub- subtipo A3 ja foi descrito, como tendo alta prevaléncia em alguns paises do
Oeste Africano, como Senegal, Guiné-Bissau e Guiné Equatorial (Esbjornsson et al.,
2011; Hamel et al., 2007; Meloni et al., 2004). Mais estudos, utilizando genomas
inteiros do HIV-1 serdo necessarios para confirmar a ocorréncia de novos CRFs em
Cabo Verde.

A emigracao de caboverdeanos é uma realidade desde o inicio do século XX,

favorecida pela captura de baleias em Cabo Verde, principalmente por barcos
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americanos, 0 que provocou a primeira onda de emigracdo cabo-verdiana para o0s
Estados Unidos da América. Mais tarde, na década de 60, durante constantes
periodos de seca e fome, instabilidade politica e os conflitos que culminaram com a
independéncia, em 1975, houve uma forte emigracao para paises vizinhos da Costa
Oeste da Africa (S. Tomé e Principe, Guiné-Bissau, Senegal e Costa do Marfim),
bem como para a América do Sul (Brasil) e Europa (Portugal e Holanda) (Graca,
2007). Apos a independéncia, a emigracdo continuou, principalmente para a Europa
e Estado Unidos da América, diminuindo nos anos 90 com o inicio da recessao
econOmica na Europa. Nessa mesma €poca, comegou a migracdo de trabalhadores
sazonais para Cabo Verde a partir de paises como a Guiné-Bissau, Senegal e
Nigéria com prevaléncia de HIV/aids, em 2012, em torno de 2.5%, 0.7% e 3.7%
respectivamente (Unaids, 2013). Esses deslocamentos de e para Cabo Verde
certamente tém impacto na atual diversidade genética do HIV-1 e HIV-2 no pais,
como foi relatado em outros paises africanos (Imamichi et al., 2009).

O acesso universal ao tratamento antirretroviral tem impacto importante e
direto sobre a mortalidade e morbidade, bem como na reducédo da transmissao
(Cohen et al., 2012). Por outro lado, o aumento da disponibilidade de ART é um
desafio para o controle das DRMs em pacientes virgens de tratamento e tratados, e
passa a ser de maior importancia em situacdes em que ha ruptura de stock na oferta
dos medicamentos e/ou baixa aderéncia.

Em Cabo Verde, em 2004, o tratamento com ARV tornou-se disponivel para
todos os pacientes com contagem de linfécitos TCD4 inferior a 200células/mm3 ou
aqueles que apresentam doenca definidora de aids. Isso podera justificar o numero
de pacientes cujo diagnostico foi efetuado antes de 2004, quer pela baixa adesao de
individuos aos testes sorologicos oferecidos, como por uma morbidade e

mortalidade maior antes da oferta do tratamento. Ao mesmo tempo, a quantidade de
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individuos com diagndstico realizado ap6s 2004 e mais concretamente apés 2008,
aponta para uma maior procura, maior capacidade de fidelizacdo dos servigcos de
saude e/ou por uma maior sobrevida e qualidade de vida dos infectados. No entanto,
individuos cabo-verdianos infectados com HIV-1 ou HIV-2 que vivem em outros
paises ou mesmo em Cabo Verde podem ter iniciado o tratamento antes de 2004,
como comprovado por um paciente incluido nessa analise.

A baixa frequéncia e um aumento ndo significativo de DRM em pacientes
infectados pelo HIV-1 ja foi descrita em pacientes virgens de tratamento na Africa
Ocidental (Derache et al., 2008; Gupta et al., 2012), mas varios estudos mostram
aumento de TDRM, afetando especialmente a Africa subsaariana, impulsionado pela
resisténcia a NNRTI (Aghokeng et al., 2011; Gupta et al., 2012). Para o HIV-2, DRM
foi descrito em um paciente virgem de tratamento residente em Guiné-Bissau (Jallow
et al., 2009). No presente estudo, DRM foi encontrada em baixa frequéncia entre os
pacientes soropositivos para HIV-1 virgens de tratamento e nao foi detectada
nenhuma DRM em pacientes virgens de tratamento infectados pelo HIV-2. A
frequéncia de TDRM encontrada no nosso trabalho contrasta com o que foi
anteriormente publicado, provavelmente pelo menor nimero de pacientes virgens de
tratamento analisados (Oliveira et al., 2012). Nossos resultados, no entanto, estdo
de acordo com outros estudos realizados em regides de recursos limitados, onde o
programa de acesso a tratamento com antirretrovirais foi implementado em 2000 e
anos seguintes, relatando uma frequéncia de menos de 5% de novas infecgbes com
virus resistentes (Ayouba et al., 2009; Price et al., 2011; Ssemwanga et al., 2012;
Tang and Shafer, 2012). Em Senegal pais vizinho a Cabo Verde ha relato de que a
resisténcia adquirida seja de 76,4% (Thiam et al., 2013), enquanto que a frequéncia
de resisténcia transmitida seja de 4% (Diop-Ndiaye et al.,, 2010), frequéncias

similares do que foi encontrado no nosso trabalho. No estudo conduzido por Oliveira
90



et al (Oliveira et al., 2012), foram analisados 17 pacientes virgens de tratamento e 2
(12%) apresentaram resisténcia transmitida, em contraste com os 3,4% citados em
nosso trabalho. Supomos que a diferenca entre esses dois estudos, tem muito a ver
com o numero de amostra utilizada em cada trabalho. Isso nos mostra a
necessidade de estudos em larga escala, a fim de se conhecer a verdadeira
frequéncia de resisténcia transmitida entre a populacdo soropositiva em Cabo Verde
para melhor enquadramento de acordo com a classificagdo da OMS no que diz
respeito a resisténcia de mutacdes transmitida. Apesar da baixa frequéncia de DRM
em pacientes virgens na regido, consideramos ser relevante essa vigilancia, a fim de
se obter subsidios para estabelecer programas de vigilancia no monitoramento de
TDRM em Cabo Verde e nos paises vizinhos (Hamers et al., 2011).

A prevaléncia de DRM entre os pacientes HIV-1 positivos em tratamento
(50%) incluidos neste estudo de 2009-2011 € maior do que a prevaléncia estimada
anteriormente (30%) para Cabo Verde (Oliveira et al., 2012). A frequéncia de DRM
em Cabo Verde é menor do que a observada em Senegal (Thiam et al., 2013), mas
superior em comparaGio com 0s outros paises da Africa Ocidental (Charpentier et
al., 2011) e Portugal (Vercauteren et al.,, 2013). Considerando que 0s pacientes
incluidos no nosso estudo estdo em acompanhamento ambulatorial e, em sua
maioria, com esquema terapéutico de 12 linha, esta alta frequéncia de resisténcia
aos antirretrovirais em uso (78,8%), sugere a necessidade urgente de um
monitoramento por carga viral e o teste de genotipagem de forma rotineira de forma
a assegurar 0 sucesso terapéutico. M184V (71,9%) e K103N (31,3%) foram as
principais mutagdes NRTI e NNRTI, respectivamente encontradas em Cabo Verde,
como descrito em outros paises (Hamers et al., 2012; Thiam et al., 2013).

Entre os pacientes HIV-2 positivos em terapia antirretroviral, 17,6%

apresentaram DRMs, sendo todas para NRTI e duas para Pl e a mutacdo M184V
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esta presente em todos os pacientes com DRMs. Este dado € semelhante ao dos
estudos realizados no Senegal e Guiné-Bissau (Gottlieb et al., 2009; Rodés et al.,
2000). Estudos mais abrangentes se fazem necessarios a fim de caracterizar melhor
a resisténcia a antirretrovirais com base no tratamento efetuado, pois diferencas
descritas na susceptibilidade do HIV-1 e HIV-2 para as diferentes classes de
antirretrovirais atualmente disponiveis (Menéndez-Arias, 2013), constituem um
desafio para os pacientes em paises onde 0s dois virus co-circulam.

Em suma, Cabo Verde tem uma diversidade molecular do HIV complexa e
uma epidemia dominada pelo subtipo G e CRF02_AG do HIV-1 e pelo grupo A do
HIV-2, sendo que genomas recombinantes contendo sub-subtipo A3 foi descrita pela
primeira vez em Cabo Verde. A primeira introducdo do HIV no pais parece ter
acontecido a partir do HIV-2, tendo como origem Portugal no final da década de 60.
O HIV-1 parece ter entrada mais tarde, primeiramente pelo subtipo G a partir de
Portugal no ano de 1978 e mais tarde pelo CRF02_AG a partir de Guiné-Bissau ou
Senegal em 1986.

Além disso, nossos dados também evidenciam a necessidade de colocar
subtipos ndo-B, CRF e da URF como prioridade de investigagdo para melhorar o
conhecimento sobre o diagndstico, a patogénese, o desenvolvimento de vacinas e
tratamento (Cardoso et al., 2004). Estudos que relatam uma progressao mais rapida
para Aids e morte entre os individuos recém-infectados com o virus recombinante
prevalente na Africa Ocidental apoiam essa necessidade (Cardoso et al., 2004;
Easterbrook et al., 2010; Kaleebu et al., 2001; Palma et al., 2007; Sacktor et al.,
2009). Devido a sua localizacdo estratégica, Cabo Verde pode ter um papel
importante no movimento de doencas infecciosas, incluindo HIV/AIDS, como

documentado para a disperséo global do HIV-2A (Faria et al., 2012).
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Chama atencéo a frequéncia de TDRM entre as amostras HIV-1 observadas
no pais depois de apenas 5-6 anos de acesso ao tratamento gratuito. O
monitoramento continuo dos pacientes em TARYV, incluindo a introducdo de

genotipagem, deverdo ser politicas publicas a serem implementadas.
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VI.CONCLUSOES

1. A andlise dos dados sociodemograficos e clinicos dos participantes do estudo

evidenciou:

a.

Participacdo importante de mulheres entre os pacientes incluidos no
estudo;

Diferencas quanto a infeccdo por HIV-1 e HIV-2 de acordo com a faixa
etaria, sendo o HIV-1 mais frequente em individuos menores do que 30
anos e HIV-2 em individuos maiores do que 49 anos;

Presenca dos dois tipos virais em todas as ilhas, mas com diferencas
na concentracdo relativa de HIV-1 e HIV-2 na ilha de Santiago, sendo
maior a concentracdo de HIV-1 no interior de Santiago e maior a
concentracéo relativa de HIV-2 na Praia;

Metade da amostra encontra-se em tratamento com antirretrovirais;
Mais da metade da amostra possui contagem de Linfécitos TCD4*

acima de 350 células/mm3.

2. Quanto a diversidade genética das amostras estudadas observamos:

a.

Alta diversidade molecular do HIV-1, com presenca de varios subtipos,
CRFs e URFs, sendo o subtipo G, CRF02_AG, URFs e subtipo F1 as
formas mais frequentes;

Presenca do HIV-2 grupo A;

Evidéncia de URFs que podem representar novos CRFs;

Casos de genomas recombinantes contendo o sub-subtipo A3;
Heterogeneidade na distribuicdo entre as ilhas, onde o subtipo F1 e B

concentram-se numa ilha (S. Vicente e Santiago, respectivamente), o
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subtipo G é mais frequente no interior de Santiago e Sotavento (sem
Santiago), enquanto que o CRF02_AG é mais frequente na cidade da

Praia e Barlavento (sem S. Vicente).

3. Quanto a origem e data de entrada dos tipos virais encontramos evidencias

guanto a:

a.

Né&o foi observada associagdo no padrdo de distribuicdo geografica dos
principais clados do HIV-1 (subtipo G e CRF02_AG) entre Barlavento e
Sotavento, e entre Praia e Interior de Santiago;

Existéncia de associacdo entre as amostras HIV-2 de Barlavento e
Sotavento;

Primeira introdugédo do HIV em Cabo Verde ter se dado pelo HIV-2
grupo A em 1967 com génese provavel em Portugal. Outras
introducdes se seguiram sendo a mais recente, de 1996, a partir do
Senegal;

Introducéo do segundo tipo viral do HIV em Cabo Verde, o subtipo G
do HIV-1, sem precisdo de sua origem ou data de entrada, podendo
ser em 1979 a partir da Africa Central ou Camardes ou em 1983 a
partir de Portugal;

Introducdo mais recente do CRF02_AG em 1986 a partir do Senegal.

4. Quanto a analise de mutacdes de resisténcia a drogas observamos:

a.

Presenca de TDRM em 3,4% dos pacientes infectados com HIV-1 e
auséncia de TDRM entre pacientes infectados pelo HIV-2;
DRM em 47,8% e 17,6% de pacientes infectados respectivamente,

pelo HIV-1 e pelo HIV-2;
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c. Presenca de mutacOes para duas ou mais drogas em 33,8% de
pacientes infectados pelo HIV-1 e 11,8% de pacientes infectados pelo
HIV-2;

d. Que as principais muta¢gdes encontradas sao a M184V para os NTRI e

K103N para os NNRTI.
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VIl. PERSPECTIVAS

Esse trabalho possibilitou uma ampla cooperacao entre duas instituicdes de
Cabo Verde — a Universidade de Cabo Verde (Uni-CV) e o Ministério da Saude - e
entre essas duas e o Instituto Oswaldo Cruz da Fundacdo Oswaldo Cruz
(IOC/Fiocruz). Esperamos e desejamos que essa cooperacado avance e que outras
iniciativas de colaboracdo acontecam em prol do conhecimento cientifico e
tecnoldgico.

Analise de outras regibes do genoma das amostras a fim de melhor definir o
perfil genético e identificar presenca de recombinacbes e de novas formas
recombinantes circulantes.

Aumentar o numero de amostras de S. Vicente e demais ilhas de Barlavento
e outras ilhas de Sotavento a excecdo de Santiago, para melhor caracterizar o perfil
molecular e a presenca do subtipo F e B.

Estimar a origem e data de entrada do subtipo F1 em Cabo Verde.

Estudar um maior namero de pacientes virgens de tratamento e em
tratamento para identificacdo de TDRM e DRM, respectivamente, tanto entre os
infectados pelo HIV-1 e pelos infectados pelo HIV-2.

Dar subsidios e estimular a introducdo de dosagem de carga viral como rotina
no monitoramento de pacientes assim como a genotipagem antes do inicio de
tratamento e em caso de falha terapéutica.

Estudar a co-infecgéo por outros virus, nomeadamente HTLV e Hepatites.
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