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RESUMO

A transmissdo mée-filho (TMF) é a principal causa de infeccdo por HIV-1 em
criangas nascidas de maes infectadas nos paises em vias de desenvolvimento. A elevada
diversidade genética do HIV-1 tem um impacto negativo na eficacia do tratamento. A
identificacdo de mutacdes no gene pol do HIV-1 descrita na literatura sugere que a
resisténcia a alguns anti-retroviricos pode ocorrer rapidamente, principalmente em

situacOes de baixa adesdo a terapéutica.

O presente estudo pretendeu caracterizar a diversidade genética da regido da
transcriptase reversa (RT) do gene pol numa populacdo de mées multiparas infectadas
por HIV-1, avaliar a proporcdo de mutacGes de resisténcia aos inibidores da
transcriptase reversa (RTI) em funcdo dos regimes de terapia anti-retrovirica (TAR) de

prevencdo da TMF administrados entre 1999 e 2008.

Um grupo de 68 amostras colhidas pds parto a 34 maes multiparas infectadas por
HIV-1 foram submetidas a amplificacdo de uma regido da RT por nested PCR,
seguindo-se a sequenciacdo dos produtos amplificados e classificacdo molecular das

sequéncias obtidas por analise filogenética.

A proporcao de mdes que cumpriram TAR de prevencdo da TMF aumentou de
85,3% (12 gravidez) para 94,1% (22 gravidez). A prevencao em regime de terapia tripla
(TT) ocorreu em 66,2% dos casos, a terapia dupla (TD) em 8,8% dos casos
(administrada apenas até 2003) e a prevencdo por HAART em 14,7% dos casos
(administrada s6 depois de 2005). Associados a auséncia de prevencdo foram
diagnosticados 2 casos de TMF do HIV-1.

Foi obtida uma sensibilidade de 97% para a amplificacdo da regido RT e um
sucesso de 89,4% na sequenciacdo das amostras amplificadas. A classificacdo das
sequéncias revelou uma prevaléncia de 42,4% do subtipo G, de 28,8% do subtipo B, de
13,6% do subtipo C, de 3,4% do subtipo A, de 1,7% do subtipo D, e ainda, foram
identificadas duas formas recombinadas CRF02_AG e CRF14_BG/CRF02_AG.

Observou-se um aumento na propor¢do de mutacfes de resisténcia aos RTI de
32,1% para 38,7%, partindo do grupo de 1* amostras (1° filho) para o grupo de 2%
amostras (2° filho) analisadas. As mutagbes M184V e L74V (associadas a elevados
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niveis de resisténcia aos NRTI) e as mutacfes K103N, Y181C e Y188L (associadas a
elevados niveis de resisténcia aos NNRTI) foram identificadas no grupo de sequéncias
analisadas. Foram encontradas mutacdes de resisténcia aos RTI (T215Y, K219Q e
V179D) em méaes que ndo transmitiram o virus e nao fizeram prevencdo da TMF. De
um modo geral, constatou-se maior prevaléncia de mutacdes associadas aos NRTI,

nomeadamente ao AZT.

A avaliacdo da proporcdo de mutacdes de resisténcia aos RTI revelou um
incremento na sua proporcao e diversidade, a partir do grupo de sequéncias associadas a
regimes de TD para o grupo de sequéncias associadas a regimes de TT. Contrariamente
ao descrito na literatura, uma percentagem significativa de mutac6es de resisténcia de
22,2% foi encontrada no grupo de sequéncias derivadas de maes que cumpriram
prevencdo da TMF por HAART.

Estudos de maior amostragem e alargados a outras regides genémicas do HIV-1
podem conduzir a uma melhor avaliacdo clinica sobre a influéncia de mutacbes de
resisténcia na eficcia dos regimes terapéuticos para tratamento e prevencao da TMF e

também melhorar a classificacdo dos virus.

PALAVRAS-CHAVE: Virus da Imunodeficiéncia Humana do Tipo 1 (HIV-1); Transmissao
Mée-Filho (TMF); Inibidores da Transcriptase Reversa (RTI); MutacGes de Resisténcia; Terapia

anti-retrovirica (TAR).
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ABSTRACT

The mother-to-child transmission (MTCT) is the leading cause of HIV-1
infection in children born to infected mothers in developing countries. The high genetic
diversity of HIV-1 has a negative impact on the effectiveness of the treatment. The
identification of mutations in the pol gene of HIV-1 described in the literature suggests
that resistance to antiretroviral drugs can occur rapidly, especially in situation of low
adherence.

The present study aimed to characterize the genetic diversity of the reverse
transcriptase (RT) in a population of multiparous mothers infected with HIV-1, assess
the proportion of mutations conferring resistance to reverse transcriptase inhibitors
(RTI) according to the fulfillment of antiretroviral therapy regimens (ART) for
preventing MTCT between 1999 and 2008.

A group of 68 samples collected postpartum to 34 multiparous infected mothers
were submitted to nested PCR, followed by sequencing of the RT region. The molecular

classification of sequences was performed by phylogenetic analysis.

The prevention of MTCT was increased from 85.3% (first pregnancies) to 94.1%
(second pregnancies) in the group of multiparous mothers studied. The regimens for
prevention under triple therapy (TT) have occurred in 66.2% of cases, dual therapy
(DT) in 8.8% of cases (administered only until 2003) and HAART prevention in 14.7%
of cases (administered only after 2005). Two cases of TMF of HIV-1 were associated to

absence of prevention during pregnancy.

Sensitivity of 97% for the amplification assay and a success of 89.4% for
sequencing the RT region were achieved by the methodology implemented. The
classification of the sequences obtained from the group studied revealed the prevalence
of 42.4% for subtype G, 28.8% for subtype B, 13.6% for subtype C, 3.4% for subtype
A, 1.7% for subtype D, and additionally, two putative recombinants CRF02_AG and
CRF14_BG/CRF02_AG.

Among the analyzed groups, from the first to the second maternal samples, we
observed an increase in the proportion of resistance mutations to RTI from 32.1% to
38.7%. The mutations L74V and M184V (associated with high levels of resistance to
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NRTIs) and the mutations K103N, Y181C and Y188L (associated with high levels of
resistance to NNRTIS) have been identified. In absence of prevention of MTCT,
resistance mutations to RTIs like, T215Y, K219Q and V179D, were found in mothers
who did not transmitted the virus to their children. In general, there was a higher

prevalence of mutations associated with NRTIs, specifically to AZT.

An increase in the proportion and diversity of resistance mutations to RTIs was
observed from the group that fulfilled TD regimen to the group that fulfilled TT
regimen. However, contrary to data described in literature, a significant proportion of
resistance mutations of 22% was found in the group of sequences derived from infected
mothers in which was fulfilled the HAART regimen for preventing MTCT of HIV-1.

Enlarged studies, comprising more samples and analysis of other genomic
regions of HIV-1, may lead to a better clinical evaluation of the influence of resistance
mutations and efficacy of the regimens for treatment and prevention of MTCT and also

to improve the classification of viruses.

KEY-WORDS: Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1); Mother-to-Child
Transmission (MTCT); Reverse Transcriptase Inhibitors (RTI); Resistance Mutations;

Antiretroviral Therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)
A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) é o nome dado ao estadio

final da infeccdo causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés
human immunodeficiency virus) [1] e caracteriza-se por uma disfuncdo progressiva do
sistema imunitario, associada a uma deplecdo dos linfocitos T CD4+ (do inglés, cluster
of differentiation type 4), conduzindo ao aparecimento de infeccGes oportunistas
bacterianas, virais ou parasitarias, e em muitos casos, neoplasias graves [2].

A descoberta do agente etioldgico da SIDA ocorreu em 1983, quando a equipa
de Luc Montagnier, do Instituto Pasteur de Paris, isolou um virus, que continha a
enzima transcriptase reversa, a partir de um ganglio linfatico de um paciente com
linfoadenopatias generalizadas [3]. Pouco tempo mais tarde, em 1986, a mesma equipa
de investigadores, isolou um segundo retrovirus de individuos com SIDA originarios da
Africa Ocidental [4]. Estes virus foram classificados pela ordem cronoldgica da sua
descoberta em HIV tipo 1 e HIV tipo 2, e pertencem a familia Retroviridae, subfamilia

Orthoretrovirinae e género Lentivirus [5].

Embora partilhem caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas, os dois tipos de
virus diferem entre si ao nivel da sequéncia nucleotidica em cerca de 60% [4,5].
Enquanto o HIV-1 é considerado clinicamente mais virulento e estd globalmente
disseminado na populacdo humana, o HIV-2 caracteriza-se por ser epidémico com
progressdo mais lenta para doenca e a infeccdo encontra-se restrita a alguns paises da
Africa Ocidental [4,8].
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1.2 Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1

1.2.1 Morfologia e organizacdo genoémica do viriao

O virido apresenta uma estrutura esférica de reduzida dimenséo,
aproximadamente 110 nm de didmetro [9] apresentando um invélucro virico. Neste
involucro encontram-se inseridas duas glicoproteinas, a gp120 — SU (do inglés, surface
protein) e a gp4l — TM (do inglés, transmembrane protein), responsaveis pela entrada
do virus nas células alvo, apds a sua ligacdo a receptores e co-receptores especificos
presentes na membrana celular [10,11]. Interiormente ao invélucro encontra-se a matriz
proteica essencial para a integridade da particula virica, constituida pela proteina p17 —
MA (do inglés, matrix protein), e internamente a matriz proteica, a capside virica com a
forma de cone truncado constituida pela proteina p24 — CA (do inglés, capsid protein)
[8,10,12]. No interior da capside encontra-se 0 genoma associado a proteinas da
nucleocapside p7 — NC (do inglés, nucleocapsid protein), também trés importantes
enzimas [a protease pl1l — PR (do inglés, protease), a transcriptase reversa p66/p51 —
RT (do inglés, reverse transcriptase) e a integrase p31 — IN (do inglés, integrase)], e

ainda as proteinas auxiliares ou acessorias Vif, Vpr e Nef [13-15] (Figura 1).

Figura 1 — Representagdo esquematica de um virido de HIV-1 (disponivel em

www.landesbioscience.com).
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O genoma do HIV-1 é dimérico, composto por duas moléculas de RNA (do
inglés, ribonucleic acid) de cadeia simples e sentido positivo, com cerca de 9,8 Kb
[10,16]. A semelhanca de outros retrovirus, o genoma do HIV-1 é constituido por trés
genes estruturais (gag, pol e env) que codificam proteinas estruturais do invoélucro e
enzimaticas do virido, quatro genes auxiliares ou acessorios (nef, vif, vpr e vpu) e dois
genes reguladores (tat e rev) (Figura 2). Nas extremidades 5’ ¢ 3°, o0 DNA (do inglés,
deoxyribonucleic acid) proviral, contém regides repetitivas terminais longas, LTR (do
inglés, long terminal repeats), que controlam a transcricdo do genoma virico e regulam

a producao dos virides [17].
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Figura 2 — Representacdo esquematica do genoma proviral do HIV-1 [18].

Todos os genes viricos apresentam funcbes essenciais no ciclo replicativo do
virus. Porém, o gene pol pode destacar-se pela sua associacdo na producdo de proteinas
viricas enzimaticas com importantes fungdes: a protease (PR) responsavel pela clivagem
do percursor poliproteico Gag-Pol para maturacdo e aquisicdo da capacidade
infecciosidade do virido, a transcriptase reversa (RT) que realiza a retrotranscri¢cdo das
cadeias do genoma de RNA simples para a forma de DNA de cadeia dupla o que
permitird a accdo da enzima integrase (IN) na integracdo deste DNA proviral no

genoma da célula hospedeira [11,18].
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1.2.2 Principais etapas do ciclo replicativo

O inicio do ciclo replicativo do HIV-1 corresponde a adsor¢do do virus a célula-
alvo através da fusdo do invélucro virico com a membrana citoplasmatica. A ligacdo da
gp120 ao receptor celular (molécula CD4) vai induzir a alteragcdes conformacionais. Nesta
nova conformacdo a gp120 estabelece uma interacgdo com um co-receptor (sendo o CCR5
ou CXCR4 os mais frequentemente utilizados), o que induz a um rearranjo conformacional
da gp41 com posterior fusdo com a membrana celular e a entrada do virus na célula [19,20].
Apds o processo de fusdo ocorre a entrada da capside virica para o interior da célula alvo
[11]. Uma vez no seu interior, a capside é destruida por accdo de enzimas celulares,
processo denominado de descapsidacéo. A nucleocapside bem como o RNA e as proteinas
viricas e enzimaticas que formam o complexo de transcricdo reversa (RTC, do inglés
reverse transcription complex), iniciam o processo de retrotranscricdo, sendo a
transcriptase reversa activada para a sintese do cDNA (do inglés, complementary
deoxyribonucleic acid) a partir do RNA virico [11,14]. Apos vérias etapas auxiliadas por
diferentes proteinas e enzimas viricas ocorre a sintese do provirus, DNA virico de dupla
cadeia ladeado pelas LTR, que sera transportado até ao nucleo, para a integracdo do
genoma na célula hospedeira por accdo da integrase [12,21]. Seguidamente ocorre a
transcrigcdo do provirus, conduzindo a sintese de RNA viricos, que sdo transportados para
fora do nucleo para que ocorra a traducgdo das proteinas viricas [21]. Estas proteinas irdo
formar uma nova particula virica imatura cuja montagem é feita junto da membrana celular
hospedeira. A saida das particulas viricas da célula ocorre por gemulacéo [21,22]. Apds a
libertacdo, as particulas viricas irdo sofrer um rearranjo e serdo submetidas a acc¢do de
proteases viricas para aquisicdo de infecciosidade, processo denominado de maturacgéo
[8,23]. Completa-se assim o ciclo replicativo do HIV-1, com a producdo de virides livres

capazes de infectar novas células [22].

1.3 Diversidade Genética

1.3.1 Classificagéo do HIV-1

A andlise molecular de estirpes HIV-1 identificadas ao longo do tempo e em
diferentes regides do mundo tem permitido comprovar a elevada diversidade de virus
em circulacdo na populagdo humana e evidenciar também a necessidade de seguir regras
para a classificacdo dos virus. De acordo com a distribuicdo actual dos virus, estes

podem ser encontrados em quatro grupos: grupo M (major), grupo O (outlier), grupo N
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(new) [24-26], e mais recentemente o grupo P (non-M, non-O, non-N) [27]. O grupo M
é 0 que engloba uma maior diversidade genética entre os virus, sendo composto pela
maioria dos virus responsaveis pela actual pandemia da SIDA [26,28-30]. Este grupo
divide-se em 9 subtipos (A-D, F-H, J e K), e que em termos moleculares sdo
equidistantes entre si [26,28,31,32]. Dentro dos subtipos, é ainda possivel identificar
isolados viricos, genética e filogeneticamente mais relacionados entre si que 0s outros
subtipos, denominados de sub-subtipos. E o caso dos subtipos A e F, cujos membros
estdo respectivamente classificados em sub-subtipos de Al a A4 e de F1 a F2 [33,34]. O
grupo O, N e P séo classificados por virus divergentes, estando a infeccdo praticamente
restrita a regido da Africa Centro-Ocidental e dos Camardes, sendo a sua prevaléncia na
pandemia relativamente baixa [25,27,30,35,37].

A co-circulacdo de virus de subtipos diferentes do HIV-1, numa determinada
area geografica, favorece o aparecimento de formas viricas com genomas geneticamente
recombinados [38,39]. Existem dois tipos de formas viricas: as CRF e as URF. As CRF
(do inglés, circulating recombinant forms) sdo definidas por formas viricas com
importancia epidemioldgica ja que se encontram disseminadas e apresentam um
impacto significativo na pandemia da infeccdo [24,34,40]. As URF (do inglés, unique
recombinant forms) correspondem a formas genémicas Unicas, identificadas num Unico
individuo ou num grupo de individuos epidemiologicamente relacionados, e por isso,
ndo se conhece a partida, a seu potencial de transmissdo e disseminacdo na populacao
[6,40,41].

Actualmente, a nivel mundial, estdo identificados 58 CRF (disponivel em
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIVV/CRFs/CRFs.html - acedido a 4/9/13).

1.3.2 Epidemiologia molecular da infeccéo

A maior parte das infeccbes, a nivel mundial, sdo causadas pelos subtipos A, B
e, particularmente pelo subtipo C, sendo este associado a mais de 50% do numero
estimado de infeccbes a nivel global [38,42]. Apesar de uma origem comum, a
distribuicdo geogréfica dos diferentes subtipos dos virus do grupo M ¢é bastante
heterogénea e muito influenciada pelos movimentos migratérios das populacées [38]. O
subtipo A é predominante na Europa de Leste, Africa Central e Oriental e Norte da
Asia. O subtipo B, embora cause apenas 12% das infeccdes do HIV-1 estimadas a nivel
global, predomina na Europa, América do Norte e Australia [43,44,45,46]. Os subtipos

ndo-B surgem como introducdes mais recentes, em paises fora do continente africano
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[38,45,47]. O subtipo C prevalece em paises localizados a sul do continente africano e
na India [48]. Os restantes subtipos podem ser encontrados na Africa, embora em
prevaléncia relativamente reduzida [28,38].

A CRF01_AE e a CRF02_AG, que circulam, respectivamente, no Sudoeste
Asiatico e na Africa Ocidental, s&o as formas viricas recombinadas com maior impacto
na pandemia da infeccdo [38,48].

Em Portugal, os subtipos mais prevalentes sdo os subtipos B e G e as
CRF02_AG e CRF14_BG (Figura 3) [49-53].
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Figura 3 — Distribuicdo das sequéncias de HIV-1 originarias de Portugal existentes na base de
dados de Los Alamos HIV Sequence Database (disponivel em

http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/geo/geo.comp - acedido a 20/7/13).
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1.3.3 Principais causas e consequéncias da diversidade genética
A elevada variabilidade genética do HIV-1 ¢ o resultado de uma combinacéo de
diversos factores:

a) Taxa de replicacdo virica rapida (turnover virico elevado) com producdo de um
elevado niimero de descendentes, estimando-se que sejam produzidas 10*° novas
particulas viricas por dia [54-56];

b) Auséncia de actividade de proofreading da enzima RT que ndo possui
capacidade de correccdo de erros aleatoriamente introduzidos e que conduz a
elevada taxa de mutacGes (substituicOes, inser¢oes, delecgdes) [55,57,58];

c) Elevada taxa de recombinacdo genética devida a propria actividade da RT
descrita como “salto entre cadeias” ¢ que ¢ facilitada pelo genoma dimérico do
HIV-1 [57].

A combinacdo dos factores acima mencionados conduz a formagdo de
populacdes viricas mais ou menos heterogéneas, mas geneticamente relacionadas entre
si, reconhecidas como quasiespecies, que ao longo da infeccdo variam em resultado das
condicBes de pressdo selectiva impostas pelo hospedeiro (imunoldgicas) [59] ou pela
terapia anti-retrovirica (TAR) [60]. A presenga destas variantes e a sua diversidade
confere uma versatilidade ao HIV-1 que por um lado Ihe permite escapar ao sistema
imunitario do hospedeiro, e por outro, conduz ao aparecimento de variantes resistentes a
TAR [56,61].

1.4 Transmissao da Infeccéo

1.4.1 Principais vias de transmissao

A transmissdo de HIV-1 ocorre, principalmente, através do contacto com
liquidos orgénicos (sangue, esperma e secre¢des vaginais) de individuos infectados,
sendo as principais formas de transmissdo a sexual, a sanguinea e a transmisséao vertical
(transmissdo mée-filho) [62].

Historicamente, os primeiros casos de infec¢do por HIV-1 ocorreram entre
homossexuais masculinos, no entanto, nos ultimos anos verificou-se um aumento dos
casos entre heterossexuais. A transmissdo do virus entre utilizadores de drogas por via

endovenosa tém vindo a aumentar, generalizando-se em alguns locais da Europa
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Oriental, América e Asia [63,64]. Comportamentos de risco, como a partilha de seringas
e material contaminado fazem a populacdo de toxicodependentes um dos grupos
populacionais mais afectados pela infecgdo por HIV e o principal grupo responsavel
pela disseminacdo do virus na populacéo.

Tornou-se posteriormente evidente que gravidas infectadas pelo virus

apresentam um grande risco de o transmitir aos seus filhos [65,66].

1.4.2 Via de transmissdo méae-filho

A transmissdo mée-filho (TMF) é a principal causa de infeccdo por HIV-1, em
criancas e jovens com idades inferiores a 15 anos. Estima-se que diariamente, 1700
criancas nascem infectadas por HIV-1 e que outras 300 adquirem a infec¢do através da
amamentacdo [67,68]. Do total de criancas infectadas pelo virus, cerca de 90%
nasceram no continente africano [69].

Na auséncia de qualquer intervengdo preventiva, o risco de transmissdo da
infeccdo ao filho, de uma mée infectada, pode variar entre 15-25% nos paises
industrializados, e de 25-35% nos paises em via de desenvolvimento. Estas diferencas
sdo explicadas pela frequéncia e duracéo do periodo de amamentacéo [68,70].

A TMF pode ocorrer de trés formas distintas: in utero, intrapartum ou através da
amamentacdo. A transmissao in utero ocorre através da exposi¢do do feto as células
infectadas presentes no liquido amnidtico ou na placenta. A transmissdo intrapartum
surge como resultado de micro-transfusdes entre o sangue materno e fetal ou apos a
ruptura das membranas na altura do parto [71]. Durante a amamentacdo as células
infectadas presentes no leite materno podem penetrar a mucosa do tracto intestinal, ou
entrar directamente na corrente sanguinea do recém-nascido, e assim ocorrer a
transmissdo do virus [72]. Estudos evidenciaram que 65% dos casos de TMF de HIV
ocorrem durante o parto [73-75].

Em Portugal, até ao final de 2012, foram notificados ao Ndcleo de Vigilancia
Laboratorial de Doencas Infecciosas, 385 casos de TMF, correspondendo a 0,9% do
total de casos de infecg¢do por HIVV/SIDA notificados [76].

No entanto, nem todas as mées transmitem o virus aos seus filhos. Um estudo
conduzido pelo Laboratério Nacional de Referéncia HIV e Hepatites B e C, entre 1999
e 2005, que incluiu o seguimento de criancas nascidas de mdes infectadas por HIV,
revelou uma média nas taxas anuais de TMF de 3,4% para HIV-1 [77,78]. Dados ndo

publicados, disponiveis no laboratorio e correspondentes aos ultimos 5 anos, mostram
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um decréscimo significativo da proporcdo de transmissdo da infeccdo mée-filho do
HIV-1 para taxas proximas dos 2%. A reducdo da taxa de transmissdo do HIV-1 foi
associada a um incremento no cumprimento de TAR durante a gravidez como uma das

estratégias de prevencdo da transmissao vertical do virus.

1.4.3 Prevencao da transmissdo mae-filho

Nos altimos anos, o espectro de doencas pediatricas, associadas a infec¢do por
HIV-1, foi, visivelmente modificado pela disponibilidade de mdltiplos farmacos anti-
retroviricos e pelas varias opcOes terapéuticas no tratamento da infecgéo [79,80].

Um dos maiores avancos na prevencdo da transmissdo de HIV-1 de mées
infectadas aos seus filhos, tem sido a introducdo de medidas preventivas da transmissao
do virus quer durante a gravidez, quer nos recém-nascidos até as 4-6 semanas de vida
com simultdneo desaconselhamento da amamentacdo das criangas [81]. A
disponibilidade de varios regimes de TAR na prevencéao da transmissdo do virus da mée
ao filho, a evolucdo da metodologia para o diagndstico precoce da infec¢do nos recém-
nascidos, bem como o uso de marcadores de monitorizacdo da infeccdo e de progressao
da doenca, permitem o tratamento de gravidas e de criangas infectadas na altura mais
adequada, prevenindo a progressdo para SIDA.

O rastreio de anti-corpos anti-HIV a todas as gravidas, recomendado por uma
circular normativa da Direccdo Geral de Salde em 2003, conduziu ao declinio da
transmissdo do virus, possibilitando a identificacdo e tratamento precoce da infec¢éo
HIV durante a gestacédo [79,80,82,83].

Nos paises desenvolvidos, onde se observa uma elevada adesdo aos regimes
anti-retroviricos, o risco de TMF tem diminuido acentuadamente. Contudo, nos paises
em desenvolvimento, esta infeccdo continua a ser um problema de salde publica, uma
vez que existe restricdo no acesso aos anti-retroviricos [84].

O primeiro anti-retrovirico, licenciado em 1987, para o tratamento da SIDA foi o
farmaco zidovudina (AZT) [1]. Desde 1994, a quando da publicacdo dos resultados do
primeiro ensaio clinico para prevencdo da transmissdo vertical do HIV, que a
administracdo do AZT é efectuada por rotina a mulheres gravidas infectadas por HIV-1
[85].

Os avancgos no conhecimento do tratamento, monitorizagdo da infeccdo e a
disponibilidade de diferentes anti-retroviricos permitiram a formulacdo de regimes

terapéuticos mais complexos, com administracdo de farmacos de vérias classes [86], de
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forma a suprimir a replicacdo virica, minimizar o aparecimento de resisténcias e
preservar o sistema imunitario [87].

Em Portugal, os primeiros protocolos terapéuticos para a prevengdo da TMF de
HIV-1 foram implementados em 1997, seguindo as linhas de orientacéo internacionais,
que também sofreram alteracdes no tempo. De regimes terapéuticos de prevencgdo
simples, com apenas AZT (monoterapia), passaram a implementar-se ao longo do
tempo regimes terapéuticos mais complexos (terapia dupla, e actualmente, a terapia de
elevada eficacia — HAART). A implementacdo destes regimes terapéuticos tem
permitido uma melhoria na prevencdo da TMF, que pode ser comprovado pela reducao
das taxas de transmissdo vertical, superiores a 20% até 1996, para taxas proximas dos
2% entre 2005 e 2012 [76,78].

1.5 Tratamento da Infeccdo por HIV-1

1.5.1 Terapéutica anti-retrovirica
Dadas as caracteristicas do HIV-1 e da infeccdo associada a estes virus, bem

como ainda a auséncia de uma vacina eficaz contra o virus, levam a uma constante
procura de novos anti-retroviricos para o tratamento. A procura de novos alvos
terapéuticos e novos anti-retroviricos com diferentes mecanismos de accdo tém sido os
principais objectivos no combate & infeccdo HIV/SIDA [88]. Até ao momento estdo
aprovados pela FDA (do inglés, Food and Drug Administration) mais de duas dezenas
de farmacos para o tratamento da infeccdo, sendo agrupados em seis diferentes classes,
de acordo com o seu mecanismo de ac¢do (disponivel em http://www.fda.gov/ - acedido
a 6/8/13). As trés classes que incluem os anti-retroviricos mais frequentemente
administrados nos regimes terapéuticos sao [89]:
1) Inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (NRTI, do inglés nucleoside
reverse transcriptase inhibitors);
2) Inibidores ndo nucleosidicos da transcriptase reversa (NNRTI, do inglés non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors);

3) Inibidores da protease (PI, do inglés protease inhibitors).
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1.5.2 Inibidores da Transcriptase Reversa

Os inibidores da transcriptase reversa (RTI, do inglés reverse transcriptase
inhibitors) continuam, ainda hoje, a fazer parte dos regimes terapéuticos de primeira
op¢ao. No contexto geral de “inibidores da transcriptase reversa” podemos distinguir a
classe dos NRTI (inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa) e a classe dos
NNRTI (inibidores ndo nucleosidicos da transcriptase reversa) através dos seus

mecanismos de accao.

a) Os NRTI sdo inibidores competitivos que exercem a sua actividade anti-retrovirica
ap6s serem activados por um processo de fosforilagdo celular, sendo depois
incorporados no DNA retrotranscrito, recentemente sintetizado, através da RT por
competicdo com dNTP naturais existentes na célula. A incorporacdo de um NRTI na
cadeia de cDNA leva a terminacdo da sua sintese [90,91]. Actualmente encontram-se
aprovados pela FDA oito NRTI distintos (disponivel em http://www.fda.gov/ - acedido
a 6/8/13). Dos NRTI aprovados, apenas quatro (zidovudina [AZT], lamivudina [3TC],
abacavir [ABC] e emtricitabina [FTC]) fazem parte dos esquemas terapéuticos de primeira

opcao [89].

b) Os NNRTI sdo inibidores ndo competitivos e ligam-se directamente a RT do HIV-
1 numa regido hidrofébica da enzima, induzindo uma alteracdo conformacional no seu
centro activo resultando na perda da sua importante fungdo no ciclo replicativo do virus
[92,93]. Sdo cinco os NNRTI aprovados pela FDA (disponivel em http://www.fda.gov/
- acedido a 6/8/13), no entanto, em Portugal apenas trés farmacos (nevirapina [NVP],

efavirenz [EFV] e a etravirina [ETV]) fazem parte dos esquemas terapéuticos [94].

1.5.3 Inibidores da protease

Os inibidores da protease (PI) sdo inibidores competitivos que se ligam
selectivamente ao centro activo das proteases viricas, conduzindo a formacgdo de
particulas viricas imaturas [95]. As particulas virais ao ndo passarem pelo processo de
maturacdo, ficam desorganizadas e ndo adquirem a capacidade infecciosa. Encontram-
se aprovados pela FDA dez PI (disponivel em http://www.fda.gov/ - acedido a 6/8/13).
Nos ultimos anos os PI tém sido bastante utilizados no esquema terapéutico padrao para

o tratamento da infeccéo por HIV-1 [96,97].
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1.5.4 Regimes terapéuticos anti-retroviricos

O tratamento da infeccdo por HIV-1 teve inicio em 1987 com descoberta do
AZT, que sem outras alternativas de tratamento na altura, acabou por mostrar alguns
beneficios clinicos nos doentes [98]. Porém, rapidamente se tornou evidente que a
administracdo deste regime de monoterapia levava ao rapido aparecimento de estirpes
resistentes [99]. No entanto, & medida que mais NRTI foram surgindo e estudados em
ensaios clinicos, verificou-se que estes em combinacdo (terapia dupla) apresentavam
beneficios comparativamente ao regime terapéutico de monoterapia [100]. O
aparecimento de um novo alvo terapéutico incluido numa nova classe de anti-
retroviricos, os inibidores da protease, e a sua inclusdo nos regimes terapéuticos
administrados aos doentes mostrou que a combinacdo destes inibidores com um NNRTI
e com dois NRTI aumentava a eficacia do tratamento [101,102,103]. A utilizacdo da
TAR de elevada eficicia (HAART, do inglés highly active antiretroviral therapy),
resultado da combinacdo complexa de anti-retroviricos de diferentes classes, iniciou
uma nova era no tratamento dos doentes [104]. Esta combinacdo de farmacos é
considerada a melhor estratégia terapéutica na supressao da replicacdo virica [105], bem
como na reducdo do aparecimento de mutacBes de resisténcia aos anti-retroviricos
[106].

Actualmente a HAART é o esquema terapéutico padrdo para o tratamento da
infeccdo por HIV-1 [107]. Embora este esquema terapéutico para o tratamento da
infeccdo por HIV seja recomendado desde 2000, foi uma estratégia adoptada apenas
mais recentemente como medida de prevencdo da TMF. Foi com base em varios
estudos, que em 2006 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendou a terapia
HAART como a melhor forma de prevenir a transmissdo do HIV da mée para o filho
[108].

1.6 Resisténcia Associada a Terapia Anti-Retrovirica

Apesar dos beneficios comprovados da terapia HAART na supressdo da
replicacdo virica, o0 HIV-1 pode permanecer latente nos designados reservatorios, por
longos periodos de tempo, o que impossibilita a eliminagdo do virus do hospedeiro
[109,110]. Deste modo existe sempre a possibilidade de a dado momento da infecgéo, e
sem uma razdo ainda conhecida, o virus passar dos reservatorios para a corrente

sanguinea com aumento da taxa de replicagéo virica [55,111]. Em ambiente de pressédo
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terapéutica pode existir uma seleccdo de variantes resistentes com maior fitness
replicativo, que nessas condi¢fes especificas passam a ser a populacdo de virus
dominante na infeccdo [93,112-114]. A seleccdo destas variantes resulta de varios
factores, entre eles a baixa adesdo a TAR por parte do paciente pelos efeitos adversos
dos farmacos, toxicidade e interac¢cGes medicamentosas [115]. Por outro lado, a elevada
taxa de replicacdo e mutagdo do HIV-1 conduzem a acumulagdo de variacdo genética na
populacdo de virus [56]. Em conjunto, estes factores contribuem para o0 insucesso
terapéutico, e consequentemente a ocorréncia de resisténcia aos farmacos [116]. O
aumento na incidéncia de variantes resistentes, na populacdo de individuos infectados,
conduz a um aumento na transmissdo de virus resistentes a individuos que nunca
receberam tratamento [117,118]. Deste modo, torna-se fundamental a monitorizacao

continua de mutacdes de resisténcia aos farmacos em individuos sob TAR [119].

1.7 Mecanismos de Resisténcia aos Anti-Retroviricos

As mutacdes genéticas do HIV-1 podem ser classificadas como principais (ou
major) ou acessorias (ou minor). As mutacdes principais ocorrem no sitio activo da
enzima ou num local préximo, reduzindo directamente a susceptibilidade do virus ao
anti-retrovirico. Este tipo de mutagdes apresentam especificidade para cada farmaco, e
uma Unica mutacdo pode conduzir a padrdes de resisténcia cruzada para todos os
farmacos de determinada classe de anti-retroviricos [120]. As mutacbes acessorias
surgem para restaurar a capacidade replicativa do virus mutante, causada pela alteracéo
estrutural resultante das mutagdes principais [121]. No entanto, a acumulagédo de duas
ou mais mutacBes acessOrias pode também reduzir a susceptibilidade aos anti-
retroviricos [120]. Podem ainda observar-se polimorfismos naturais, sem impacto
significativo na replicacdo virica, ocorrendo frequentemente em individuos néo

submetidos a qualquer terapéutica [122,123].

1.7.1 Resisténcia aos NRTI

A resisténcia aos NRTI pode desenvolver-se atraves de uma unica mutacao ou
através da acumulacdo sucessiva de mutacdes. ApOs 0 insucesso terapéutico, de uma
monoterapia com AZT, tornam-se detectidveis, com maior frequéncia, mutacdes no
coddo 41, 210 e 215, e com menos frequéncia, mutagdes no coddo 67, 70 e 219 (Figura

4). Estas mutacg0es, reconhecidas como TAM (do inglés, thymidine analogue associated
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mutations), reduzem a susceptibilidade da enzima a todos os NRTI, podendo conferir
resisténcia cruzada aos farmacos tenofovir, abacavir e stavudina [120,124,125]. Os
NRTI apresentam uma elevada barreira genética, uma vez que para o desenvolvimento
de um perfil de resisténcia é necessaria a acumulacdo sucessiva de mutacGes [113,125].
Pode ainda verificar-se a interac¢do entre mutacdes, como por exemplo, a reversao
quase total da resisténcia ao tenofovir (TDF), que se verifica quando a mutagéo no
codéo 65 que confere resisténcia ao farmaco (K65R) se associa a mutagdo no codao 184
(M184V/1) [126].

Multi-nRTI Resistance: 69 Insertion Complex® (affects all nRTIs currently approved by the US FDA)
M A hd 3 L T K
[a1 62 69 70 210 215 219
L v Insert R wY
FE
Multi-nRTI Resistance: 151 Complex (affects all nRTls currently approved by the US FDA except tenofovir)
A v F :'
[ 62 5 17 116 151
v T L Y L]
Multi-nRTI Resistance: Thymidine Analogue-Assodiated Mutations®s (TAMSs; affect all nRTls currently approved by the US FDA)
M D K LT K
[#1 67 70 210 215 219
L N R wYaQ
F E
» K L ¥ M
Abacavirts 65 74 15 184
R v F v
- M K -
Didanosinesh 65 74
R v
o K M
Emtricitabine 65 184
R v
I
o K M
Lamivudine 65 184
R v
I
) M K D K LT K
Stavudines=suk g9 65 67 70 210 215 219
L R N R wY
FE
) K K
Tenofovir' 65 70
R E
_ _ M D 4 LT K
Zidovudined=* 41 67 70 210215 219
L N R WY Q
F E

Figura 4 — Representacdo esquematica das mutagdes descritas para a regido da RT do gene pol
que conferem resisténcia aos NRTI (disponivel em http://www.iasusa.org). Acima e abaixo de
cada barra horizontal da figura encontram-se respectivamente as letras referentes ao aminoacido
do virus selvagem e do virus mutado; o nimero inscrito no interior da barra corresponde a sua
posicao na sequéncia consenso do subtipo B.
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1.7.2 Resisténcia aos NNRTI

As mutacBes associadas a resisténcia aos NNRTI ocorrem essencialmente em
trés agrupamentos: entre os coddes 100-108, os coddes 179-190 e os coddes 225-238
[127]. Atendendo a baixa barreira genética, a resisténcia a qualquer um dos NNRTI
ocorre muito rapidamente, bastando uma Unica mutacéo, geralmente K103N ou Y181C,
para conferir elevado nivel de resisténcia a esta classe de inibidores (Figura 4) [128-
130]. No caso do ETV, a barreira genetica parece ser mais elevada, sendo necessarias

duas ou mais mutac6es para comprometer a susceptibilidade ao farmaco [131].

. L K KV V ¥ Y G P M
Efavirenz 100 101 103 106 108 181 188 190 s 130
I P NMI C LS H L
5 I A
V ALK v v ¥ G M
Etravirine” an GE 100 101 106 138 m W 190 130
| G Ie | | \ 1] Ce 5 L
H G F I+ !
P K T Vs
L K KV V ¥ Y G M
Nevirapine 100 101 103 106 108 181 188 190 30
I PN A I C C A L
M I L
H
K E W ¥ \ H F M
Rilpivirine® mn 138 1m 3 188 m 130
E A L [ L Y c 1
P G I L
K v
Q
R

Figura 5 — Representacdo esquematica das mutagdes descritas para a regido da RT do gene pol
que conferem resisténcia aos NNRTI (disponivel em http://www.iasusa.org). Acima e abaixo de
cada barra horizontal da figura encontram-se respectivamente as letras referentes ao aminoacido
do virus selvagem e do virus mutado; o nimero inscrito no interior da barra corresponde a sua
posicao na sequéncia consenso do subtipo B.

1.8 Monitorizacdo de Resisténcias aos Anti-Retroviricos

A monitorizacdo de resisténcias aos anti-retroviricos constituiu uma importante
ferramenta para controlo dos efeitos da administracdo de TAR que se pretende que seja
eficaz durante longos periodos do tratamento do doente. Os ensaios fenotipicos e 0s
ensaios genotipicos tém sido utilizados para a deteccdo de mutacbes de resisténcia
[132].

Os ensaios fenotipicos baseiam-se na quantificagdo directa da sensibilidade do
farmaco, isto ¢, medem a replicagdo virica do virus em anélise e do virus selvagem
(controlo) em culturas celulares na presenca de concentragdes crescentes de anti-
retroviricos. A resisténcia é expressa através do célculo da concentracdo de farmaco
necessaria para inibir a replicacdo da estirpe em 50% (IC50, do inglés inhibitory

concentration) [125,133]. Apesar de permitirem a quantificagdo da resisténcia e a
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avaliacdo da resisténcia cruzada entre farmacos da mesma classe, esta metodologia
apresenta algumas desvantagens, como a incapacidade de identificar mutacGes que néo
tenham impacto no feno6tipo, a sua morosidade e complexidade, bem como o seu
elevado custo [131].

Os ensaios genotipicos baseiam-se na deteccdo de alteracdes a nivel molecular,
capazes de potencialmente poderem modificar a estrutura de proteinas viricas, e
consequentemente, bloquear ou diminuir a eficiéncia com que os anti-retroviricos se
ligam as mesmas [116,125,132,134,135]. Estes testes empregam um procedimento em
duas fases, isto €, em primeiro lugar, a amplificacdo por RT-PCR (do inglés, reverse
transcription — polymerase chain reaction) de uma regido especifica do genoma virico,
e seguidamente, a sequenciacdo molecular para a deteccdo das mutacdes [131]. A
analise de mutacGes de resisténcia pode ser realizada de forma completamente
automatizada, através da utilizacdo de programas informaticos especificos, destacando-
se, HIVdb (Stanford University HIV Drug Resistance Database, EUA, disponivel em
http://sierra2.stanford.edu/sierra/serviet/JSierra), =~ Geno2Pheno  (disponivel  em
http://www.geno2pheno.org/), ou de forma manual, através da utilizacdo ferramentas
bioinforméaticos com analise comparativa de sequéncias alinhadas com uma sequéncia
de referéncia. A disponibilidade sequéncias gendmicas do HIV-1 nas bases de dados em
namero significativo tem facilitado a identificagdo de mutacGes de resisténcias aos anti-
retroviricos [133]. Apesar da relativa simplicidade de execucdo e do custo mais
reduzido, esta metodologia apresenta a impossibilidade de actualizar em tempo real o
quadro de mutacOes de resisténcias disponivel, a medida que novos anti-retroviricos ou
interac¢des de farmacos sdo conhecidas [113].

Mais recentemente, 0 avanco da tecnologia, permitiu a associacdo destes dois
tipos de ensaios naquilo que é designado como «fendtipo virtual». Este consiste numa
base de dados, que contém dezenas de milhares de sequéncias viricas, e em paralelo, 0s
respectivos resultados do ensaio fenotipico realizado [136]. Exemplos de bases de dados
disponiveis sdo a de Los Alamos HIV Sequence Database, a International AIDS Society-

USA e a de Stanford University HIV Drug Resistance Database.
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2. OBJECTIVOS

Os objectivos gerais deste estudo consistiram em:

v' Caracterizar a diversidade genética através da regido RT do gene pol numa
populacdo de méaes multiparas infectadas por HIV-1;

v' Correlacionar os polimorfismos genéticos encontrados com os diferentes
subtipos viricos em circulagdo na populacdo estudada;

v"Avaliar a presenca de mutacdes de resisténcia aos RTI;

v Determinar a proporcdo de mutacBes de resisténcia aos RTI em fungédo do
cumprimento de diferentes regimes terapéuticos de prevengdo da TMF do

HIV-1 e sua evolugdo no tempo.

Por forma a cumprir 0s objectivos gerais, foram seguidos 0s seguintes objectivos

especificos:

v

D N N NI N

Caracterizar a populacdo estudada atendendo aos diferentes pardmetros
conhecidos (demograficos, epidemioldgicos e clinicos);

Amplificar por nested PCR um fragmento da regido RT do gene pol do HIV-1;
Obter a sequéncia nucleotidica “consenso” para cada amostra;

Classificar por estimativa filogenética as sequéncias nucleotidicas obtidas;
Traduzir e distribuir as sequéncias aminoacidicas “consenso” em grupos
especificos;

Realizar uma analise comparativa entre os grupos com identificacdo do numero

de mutacdes de resisténcia aos RTI.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do Estudo
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infectadas por HIV-1
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[

Separacéo das CMSP
(conservacéo a -80°C até utilizacdo)
l
Extraccdo de DNA

1

Observacéo das condigbes
do DNA extraido

\

Amplificagdo por nested PCR da
regido RT, do gene pol do HIV-1

l
l |

Resultado
negativo

Resultado
positivo

N

Purificagdo e Sequenciacao
dos fragmentos de DNA
amplificados

\

Sequéncias nucleotidicas:
Obtencdo de sequéncias
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—— Tradugdo das sequéncias
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\
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3.2 Populacéo Estudada

O grupo populacional alvo deste estudo foi constituido por 34 casos de méaes
multiparas infectadas por HIV-1. Para cada caso foram analisadas duas amostras
maternas associadas a altura em que ocorreu o nascimento dos filhos (12 amostra/1°
filho; 22 amostra/2° filho). Na maioria dos casos foram cumpridos regimes terapéuticos
de prevencdo da transmissdo vertical do HIV-1 durante a gestacdo. Os regimes
terapéuticos administrados foram terapia dupla (2 NRTI), terapia tripla (2 NRTI + 1 PI
ou 1 NNRTI) e terapia HAART (2 NRTI + 1 Pl + 1 NNRTI). As amostras maternas
analisadas foram colhidas 24 a 48 horas apds o parto e recebidas entre 1999 a 2008 no
Laboratorio Nacional de Referéncia HIV e Hepatites B e C, no contexto do protocolo
implementado para o diagndstico precoce de TMF do HIV. As amostras de células
mononucleadas do sangue periférico (CMSP) foram conservadas a -80°C até a sua
utilizacdo no presente estudo. A obtencdo de informacao demogréfica, epidemiolégica e
clinica (idade, naturalidade das mées, ano do parto, cumprimento ou ndo de TAR de
prevencdo e tipos de regimes terapéuticos anti-retroviricos administrados) foi feita por
consulta dos dados registados numa base de dados disponivel no laboratério. O estudo

desenvolvido foi retrospectivo, anénimo e nao relacionavel.

3.3 Extraccdo do DNA proviral do HIV-1

A partir de amostras de CMSP efectuou-se a extraccdo de DNA recorrendo ao
kit QIAamp DNA Blood (QIAGEN, Studio City, USA) de acordo com o protocolo do
fabricante.

Para observar as condicOes e a concentracdo do DNA extraido, aliquotas das
amostras foram submetidas a uma electroforese em gel de agarose a 1% em tampédo
TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X, contrastado com o corante SyberSafe (Invitrogen,
California, USA) e fotografado sob luz ultravioleta.
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3.4 Seleccao e Preparacéo dos Primers

Foram utilizados diferentes primers na amplificacdo por nested PCR (do inglés,
nested Polymerase Chain Reaction) da regido alvo do presente estudo (RT). Na
primeira reaccdo de amplificacdo foram utilizados quatro primers externos (Gagz,
PRIN, RT137C e RT3303C) e na segunda reacgdo de amplificacdo foram utilizados
dois primers internos (RT1N e RT4C), todos descritos por Steegen et al., 2006 [119] e
utilizados em protocolos experimentais por Videira e Castro et al., 2010 [137]. Com o
intuito de verificar se os primers descritos apresentavam especificidade para a deteccdo
de diferentes subtipos do HIV-1, fez-se previamente uma comparagdo das sequéncias
dos primers contra um alinhamento multiplo de sequéncias nucleotidicas de estirpes de
referéncia HIV-1 contendo varios subtipos e recombinantes viricos, tendo em atencdo a
epidemiologia molecular da infeccdo descrita em Portugal. Todas as sequéncias de
referéncia utilizadas encontram-se disponiveis na base de dados de sequéncias de HIV
de Los Alamos HIV (disponivel em
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/mainpage.html). As sequéncias dos
diferentes primers utilizados encontram-se descritas na Tabela 1 sendo a numeracgédo dos
nucleotidos atribuida com base na estirpe de referéncia HXB2 do subtipo B (GenBank,
ndmero de acesso: K03455).

Todos os primers utilizados neste estudo foram sintetizados e purificados na
empresa Thermo Fisher Scientific (Datenschutz, Alemanha). A sua preparacdo foi
realizada em “sala limpa”, através da adi¢do de agua ultrapura, por forma a obter uma
concentracdo final de 100 pmol/ul. Posteriormente, cada primer foi diluido em aliquotas

de 10 pmol/ul e mantidas a -20°C.

Tabela 1 - Primers utilizados na 12 e 22 reaccéo de amplificacéo da regido pol do HIV-1.

Nome Sequéncia 5’ - 3’ Localizagéo
Gag2 CAATGAGGAAGCTGCAGAATGGG 1404-1426
EZ:éTrf;:* PR1 GAAATGATGACAGCATGYCAGGG 1822-1844
1% amplificacdo | RT137 TTCTGTATRTCATTGACAGTCCAGC 3301-3325
RT3303 | TAAYTTYTGTATRTCATTGAC 3309-3329
Primers RT1 CCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA 2604-2632

Internos*

22 amplificacéio RT4 TGGAGTTCATAWCCCATCCAAAG 3231-3253

*Adaptados de Steegen et al. [119] e utilizados por Videira e Castro et al., 2010 [137].
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3.5 Amplificacao por Nested PCR da Regido RT do Gene pol do HIV-1

Os protocolos experimentais para a amplificacdo da regido RT do gene pol do
HIV-1 tiveram por base os descritos na literatura [119,137]. No entanto, foi também
considerado o sistema de enzima utilizado na reacgdo de amplificag&o.

Na primeira reac¢do de amplificagdo foram utilizados quatro primers externos,
dois directos (Gag2, PR1) e dois inversos (RT137, RT3303), permitindo a amplificacdo
de diferentes fragmentos de DNA. Estes fragmentos serviram como matrizes para uma
segunda reaccdo de PCR, que conduziu a amplificacdo de um fragmento de DNA da
regido da RT de aproximadamente 650pb, utilizando o par de primers RT1/RT4.

3.5.1 Condicdes das reacgdes de amplificacéo

As duas reaccbes de amplificacdo foram realizadas com o sistema illustra
PuReTaq Ready-to-go™ PCR Beads (GE Healthcare, England), cujos tubos de PCR
(0,2 ml) conttm uma pequena esfera de reagentes liofilizados. Estas esferas sdo
compostas por estabilizadores, BSA (do inglés, bovine serum albumin), dNTPs,
aproximadamente 2,5U de polimerase de DNA puReTaq e 0os componentes de tampéo
de reaccdo. A reconstituicdo de cada esfera liofilizada foi feita com uma solucéo aquosa
contendo os primers na concentracdo pretendida e tendo em atencdo o volume total de
reacgéo de 25 pl.

A primeira amplificacdo foi efectuada com os primers externos (Gag2, PR1,
RT137, RT3303) a uma concentracdo final de 0,2 uM e a segunda amplificacdo foi

realizada com os primers internos (RT1, RT4) a uma concentracdo de 0,6 uM.

Um volume de 5-10 pl de DNA foi adicionado na primeira reac¢do de
amplificacdo, tendo sido posteriormente transferidos 2 pl do produto de reaccdo para a

mistura da segunda reac¢do de amplificacéo.

Em todos os protocolos foram adicionados controlos negativos, substituindo o
DNA adicionado na mistura de reaccao por agua ultrapura.

Os programas experimentais utilizados nas reac¢oes de amplificacdo encontram-

se descritos nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 — Programa de amplificacdo usado na 12 reac¢do de PCR da regido pol do HIV-1.

12 Reaccdo de PCR

Desnaturacéo inicial 95°C, 5 min

95°C, 45seg; 45°C, 1min; 72°C, 1min (15x)
Amplificagdo 959C, 45seg; 50°C, 1min; 72°C, 1min 30seg  (30x)
Extensao final 72°, 7min

Tabela 3 — Programa de amplificacdo usado na 22 reac¢do de PCR para a regido da RT do gene
pol do HIV-1.

22 Reacgdo de PCR
Desnaturacdo inicial 95°C, 5 min
95°C, 45seg; 50°C, 1min; 72 °C, 1min (20x)

95°C, 45seg; 55°C, 1min; 72 °C, 1min 30seg (20x)

Amplificacdo

Extenséo final 72° 7min

Os produtos amplificados foram mantidos a 4°C até serem utilizados.

3.6 Deteccdo dos Produtos de PCR

Aliquotas dos produtos de PCR obtidos foram observadas atraves de uma
electroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE 1X, contrastado com o corante
SyberSafe (Invitrogen, California, USA). Ap6s 30 minutos de polimerizacdo de uma
solucdo de 100 ml de gel, seguiu-se a aplicacdo de uma mistura contendo 2 ul de
produto de PCR e 2 pl de tampdo de aplicacdo. A corrida electroforética foi de 1 hora a
120 volts. A massa molecular dos fragmentos obtidos foi estimado por comparagdo com
0 padrdo de migracdo do marcador de massa molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen, California, USA). Os fragmentos de DNA foram visualizados num

transiluminador UV num aparelho Gel-Doc (Bio-Rad, USA).
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3.7 Purificacéo dos Produtos de PCR

Todos os produtos de PCR que revelaram a presenca de uma banda especifica de
massa molecular esperada (aproximadamente 650 pb) e em concentracdo suficiente
foram purificados.

Atendendo a disponibilidade de reagentes no laboratério, a purificacdo dos
produtos de PCR foi efectuada com o kit ExoSap — IT USB® (GE Healthcare, England)
e com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Studio City, USA), ambos utilizados de
acordo com as instrucdes do fabricante. Por outro lado, nos casos em que os produtos de
PCR apresentavam a banda correspondente ao fragmento alvo, mas que revelaram
também a presenca de produtos inespecificos, procedeu-se a sua purificacdo atraves da
utilizacdo do kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Valencia, USA), segundo as
instrugdes do fabricante. Os Kits de purificagdo utilizados tém como finalidade eliminar
primers ou outros constituintes da mistura que ndo foram consumidos durante a reacgédo
de PCR, de forma a posteriormente evitar eventuais interferéncias na reaccdo de

sequenciacao.

a) Kit ExoSap — IT USB®

O primeiro método utilizado na purificacdo dos produtos de PCR foi realizado
com o kit ExoSap — IT USB® (do inglés, Exonuclease | and Shrimp Alkaline
Phospahatase in Buffer). Este procedimento consiste que a cada 5 pl de produto de PCR
sejam adicionados 2 pl de enzima ExoSap. A mistura é submetida a um programa de
purificacdo de dois ciclos, com uma primeira incubacdo a 37°C durante 15 minutos,
seguida de uma segunda incubacdo a 80°C durante 15 minutos para inactivacdo da
enzima.
b) Kit QIAquick PCR Purification

O segundo método utilizado na purificacdo dos produtos de PCR foi realizado
com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Studio City, USA). Este procedimento
consiste em adicionar 115 pl de tampéo PB (proporcéo 1:5) a 23 ul do produto de PCR.
A mistura é colocada numa QIAquick spin column, previamente adaptada a um tubo
colector de 2 ml, seguindo-se um passo de centrifugacdo a 10000 rpm durante 1 minuto.
Apbs a remocdo do filtrado, seguiu-se uma lavagem, pela adi¢cdo de 750 pl de tampéo
PE a QIAquick spin column, repetindo o processo de centrifugacdo nas mesmas
condicBes. No passo final, o DNA foi eluido com 30 ul de &gua ultrapura, através de

uma centrifugacdo a 10000 rpm durante 1 minuto.
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¢) Kit QIAquick Gel Extraction

Relativamente ao terceiro método utilizado na purificacdo dos produtos de PCR,
este foi realizado com o kit QIlAquick Gel Extraction (Qiagen, Valencia, USA).
Inicialmente, a cerca de 23 ul do produto de PCR foram adicionados 8 pl de tampéo de
aplicacdo. A mistura foi submetida a uma corrida electroforética, na qual se utilizou o
marcador de massa molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, California, USA), para
identificacdo da banda correspondente ao fragmento alvo. A electroforese foi realizada a
120 volts durante aproximadamente 2 horas. Apds identificacdo do fragmento alvo, a
banda foi removida através de um bisturi estéril, e o pedaco de gel colocado num tubo
de 2 ml. Para a dissolugéo da agarose, adicionou-se o tampéo QG e incubou-se a 50°C
durante 10 minutos. De seguida, transferiu-se a solugéo do tubo para a QIAquick column
e centrifugou-se a 13000 rpm durante 1 minuto. Apés a remogdo do filtrado, e por
forma a remover qualquer resto de agarose na coluna, foi adicionado novamente o
tampédo QG, centrifugando-se nas condigdes anteriormente descritas. A lavagem foi
efectuada através da adicdo de 750 ul de tampdo PE a coluna e feita uma dupla
centrifugacdo em iguais condi¢6es. No passo final, 0 DNA foi eluido com 30 pl de 4gua
ultrapura, através de uma centrifugacao a 13000 rpm durante 1 minuto.
Nos passos de centrifugacdo foi utilizada uma centrifuga Heraeus Biofuge Pico (24x
1,5/2ml Tubes; 13000RPM 16060xg)

As condigdes finais dos produtos purificados foram observadas pela aplicacéo de
uma nova aliquota de 2 pul do produto numa electroforese em gel de agarose.

3.8 Sequenciacdo dos Fragmentos de DNA Amplificados

Os fragmentos de DNA purificados foram submetidos a reac¢édo de sequenciagédo
nucleotidica, recorrendo ao Kit Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (PE Applied Biossystems, Foster City, USA) que foi utilizado de acordo com
as especificacdes do fabricante. Foi efectuada uma mistura de reaccdo pela adicdo de 1
pl de Big Dye, 1 pl de primer a 1 uM e 6 pl de agua ultrapura. Esta mistura de reacgdo
para sequenciagdo foi realizada em “sala limpa”. Posteriormente, num compartimento
fisico separado foram adicionados 2 pl de produto de PCR purificado. Nos casos em
que os produtos de PCR purificados apresentavam uma baixa concentracdo de DNA, a

quantidade de amostra adicionada foi aumentada e o volume de agua ajustado de forma
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a perfazer um volume final de 10 ul. Posteriormente os tubos de PCR foram colocados

num termociclador e submetidos a um programa de sequenciacéo (Tabela 4).

Tabela 4 — Programa de sequenciacdo nucleotidica.

Programa
Desnaturacéo inicial 96° C, 30 seg

Sequenciacéo 96° C, 30 seg; 50°, 15 seg; 60° C, 4 min  (25x)

Os primers de sequenciacgdo utilizados foram o RT1 e o RT4, respectivamente,
primer directo e inverso, correspondentes aos usados na segunda reaccdo de

amplificag&o.

Os produtos sequenciados foram entregues na Unidade de Tecnologia e
Inovacdo (UTI) que apoia todos os laboratérios do INSA na prestagdo interna de
servicos de sequenciacdo. Apds a corrida das amostras por electroforese capilar no
equipamento ABI 3130XL Genetics Analyser, realizada nesta Unidade de apoio do
INSA, os resultados (sequéncias e cromatogramas) foram disponibilizados ao
laboratério. Todo o trabalho seguinte para a analise das sequéncias foi da

responsabilidade dos préprios utilizadores dos referidos servicos.

3.9 Analise Bioinforméatica de Sequéncias Nucleotidicas

3.9.1 Construcdo das sequéncias “consenso”

Ap0s a obtencdo dos cromatogramas relativos as reacgdes de sequenciagdo, estes
foram analisados e as respectivas sequéncias editadas com o auxilio do programa
Chromas Lite 2.1.1 (disponivel em http://technelysium.com.au/). Posteriormente foram
construidas as sequéncias nucleotidicas “consenso” correspondentes a cada amostra.
Para tal, todas as sequéncias obtidas (directa e inversa) foram alinhadas através do
programa Clustal W, sendo a obtencdo da sequéncia “consenso” e posterior edigdo
manual da mesma efectuadas através do programa BioEdit Sequence Alignment Editor

v.7.2.0 (disponivel em http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).
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3.9.2 Analise por BLAST

Numa primeira andlise e a fim de se confirmar a sua identidade, as sequéncias
nucleotidicas “consenso” foram submetidas a analise por BLAST (do inglés, Basic
Local Alignment Editor Search Tool), disponivel na base de dados internacional de
sequéncias de HIV de Los Alamos
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.ntml). Esta
primeira analise permitiu a obtencdo de informacdo sobre a possivel classificacao
molecular das sequéncias em estudo e apoiar também a seleccdo de algumas das

sequéncias de referéncia a serem posteriormente utilizadas na estimativa filogenética.

3.9.3 Inferéncia filogenética

Todas as sequéncias nucleotidicas “consenso” relativas a cada amostra e para a
regido em estudo (RT) foram alinhadas entre si, juntamente com sequéncias de
referéncia de diversos subtipos e principais CRF do HIV-1, retiradas da base de dados.
Sempre que necessario procedeu-se a edicdo e correcgdo manual dos alinhamentos
através do programa BioEdit v.7.2.0.

O estudo filogenético foi efectuado recorrendo ao programa MEGA (do inglés,
Molecular Evolutionary  Genetics Analysis) v.5.2.2 [138, disponivel em
http://www.megasoftware.net/]. A construcdo da arvore baseou-se no método Neighbor-
Joining [139], utilizando o0 modelo de “Kimura 2-parametro” [140] para o calculo da
matriz de distancias genéticas. Através do método de bootstrapping avaliou-se a
robustez da arvore, com base em 1000 amostragens aleatérias, considerando-se
estatisticamente significativos os agrupamentos filogenéticos com valores de bootstrap
iguais ou superiores a 70%. Na construcdo da arvore usou-se uma sequéncia de

referéncia do SI\VVcpz como outgroup.
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3.9.4 Analise por bootscanning

As sequéncias cujos ramos na arvore apresentaram um posicionamento ambiguo,
tornando-se de dificil classificacdo, foram analisadas através de bootscanning,
recorrendo ao programa SimPlot  v.35.1 [141, disponivel em
http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/]. Este programa para além de
permitir analisar a semelhanca entre sequéncias representativas de varios subtipos com a
sequéncia de interesse, permite ainda a analise por bootscanning de possiveis eventos de

recombinacéo genética.

3.9.5 Traducao de sequéncias nucleotidicas em aminoacidicas

As sequéncias nucleotidicas “consenso” obtidas para a regido alvo (RT) foram
traduzidas através do programa Gene Runner 3.05 (Hastings Software, Inc., Hatings,
USA). Posteriormente as sequéncias aminoacidicas, distribuidas por grupos especificos,
foram alinhadas com uma sequéncia de referéncia do subtipo B do HIV-1 (GeneBank,
namero de acesso: K03455), utilizando o programa Clustal W.

Os varios alinhamentos construidos foram analisados quanto a presenca de
mutacdes associadas a resisténcia aos RTI, por comparacdo com a sequéncia de
referéncia e com informacé&o que se encontra descrita na literatura.

De forma a suportar e confirmar os resultados obtidos da andlise dos
alinhamentos, recorreu-se também ao programa Geno2Pheno (disponivel em
http://www.geno2pheno.org/). Apo6s submissdo das sequéncias este programa
disponibiliza um relatério de resultados onde sdo identificadas as mutacdes associadas a
resisténcia aos anti-retroviricos e também sdo reconhecidos outros polimorfismos

genéticos ndo associados a resisténcia aos anti-retroviricos.
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4, RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da Populacdo Estudada
A informacéo demogréfica, epidemioldgica e clinica registada a data de colheita

das amostras, permitiu a caracterizacdo do grupo populacional alvo deste estudo (Tabela
1 do Anexo 1). Este grupo foi constituido por 34 casos de médes multiparas infectadas
por HIV-1. Para cada caso estudado foram analisadas duas amostras maternas que
correspondem, respectivamente, ao nascimento de um primeiro (MF1) e de um segundo
filho (MF2). Todas as amostras foram colhidas 24 a 48 horas ap0s o parto tendo estes
ocorrido entre 1999 e 2008.

Para a populacdo total (n=68) o intervalo de idades variou entre os 17 e os 39
anos de idade, com uma media de 29 anos. Para o grupo de mées com primeiro filho
(n=34), o intervalo de idades variou entre 0s 17 e 0s 36 anos, apresentando 0 grupo uma
média de 26,9 anos de idade. A populacdo de maes com segundo filho (n=34), o
intervalo de idades variou entre os 21 e 0s 39 anos, com uma média neste grupo de 31,1
anos de idade. Para duas mées esta informacao ndo era conhecida.

Foi observado que 22 (64,7%) dos casos eram mades com naturalidade
portuguesa e 11 (32,4%) com origem africana, nomeadamente 8 (23,5%) de Angola e 3

(8,8%) de Mocambique. Para um dos casos a naturalidade nédo era conhecida.

Relativamente ao ano de colheita das 68 amostras maternas estudadas, 24
(35,3%) foram colhidas entre 1999-2002 e correspondem todas ao nascimento de um
primeiro filho, 20 (29,4%) foram colhidas entre 2003-2005, em que 10 correspondem ao
nascimento de um primeiro filho e as outras 10 ao nascimento de um segundo filho, e as
restantes 24 (35,3%) amostras foram colhidas entre 2006-2008 e correspondem todas ao

nascimento de um segundo filho (Tabela 5).
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Tabela 5 — Distribuico das amostras estudadas por ano de colheita e tipo de TAR.

Ano de colheita
TAR [1999 —2002] | [2003 - 2005] | [2006 —2008] Total
Terapia Dupla 5 (20,8%) 1 (5%) 0 6 (8,8%)
Terapia Tripla 16 (66,7%) 16 (80%) 13 (54,2%) 45 (66,2%)
Terapia HAART 0 1 (5%) 9(375%) |10 (14,7%)
Sem TAR 3 (12,5%) 2 (10%) 2 (8,3%) 7 (10,3%)
Total 24 (35,3%) 20 (29,4%) 24 (35,3%) | 68 (100%0)

Durante a primeira gravidez, 29 (85,3%) das maes foram seguidas durante a
gestacdo e cumpriram TAR, enquanto 5 (14,7%) néo fizeram qualquer prevencao da
transmissdo do virus ao filho. J& na segunda gravidez, com excepc¢do de dois casos,

todas as restantes 32 (94,1%) méaes cumpriram TAR de prevencao.

Quanto aos regimes terapéuticos, considerou-se como terapia dupla (TD)
regimes com 2 NRTI (2 farmacos/1 classe), terapia tripla (TT) regimes com 2 NRTI + 1
Pl ou 1 NNRTI (3 farmacos/2 classes) e HAART os regimes com 2 NRTI + 1 Pl + 1
NNRTI (4 farmacos/3 classes). Assim, durante a primeira gravidez, a TAR mais
utilizada foi a TT em 23 (67,6%) dos casos, e foi observada a administragdo TD em 6
(17,6%) dos casos. Na segunda gravidez, o regime mais utilizado foi também a TT em
22 (64,7%) dos casos, mas a HAART foi ja administrada em 10 (29,4%) dos casos. Na
populacdo total observou-se que em 6 (8,8%) casos foi utilizada a TD, em 45 (66,2%)
dos casos a TT, e em 10 (14,7%) casos foi administrada HAART como medida

preventiva da transmissdo do virus ao filho.

Na populacdo em estudo, foram observados dois casos (M16F1 e M18F1) de
transmissdo do virus da mae ao filho. Os partos ocorreram no ano de 2001, e
correspondem ao nascimento de um primeiro filho. Em ambos os casos, as mées néo

fizeram qualquer prevencéo da TMF.
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4.2 Amplificacéo e Sequenciacdo da Regido RT

Do total das 68 amostras submetidas a amplificacdo foi possivel obter 66
amplicBes (97% de sensibilidade) para a regido RT do gene pol do HIV-1. Porém a
andlise das amostras amplificadas por electroforese em gel de agarose revelou a
presenca de produtos com diferente concentracdo de DNA, algumas, contendo para
além do fragmento especifico esperado (650 pb) outras bandas correspondentes a
amplificacdes inespecificas (exemplo na Figura 6). Todos os produtos de PCR que
revelaram a presenca de uma banda Unica de massa molecular esperada foram
purificados. No caso de produtos em que foi observada concentragéo suficiente de DNA
(exemplo na Figura 6a) a purificacéo foi efectuada recorrendo ao Kit ExoSap — IT USB®
(GE Healthcare, England) ou ao Kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Studio City,
USA), dependendo da disponibilidade destes reagentes no laboratorio. Por outro lado, 0s
produtos que revelaram concentracdo reduzida de DNA e simultaneamente a presenca
de produtos de amplificagdo inespecificos (exemplo na Figura 6b) foram purificados
através do kit ExoSap e/ou do kit QIAquick PCR Gel Extraction (Qiagen, Valencia,
USA). As amostras foram submetidas a reaccdo de sequenciacdo, nas condi¢bes
anteriormente descritas (Material e Métodos - 3.8), e posteriormente entregues na UTI
para a corrida electroforética capilar no equipamento ABI 3130XL Genetics Analyser.

650 pb

650 pb

Figura 6 — Produtos amplificados por nested PCR da regido da RT do gene pol, visualizados apds electroforese em
gel de agarose a 1,5%, em tampdo TAE 1X, contrastado com o corante SyberSafe (Invitrogen, California, USA). Nos
primeiros pocos foi aplicado o marcador de massa molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, California, USA).
Figura 6a) Nos pocos 2 e 3 foram aplicadas amostras de produtos amplificados com banda Unica de massa molecular
semelhante a esperada e em concentragdo considerada suficiente. No pogo 4 foi colocada uma amostra que ndo
mostrou produto amplificado. Figura 6b) Nos pocos 2 a 6 foram aplicadas amostras com mdltiplas bandas sendo que

a aplicagdo dos pocos 4 e 6 revelou o fragmento de massa molecular esperada em concentragdo de DNA reduzida.
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4.3 Analise Bioinformatica das Sequéncias Obtidas

4.3.1 Construcéo de sequéncias “consenso” e analise por BLAST

Os cromatogramas referentes a cada amostra foram analisados e sempre que
necessario as respectivas sequéncias foram corrigidas (Chromas Lite 2.1.1). A
sequéncia nucleotidica “consenso” foi construida a partir do alinhamento da sequéncia
directa e complementar. Das 66 amostras sequenciadas, foi possivel construir
sequéncias nucleotidicas “consenso” para 59, correspondendo a 34 maes infectadas por
HIV-1. Devido a dificuldade de obter cromatogramas de qualidade que permitisse uma
leitura clara da sequéncia, ndo foi possivel construir a sequéncia “consenso” para 7
amostras. Deste modo, para 25 casos de mdes multiparas foi possivel obter as
sequéncias nucleotidicas “consenso” para as duas amostras e para 9 casos de maes
multiparas s6 foi possivel obter uma sequéncia “consenso” correspondente a uma das
amostras (primeiro ou segundo filho).

Para uma andlise preliminar das sequéncias nucleotidicas “consenso”, estas
foram submetidas a uma analise por BLAST, ferramenta bioinformatica disponivel na
base de dados internacional de sequéncias de HIV de Los Alamos. Esta analise permitiu
ter a primeira informagdo molecular das sequéncias da RT do gene pol do HIV-1,
através do reconhecimento da sua similaridade com sequéncias dos diferentes subtipos
viricos presentes na base de dados. Os resultados obtidos nesta analise encontram-se
resumidos na Tabela 6, sendo possivel consulta-los com maior detalhe na Tabela 1 do
Anexo 2.

Tabela 6 - Resultados obtidos da anélise por BLAST.

Subtipo RT
(n=59)
G/BG 27 (45,8%)
B 17 (28,8%)
C 8 (13,6%)
AG 4 (6,8%)
A 2 (3,4%)
D 1(1,7%)
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4.3.2 Classificagdo das sequéncias por estimativa filogenética

A éarvore filogenética apresentada (Figura 7) teve como base o alinhamento
multiplo de 648 nucle6tidos das 59 sequéncias “consenso” obtidas para a regido da RT
do gene pol do HIV-1, com um total de 59 sequéncias de referéncia retiradas da base de
dados. As sequéncias de referéncia sdo representativas dos 9 subtipos do grupo M (A-D,
F-H, J e K), dos sub-subtipos (Al, A2, F1 e F2), das formas recombinadas em
circulacdo (CRF02_AG, CRF14 BG, CRF17_BF, CRF31 BG), e uma sequéncia

SIVcpz usada como raiz da arvore (outgroup).

Ana Espinheira 36



75 © M18F1
I;L © M18F2
& M22F1
© M11F1
1 6—|_— ©® M11F2
& M7F1
929 ® M7F2

ﬁl— ©® MoF1
© M9F2

© M30F1

0 L— @& M30F2

77 @ M14F1
© M14F2

|~ @ m24ar1
L © M24F2
G.ES.FJ670530
G.ES.GU362882
N _|:; PT.FR846408 G
z|:G.PT.AY612637
G.PT.FR846410

14 BG.PT.GU230137

14 BG.ES.FJ670522
,_E G.PT.FR846409
BG.ES.FJ670517

© M4F1
929 © M4F2

il— © M13F2
© M13F1
& M1F1

© M1F2
©® M31F1

91

© M29F2
© M8F1
& Ms8F2

¥ M23F2
—i E ¥ M27F1
100 v M27F2
| W M15F1
—98|: W M15F2
02 AG.CM.AY271690
02 AG.ES.EU884501

© M34F1
© M34F2

02 AG.CM.AF377955 A G

02 AG.ES.EU786671

02 AG.FR.AF063223
© M3F1
29 @ M3F2
D.ZA.AY773341
D.ZA.EF633445
© M21F2 D

99 17 BF.PY.EU581824
—|: 17 BF.PY.EU581823
100 [ @ M16F1

© M16F2

86 B.BR.DQ358808

8 & M26F1
5 N
- B.ZA.DQ396398

9
% @ M2F1
& M2F2
& M12F1

i ® M6F1 B

98 ® M6F2

© M25F1
B.ES.EU786674
—: B.FR.JX140652
B.BR.DQ358805
B.FR.JX140654

—— B.FR.K03455
& M32F2
B.ES.EU786672

© M5F1
100 ©® M5F2
A2.CD.AF286238
A2.CM.GU201516
A2.CD.AF286240

A.CD.AMO000053
A.CD.AMO000054

A1.AU.DQ676873 A
A1.RW.AB253421

_98|:o1 AE.CF.AF197340
01 AE.CF.AF197341
@ M20F1
M 100 [ © M20F2
99 K.CD.AJ249235
|: K.CM.AJ249239
] ﬁ? F1.A0.FJ900267
F1.FI.AF075703
95 _|——FZ.CM AJ249236
99 F2.CM.AJ249237
H.GB.FJ711703
o8 31 BC.EF091932
|: 31 BC.AY727526
@ M33F1
88 @ M33F2
————— C.ES.EU786681

C.BW.AF443086
C.ZM.AB254141

C.BW.AF443087
©® M10F2
86 — @ M17F1 C
& M17F2
C.ZM.AB254142
© M28F1
©® M19F1
100 © M19F2
C.ES.EU884500

L] —|—7 C.BR.AY727522
C.BR.AY727523

C.ZA .AY463229

C.ZA .AY838567
C.IN.EF694033
71 C.IN.EF694036

J.CM.GU237072
100 J.SE.AF082395

SlVepz.U42720

Figura 7 — Arvore filogenética construida com base num fragmento de 648 pb da regio RT do gene
pol do HIV-1, a partir do alinhamento das 59 sequéncias nucleotidicas “consenso” estudadas
(assinaladas com um simbolo colorido), 59 sequéncias de referéncia do grupo M (subtipos indicados a
direita) e uma sequéncia de referéncia SIVcpz (usada como outgroup). ¢ Sequéncia estudada para o
qual se obteve classificacdo molecular; ¥ - Sequéncia estudada, que devido ao seu posicionamento na
arvore, ndo foi possivel obter classificacdo molecular.
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A partir da andlise da topologia da arvore filogenética (Figura 7) observou-se
existir uma clara separacdo entre os grupos de sequéncias pertencentes aos diferentes
subtipos viricos, sendo o0s agrupamentos suportados por valores de bootstrap
significativos (valores superiores a 70%), permitindo a classificagdo molecular da
maioria das sequéncias em estudo. Em termos globais, a analise filogenética realizada

revelou os resultados que se encontram na Tabela 7.

Tabela 7 — Classificacdo filogenética das sequéncias em estudo.

RT
Subtipo N° de amostras | N° de casos
(n = 59) (n =34)
G 25 (42,4%) 14 (41,2%)
02_AG 4 (6,8%) 2 (5,9%)
D 1 (1,7%) 1 (2,9%)
B 14 (23,7%) 8 (23,5%)
A 2 (3,4%) 1 (2,9%)
C 8 (13,6%) 5 (14,7%)
Nao classificadas* 5 (8,5%) 3 (8,8%)

*Pelo seu posicionamento ambiguo na arvore, as sequéncias foram posteriormente submetidas a
nova analise.

Assim, das 59 sequéncias “consenso” analisadas, 54 (91,5%) foram classificadas
em agrupamentos de subtipos viricos especificos, suportados por elevados valores de
bootstrap: 1 sequéncia (M21F2) foi classificada como pertencente ao subtipo D, 2
(M20F1, M20F2) ao subtipo A, 4 (M34F1, M34F2, M3Fl, M3F2) a formas
recombinadas do tipo CRF02_AG, 8 (M33F1, M33F2, M10F2, M17F1, M17F2,
M28F2, M19F1, M19F2) ao subtipo C, 14 (M16F1, M16F2, M26F1, M26F2, M2F1,
M2F2, M12F1, M6F1, M6F2, M25F1, M25F2, M32F2, M5F1, M5F2) ao subtipo B, e
25 (M18F1, M18F2, M22F1, M11F1, M11F2, M7F1, M7F2, M9F1, M9F2, M30F1,
M30F2, M14F1, M14F2, M24F1, M24F2, M4F1, M4F2, M13F2, M13F1, M1F1,
M1F2, M31F1, M29F2, M8F1, M8F2) ao subtipo G.
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As sequéncias classificadas como subtipo G formam um agrupamento robusto
suportado por um valor de bootstrap de 91%. Nele estdo incluidas 25 sequéncias
“consenso” do presente estudo e 9 sequéncias de referéncia retiradas da base de dados, 6

classificadas como subtipo G e 3 como forma recombinada do tipo CRF14_ BG.

As sequéncias “consenso” classificadas como potencialmente recombinantes AG
(n=4), mais propriamente tipo CRF02_AG, formam um subagrupamento sustentado por

um valor de bootstrap de 76%.

No agrupamento D, a sequéncia “consenso” M21F2 agrupou com duas

sequéncias de referéncia obtidas na Africa do Sul, com um valor de bootstrap de 75%.

As sequéncias “consenso” classificadas como subtipo B (n=14) formam um
grupo homogéneo e robusto (valor de bootstrap de 86%) com sequéncias de referéncia
B.

No agrupamento de sequéncias de referéncia classificadas como subtipo A
observou-se a inclusdo de duas sequéncias “consenso” (M20F1 e M20F2), suportadas

por um valor de bootstrap de 71%.

Por fim, as sequéncias “consenso” classificadas como subtipo C (n=8) formam
um agrupamento com as sequéncias de referéncia C e suportado por um valor de
bootstrap de 88%.

Na tentativa de conseguir classificar com sucesso as 5 sequéncias (M23F2,
M27F1, M27F2,M15F1 e M15F2) que ndo foram classificadas na primeira arvore, foi
construida uma segunda arvore filogenética (Figura 8) com inclusdo de um maior
namero de sequéncias de referéncia. Assim, foi construido um alinhamento mdaltiplo
com as 5 sequéncias “consenso” € com um total de 53 sequéncias de referéncia retiradas

da base de dados.
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Figura 8 — Arvore filogenética construida com base num fragmento de 648 pb da regido RT
do gene pol do HIV-1 a partir do alinhamento de 5 sequéncias nucleotidicas “consenso”
estudadas (assinaladas com um simbolo colorido), 53 sequéncias de referéncia (subtipos
indicados a direita) e uma sequéncia de referéncia SIVcpz (usada como outgroup). A seta
assinala as sequéncias nao classificadas na arvore e que foram submetidas a analise por
bootscanning.
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Figura 10 - Anélise por bootscanning da sequéncia M15F2 para identificacdo de eventos de
recombinagdo genética na regido RT. As sequéncias de referéncia utilizadas nesta anélise estdo

indicadas na legenda e a vermelho encontram-se os parametros utilizados.
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Da anélise da topologia da segunda arvore filogenética construida (Figura 8)

observou-se uma separacao de 4 agrupamentos de sequéncias.

Um agrupamento apenas formado pelas 5 sequéncias de referéncia CRF02_AG,
suportado por um valor de bootstrap de 89%.

Um agrupamento suportado por um valor de bootstrap de 78% que incluiu 3 das
sequéncias “consenso” (M27F1, M27F2 e M23F2) em analise com as sequéncias de
referéncia classificadas de subtipo B (puro) e véarias CRF classificadas também de

subtipo B na regido RT.

Um agrupamento de sequéncias classificadas na regido RT como subtipo G
suportado por um valor de bootstrap de 97%, e que incluiu apenas as 14 sequéncias de
referéncia utilizadas, sendo que 6 delas eram do subtipo G (puro) e 8 eram CRF14_BG

(subtipo G naregido RT).

Um agrupamento com posicionamento ambiguo na arvore, suportado por um
valor de bootstrap de 99% com apenas as 2 sequéncias (M15F1 e M15F2) em analise, e

gue mais uma vez, nesta 22 arvore, ndo foram classificadas.

Atendendo a topologia da arvore e ao posicionamento das sequéncias M15F1 e
M15F2 foi investigada a existéncia de possiveis eventos de recombinacdo genética. A
analise por bootscanning das referidas sequéncias sugeriu a ocorréncia de eventos de
recombinacdo entre a CRF14 BG e a CRF02_AG, concretamente, as sequéncias
apresentavam um primeiro segmento com aproximadamente 360 pb classificado com
CRF14 _BG e um segundo segmento de aproximadamente 200 pb classificado como
CRF02_AG (Figuras 9 e 10).

A distribuicdo dos 34 casos estudados de acordo com a sua classificacdo
filogenética pode ser observada na Figura 11.
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Figura 11 - Representacdo grafica da proporcao relativa dos subtipos de HIV-1 que infectam o
grupo populacional estudado.

4.4 Andlise das Sequéncias Aminoacidicas

ApOs a traducdo das 59 sequéncias nucleotidicas “consenso”, estas foram
distribuidas por grupos especificos. Seguiu-se a construcdo de alinhamentos, com as
sequéncias aminoacidicas obtidas e a sequéncia de referéncia traduzida do subtipo B
(GeneBank, numero de acesso: K03455). Estes alinhamentos foram a base para a
identificacdo das mutacbes aos RTI em cada grupo estudado. As sequéncias
aminoacidicas analisadas possuem em média cerca de 219 aminoacidos da proteina RT
do HIV-1.
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4.4.1 Avaliacdo da proporc¢ao de mutacdes de resisténcia aos RTI

A pesquisa de mutacOes de resisténcia foi realizada pela distribuicdo das
sequéncias “consenso” RT obtidas em grupos especificos (A a F) no proposito de
identificar a proporcdo de mutacdes de resisténcia aos RTI (NRTI e NNRTI) em cada
grupo e avaliar a sua variagao no tempo, de acordo com a evolugédo dos regimes de TAR
de prevengdo administrados durante a gravidez. De forma a verificar o nimero de
mutaces identificadas a partir da analise dos alinhamentos, todas as sequéncias em
estudo foram também submetidas ao programa Geno2pheno para identificacdo das

mutacdes de resisténcia e outros polimorfismos genéticos.

A) Analise comparativa de sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de primeiras
amostras (associadas ao nascimento do 1° filho) com grupo de sequéncias

aminoacidicas “consenso” derivadas de segundas amostras (associadas ao nascimento

do 2° filho) (Anexo 3 — Figuras 1 e 2).

Da comparacdo das 59 sequéncias aminoacidicas “consenso” agrupadas e
alinhadas com a sequéncia referéncia do subtipo B, verificou-se a presenca das

mutacdes descritas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Frequéncia das mutacBes de resisténcia aos RTI, nas sequéncias aminoacidicas

“consenso” observadas nas primeiras e segundas amostras maternas.

Mutagdes de Nwmr1 Nmr2
resisténcia (n=28 SEQ) | (n=31SEQ)
M41L 1 2
N A62V 0 1
D67N 1 0
R [ k70r 1 0
T L74V 0 1
| M184V 1 1
L210W 1 1
T215Y 3 >
K219Q 2 3
Sub-Total 10 14
N | K103N 0 3
N V106l 3 2
V108l 0 1
R ™ Vi79p 1 2
T | visic 0 1
| | vissL 1 0
H221Y 0 1
Sub-Total 5 10
Total 15 24

Nmrr — nuimero de mutagdes identificadas no grupo de sequéncias derivadas de amostras maternas
associadas ao nascimento do 1° filho; Nyr, — nimero de mutagdes identificadas no grupo de sequéncias
derivadas de amostras maternas associadas ao nascimento do 2° filho.

De um total 28 sequéncias associadas ao nascimento do 1° filho, foi observado
que em 9 (32,1%) existe pelo menos uma mutacdo associada a resisténcia aos RTI.
Relativamente as mutacdes associadas especificamente aos NRTI, 6 (21,4%) sequéncias
apresentaram pelo menos uma mutacgéo, sendo as mais frequentes as mutacdes K219Q
ou T215Y. Quanto aos NNRTI, 5 (17,9%) sequéncias apresentaram pelo menos uma

mutacdo de resisténcia, sendo a mutacdo mais observada a VV106l.

Do total de 31 sequéncias associadas ao nascimento do 2° filho, foi observado
em 12 (38,7%) a existéncia de pelo menos uma mutacdo de resisténcia. Em 9 (29%)

sequéncias observou-se pelo menos uma mutacdo associada a resisténcia aos NRTI,

Ana Espinheira 45



sendo a mutacdo mais frequente a T215Y. Em 8 (25,8%) sequéncias identificou-se pelo

menos uma mutacao de resisténcia aos NNRTI.

B) Grupo de sequéncias correspondentes a amostras maternas colhidas antes do ano de
2003 com grupo de sequéncias correspondentes a amostras maternas colhidas apds o
ano de 2003.

A fronteira temporal desta analise foi determinada na populacdo estudada pelo
ano em que ocorreram os Ultimos casos de mées que cumpriram regime de TD para
prevencdo da TMF do HIV-1. De facto, entre 0 ano de 1999 a 2003 os regimes de TAR
administrados foram a TD e a TT. Nesta analise foram construidos dois alinhamentos,
um composto pelo grupo de sequéncias correspondentes a colheitas efectuadas antes do
ano de 2003 (Anexo 3 - Figura 3), e outro constituido pelo grupo de sequéncias
correspondentes a colheitas efectuadas depois do ano de 2003 (Anexo 3 — Figura 4). Da
anélise comparativa das 59 sequéncias aminoacidicas “consenso” agrupadas e alinhadas
com a sequéncia de referéncia do subtipo B foi possivel identificar as mutagdes

descritas na Tabela 9.
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Tabela 9 - Frequéncia das mutages de resisténcia aos RTI observadas nas sequéncias derivadas

de amostras colhidas antes e depois do ano de 2003.

Mut.agf‘:es.de Nanteso3 Nbepoisos
resisténcia (n=26 SEQ) (n=33 SEQ)
M41L 1 2
A62V
D67N
K70R
L74V
M184V
L210W
T215Y
K219Q
Sub-Total
K103N
V106l
V108l
V179D
Y181C
Y188L
H221Y
Sub-Total

Total

— 4= 2

Wlo|Rr|kr|kr|Oo|lO|k

— 4 >0 2 2

D OFR|OIN|IOIN|IRPJOIN|IN|RPR|R|IO(R (RO
[
(6,

OlRr | OlR|R[LR|lw|N

=
(6, }
N
=

Nantes;s — Numero de mutacBes identificadas no grupo de sequéncias correspondentes a colheitas
efectuadas antes do ano de 2003; Npepoisos — Nimero de mutaces identificadas no grupo de sequéncias
correspondentes a colheitas efectuadas depois do ano de 2003.

No grupo de sequéncias derivadas de amostras colhidas antes do ano de 2003
(n=26) foi observado que em 9 (34,6%) sequéncias existia pelo menos uma mutacao
associada & resisténcia aos RTI. Destas 9 sequéncias, 5 (19,2%) apresentaram pelo
menos uma mutacao associada a resisténcia aos NRTI e 6 (23,1%) apresentaram pelo

menos uma mutacdo associada a resisténcia aos NNRTI.

No grupo de sequéncias derivadas de amostras colhidas depois do ano de 2003
(n=33) foi observado que em 12 (36,4%) sequéncias existia pelo menos uma mutagao
associada a resisténcia aos RTI. Quanto as mutagcfes associadas especificamente aos
NRTI, 10 (30,3%) sequéncias apresentaram pelo menos uma mutacgdo, sendo a mais

observada a mutacdo T215Y. Quanto as mutac¢Oes associadas a resisténcia aos NNRTI,
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7 (21,2%) sequéncias apresentaram pelo menos uma mutacéo, sendo a mutagdo mais
frequente a VV106l.

C) Analise comparativa do grupo de sequéncias correspondentes a maes que cumpriram
TAR de prevencdo da transmissdo vertical do HIV-1 durante a gravidez com o grupo de
sequéncias correspondentes a mées que nao cumpriram qualquer medida de prevengéo

da transmissao do virus ao filho.

Para esta analise foram construidos dois alinhamentos, um constituido pelo
grupo de sequéncias obtidas de maes infectadas por HIV-1 que cumpriram TAR de
prevencdo (n=53) (Anexo 3 — Figura 5) e outro com o grupo de sequéncias obtidas de
mdes que ndo cumpriram TAR de prevencdo da transmissdo do virus ao filho (n=6)
(Anexo 3 — Figura 6). Através da anélise das sequéncias agrupadas e alinhadas com a

sequéncia referéncia do subtipo B observaram-se as muta¢fes descritas na Tabela 10.
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Tabela 10 - Frequéncia das mutacBes de resisténcia aos RTI observadas nas sequéncias
correspondentes a mées que cumpriram TAR de prevengdo e a maes que ndo cumpriram

qualquer medida de prevencéo da transmissao do HIV-1 ao filho.

Mut.agt'?es.de Nc/Tar Ns/tar
resisténcia (n=53 SEQ) | (n=6 SEQ)
M41L 3
A62V
D67N
K70R
L74Vv
M184V
L210W
T215Y
K219Q
Sub-Total 22

K103N 3
V106l 4
V108l 1
V179D 2
1
1
1

— - >0 2

UNAOAININFR|FR|IR|-

Y181C
Y188L
H221Y
Sub-Total 13

Total 35

Nc/rar — NUmMero de mutagdes identificadas no grupo de sequéncias obtidas de mées que cumpriram TAR
de prevencdo; Nsrar — NUmero de mutagdes identificadas no grupo de sequéncias obtidas de mées que
ndo cumpriram TAR de prevencéo.

— a4 >0 2 2

RO O |Rr|O|IC|OW|FRLr(INVOOC|OIOC|O|O|O

H

Das 53 sequéncias aminoacidicas obtidas de maes que cumpriram TAR de
prevencdo, 19 (35,8%) apresentaram pelo menos uma mutacdo associada a resisténcia
aos RTI. Quanto aos NRTI, 13 (24,5%) sequéncias apresentaram pelo menos uma
mutacdo, sendo que as mutagdes mais observadas foram as K219Q ou T215Y.
Relativamente aos NNRTI, 12 (22,6%) sequéncias apresentaram pelo menos uma

mutacéo, sendo as mais frequentes as mutacdes K103N ou V106l.

No grupo de sequéncias aminoacidicas obtidas de maes que ndo cumpriram TAR
de prevencdo (n=6), 2 (33,3%) sequéncias apresentaram mutacdes associadas a

resisténcia aos RTI. Foram identificadas duas mutagdes associadas & resisténcia aos
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NRTI (T125Y e K219Q) em 2 (33,3%) sequéncias e apenas 1 (16,7%) sequéncia

apresentou a mutacdo V179D, associada a resisténcia aos NNRTI.

D) Anélise comparativa de sequéncias obtidas de maes que ndo cumpriram TAR de
prevencdo da transmissdo do HIV-1 aos filhos, pela sua distribuicdo num grupo de
sequéncias associadas a transmissdo vertical do virus e num grupo de sequéncias em

que ndo ocorreu transmissdo do virus ao filho.

Para esta analise foram construidos dois alinhamentos, um constituido pelo
grupo de sequéncias obtidas de mdes que ndo cumpriram TAR de prevencdo e se
verificou transmissdo do virus ao filho (Anexo 3 — Figura 7), e outro constituido pelo
grupo de sequéncias obtidas de mdes que ndo cumpriram TAR mas também néo
transmitiram o virus aos seus filhos (Anexo 3 — Figura 8). Da comparacdo das
sequéncias agrupadas e alinhadas com a sequéncia de referéncia do subtipo B

identificaram-se as mutacOes descritas na Tabela 11.

Tabela 11 - Frequéncia das mutac6es de resisténcia aos RTI observadas nas sequéncias obtidas
de mées que ndo cumpriram TAR em que ocorreu e em que ndo ocorreu transmissdo do virus ao
filho.

Mut'agf':es ,de NS/ TAR_TV NS/ TAR_S/TV
resistencia (n=2 SEQ) (n=4 SEQ)
N | T215Y 0 2
$ K219Q 0 1
| | Sub-Total 0 3
" T V179D 0 1
¢ | sub-Total 0 1
|
Total 0 4

Ns/tar v — numero de mutacBes identificadas no grupo de sequéncias obtidas de mées que ndo
cumpriram TAR e ocorreu transmisséo vertical; Nsrar_smv— nimero de mutagdes identificadas no grupo
de sequéncias obtidas de mées que ndo cumpriram TAR e ndo ocorreu transmissdo vertical.
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O grupo de sequéncias que corresponde a maes que ndo cumpriram TAR de
prevencdo e transmitiram o HIV-1 ao filho é composto apenas por duas sequéncias
(M16F1 e M18F1), sendo que em nenhuma delas se observou qualquer mutacdo de

resisténcia aos RTI.

Contrariamente, nas quatro sequéncias que compde o grupo de sequéncias de
mées que ndo cumpriram TAR de prevencdo e simultaneamente também nao
transmitiram o HIV-1 aos filhos (n=4), observou-se que 2 (50%) sequéncias
apresentaram mutagdes associadas a resisténcia aos NRTI (T215Y e K219Q) e 1 (25%)

sequéncia apresentou a mutacdo V179D, associada a resisténcia aos NNRTI.

Na sequéncia M8F1 observaram-se as muta¢es T215Y e K219Q (associadas a
resisténcia aos farmacos zidovudina e stavudina), ja na sequéncia M29F2 observaram-se
as mutacbes T215Y (associada a resisténcia aos farmacos zidovudina e stavudina) e

V179D (associada a reducdo da eficacia do etravirina).

E) Andlise comparativa entre grupos de sequéncias aminoacidicas “consenso” obtidas
de maes que cumpriram diferentes regimes de TAR de prevencdo da transmissdo

vertical do HIV-1 durante a gravidez.

Para esta analise foram construidos diferentes alinhamentos: alinhamento de
sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de maes que cumpriram TD (Anexo 3 —
Figura 9); alinhamento de sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de maes que
cumpriram TT (Anexo 3 — Figura 10); alinhamento de sequéncias aminoacidicas
“consenso” derivadas de maes que cumpriram HAART (Anexo 3 — Figura 11). Da
comparagdo das 53 sequéncias “consenso” agrupadas e alinhadas com a sequéncia de

referéncia do subtipo B foi possivel identificar as mutacdes descritas na Tabela 12.
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Tabela 12 - Frequéncia das mutacGes de resisténcia aos RTI observadas em grupos de

sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de maes que cumpriram TD, TT e HAART.

Nq1o Nt NHaart
Mutagbesde | (-5 sEQ) (n=39 SEQ) (n=9 SEQ)
resistencia
MF1 MF1 MF2 MF2
n=19 SEQ n=20 SEQ
M41L 0 1 1 1
A62V 0 0 1 0
N K70R 0 1 0 0
R L74V 0 0 1 0
T | Migav 0 1 1 0
| L210W 0 1 0 1
T215Y 0 2 2 1
K219Q 1 0 1 1
Sub-Total 1 6 7 4
N [ K103N 0 0 3 0
N V106l 0 3 1 1
R V108| 0 0 1 0
V179D 0 1 1 0
T " visic 0 0 1 0
| Y188L 0 1 0 0
H221Y 0 0 1 0
Sub-Total 0 5 8 1
Total 1 26 5

Ntp — nimero de mutagBes identificadas no grupo de sequéncias obtidas de mées que cumpriram TD;
N+t — nimero de mutagOes identificadas no grupo de sequéncias obtidas de maes que cumpriram TT;
NuaarT — NUMero de mutagBes identificadas no grupo de sequéncias obtidas de mdes que cumpriram
terapia HAART. MF1 — sequéncias maternas associadas ao nascimento de um primeiro filho; MF2 —
sequéncias maternas associadas ao nascimento de um segundo filho.

No grupo de sequéncias correspondentes a maes que cumpriram TD (n=5)
apenas a sequéncia M15F1 (associada ao nascimento de um primeiro filho) apresentou
uma mutacdo associada a resisténcia aos NRTI (K219Q), ndo sendo observadas

mutacdes associadas a resisténcia aos NNRTI.

No grupo de sequéncias correspondentes a maes que cumpriram TT (n=39), que
incluia um numero semelhante de sequéncias derivadas de primeiras amostras (n=19) e
de sequéncias derivadas de segundas amostras (n=20), observou-se que em 16 (41%)
existia pelo menos uma mutacdo associada a resisténcia aos RTIl. As muta¢Ges mais
observadas foram T215Y (associada aos NRTI) e a V1061 (associada aos NNRTI).
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No grupo de sequéncias correspondentes a maes que cumpriram HAART (n=9),
observou-se quem em 2 (22,2%) das sequéncias existia pelo menos uma mutagédo
associada a resisténcia aos NRTI, e apenas 1 (11,1%) sequéncia revelou uma mutacgéo

associada a resisténcia aos NNRTI (\V106l).

F) Distribui¢do das sequéncias aminoacidicas “consenso” pelo nimero de mutagdes de

resisténcia aos RTI

A andlise das 59 sequéncias aminoacidicas “consenso” revelou existir uma
maior prevaléncia de mutacdes associadas a resisténcia aos NRTI, em particular a
zidovudina. Assim, as mutacOes especificamente associadas aos NRTI identificadas,
M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y e K219Q (colectivamente designadas na
literatura como TAM) encontram-se associadas a resisténcia a zidovudina, a mutagéo
L74V encontra-se associada a elevados niveis de resisténcia a didanosina e a mutagao
M184V encontra-se associada a elevados niveis de resisténcia a lamivudina e a
emtricitabina. Quanto aos NNRTI, trés mutagbes (K103N, Y181C e Y188L)
identificadas nas sequéncias em estudo, estdo associadas a elevados niveis de resisténcia

a farmacos como a nevirapina e o efavirenz.

A distribuicdo das sequéncias aminoacidicas “consenso” obtidas, de primeiras
(n=28) e segundas amostras (n=31) atendendo ao numero de mutacbes observado em

cada uma das sequéncias encontra-se descrito nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12 — Distribuicdo das sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de primeiras
amostras pelo numero de mutacBes de resisténcia aos RTI observado em cada uma das

sequéncias derivadas de amostras colhidas até 2005.
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Figura 13 — Distribui¢do das sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de segundas
amostras pelo nimero de mutacBes de resisténcia aos RTI observado em cada uma das
sequéncias derivadas de amostras colhidas ap6s 2005 (ano a partir do qual foi iniciada a terapia

HAART como prevencdo da TMF do HIV-1).
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Assim, do grupo de sequéncias derivadas de primeiras amostras para o0 grupo de
sequéncias derivadas de segundas amostras observou-se um incremento,
respectivamente, de 32,1% para 38,7% no nimero de sequéncias com pelo menos uma
mutacdo de resisténcia aos RTI.

Relativamente as sequéncias em que se encontrou apenas uma mutacdo de
resisténcia, verificou-se um reducdo de 21,4% para 12,9%, respectivamente, do grupo
de primeiras amostras para o grupo de segundas amostras maternas.

Quanto as sequéncias em que se observaram duas mutagdes distintas, no grupo
de sequéncias derivadas de primeiras amostras maternas, a sequéncia M8F1 (S/TAR)
apresentou as mutagfes T215Y e K219Q (associadas a resisténcia a zidovudina e a
stavudina), enquanto no grupo de sequéncias derivadas de segundas amostras, foram
encontradas 4 sequéncias com diferentes perfis de mutac@es. Deste modo, as sequéncias
M10F2 (HAART com os farmacos zidovudina, lamivudina, ritonavir e nevirapina) e
M28F2 (TT com os farmacos zidovudina, lamivudina e nevirapina) apresentaram as
mutacBes T215Y e K219Q (associadas a resisténcia a zidovudina e a stavudina), a
sequéncia M25F2 (TT com os farmacos zidovudina, lamivudina e nevirapina)
apresentou as mutacfes M184V (associada a elevados niveis de resisténcia a lamivudina
e emtricitabina) e K103N (associada a elevados niveis de resisténcia a nevirapina e ao
efavirenz) e por fim a sequéncia M29F2 (S/TAR) apresentou as mutacbes T215Y
(associada a resisténcia a zidovudina e a stavudina) e V179D (associada a reducdo da
eficacia da etravirina).

Nas sequéncias em que foram encontradas trés mutac6es distintas, de um modo
geral encontraram-se duas mutacdes associadas aos NRTI e uma mutagao associada aos
NNRTI. Para o grupo de primeiras amostras a sequéncia M12F1 (TT com os farmacos
zidovudina, lamivudina e nelfinavir) apresentou as mutacées D67N e K70R (associadas
a niveis intermédios de resisténcia a zidovudina e a stavudina) e a mutacdo V106l
(associada a reducdo da eficacia dos NNRTI), ja& no grupo de segundas amostras a
sequéncia M6F2 (TT com os farmacos zidovudina, lamivudina e indinavir) apresentou
as mutagdes T215Y e K219Q (associadas a resisténcia a zidovudina e a stavudina) e
V1061 (associada a reducédo da eficacia dos NNRTI) e a sequéncia M23F2 (TT com o0s
farmacos zidovudina, lamivudina e nevirapina) apresentou as mutacbes M41L e A62V
(associadas a baixos niveis de resisténcia a zidovudina e a stavudina) e K103N
(associada a elevados niveis de resisténcia a nevirapina e ao efavirenz). Na sequéncia

M21F2 (TT com os farmacos zidovudina, lamivudina e nevirapina) foram encontradas
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as mutacbes V108l, Y181C e H221Y (associadas a elevados niveis de resisténcia
efavirenz e a nevirapina).

A sequéncia M2F1, derivada de uma primeira amostra materna, apresentou
quatro mutacdes (M41L, V1061, M184V e L210W), ja a sequéncia M2F2, derivada de
uma segunda amostra apresentou trés mutacdes (M41L, V1061 e L210W) distintas.
Neste caso, a mae M2 cumpriu TT (com os farmacos zidovudina, lamivudina e
nevirapina) de prevencdo na primeira gravidez e passou para um regime HAART (com
os farmacos tenofovir, didanosina, nevirapina e ritonavir) na segunda gravidez. Das
mutacdes identificadas nas sequéncias M2F1 e M2F2, as mutacdes M41L e L210W
estdo associadas a resisténcia a zidovudina e a stavudina, a mutacdo M184V esta
associada a elevados niveis de resisténcia a lamivudina e a emtricitabina e a mutacao

V1061 esta associada a reducdo da eficacia dos NNRTI.

Analisando apenas os 25 casos para o qual se obteve sequéncia “consenso’ para
as duas amostras maternas (12 amostra/1° filho; 22 amostra/2° filho) verificou-se que em
11 (44%) dos casos foi encontrada pelo menos uma mutacdo de resisténcia aos RTI.
Destes 11 casos observou-se que, no caso M5 (12 e 22 gravidez cumpriu TT) o nimero
de mutacGes encontradas manteve-se igual ao longo do tempo, nos casos M2 (12
gravidez cumpriu TT; 22 gravidez cumpriu HAART), M8 (12 gravidez S/ITAR; 22
gravidez cumpriu TT), M9 (12 gravidez cumpriu TT; 22 gravidez cumpriu HAART),
M15 (12 gravidez cumpriu TD; 22 gravidez cumpriu HAART) e M26 (12 e 22 gravidez
cumpriu TT) o nimero de mutagdes diminuiu da sequéncia derivada da 1* amostra para
a sequéncia derivada da 22 amostra, e nos casos M6, M11, M17, M27 (12 e 22 gravidez
cumpriram TT) e M25 (12 gravidez cumpriu TD; 22 gravidez cumpriu TT) o numero de
mutacdes aumentou da sequéncia derivada da 12 amostra para a sequéncia derivada da

2% amostra.

4.4.2 Caracterizacdo de polimorfismos naturais na regido RT

As 59 sequéncias aminoacidicas “consenso” obtidas no presente estudo foram
analisadas quanto a presenca de polimorfismos genéticos, ndo directamente associados a
resisténcia aos anti-retroviricos. Das 219 posi¢es de aminoacidos analisadas, 50,2%
(110/219) apresentaram pelo menos uma posigéo polimdrfica comparativamente com a

sequéncia de referéncia do subtipo B (Anexo 3 — Figura 12).
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De uma forma geral, as sequéncias “consenso” de subtipos ndo-B (n=42)
apresentaram maior percentagem de polimorfismos naturais em relagdo as sequéncias
“consenso” do subtipo B (n=17). Dos polimorfismos encontrados, 0os mais observados
foram o L214F em 48 (81,4%) sequéncias, V35T ou T200A em 39 (66,1%) sequéncias.
Os polimorfismos genéticos naturais observados nas 59 sequéncias aminoacidicas

“consenso” estudadas encontram-se descritos na Tabela 13.
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Tabela 13 — Polimorfismos naturais da regido RT do gene pol do HIV-1 observados no

conjunto das 59 sequéncias aminoacidicas “consenso” analisadas.

Polimorfismos Classificacdo filogenética das sequéncias
naturais Subtipos ndo-B | Subtipo B TOTAL
(n=42) (n=17) (n=59)
V35T 37 (88,1%) 2 (11,8%) 39 (66,1%)
V60! 27 (64,3%) 2 (11,8%) 29 (49,2%)
R83K 0 6 (35,3 %) 6 (10,2%)
A98S 24 (57,1%) 3 (17,6%) 27 (45,8%)
E122K 6 (14,3%) 13 (76,4%) 19 (32,2%)
D123S 22 (52,4%) 2 (11,8%) 24 (40,7%)
D123E 2 (4,8%) 7 (41,2%) 9 (15,3%)
K1731/T 29 (69,0%) 0 29 (49,2%)
Q174K 30 (71,4%) 0 30 (50,9%)
D177E 36 (85,7%) 2 (11,8%) 38 (64,4%)
T200A 36 (85,7%) 3 (17,6%) 39 (66,1%)
Q207E 11 (26,2%) 0 11 (18,6%)
Q207K 22 (52,4%) 0 22 (37,3%)
R211S 16 (38,1%) 0 16 (27,1%)
R211K 12 (28,6%) 11 (64,7%) 23 (39,0%)
L214F 34 (81%) 14 (82,4%) 48 (81,4%)
H235Q 21 (50%) 8 (47,1%) 29 (49,2%)

Foi ainda observado que o motivo de residuos aminoacidicos descrito como
essencial para a manutencao da actividade catalitica da enzima (D110D1g5D1g6) € também
os residuos correspondentes ao local de ligacdo dos ANTPs (Kes, R72, Y115 € Q151) [142]
(Anexo 3 — Figura 12) ndo se encontravam conservados em trés sequéncias.
Relativamente a triade catalitica, as sequéncias M15F1 e M6F2 apresentaram 0 motivo
alterado, respectivamente para Di110A185D186 € D110A185H186. Quanto ao local de ligagéo
dos dNTP a sequéncia M33F2 apresentou alteracdo de um residuo correspondendo a

mutacdo R72K.
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5. DISCUSSAO

A actual epidemia do HIV/SIDA é o resultado directo da eficacia da transmissdo
de HIV. Em menos de uma década a SIDA tornou-se a maior causa de morte em
mulheres com menos de 45 anos de idade e em criancas, entre 0 primeiro e o quinto ano
de vida [79]. O relatério da AIDS Epidemic Update, publicado em 2012, indica
existirem 34 milhdes de infectados por HIV no Mundo, em que aproximadamente 6%
dos casos sd@o registados em criancas com menos de 15 anos de idade, sendo a

transmissao vertical a principal causa de infeccdo por HIV-1 neste grupo [68].

Porém, nos ultimos anos a implementacdo de um conjunto de medidas
terapéuticas e clinicas tém permitido prevenir a TMF do HIV-1, conduzindo a um
decréscimo significativo da taxa de transmissdo vertical do virus em paises

desenvolvidos nos quais existe acesso a anti-retroviricos [79,80,82].

Véarios regimes terapéuticos provaram ser eficientes para a reducdo da
transmisséo vertical por HIV-1 [80,86]. Desde 1994, que a administracdo da zidovudina
(AZT) é efectuada por rotina a mulheres gravidas infectadas por HIV-1. Contudo, em
1996, devido ao aumento na prevaléncia de mutacdes de resisténcia aos anti-
retroviricos, foram iniciados regimes terapéuticos mais complexos, com administracdo
de anti-retroviricos de varias classes [86]. Actualmente, devido a maior eficacia na
supressdo virica, a terapia HAART é o esquema terapéutico mais frequentemente usado

no tratamento da infeccdo por HIV-1 [107].

No presente estudo pretendeu-se caracterizar a diversidade genética através da
regido RT do gene pol numa populacdo de mées multiparas infectadas por HIV-1;
identificar os polimorfismos genéticos presentes nessa regido e correlaciona-los com 0s
diferentes subtipos viricos em circulacdo na populacdo estudada; identificar mutacdes
de resisténcia aos RTI e determinar a sua propor¢do em fungdo da variacdo do
cumprimento de diferentes regimes terapéuticos de prevencao da transmisséo vertical do
HIV-1.
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O grupo alvo do presente estudo foi constituido por 34 maes multiparas
infectadas por HIV-1, tendo sido analisadas para cada caso duas amostras maternas
colhidas a quando do nascimento dos filhos (12 amostra/1° filho; 22 amostra/2° filho) e

durante o periodo de tempo que decorreu entre 0s anos de 1999 a 2008.

Para o periodo de tempo até 2004 (inclusive), o qual incluiu todas as amostras
maternas associadas ao nascimento do 1° filho, observou-se que a média de idades das
mdes era de 26,9 anos. No periodo de tempo apds 2004, que incluiu todas as amostras
maternas associadas ao nascimento de um 2° filho, verificou-se que a média de idades
das maes subiu para 31,1 anos. Assim, na populagéo estudada, a média de tempo entre o

nascimento de um 1° e de um 2° filho foi de 4,2 anos.

Relativamente a naturalidade das mées incluidas no presente estudo, observou-se
que uma proporcdo significativa dos casos era de naturalidade africana (n=11;32,4%),
nomeadamente maes originarias de paises das ex-coldnias portuguesas e com 0s quais

Portugal ainda mantém estreitas relacdes sociais e politicas.

Na populacdo estudada, observamos que 10,3% (7/68) dos nascimentos
ocorreram sem cumprimento de medidas de prevencdo da TMF do HIV-1. Nestas
condicdes, ocorreram apenas dois casos de transmissdo vertical do virus, ambos partos
de primeiros filhos e ocorridos no ano de 2001. Por outro lado, observou-se que 89,7%
(61/68) das amostras maternas analisadas foram associadas ao cumprimento de TAR de
prevencdo. Durante a primeira gravidez, constatou-se que 85,3% (29/34) das maes
cumpriram TAR de prevencdo, tendo esta proporcdo aumentado para 94,1% (32/34) na
segunda gravidez. Assim, verificou-se que mais trés maes iniciaram TAR de prevencéo
durante a segunda gravidez, e que duas maes, mesmo conhecendo 0 seu estado
serologico para o HIV ndo cumpriram as medidas de prevencdo a quando da segunda

gravidez.

Durante o periodo do estudo, e em acordo com o tipo de TAR administrado
durante a gravidez, observou-se que as alteragdes nos regimes de prevencdo seguiram as
actualizacGes das linhas de orientacdo internacionais da TAR de prevencao ao longo do
tempo. Na verdade ocorreu uma evolucdo no tipo de TAR de prevencdo administrada
durante a gravidez, ou seja, a TD de prevencdo no final dos anos 90, passou a ser
substituida pela TT, sendo este o0 regime terapéutico mais frequentemente administrado

(n=45; 66,2%) no grupo populacional estudado.
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No entanto, entre 1999 e 2003, 26,1% (6/23) de mées fizeram TD (2 NRTI) de
prevencéo na gravidez (nascimento do 1° filho), e entre 2005 e 2008, 33,3% (10/30) de
mdes iniciaram HAART (2 NRTI + 1 NNRTI + 1 PI) como estratégia de prevengdo

(nascimento do 2° filho).

A matriz inicial deste estudo foi o DNA proviral extraido a partir de CMSP,
seguindo-se a amplificacdo, por nested PCR, da regido RT do gene pol do HIV-1. No
inicio do presente estudo, para além da amplificacdo de um fragmento da regido da RT
pretendia-se também amplificar um fragmento da regido da PR, uma vez que, nos
ultimos anos os Pl tém sido bastante utilizados no esquema terapéutico padrdo para o
tratamento da infeccdo por HIV-1. Por isso, na primeira reac¢do de amplificagdo por
nested PCR foram utilizados quatro primers externos (Material e Métodos - 3.4).
Contudo, devido ao insucesso na amplificacdo do fragmento da PR e a escassez de
tempo para continuar a realizacdo deste trabalho préatico optou-se por apenas efectuar a

andlise da RT e o estudo especifico da PR ficou adiado para um futuro préximo.

Os protocolos de amplificacdo realizados neste estudo tiveram por base 0s
descritos na literatura [119,137], tendo-se também em conta a temperatura de
desnaturacéo e hibridacdo dos primers, a enzima utilizada na reac¢do de amplificacéo e
as dimensdes estimadas do fragmento de DNA a amplificar. A hibridacdo dos primers
na sequéncia alvo é determinante para o sucesso da amplificacdo. Temperaturas de
hibridacdo mais baixas reduzem a especificidade do ensaio e aumentam a possibilidade
de ocorrer a amplificacdo de produtos inespecificos. Se a temperatura de hibridacao for
demasiado alta, reduz-se a sensibilidade do ensaio aumentando o insucesso na obtencéo
de produtos. A amplificacdo de fragmentos de genomas com elevada variabilidade
genética, como é o caso do HIV-1, torna ainda mais importante a correcta escolha das
temperaturas de hibridagdo dos primers.

Do total de 68 amostras maternas submetidas a amplificacdo, foram obtidos 66
(97%) produtos da regido RT do gene pol do HIV-1, o que denota a elevada
sensibilidade do ensaio implementado. O insucesso na amplificacdo de duas amostras
poderd estar relacionado com a baixa concentracdo de DNA proviral j& que a maioria
das amostras foram obtidas de mdes que estavam sujeitas a pressdo da TAR de
prevencdo da TMF do HIV-1.
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A maioria dos produtos de PCR resultantes da 22 reaccdo de amplificacédo
mostrou a presenca do fragmento especifico pretendido (aproximadamente 650 pb), e
por isso, foram de imediato purificados e sequenciados. Porém, em alguns dos
amplificados observou-se também a presenca simultdnea de produtos de amplificacdo
de massa molecular diferente a esperada, e que poderiam dever-se a uma eventual
interferéncia do excesso dos 4 primers externos, usados e transferidos da primeira para a
segunda reaccdo de amplificacdo. Nestes casos, a purificacdo do produto de

amplificacdo foi realizada através da excisdo da banda de interesse do gel de agarose.

Do total de 66 amostras entregues na UTI para sequenciacdo foram
posteriormente obtidas 59 (89,4%) sequéncias nucleotidicas “consenso”, as quais
corresponderam a 25 casos de mdes multiparas com sequéncias “consenso” para as duas
amostras (correspondentes ao primeiro e ao segundo filho), e 9 casos de maes
multiparas com sequéncia “consenso” apenas para uma das amostras (correspondentes

ao primeiro ou ao segundo filho).

Numa primeira fase as sequéncias nucleotidicas “consenso” RT do gene pol do
HIV-1 foram sujeitas a uma analise por BLAST, de forma a obter a primeira informacéo
molecular sobre a sua similaridade com sequéncias de referéncia dos diferentes subtipos
viricos presentes na base de dados. Esta andlise revelou, desde logo que 45,8% (27/59)
das sequéncias possuiam similaridade com sequéncias de referéncia do subtipo G,
28,8% (17/59) com sequéncias de referéncia do subtipo B, 13,6% (8/59) com
sequéncias de referéncia do subtipo C, 6,8% (4/59) com sequéncias de referéncia da
forma recombinada AG, 3,4% (2/59) com sequéncias de referéncia do subtipo A e 1,7%

(1/59) com sequéncias de referéncia do subtipo D.

No entanto, uma classificacdo mais detalhada das sequéncias foi efectuada por
estimativa filogenética, que teve por base o alinhamento das 59 sequéncias “consenso”
obtidas com 59 sequéncias de referéncia dos subtipos, sub-subtipos e das principais
CRF do grupo M do HIV-1.
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O metodo seleccionado na construcao da arvore filogenética foi o de Neighbor-
Joining, pela sua aplicabilidade a estudos de virus com elevada taxa de evolucéo, e
também pela sua eficiéncia e rapidez na obtencdo de resultados, mesmo a quando da
analise de um grande conjunto de dados [139]. Assim, quando duas sequéncias
diferentes em anélise derivam de uma sequéncia ancestral comum, é reconhecido que ao
longo do tempo véo divergindo pela acumulagdo de substitui¢cbes nucleotidicas. Perante
as diferencas existentes entre as sequéncias é calculada uma matriz de distancias
nucleotidicas que serve de base para a construcdo da arvore filogenética. No entanto, o
valor real de substituicGes pode ser subestimado devido a possibilidade de ocorréncia de
substituicdes consecutivas na mesma posicdo. Deste modo, torna-se necessario recorrer
a modelos matematicos para estimar o nimero real de substituicBes nucleotidicas que
terdo ocorrido ao longo do tempo. No presente estudo, para o célculo de matrizes de
distancia foi utilizado o modelo da substituicdo de nucleotidos “Kimura 2-parametro”,
que assume taxas diferentes entre transi¢es (A-G, C-T) e transversdes (A-C, A-T, G-C,
G-T) [140].

Numa primeira analise da topologia da primeira &rvore filogenética construida
(Figura 7) constatou-se a existéncia de relacBes epidemiologicas entre as duas
sequéncias “consenso” obtidas para cada uma das maes incluidas no presente estudo.
Foi também observada uma clara separacdo entre os grupos de sequéncias pertencentes
aos diferentes subtipos, sendo os agrupamentos suportados por valores de bootstrap
significativos (>70%). A analise da regido RT do gene pol do HIV-1 revelou uma
elevada diversidade genética do virus na populacdo em estudo, com 5 subtipos
representados (A, B, C, D e G), bem como a presenca da forma recombinada do tipo
CRF02_AG. Os resultados obtidos permitem afirmar que 67,8% (40/59) do total de
sequéncias da RT analisadas pertencem a subtipos ndo-B. Estes resultados estdo de
acordo com varios estudos [49,51,143,144], que reportam a introducdo de infec¢bes por
estirpes nao-B em varios paises da Europa. A elevada diversidade de HIV-1 descrita em
Portugal, comparativamente a reportada em outros paises europeus, pode ser explicada
pela heterogeneidade da populacdo residente no pais e pelos frequentes movimentos
migratorios da populacdo, nomeadamente idas e regresso de individuos apos estadias

prolongadas em paises fora do espago europeu [52,53].
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As sequéncias classificadas como subtipo G (n=25) apresentaram elevada
proximidade filogenética, quer com sequéncias de referéncia do subtipo G obtidas em
Portugal e Espanha, quer com a forma recombinada CRF14 BG. De referir que na

regido RT, alvo do presente estudo, a CRF14_BG é classificada de subtipo G.

Segundo alguns autores [51], as estirpes de HIV-1 do subtipo G em circulagéo
em Portugal terdo sido introduzidas em toxicodependentes, a partir da comunidade
imigrante africana residente no pais [145,147]. No presente estudo, 80% das amostras
classificadas na regido RT de subtipo G derivam de maes com naturalidade portuguesa.
A co-circulacdo dos subtipos B e G e a sua elevada prevaléncia no pais, possibilitou o
aparecimento de novas formas genéticas recombinadas B/G, tendo a sua disseminacgéo

ocorrido essencialmente através de utilizadores de drogas injectaveis [51,146,147].

As sequéncias classificadas como recombinantes AG (n=4), mais propriamente
tipo CRF02_AG, apresentam ancestral comum com o agrupamento classificado de
subtipo G. De facto, a CRF02_AG ¢ classificada na regido RT, alvo do presente estudo,
como subtipo G. Alguns estudos sugerem que contrariamente ao que foi anteriormente
estabelecido, o subtipo G ndo seja um subtipo puro, sendo a CRF02_AG a sua forma
ancestral parcial [148]. No entanto, estudos mais recentes repdem a classificagio
anteriormente estabelecida [149]. No presente estudo, os dois casos classificados como
possiveis formas recombinadas do tipo CRF02_AG derivam de uma mae com

naturalidade portuguesa e outra angolana.

O maior numero de infec¢des a nivel mundial, sdo causadas pelo subtipo C que
predomina no continente africano e asiatico, nomeadamente em paises como a Africa do
Sul, Mogambique, india e China [38,48]. A disseminac&o de estirpes viricas do subtipo
C pela Europa encontra-se associada a transmissdo heterossexual por imigrantes de
regibes onde essas estirpes sdao endémicas [38,150]. No presente estudo todas as
sequéncias classificadas de subtipo C derivam de mdes naturais de paises africanos,
nomeadamente trés de Mogambique e duas de Angola.

O subtipo A é predominante na Europa do Leste, Africa Central e Oriental e no
Norte da Asia [25,38]. No agrupamento classificado como subtipo A observou-se a
inclusdo das sequéncias M20F1 e M20F2, ambas obtidas de uma mae de naturalidade

Angolana.
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Relativamente as sequéncias classificadas como subtipo B (n=14), foram todas
obtidas de mées com naturalidade portuguesa, verificando-se que estas formavam um
grupo homogéneo e robusto com as sequéncias de referéncia do subtipo B. No
agrupamento de sequéncias classificadas como subtipo D, que apenas por razdes
historicas permanece classificado num subtipo diferente do subtipo B [47], foi
observada a inclusédo de uma sequéncia (M21F2), derivada de uma amostra colhida de
uma mae de origem angolana. Pela topologia da arvore filogenética observou-se existir
um posicionamento ambiguo para 5 sequéncias em estudo, ndo sendo possivel

classifica-las quanto ao subtipo virico.

De forma a classificar as 5 sequéncias (M15F1, M15F2, M23F2, M27F1 e
M27F2) ndo classificadas na primeira arvore, foi construida uma segunda &rvore
filogenética (Figura 8). Esta teve como base a adicdo de um maior nimero de
sequéncias de referéncia. Assim foi construido um alinhamento multiplo com as 5
sequéncias “consenso” e com um total de 53 sequéncias de referéncia dos subtipos G, B

e respectivas CRF conhecidas.

Pela analise da topologia da segunda arvore construida observou-se a clara
separacdo do agrupamento classificado como subtipo B, do agrupamento classificado
como subtipo AG e do agrupamento classificado como subtipo G.

No agrupamento B, suportado por um valor de bootstrap de 78%, observou-se a
inclusdo das sequéncias M23F2, M27F1 e M27F2, embora se apresentem separadas das
restantes sequéncias de referéncia utilizadas, nomeadamente das sequéncias de
referéncia do subtipo B consideradas puras. A distribuicdo das sequéncias do
agrupamento B e o seu posicionamento num ramo isolado da &rvore sugere que estas
possam apresentar recombinacdo intra-subtipo e ser formas geneticamente mais
heterogéneas na regido RT analisada, demarcando-se assim das sequéncias de referéncia

utilizadas.

Na construcdo da segunda arvore ndo foi possivel obter a classificacdo das
restantes duas sequéncias (M15F1 e M15F2). Atendendo a sua posi¢do na arvore, e
estando agrupadas a sequéncias de referéncia classificadas de subtipo G (na regido RT)
sem um valor de bootstrap significativo, foi investigada a hipotese destas poderem
representar formas viricas potencialmente recombinadas. Assim foi realizada uma

analise de bootscanning, recorrendo ao programa SimPlot (Figuras 9 e 10).
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Os resultados obtidos sugeriram que as sequéncias em analise derivaram da
eventual recombinacdo de duas formas recombinadas, CRF14_BG/CRF02_AG,
classificadas na regido RT de subtipo G. De referir, que ainda ndo foi descrito na
literatura nenhum caso de recombinacao genética entre as CRF14 BG e CRF02_AG, e
que as sequéncias em causa foram obtidas de uma mae com naturalidade angolana cujas
amostras foram colhidas com um intervalo de tempo de 6 anos. Apesar da classificacdo
das sequéncias M15F1 e M15F2 na regido RT ter sido idéntica, serd fundamental
proceder de futuro a sequenciacdo do genoma completo do virus, de forma a confirmar

os resultados obtidos.

A disponibilidade crescente de anti-retroviricos de diferentes classes alterou
significativamente a composi¢do dos regimes terapéuticos de TAR administrados no
tratamento da infeccdo HIV/SIDA [112,151]. A inibicdo da replicacdo virica e a
preservacio dos linfocitos T CD4" permitiu melhorar o prognéstico da infecgdo. Porém,
os efeitos adversos e a toxicidade dos farmacos sdo algumas das desvantagens dos
regimes terapéuticos mais complexos. O HIV-1 pode manter-se por longos periodos de
tempo em reservatorios e a baixa taxa de adesdo a terapéutica por parte dos doentes

pode conduzir a seleccdo de variantes resistentes [131,152].

A avaliacdo da proporcdo de mutacdes associadas a resisténcia aos RTI foi
realizada pela distribuicdo das sequéncias aminoacidicas ‘“consenso” em grupos
especificos com a associacdo da informacdo conhecida sobre a evolucdo de regimes de
TAR de prevencéo da transmissdo do HIV-1 da mée ao filho ao longo do tempo.

De um modo geral observou-se um incremento na proporcao de sequéncias com
mutacdes de resisténcia 32,1% para 38,7%, respectivamente, do grupo das sequéncias
obtidas de primeiras amostras (mdes que pela primeira vez cumpriram TAR de
prevencdo da transmissdo do HIV-1 ao filho) para o grupo de sequéncias obtidas de
segundas amostras (mées que cumpriram pela segunda vez TAR de prevencdo da
transmissdo do HIV-1 ao filho). Comparativamente, para as sequéncias associadas ao
nascimento do 2° filho foram observadas mais 3 mutacdes de resisténcia que no grupo

de sequéncias associadas ao nascimento do 1° filho.
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Especificamente, verificou-se um aumento de 21,4% para 29% na proporcao de
sequéncias com mutacdes de resisténcia aos NRTI e um aumento de 17,9% para 25,8%
na proporgdo de sequéncias com mutagdes de resisténcia aos NNRTI. Os resultados
obtidos foram de encontro ao esperado, uma vez que 85,3% das maes tiveram
exposi¢cbes cumulativas a regimes anti-retroviricos que variam no tempo e que

provavelmente conduziram a diferentes pressdes selectivas na populacéo de virus.

No grupo populacional em andlise observou-se a existéncia de casos de
prevencdo da TMF com administracdo de regimes de TT ao longo de todo o periodo de
estudo (1999-2008). Porém, verificou-se que os Ultimos casos de administracdo de TD
de prevencdo ocorreram em 2003 e que o regime HAART como prevencao foi iniciado
em 2005. Assim, ainda no enquadramento da discussdo de resultados até agora
apresentados, seria de esperar que nos grupos de sequéncias analisadas derivadas de
amostras maternas colhidas antes e depois do ano de 2003 se observasse uma
modificacdo do padrdo e da proporcdo de mutacOes de resisténcia aos RTI, pela
introducdo da administracdo de regimes terapéuticos HAART, considerados mais
eficazes na prevencdo da TMF do HIV-1. No entanto, foi observado um aumento na
proporcéao de sequéncias com mutacdes de resisténcia aos RTI de 34,6% para 36,4% nos
grupos analisados. Relativamente as mutacdes associadas especificamente aos NRTI
observou-se um aumento de 19,2% para 30,3%, nas mutacdes associadas aos NNRTI
verificou-se uma ligeira reducdo na proporcdo de mutacdes, respectivamente, de 23,1%
para 21,2%. Foi observada maior diversidade de mutagdes no grupo de sequéncias
derivadas de amostras colhidas depois de 2003. No entanto, ha que salientar que a
maioria das mées pertencentes ao grupo de amostras colhidas depois de 2003 e que
cumpriram TT ou HAART como prevencdo da TMF, ja tinha cumprido outros regimes
de TAR a quando da primeira gravidez, o que podera ter influenciado os resultados
obtidos no presente estudo quanto a propor¢do de mutacGes de resisténcia aos RTI
encontrada. Na verdade, apenas 17,6% das sequéncias incluidas no grupo designado de
“depois de 2003” sdao derivadas de primeiras amostras, correspondem a méaes que
apenas cumpriram um unico regime de TAR para a prevencdo da transmissao do HIV-1

ao filho.
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Apesar da diferente amostragem entre os grupos analisados observou-se uma
reducdo na proporcdo de sequéncias com mutagdes associadas a resisténcia aos RTI de
35,8% para 33,3% na analise comparativa entre 0 grupo de sequéncias de mées que
cumpriram TAR de prevencdo (n=53) com o grupo de sequéncias de maes que nédo
cumpriram qualquer medida de prevencdo (n=6). No entanto, no grupo de mées que nédo
cumpriram TAR, foram encontradas as mutagdes T215Y e K219Q associadas a
resisténcia a zidovudina e a stavudina, e a mutacdo V179D associada a reducgdo da

eficacia da etravirina.

Actualmente, ainda ndo é conhecido o efeito da administracdo de anti-
retroviricos a mulheres infectadas com virus resistentes, bem como quais as
consequéncias de mutacOes associadas a resisténcia aos anti-retroviricos na transmissao
vertical do HIV-1. Esta é uma area emergente, para o qual existe informacéo limitada e
contraditéria [84]. Assim, se por um lado em alguns estudos ndo foi observada qualquer
associacdo entre a presenca de mutacdes de resisténcia e a transmissdo do HIV-1 ao
filho, por outro lado, outros estudos mostraram um efeito estatisticamente significativo
na transmissdo vertical de virus resistentes, da mée infectada ao seu filho [153-155]. No
presente estudo, para 0 grupo de sequéncias obtidas de mées que ndo cumpriram TAR e
em que ocorreu a transmissdo do HIV-1 ao filho (M16F1 e M18F1) ndo foi encontrada
nenhuma mutacdo associada a resisténcia aos RTI. Contrariamente, no grupo de
sequéncias obtidas de mées que ndo cumpriram TAR e ndo transmitiram o virus ao
filho, em 50% das sequéncias foram encontradas mutagdes de resisténcia aos RTI,
nomeadamente as mutacdes V179D, T215Y ou K219Q. Contudo, salienta-se que ambos
o0s grupos foram constituidos por um reduzido ndmero de casos analisados, 0 que limita

a possibilidade de esclarecer este assunto.

Adicionalmente, os resultados obtidos da analise comparativa entre grupos de
sequéncias obtidas de maes que cumpriram diferentes regimes de TAR também devem
ser interpretados com cuidado. De facto, o reduzido numero de sequéncias incluidas nos
grupos TD e HAART, pode gerar algum viés nos resultados. Com excepcao do grupo
HAART, constatou-se que ao longo do tempo, a proporc¢do de sequéncias com mutacoes
associadas a resisténcia aos RTI aumentou. Para o grupo de sequéncias obtidas de méaes
que cumpriram TD observou-se que 20% apresentavam mutagdes de resisténcia, sendo

que esta propor¢do aumentou para 41% no grupo de sequéncias de maes que cumpriram
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TT. Uma propor¢do menor, mas ainda significativa, de mutac6es de resisténcia aos RTI
de 22,2% foi obtida no grupo de sequéncias correspondente a maes que cumpriram
HAART.

No grupo de sequéncias obtidas de maes que cumpriram TD (n=5), constituido
por sequéncias derivadas de primeiras amostras, apenas a sequéncia M15F1 apresentou
a mutacdo K219Q, associada a resisténcia a zidovudina e a stavudina. Porém, a segunda
sequéncia da mesma mée (M15F2), associada ao cumprimento de HAART, néo
apresentou qualquer mutacdo de resisténcia aos RTI. Este resultado podera sugerir uma

maior eficcia da terapia HAART na supressdo de populacdes viricas.

Desde 1997, que em Portugal, foram implementados os primeiros protocolos
para a prevencdo da TMF do HIV-1 [76,78]. De regimes terapéuticos simples, com
administracdo apenas da zidovudina (monoterapia), passou a implementar-se ao longo
do tempo regimes terapéuticos mais complexos (TD, TT, e actualmente a HAART),
sempre com 0 objectivo de alcancar a completa supressdo da replicacdo virica, a
restauracdo do sistema imunitario e a reducdo da prevaléncia de mutagdes de resisténcia
[156]. Varios estudos vém demonstrar que a resisténcia aos anti-retroviricos tem vindo a
decrescer de forma significativa [17,158,159]. Esta descida, associada a implementacéao
de regimes terapéuticos mais complexos e de elevada eficacia (HAART), veio inverter a
tendéncia observada em anos anteriores, em que eram administrados regimes

terapéuticos de fraca poténcia [160].

No grupo de sequéncias obtidas de maes que cumpriram TT (n=39), cerca de
metade correspondiam a primeiras amostras. Para os NRTI verificou-se um aumento de
21,1% para 30% na proporcdo de sequéncias com mutagdes de resisténcia. Quanto as
mutacdes especificamente associadas aos NNRTI, para além do aumento na proporcao
de sequéncias com mutacdes de resisténcia de 26,3% para 30%, constatou-se também
uma maior diversidade de mutacdes no grupo de sequéncias derivadas de segundas
amostras. No grupo de sequéncias obtidas de mées que cumpriram HAART (n=9),
observou-se uma propor¢do de 22,2% sequéncias com pelo menos uma mutagao
associada a resisténcia aos NRTI e apenas a sequéncia M2F2 apresentava a mutagdo
V1061, associada a reducdo da eficacia dos NNRTI. Assim, no presente estudo,
contrariamente ao esperado, uma consideravel proporcao de sequéncias obtidas de mées

que cumpriram HAART apresentou mutacdes de resisténcia aos RTI. No entanto, tal
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como ja foi referido anteriormente, ndo se pode descartar o facto de as sequéncias do
grupo HAART derivarem de segundas amostras, ou seja, corresponderem a maes que ja
tinham sido sujeitas a outros regimes de TAR no passado, nomeadamente regimes de
TD e de TT durante a primeira gravidez. Deste modo, os resultados obtidos podem néo
representar a realidade, uma vez que para avaliar a eficacia da terapia HAART quanto a
prevaléncia de mutagdes de resisténcia, deveriam ser estudados casos de maes que sé
cumpriram este tipo de regime terapéutico. Porém, no presente estudo ndo foram

incluidos casos de mdes que fizeram a prevencdo nestas condices.

No computo geral constatou-se uma maior prevaléncia de mutacfes associadas
aos NRTI, nomeadamente a zidovudina, o que é expectavel dado ser o anti-retrovirico
padrdo incluido nos regimes de TAR ha mais tempo. Foram identificadas as mutacdes
M184V (nas sequéncias M2F1 e M25F2) e L74V (na sequéncia M27F2), associadas a
elevados niveis de resisténcia aos NRTI (lamivudina, emtricitabina e didanosina). De
salientar que esta classe de anti-retroviricos apresenta uma elevada barreira genética
sendo necessaria a acumulacdo sucessiva de mutacGes para o desenvolvimento de
resisténcia [113,125]. Adicionalmente, a identificagdo das mutacdes K103N (nas
sequéncias M11F2, M23F2 e M25F2), Y181C (na sequéncia M21F2) e Y188L (na
sequéncia M26F1), foram associadas elevados niveis de resisténcia aos NNRTI
(nevirapina e efavirenz). Ao contrario dos NRTI, esta classe de anti-retroviricos
apresenta uma baixa barreira genética, uma vez que apenas uma ou duas mutacdes
podem conferir um perfil fenotipico de resisténcia [129,130]. No presente estudo
associou-se como factor causal da selec¢do de mutantes viricos a administracdao de anti-
retroviricos, dado que, de uma forma geral, as mutacdes identificadas nas sequéncias em
estudo estdo de acordo com os farmacos utilizados nos regimes de TAR de prevencao
da transmisséo do HIV-1 ao filho, utilizados pelas méaes durante a gravidez.

Verificou-se ainda, para sequéncias derivadas da mesma mde, que a M2F1 (18
amostra; TT) e a M2F2 (2%amostra; HAART) apresentaram, respectivamente, um
decréscimo de 4 (M41L, V1061, M184V e L210W) para 3 (M41L, V106l e L210W)
mutacdes de resisténcia distintas. De facto, a resisténcia do HIV-1 aos anti-retroviricos é
o resultado da elevada taxa de replicacdo e mutagdo deste virus. Esta taxa de mutacéo
permite a acumulacdo de variacdo na populacdo de virus [56]. A mudanga do regime

terapéutico conduz a alteracdes ambientais selectivas levando a que a estirpe com maior
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capacidade de replicacdo nas novas condices seja capaz de emergir e tornar-se
dominante [114].

Foi ainda realizada a pesquisa de polimorfismos naturais da regido RT nas 59
sequéncias aminoacidicas “consenso” obtidas. O significado biologico e a relevancia
clinica dos polimorfismos naturais sdo assuntos ainda controversos. Apesar do seu
impacto ser praticamente nulo no desenvolvimento de perfis de resisténcia fenotipica a
TAR, a presenca de polimorfismos naturais pode, por um lado, aumentar a capacidade
replicativa do virus, e por outro lado, contribuir na evolugdo para um potencial perfil
fenotipico resistente, em resposta a pressdo selectiva imposta pelos anti-retroviricos
[113,162,163].

Os resultados obtidos neste trabalho estdo em acordo com dados descritos na
literatura [137,163-165], onde foi observada maior frequéncia de polimorfismos

naturais em sequéncias de subtipos ndo-B.
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6. CONCLUSOES

Com o desenvolvimento do presente estudo que incluiu a analise de 68 amostras
maternas colhidas na altura pos-parto entre 1999 e 2008, e que foram obtidas de uma
populacdo de 34 mdes multiparas infectadas por HIV-1, cuja maioria cumpriu regimes

de TAR de prevencdo da transmissao do virus ao filho, observou-se:

e Uma média de idade materna de 26,9 anos (primeiro filho) e um tempo médio
de 4,2 anos para o nascimento do segundo filho;

e Associagdo da naturalidade africana a 32,4% das mées incluidas no estudo;

e Aumento de 85,3% para 94,1% na proporcdo de casos de cumprimento de
TAR de prevengéo entre a primeira e a segunda gravidez;

e Existéncia de dois casos de mées que conhecendo o seu estado de infeccdo
HIV-1 ndo cumpriram TAR de prevencédo da transmisséo do virus ao filho;

e Dois casos de transmissdo vertical do HIV-1 diagnosticados no grupo
estudado ocorreram na auséncia de medidas de prevencéo;

e Evolucdo na complexidade dos regimes de TAR de prevencdo da transmissao
HIV-1 da mée ao filho ao longo do periodo de estudo;

e O tipo de regime de TAR mais frequentemente administrado entre 1999 a
2008 foi a TT (66,2%), sendo que os Ultimos casos de prevencdo realizada
por TD ocorreram em 2003 e 0S primeiros casos a iniciarem prevencao por
HAART em 2005;

e Uma sensibilidade de 97% para amplificacdo da RT do gene pol do HIV-1 e
um sucesso de 89,4% para a sequenciacdo da regido alvo;

e Uma elevada diversidade genética do HIV-1 no grupo estudado, com 41,2%
de casos classificados de subtipo G, 29,4% de casos de subtipo B e 14,7% de
casos de subtipo C;

e A identificacdo de casos classificados de subtipos A e D, forma recombinada
do tipo CRF02_AG e uma potencial forma recombinada CRF14_BG/
CRF02_AG;

e Incremento na proporcdo de mutacOes associadas a resisténcia aos RTI a

partir do grupo de sequéncias TD para o grupo de sequéncias TT;
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e Auséncia de mutagdes de resisténcia aos RTI no grupo de mées que ndo
cumpriram TAR de prevencao e gque transmitiram o virus ao filho;

e Presenca de mutacfes associadas a resisténcia aos RTI (T215Y, K2191 e
V179D) em sequéncias obtidas de maes que ndo cumpriram TAR e néo
transmitiram o virus ao filho;

e Maior prevaléncia de mutacBes associadas aos NRTI, em particular a
zidovudina;

e A identificacdo das mutacdes M184V e L74V associadas a elevados niveis de
resisténcia aos NRTI (lamivudina, emtricitabina e didanosina);

e A identificacdo das mutacdes K103N, Y181C e Y188L associadas a elevados
niveis de resisténcia aos NNRTI (nevirapina e efavirenz);

e Maior frequéncia de polimorfismos naturais identificados em sequéncias de

subtipos ndo-B.

Num futuro préximo seria importante realizar uma analise molecular alargada a
outras regides gendémicas do HIV-1 neste grupo de amostras, em particular, para o caso
classificado como potencial forma recombinada CRF14 BG/CRF02_AG. O estudo de
um maior nimero de amostras clinicas, obtidas neste tipo de populacdo presentemente
estudada, também pode ser o caminho futuro para melhor avaliar in vivo a presenca de
mutacdes de resisténcia, bem como determinar a possivel influéncia do subtipo virico na
emergéncia de mutagdes de resisténcia aos anti-retroviricos. Estudos de casos de maes
multiparas que cumpriram apenas regimes de terapia HAART podem ser essenciais para

melhor compreender a sua eficdcia como medida preventiva da transmissdo mae-filho.
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8. ANEXOS



Anexo 1

Tabela 1 — Dados demogréficos, epidemioldgicos e clinicos dos 34 casos de mdes multiparas

infectadas por HIV-1 analisados.

Ano Ano
Naturalidade do TAR | Terapia do TAR | Terapia
das maes |Designagdo | Idade | parto | (S/N) |(D/T/H)| Designacdo | parto | (S/N) | (D/T/H)
Portugal M1F1 34 2003 N - M1F2 2005 S T
Portugal M2F1 28 2002 S T M2F2 2005 S H
Portugal M3F1 21 2002 S T M3F2 2007 S T
Angola M4F1 28 2001 S T M4F2 2004 S T
Portugal M5F1 28 2002 S T M5F2 2003 S T
Portugal M6F1 30 2004 S T M6F2 2007 S T
Portugal M7F1 18 2002 S T M7F2 2008 S T
Portugal M8F1 21 2002 N - M8F2 2005 S T
Portugal MO9F1 20 2005 S T M9F2 2006 S H
Mogambique M10F1 31 2005 S T M10F2 2008 S H
Portugal M11F1 ND 1999 S T M11F2 2003 S T
Portugal M12F1 31 1999 S T M12F2 2005 S T
Portugal M13F1 26 2000 S T M13F2 2004 S T
Portugal M14F1 26 2000 S D M14F2 2006 S H
Angola M15F1 27 2000 S D M15F2 2006 S H
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Portugal M16F1 26 2001 N - M16F2 2005 S T
Mogambique M17F1 29 2001 S T M17F2 2005 S T
Portugal M18F1 19 2001 N - M18F2 2006 N -
Mogambique M19F1 33 2001 S D M19F2 2006 S H
Angola M20F1 26 2002 S T M20F2 2008 S H
Angola M21F1 28 2002 S T M21F2 2008 S T
Portugal M22F1 32 2002 S T M22F2 2006 S T
Portugal M23F1 17 2002 S D M23F2 2006 S T
Angola M24F1 30 2002 S T M24F2 2006 S H
Portugal M25F1 34 2002 S D M25F2 2006 S T
Portugal M26F1 19 2002 S T M26F2 2007 S T
Portugal M27F1 27 2002 S T M27F2 2007 S T
Angola M28F1 25 2002 S T M28F2 2007 S T
ND M29F1 ND 2003 N - M29F2 2008 N -
Portugal M30F1 29 2003 S D M30F2 2007 S T
Portugal M31F1 31 2003 S T M31F2 2007 S H
Portugal M32F1 20 2004 S T M32F2 2007 S T
Angola M33F1 36 2004 S T M33F2 2007 S H
Angola M34F1 31 2004 S T M34F2 2008 S T

Legenda: Sombreado — casos em que ocorreu transmissdo do HIV-1 da mée ao filho; ND-
Informag&o ndo disponivel; S/N — Sim/Néo; D/T/H — Dupla, Triplae HAART.
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Anexo 2

Tabela 1 — Resultados da anélise por BLAST. Para cada amostra é apresentada a classificacdo
molecular obtida da analise por BLAST, bem como a sequéncia presente na base de dados de
Los Alamos de HIV com maior similaridade a sequéncia “consenso” construida.

Subtipo N2 de acesso da
Sequéncia BLAST Identidade sequéncia
M1F1 G 637/647 (98%) DQ663724
M1F2 G 642/650 (98%) DQ663724
M2F1 B 631/647 (97%) AF112906
M2F2 B 628/648 (96%) AY316023
M3F1 AG 637/650 (98%) AY901679
M3F2 AG 632/651 (97%) EU177960
M4F1 G 635/650 (97%) HQ700006
M4F2 G 631/648 (97%) AY017457
M5F1 B 636/648 (98%) EF011576
MSF2 B 636/650 (97%) EF011576
M6F1 B 633/650 (97%) Q395974
M6F2 B 623/652 (95%) AF541416
M7F1 BG 645/650 (99%) DQ663759
M7F2 BG 641/650 (98%) DQ663759
M8F1 BG 625/643 (97%) DQ103907
M8F2 BG 631/650 (97%) DQ103907
M9F1 636/649 (97%) GQ399331
M9F2 645/648 (99%) GQ399331
M10F2 622/657 (94%) EF602604
M11F1 BG 640/650 (98%) DQ103907
M11F2 G 634/648 (97%) DQ666385
M12F1 615/638 (96%) AF541416
M13F1 639/650 (98%) AY901546
M13F2 627/650 (96%) HQ/00146
M14F1 BG 627/648 (96%) AF423759
M14F2 BG 632/651 (97%) AF423759
M15F1 616/649 (94%) GQ462408
M15F2 623/650 (95%) FJ491434
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http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=163090&accession=AY316023
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=144094&accession=AY901679
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=4180&accession=EU177960
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=380147&accession=HQ700006
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=212898&accession=AY017457
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http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=173210&accession=AF541416
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=107283&accession=DQ663759
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=107283&accession=DQ663759
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=130474&accession=DQ103907
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http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=316879&accession=GQ399331
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=316879&accession=GQ399331
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=61705&accession=EF602604
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=130474&accession=DQ103907
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=107263&accession=DQ666385
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=173210&accession=AF541416
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=144227&accession=AY901546
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=380007&accession=HQ700146
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=89441&accession=AF423759
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=89441&accession=AF423759
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=330832&accession=GQ462408
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=266349&accession=FJ491434

M16F1 B 1302/1302 (100%) DQ663718
M16F2 B 635/649 (97%) DQ663718
M17F1 C 637/652 (97%) GQ463376
M17F2 C 629/651 (96%) JQ617120
M18F1 G 634/649 (97%) HQ700016
M18F2 G 640/654 (97%) GQ400013
M19F1 C 635/650 (97%) GQ463369
M19F2 C 633/650 (97%) GQ463369
M20F1 A 622/650 (95%) EU068355
M20F2 A 619/648 (95%) EU068355
M21F2 D 634/645 (98%) DQ141206
M22F1 G 631/638 (98%) GQ400356
M23F2 B 621/650 (95%) AY032669
M24F1 G 646/653 (98%) HQ700014
M24F2 G 636/650 (97%) HQ700014
M25F1 B 634/650 (97%) DQ666411
M25F2 B 623/650 (95%) DQ177231
M26F1 B 617/652 (94%) HMO043591
M26F2 B 627/651 (96%) EF368737

M27F1 B 634/650 (97%) DQ877874
M27F2 B 618/644 (95%) DQ877874
M28F2 C 629/649 (96%) FJ523838

M29F2 BG 621/650 (95%) DQ103907
M30F1 BG 642/646 (99%) DQ103907
M30F2 BG 641/648 (98%) DQ103307
M31F1 BG 633/646 (97%) DQ103907
M32F2 B 629/648 (97%) FJ861801

M33F1 C 626/651 (96%) GU188765
M33F2 C 610/649 (93%) HE588166
M34F1 AG 622/649 (95%) EF067291

M34F2 AG 616/652 (94%) EF067291
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http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=321365&accession=GQ463376
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=471314&accession=JQ617120
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=380137&accession=HQ700016
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=316197&accession=GQ400013
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=321372&accession=GQ463369
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http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=61837&accession=EU068355
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http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=118227&accession=DQ141206
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=315854&accession=GQ400356
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=211148&accession=AY032669
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=380139&accession=HQ700014
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=380139&accession=HQ700014
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=107237&accession=DQ666411
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=130188&accession=DQ177231
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=352186&accession=HM043591
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=61217&accession=EF368737
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=97172&accession=DQ877874
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=97172&accession=DQ877874
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=277564&accession=FJ523888
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=130474&accession=DQ103907
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=130474&accession=DQ103907
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=130474&accession=DQ103907
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=130474&accession=DQ103907
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=343393&accession=FJ861801
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=333678&accession=GU188765
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=509799&accession=HE588166
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=76799&accession=EF067291
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/asearch/query_one.comp?se_id=76799&accession=EF067291

HXBE2
MI1F1
M2F1
M3F1
MAF1
MSF1
MEF1
M7TF1
MEF1
MSF1
MI11F1
M12F1
MI13F1
M14F1
M15F1
MI1BF1
M17F1
M1BF1
MI19F1
M20OF1
M22F1
M24F1
M25F1
M26F1
M27F1
M30F1
M31F1
M33F1
M34F1

HXB2
M1F1
M2F1
M3F1
MAF1
M5F1
MEF1
M7F1
MBF1
MOF1
MI11F1
MI12F1
M13F1
MI14F1
MI15F1
M1GF1
MI17F1
MI1BF1
MI1SF1
M20F1
M22F1
M24F1
M25F1
M2EF1
M27F1
M30F1
M31F1
M33F1
M34F1

Anexo 3
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Figura 1 — Alinhamento das 28 sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de primeiras amostras (associadas ao nascimento do 1° filho). As sequéncias encontram-se
identificadas com o prefixo M (mée) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1 que significa tratar-se de amostras associadas ao
nascimento do 1° filho. As sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455). Os pontos indicam
semelhanca entre as sequéncias e 0s tracos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectangulos encontram-se assinaladas as
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mutacdes de resisténcia aos RTI observadas.
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Figura 2 — Alinhamento das 31 sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de segundas amostras (associadas ao nascimento do 2° filho). As sequéncias encontram-se
identificadas com o prefixo M (mée) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 2 que significa tratar-se de amostras associadas aoc nascimento do
2° filho. As sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455). Os pontos indicam semelhanca entre as
sequéncias e o0s tracos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectdngulos encontram-se assinaladas as mutaces de resisténcia aos RTI

observadas.
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Figura 3 - Alinhamento das 26 sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de amostras colhidas antes de 2003. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo
M (mée) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1/2 que significa tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 1° ou 2° filho. As
sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455). Os pontos indicam semelhanca entre as
sequéncias e 0s tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectangulos encontram-se assinaladas as mutacGes de resisténcia

aos RTI observadas.
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Figura 4 - Alinhamento das 33 sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de amostras colhidas depois de 2003. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo
M (mée) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1/2 que significa tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 1° ou 2° filho. As
sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455). Os pontos indicam semelhanca entre as
sequéncias e os tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectdngulos encontram-se assinaladas as mutacGes de resisténcia
aos RTI observadas.
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Figura 5 - Alinhamento das 53 sequéncias aminoacidicas “consenso” correspondentes a maes que cumpriram TAR de prevengdo da transmissdo vertical do HIV-1 durante a
gravidez. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo M (mée) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1/2 que significa
tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 1° ou 2° filho. As sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n°
de acesso: K03455). Os pontos indicam semelhanca entre as sequéncias e 0s tracos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos
rectangulos encontram-se assinaladas as mutac6es de resisténcia aos RTI observadas.
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Figura 6 - Alinhamento das 6 sequéncias aminoacidicas “consenso” correspondentes a maes que ndo cumpriram TAR de prevengdo da transmissao vertical do HIV-1 durante
a gravidez. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo M (mae) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1/2 que significa
tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 1° ou 2° filho. As sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n°
de acesso: K03455). Os pontos indicam semelhanca entre as sequéncias e 0s tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos

rectangulos encontram-se assinaladas as mutacfes de resisténcia aos RTI observadas.
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Figura 7 - Alinhamento das 2 sequéncias aminoacidicas “consenso” obtidas de mées que ndo cumpriram TAR e ocorreu TMF do HIV-1. As sequéncias encontram-se
identificadas com o prefixo M (mae) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1 que significa tratar-se de amostras associadas ao
nascimento do 1° filho. As sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455). Os pontos indicam
semelhanca entre as sequéncias e os tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento.
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Figura 8 - Alinhamento das 4 sequéncias aminoacidicas “consenso” obtidas de méaes que ndo cumpriram TAR e ndo ocorreu TMF do HIV-1. As sequéncias encontram-se
identificadas com o prefixo M (méde) e F (filho) sequidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1/2 que significa tratar-se de amostras associadas ao
nascimento do 1° ou 2° filho. As sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455). Os pontos
indicam semelhanca entre as sequéncias e os tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectdngulos encontram-se assinaladas
as mutacOes de resisténcia aos RTI observadas.
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Figura 9 - Alinhamento das 5 sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de méaes que cumpriram TD. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo M (mé&e)
e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1 que significa tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 1° filho. As sequéncias
“consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455). Os pontos indicam semelhanga entre as sequéncias e 0s
tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectangulos encontram-se assinaladas as mutagGes de resisténcia aos RTI
observadas.
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Figura 10 — Alinhamento das 39 sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de maes que cumpriram TT. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo M
(mae) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1/2 que significa tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 1° ou 2° filho. As
sequéncias “consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n°® de acesso: K03455). Os pontos indicam semelhanca entre as
sequéncias e 0s tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectangulos encontram-se assinaladas as mutacGes de resisténcia
aos RTI observadas.
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Figura 11 — Alinhamento das 9 sequéncias aminoacidicas “consenso” derivadas de maes que cumpriram HAART. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo M
(mée) e F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 2 que significa tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 2° filho. As sequéncias
“consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n® de acesso K03455). Os pontos indicam semelhanca entre as sequéncias e 0s
tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos rectangulos encontram-se assinaladas as mutagGes de resisténcia aos RTI
observadas.
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Figura 12 — Alinhamento aminoacidico das 59 sequéncias “consenso” da regido RT obtidas no presente estudo. As sequéncias encontram-se identificadas com o prefixo M (mée) e
F (filho) seguidos, respectivamente, do nimero da sequéncia em estudo e 1/2 que significa tratar-se de amostras associadas ao nascimento do 1° ou 2° filho. As sequéncias
“consenso” em estudo foram comparadas com a sequéncia de referéncia HXB2 (GeneBank, n° de acesso: K03455) e ordenadas de acordo com a sua classificagdo virica (subtipos
indicados a esquerda). Os pontos indicam semelhanca entre as sequéncias e 0s tragos correspondem aos gaps introduzidos de forma a manter o correcto alinhamento. Nos
rectangulos pretos encontram-se assinalados os polimorfismos naturais observados; nos rectangulos rosa encontram-se assinalados os residuos de aspartato correspondentes a triade
catalitica D119D1g5D1g6; NOS rectangulos azuis encontram-se assinalados os residuos correspondentes ao local de ligagdo dos dNTPs (Kgs, R72, Y115, Q1s1).
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