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Resumo

Introducéo:

O virus da Imunodeficiéncia Adquirida tipo 1 (HIV-1) é caracterizado por uma extensa
variabilidade genética, resultante do elevado nimero de mutacGes que ocorrem no
genoma do HIV-1 como consequéncia da baixa fidelidade da transcriptase inversa, da
auséncia da funcdo correctora e do rapido turnover da populacdo virica. Como
consequéncia, a evolucdo do HIV-1 no hospedeiro e entre hospedeiros é bastante
diferente. No hospedeiro, a populacédo virica encontra-se sujeita a uma seleccdo natural
como resultado do esforgo continuo para iludir ao sistema imunitario, e escapar aos
tratamentos anti-retroviricos. Entre hospedeiros, a diversidade genética do HIV-1 é
predominantemente moldada por factores espaciais e temporais da sua historia

demogréfica.

Devido ao importante papel desempenhado pela variabilidade genética do HIV-1 na
pandemia da SIDA, a aplicacdo de técnicas moleculares no estudo do HIV-1 véem dar
um grande contributo no desenvolvimento de vacinas, monitorizagdo de resisténcias aos

anti-retroviricos e na reconstrucéo de eventos de transmissao.

Objectivos:

O presente estudo teve por objectivo a investigacdo dos eventos de transmissdao entre

casais infectados com o HIV-1.
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Material e métodos:

As sequéncias pol utilizadas foram obtidas a partir de amostras plasmaticas de 37 casais
infectados com HIV-1, inscritos no Departamento de Doencas Infecciosas dos Hospitais
da Universidade de Coimbra, e incluem amostras de infeccGes agudas, de infecgdes
cronicas mas sem experiéncia aos anti-retroviricos e em faléncia terapéutica. Para todos

0s pacientes encontrava-se disponivel a informacéo clinica e epidemioldgica.

Todas as amostras plasméticas foram sequenciadas nos segmentos da protease e da
transcriptase inversa do gene pol do HIV-1, analisadas para determinagdo da presenca de
mutacdes de resisténcia a terapéutica anti-retrovirica, e filogeneticamente analisadas para

a atribuicdo do subtipo genético e para a determinacdo de pares com ligacéo filogenética.

Resultados:

Neste estudo foram analisados epidemiologicamente e filogeneticamente 74 individuos.
Destes, 75,68% pertenciam a casais heterossexuais e 24,32% a casais homossexuais. A
maioria (93,24%) eram de nacionalidade Portuguesa e residiam na regido centro de
Portugal (94,56%). Para 70,25% dos individuos, a infeccdo pelo HIV-1 ocorreu em
Portugal, para 9,46% num outro pais Europeu e para 16,22% ocorreu em Africa. Todos
0s casais, com excepcdo de um, eram caucasianos com uma idade media de 47,19 anos
(idade minima 33 e méxima de 74 anos). 13,51% dos individuos referiam uma historia de
utilizacdo de drogas injectaveis (1,35% pertencentes a casais homossexuais e 12,16%

pertencentes a casais heterossexuais), 21,62% referiram ter tido mais de um parceiro
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sexual ou outro comportamento de risco (4,05% pertencentes a casais homossexuais e
17,57% pertencentes a casais heterossexuais). Dos 37 casais, 30 (81,08%) atribuiram a

transmissdo do HIV-1 a um dos elementos do casal.

Nos casais heterossexuais, o subtipo com maior prevaléncia era o subtipo B (53,70%),
seguido pelo subtipo C (18,52%), G (11,11%), A e CRF02_AG (5,56%), F (3,70%) e em
1,85% ndo foi possivel identificar o subtipo. Todos os elementos dos casais
homossexuais pertenciam ao subtipo B, excepto 2 (11,11%) para os quais o subtipo ndo

foi determinado.

Foram encontradas mutacfes de resisténcia aos anti-retroviricos em 17 (22,97%)

individuos, dos quais 4,05% eram individuos sem experiéncia aos anti-retroviricos.

A analise da arvore filogenética revelou 27 “clusters” de transmissdo, 22 de casais
heterossexuais, 4 de casais homossexuais ¢ um “cluster” formado por 3 individuos. A
grande maioria das ligagdes de transmissdo (92,56%) foram confirmadas pelos dados

epidemioldgicos.

Todos os 3 individuos que apresentavam padrfes de mutacdes de transmissao pertenciam

a 3 pares com ligacéo epidemioldgica.

Conclusao:

Os nossos resultados demonstram que dos 30 casais onde a transmissao do HIV-1 era

atribuida a um dos elementos do casal, 25 foram molecularmente confirmados como
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epidemiologicamente ligados. Assim, a assunc¢do de uma ligagdo de transmissdo baseada
apenas na informacdo prestada pelas pessoas envolvidas, sera muito provavelmente
incorrecta, embora 0 nimero de transmissdes ndo ligadas, possa variar consoante factores

demograficos, étnicos e comportamentais.

Foi também observada uma grande heterogeneidade de subtipos, associada a transmissao

heterossexual, confirmando a introducéo e difuséo dos subtipos ndo-B na populagéo.

A presenca da mesma mutacdo de resisténcia aos anti-retroviricos em 3 pares ligados
epidemiologicamente, onde pelo menos um dos elementos ndo tinha sido sujeito a
terapéutica anti-retrovirica, ilustra o potencial para a transmissdo secundaria destes virus

com mutagdes de resisténcias.
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Abstract

Background:

The Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is characterized by extensive
genetic variability that results from high mutation rate of HIV- 1 genome associated with
the low fidelity of the reverse transcriptase, the lack of proofreading function and the
rapid turnover of viral population. As a consequence, the evolution of HIV-1 within and
across hosts is known to be remarkably different. Within hosts, the viral population is
subjected to natural selection as a result of a continued effort to evade the immune
system, and escape from antiretroviral treatments. Across hosts, the HIV-1 genetic
diversity is predominantly shaped by spatial and temporal factors in the demographic

history.

Because HIV-1 genetic variation plays a major role in the worldwide AIDS epidemic,
molecular techniques have shaped the strategies used in the HIV-1 studies such as
vaccine development, monitoring of antiretroviral drug resistance and the reconstruction

of transmission events.

Objectives:

The present study aims to investigate the transmission events occurring among HIV-1

infected couples.
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Material and methods:

The pol sequences used in this study were generated from plasma samples collected from
37 HIV-1 infected couples followed in Department of Infectious Diseases of Hospitais da
Universidade de Coimbra, and included samples from acute infections, chronic but drug-
naive infections and from patients at the time of therapy failure. Clinical, epidemiological

information was available for all the patients.

All the plasma samples were sequenced in the protease and reverse transcriptase
segments of the pol gene of HIV-1, analysed to determine the presence of resistance
mutations to antiretroviral therapy, and philogenetically analysed for subtyping

attribution and for the presence of linkage pairs.

To establish the transmission link between the couples we evaluated the epidemiological

and clinical data, the presence of antiretroviral mutations, and philogenetic link.

Results:

A total of 74 individuals were included in the epidemiological and phylogenetic analyses.
Of these, 75,68% belong to heterosexual couples and 24,32% to homosexual couples.
Almost all (93,24%) were Portuguese and living in the central region of Portugal
(94,59%). For 70,25% of the individuals the HIV-1 infection occurred in Portugal, for
9,46% in another European country and for 16,22% it occurred in Africa. All the couples

except one were Caucasian with the median age of 47,19 years (range 33-74). 13,51% of
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the individuals reported a history of injecting drug use (1,35% from homosexual couples,
and 12,16% from heterosexual couples), 21,62% reported having more than one sexual
partner or other sexual risk behaviour (4,05% from homosexual couples, and 17,57%
from heterosexual couples). Out of the 37 couples, 30 (81,08%) claimed the transmission

had occurred between the partners of the same couple.

The most prevalent subtype in heterosexual couples was subtype B (53,70%), followed
by subtype C (18,52%), G (11,11%), A and CRF02_AG (5,56%), F (3,70%) and for
1,85% was not possible to identify the subtype. All the individuals of homosexual

couples where subtype B, except for 2 from whom we didn't determine the subtype.

Drug resistance mutation to antiretroviral treatment was detected in 17 of the patients

(4,05% belonged to naive individuals).

The phylogenetic tree revealed 27 transmission clusters, 22 from heterosexual couples, 4
from homosexual couples and one cluster of 3 individuals. Almost all the transmission

linkages (92,59%) were confirmed by epidemiological data.

All the 3 individuals that revealed the presence of transmission mutations belonged to 3

linkage pairs.

Conclusions:

The results show that of 30 couples assumed to have transmitted to each other, 25 were
molecularly confirmed as epidemiologically linked. Thus, assumptions concerning

transmission linkage based on patient self-reporting alone are unlikely to be accurate,
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although the number of unlinked transmission may depend on demographic, ethnic, and

behavioural circumstances.

We also observed high subtype heterogeneity, associated with heterosexual transmission,

revealing the introduction and diffusion of non-B subtypes in the population.

The presence of the same antiretroviral resistance mutation in 3 cluster pairs, where at
least one of then had never received antiretroviral therapy, illustrates the potential for the

secondary spread of such resistant strains.
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Introducéo

| — Introducéo

Mais de 30 anos apds o reconhecimento dos primeiros casos de SIDA ) estima-se que
esta tera sido responsavel pela morte de 40 milhGes de pessoas, e que 33 milhdes de
pessoas em todo o mundo se encontram infectadas ), continuando a representar um
grave problema de salde publica mundial.

Desde o seu inicio a pandemia tem evoluido, alterando as suas caracteristicas ao longo
dos anos. Hoje em dia, ndo existem nem grupos populacionais nem zonas geograficas que
ndo estejam em risco.

Na distribuicéo global da infeccdo pelo HIV-1 emergiram 2 padrfes epidemiolégicos. A
maioria dos paises em todo o mundo tem uma epidemia do HIV-1 concentrada, em que a
infeccdo por HIV-1 é detectada em grupos de risco especificos, onde se incluem o0s
homossexuais masculinos, toxicodependentes de drogas endovenosas, trabalhadores do
sexo, e 0s parceiros regulares dessas pessoas. Por outro lado, em muitos paises da Africa
sub-Sahariana, a epidemia € generalizada, isto &, esta disseminada por toda a populacéo.
No entanto, mesmo em locais onde a epidemia € generalizada, o risco de infeccdo por
HIV-1 ndo é igual em todas as sociedades sendo aumentado em pessoas com um maior

nimero de parceiros sexuais, que tenham adquirido doengas sexualmente transmitidas
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e/ou pessoas (que estejam sujeitas a outras exposi¢cBes adicionais, como 0S
toxicodependentes de drogas endovenosas.

Apesar do grande esforco da investigacdo cientifica a nivel mundial que permitiu o
alargamento do nivel de conhecimento sobre os tipos de transmissdo, morbilidade e
mortalidade de doentes infectados, e o desenvolvimento de drogas anti-retroviricas cada
vez mais eficazes, o controlo eficaz da pandemia ainda se encontra longe de ser

alcancado, como consequéncia da elevada e dinamica heterogeneidade do HIV-1.

Diversidade e subtipos genéticos do HIV-1:

O Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1), agente causal da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida (SIDA), foi isolado pela primeira vez no Instituto

Pasteur de Paris em 1983 ©.

Uma das caracteristicas fundamentais do HIV-1 é a sua elevada variabilidade genética.

Actualmente a expressdo genética do HIV-1 engloba 3 grupos: grupo M (major), grupo O
(outlier), e grupo N (non-M non-0). O grupo M, que é o responsavel pela maioria das
infeccGes HIV-1 a nivel mundial, pode ser ainda subdividido em 9 subtipos filogenéticos
(A, B, C, D, F, G, H, Je K), que sdo equidistantes entre si. Adicionalmente, dentro dos
subtipos, € ainda possivel identificar isolados viricos geneticamente relacionados e

denominados de sub-subtipos, que filogeneticamente se encontram mais proximos entre
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Introducéo

si do que dos outros subtipos. Este é o caso dos subtipos A e F, cujos membros estéo

classificados em sub-subtipos Al a A2 e F1 a F2 respectivamente (Figura 1).

F1

GROUP M

» I O 0O m X

A2
G
L 4

CPZCAM3

S
CPZUS.
GROUP N

CPZGAB
10— GROUP O

CPZANT

0.1

Figura 1 — Arvore filogenética representando as relagdes evolutivas entre VIH-1 ndo recombinantes da

linhagem VIH-1/V1Scpz indicando subtipos e subsubtipos .

Os virus pertencentes ao mesmo subtipo genético divergem entre si 15 a 20%, enquanto

virus pertencentes a subtipos diferentes podem apresentar divergéncias de 25 a 30% ©.

Durante a ultima década, devido aos avangos que tornaram possivel a sequenciagdo do

genoma completo do HIV-1, foram identificados isolados viricos cujas relacOes
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filogenéticas com os diferentes subtipos variavam ao longo do seu genoma. Estes virus
sdo resultantes da recombinacdo entre dois ou mais virus de subtipos diferentes que
infectam a mesma célula. Quando estas formas recombinantes sdo identificadas em pelo
menos 3 pessoas sem ligacdo epidemioldgica directa, sdo designadas por formas
recombinantes em circulacdo (CRFs — Circulating Recombinant Forms), caso contrario
séo descritas como formas recombinantes unicas (URFs — Unique Recombinant Forms).
Até a data foram identificados mais de 40 CRFs, sendo as mais comuns as CRF02_AG e

CRF0O1_AE ¢,

A classificagcdo com base na andlise filogenética do genoma completo, permitiu
evidenciar a complexidade de algumas estirpes que, com a classificacdo anterior baseada
nos genes env e gag ndo era possivel. Por exemplo, o subtipo descrito como E, circulante
no Sudeste Asiatico, ndo corresponde a uma linhagem pura, é afinal uma forma
recombinante constituida por componentes do subtipo A e um hipotético subtipo E, tendo
sido redefinido como CRFO1_AE. Verificou-se também que os subtipos B e D
encontravam-se mais proximamente relacionados entre si do que com 0s outros subtipos,
sendo o subtipo D considerado como uma variante Africana do subtipo B, no entanto a
sua designacdo original foi mantida por consisténcia dos trabalhos anteriormente

publicados.
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Diversidade genética do HIV-1 e a sua origem:

As evidéncias filogenéticas sugerem que o HIV-1 teve origem numa transmisséo
zoonGtica de espécies do lentivirus simio “simian immunodeficiency virus” (SIV¢p,) da
subespécie do chimpanzé Pan troglodytes troglodytes para os humanos ®. Esta
transmissdo entre espécies pode ter ocorrido, no inicio do século XX, na Africa
Equatorial Ocidental por exposicao directa ao sangue animal como consequéncia da caca,
e consumo de carne crua ©. De facto, nesta regido que inclui paises como o Gabdo, a
Guiné Equatorial, os Camardes e a Republica do Congo, foram encontradas varias
condicbes que suportam esta hipotese. A co-circulacdo dos grupos M, N e O na
populacdo, a grande diversidade genética apresentada pelo grupo M (0 111213 o 5
proximidade genética com os virus que infectavam os chimpanzés (Pan troglodytes
troglodytes) ® ¥ tornam a transmissdo zoondtica a partir de animais infectados para os

humanos plausivel.

Adicionalmente, a analise filogenética das sequéncias do SIVy, e dos isolados do HIV-1
do grupo M, N e O, sugere que estes 3 grupos tiveram origem em 3 eventos distintos de
transmissdo (Figura 1). No entanto, enquanto os virus do grupo M aparentemente se
adaptaram a nova espécie hospedeira, espalhando-se por todo 0 mundo e dando origem a
multiplos subtipos genéticos, os outros 2 grupos demonstram uma adaptacdo menos
eficiente ao novo hospedeiro. O grupo O, que parece ser endémico nos Camardes, e seus
paises vizinhos da Africa Central Ocidental, representam apenas 1 a 5% de todas as

amostras positivas para o0 HIV-1 *®. Da mesma forma, os virus do grupo N sé foram
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identificados num nimero restrito de individuos dos Camardes %19,

O caso mais antigo de infeccdo por HIV-1 foi identificado na Republica Democratica do
Congo e data de 1959 7. Assumindo-se a existéncia de um relégio molecular, foi
possivel estimar que o grupo M comecou por irradiar a partir desta fonte por volta de

1930.

Distribuicao geografica dos subtipos do HIV-1:

Estudos de epidemiologia molecular mostram que, com excepcdo da Africa sub-
Sahariana, onde sdo detectados quase todos os subtipos, CRFs, e varios URFs, hd um

padréo de distribuicdo geografico para os varios subtipos do HIV-1 ®? (Figura 2).

De acordo com estudos recentes, as formas genéticas do HIV-1 mais prevalentes sdo 0s
subtipos A, B, e C, com o subtipo C a ser responsavel por cerca de 50% de todas as
infeccGes HIV-1 em todo o mundo. Os virus do subtipo A sdo predominantes em areas da
Africa central e oriental (Quénia, Uganda, Tanzania, e Ruanda). O subtipo B é a principal
forma genética na Europa central e ocidental, na América do Norte, e na Australia. Nos
paises da Europa do leste o subtipo A1 domina, mas os subtipos B e recombinantes
CRF03_AB co-circulam na epidemia. O subtipo C é predominante nesses paises sendo
responsavel por mais de 80% das infeccBes globais, como na regido sul da Africa

(Botswana, Lesoto, Namibia, Africa do Sul, Zimbabué, Malawi, Mogambique, Zambia e
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Introducéo

Suazilandia) e India. Nos paises da Africa oriental os subtipos A, D como o C s&o
predominantes. Na Africa central e ocidental, descrita como “o caldeirio da diversidade
do HIV-1” possui uma mistura de quase todas as estirpes do HIV-1, podendo ainda ser
identificadas formas recombinantes na populacdo infectada. Na Africa ocidental, em
paises como a Nigéria, Gana, Costa do Marfim e Camardes, os subtipos A e G sdo mais

frequentes no entanto a maioria das infecgdes sdo pelo CRF02_AG.

Na Asia, a China apresenta uma elevada prevaléncia do subtipo B e C, que se
recombinaram dando origem a formas recombinantes CRFO7_BC e CRF08 BC. Na
Tailandia, embora o subtipo B tenha sido o primeiro a ser introduzido na década de 80,
actualmente o subtipo prevalente na China e na Tailandia, é o CRFO1_AE que se

sobrepds ao subtipo B. O subtipo C é o mais prevalente na india.

Na América do Sul, o subtipo B é prevalente, no entanto paises como o Brasil e a
Argentina apresentam uma diversidade de subtipos (B, C, e F) e recombinantes BF, em

circulacéo.

A relevancia dos CRFs na pandemia global tem vindo a ser cada vez mais reconhecida,
sendo atribuida a 18% das infecgdes e representando a forma local predominante no

Sudoeste Asiatico (CRFO1_AE) e na Africa central ocidental (CRF02_AG).
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%
A B and CRFO1_AE
CRFO2_AG and other recombinant forms
B A, B, and AB recombinant form
B and BF recombinant form
C BN 8, C, and BC recombinant form
B F, G, H, ), K, and CRFO1 and other recombinant forms
D Insufficient data

Figura 2 — Distribuigao dos subtipos e formas recombinates do HIV-1 no mundo 8),

A distribuicdo global das diferentes formas do HIV-1 é um processo dinamico. Quanto
maior a diversidade de variantes do HIV-1 a circularem nas diferentes zonas do globo,
maior é a possibilidade de ocorrerem formas recombinantes. O padrdo de mosaico do
genoma tornar-se-a ainda mais complexo, uma vez que virus recombinantes poderao

ainda recombinar entre si.
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Subtipos do HIV-1 e modo de transmisséo:

A transmissdo do HIV-1 é mantida por diversos comportamentos de risco. Nas diferentes
regides do mundo, e mesmo dentro da mesma regido, multiplas modos de transmissdo

podem estar envolvidos na disseminagéo da epidemia.

Na Europa do leste e na Asia central, a epidemia por HIV-1 encontra-se concentrada
principalmente entre toxicodependentes de drogas injectaveis, prostitutas e nos seus
parceiros sexuais. No sul e no sudoeste Asiatico, 0s varios modos de transmissao tornam
esta epidemia numa das mais diversificadas, consoante o pais podemos ter a utilizacao de
drogas injectaveis ou a prostituicdo como o principal modo de transmissdo. Na América
Latina, as infeccbes ocorreram primariamente em homossexuais masculinos,
trabalhadores do sexo, e de uma forma menos relevante em toxicodependentes. Na
Europa ocidental e central, como também na América do Norte, 0 modo de transmissao
mais comum sdo as relacBes sexuais desprotegidas entre os heterossexuais e entre 0s
homossexuais, e as infeccBes por partilha de agulhas em toxicodependentes tem vindo a
tornar-se menos significativa. As relagcdes heterossexuais permanecem a forga condutora
da epidemia na Africa sub-Sahariana, no entanto dados epidemioldgicos recentes
apontam para que a epidemia possa ser mantida de uma forma mais diversa do que
inicialmente se pensava. A Africa do Norte e 0 Médio Oriente, pouco afectados pela
epidemia, com excepcdo do Suddo, as fontes priméarias de transmissdo sdo as relacoes
heterossexuais ndo protegidas e a partilha de seringas contaminadas entre

toxicodependentes. Nas Caraibas as relacfes sexuais ndo protegidas entre heterossexuais
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e na Oceania entre heterossexuais e entre homossexuais®.

Como referido anteriormente, a epidemia do HIV-1 nas diferentes regifes € mantida por
diferentes subtipos, e dentro de cada regido, podem ser encontrados diferentes subtipos
para grupos de risco diferentes. Por exemplo, a co-circulacdo do subtipo B entre
toxicodependentes, e do CRF01_AE entre homossexuais foi originalmente descrita na
Tailandia ®%; a segregacdo dos subtipos B pelos homossexuais e o subtipo C aos
heterossexuais foi descrita na Africa do Sul ®”; e mais recentemente duas epidemias que
ocorrem na Argentina, uma entre homossexuais associada ao subtipo B, e outra entre
heterossexuais e toxicodependentes associadas aos recombinantes BF Y. Na Europa, a
epidemia tem sido mantida nos grupos de risco homossexual e toxicodependente, pelo
subtipo B, os subtipos ndo B e CRFs tem vindo a ser introduzidos progressivamente por
transmissdo heterossexual por emigrantes, turistas, homens de negdcios e militares que

transportam os subtipos ndo-B, de regides endémicas para os paises Ocidentais > 22,

Todas estas observacGes, descritas em véarias fases da epidemia mundial, sugerem
diferentes propriedades bioldgicas dos subtipos, que resultariam numa certa afinidade dos
individuos pertencentes a diferentes grupos de risco para a infeccdo do HIV-1. No
entanto, uma demonstracdo consistente desta associacdo nunca foi feita, ndo existindo
uma ligacdo especifica entre um subtipo e um Unico modo de transmissdo. De facto, o
subtipo B é transmitido entre todos 0s grupos de risco nos paises ocidentais; o subtipo A

é transmitido entre heterossexuais na Africa sub-Sahariana e entre toxicodependentes nos
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paises do Leste Europeu.

Deste modo, a aparente segregacdo dos subtipos do HIV-1 de acordo com o0s
comportamentos de risco pode ser uma consequéncia dos factores genéticos,
demogréaficos, econdmicos e sociais que separam ou que aproximam individuos com

comportamentos de risco para a aquisi¢cdo de infeccdo HIV-1.

Origem da diversidade nos hospedeiros infectados:

O HIV-1 é um virus de cadeia dupla de RNA, da familia Retroviridae, género Lentivirus,
possuindo varios mecanismos intrinsecos que garantem a extrema variabilidade genética

que o caracteriza.

A elevada taxa de replicacdo do HIV-1 associada a elevada taxa de erro da transcriptase
inversa (ndo possui qualquer mecanismo de verificacdo e correccdo de erros que ocorrem
na transcri¢cdo da cadeia de RNA) resulta na geracdo de uma extraordinaria diversidade
genética dentro da populacéo de virus. Tendo o HIV-1 um comprimento aproximado 10*
pares de bases e um ndmero estimado de ciclos de replica¢do por dia de 10, com uma
taxa de erro aproximada de 10®/ nucledtido por ciclo de replicagdo, estima-se que
diariamente sejam produzidas, em cada individuo, milhdes de variantes viricas

(Figura 3).
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Para alem dos erros de incorporacdo de nucleétidos, os fendmenos de recombinacdo do
HIV-1 também contribuem para a variabilidade genética do HIV-1. A transcriptase inversa
possuiu a capacidade de, durante a replicacdo, alternar a transcricdo entre as duas cadeias
de RNA produzindo uma nova sequéncia de DNA virico, que contém segmentos das duas
cadeias de RNA que Ihe deram origem. Assim, no caso de co-infec¢do de uma célula por
duas variantes do virus este processo pode originar uma nova variante do virus conduzindo

a um aumento de diversidade ® * %) (Figura 3).

Como consequéncia, a populagdo virica presente num individuo, num dado momento €é
constituida por uma enorme quantidade de mutantes, designados por quasispecies, estes
apresentam variacdes entre si que lhes conferem diferentes capacidades replicativas e, de
acordo com a pressdo selectiva do ambiente onde se encontram, Ihes ird conferir ou néo,
uma vantagem selectiva. Assim, a presenca de quasispecies do HIV-1 sdo de extrema
importancia clinica e evolucionaria uma vez que a sua variabilidade genética permite
responder a pressdo selectiva, quer seja provocada pelo sistema imunitario com a
adaptacdo do virus a novas células alvo e na manutencdo de uma infecgéo persistente, ou
pela accdo da terapéutica anti-retrovirica com a selecgdo e sobrevivéncia dos mutantes

que apresentem uma sensibilidade reduzida a esses farmacos #°.
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Figura 3 — Evolugio da diversidade do HIV-1 durante um ciclo de vida tipico e a criagio de formas

recombinantes nicas no contexto da co-infecg&o por dois subtipos @®.

Adicionalmente, o préprio processo de transmissao do HIV-1 para um novo hospedeiro

vai influenciar a expressao da sua diversidade.
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O HIV-1 é transmitido de humano para humano por 3 vias ®”: a transmissdo sanguinea
(transfusdo de produtos sanguineos contaminados, picada ou partilha de agulhas
previamente utilizadas por alguém infectado, inseminacdo artificial, excertos de pele,
transplante de Orgaos); a transmissdo vertical (transmissdo mae-filho durante a gravidez,
nascimento e amamentacao); e transmissao sexual ( relacdes sexuais ndo protegidas com
parceiro infectado). No entanto, independentemente da via em gque a transmissdo ocorre,
ela estd dependente da infecciosidade do “caso index”, isto é, da pessoa que transmite o

virus HIV-1 e da susceptibilidade do hospedeiro ?®

. A infecciosidade depende da
concentracdo do HIV-1 e das células infectadas pelo HIV-1 nos fluidos corporais como o
sangue e as secrecdes genitais ¥, como também de determinantes especificos do proprio

virus necessarios a transmissdo do HIV-1.

Os requisitos viricos e celulares para a transmissdo do HIV-1 permanecem ainda por
esclarecer, no entanto, 0s virus com capacidade de utilizarem o co-receptor CCR5 (virus
R5) sdo transmitidos mais frequentemente por via heterossexual, do que as estirpes que
utilizam o co-receptor CXR4 (virus X4) %39,

A susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 também ndo é uniforme e reflecte uma
combinacédo de factores genéticos (a deleccdo no gene que codifica 0 CCR5 confere uma
proteccdo substancial & infeccdo pelo HIV-1) ®?, resisténcia inata (reflectida na flora
microbiana autdctone e na presenca de defesas imunoldgicas das mucosas) ®3 o muito
raramente, resisténcia adquirida (resisténcia descrita em prostitutas africanas que

permaneciam negativas para o HIV-1 apesar de manterem comportamentos de risco, foi

associada a uma resposta imune celular e por anticorpos presentes na mucosa. Nenhum
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outro estudo ligou estes mecanismos de defesa com a protecgéo a infecgéo ¢+ %

Assim, durante a transmissdo do HIV-1 a um novo hospedeiro, observa-se um
estreitamento significativo da diversidade da populacdo do virus, de modo que a
populacdo produzida no inicio da infecgcdo resulta da expansdo de uma ou de poucas
particulas viricas. Factores como a resposta imune inata, a densidade de células alvo no
local de infecc¢do, o niUmero de particulas viricas transmitidas e a estrutura da populacéo

virica do hospedeiro contribuem para esse estreitamento ©°.

Além desta diminuicdo da diversidade durante a transmissdao do HIV-1, este vai ser
também sujeito a um processo de seleccdo natural, de modo que os virus encontrados nos
estadios iniciais da infeccdo possuem caracteristicas distintas daqueles observados nos
estadios mais tardios da imunodeficiéncia. De modo geral, os isolados viricos nos
estadios iniciais apresentam baixas taxas de replicacdo, replicam com maior eficiéncia
nos macrofagos e utilizam preferencialmente o co-receptor CCR5 (virus R5) para infectar
a célula. Por outro lado, em estadios mais avancados, uma grande parte das estirpes
viricas apresenta altas taxas de replicacdo, replicam-se com maior eficiéncia em células T
e utilizam a molécula CXCR4 (virus X4) como co-receptor. Simultaneamente, e apesar
dos virus X4 dominarem a populagdo virica na fase mais avancada, sdo as estirpes R5 que

tipicamente serdo transmitidas durante o processo de infeccéo.
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Mutaces de resisténcia:

A utilizacdo generalizada dos farmacos anti-retroviricos no tratamento da infecgdo HIV-1
nos paises desenvolvidos, foi acompanhada pelo aparecimento de resisténcias a esses

farmacos.

A presenca dos anti-retroviricos altera a presséo selectiva da populagao virica. Virus com
mutagOes, que ocorrem naturalmente, e que possuam algum grau de resisténcia aos
farmacos, continuam a replicar e a aumentar a sua populacdo em relagdo aos virus
suprimidos pelos farmacos. Ao longo do tempo, os mutantes adaptados as novas
condi¢des acumulam mutacdes adicionais que podem aumentar o seu nivel de resisténcia
ou compensar o seu fitness reduzido. O resultado eventual é o predominio das estirpes
resistentes, que melhor se adequam a presenca da droga, e consequentemente surge a

faléncia terapéutica.

Os anti-retroviricos actuais actuam ao nivel das 3 enzimas necessarias a replicacdo do

HIV-1 e ao nivel da entrada do virus na célula:

-inibicdo do co-receptor CCR5 que permite a fixacdo do virus a membrana celular;

-inibicdo da fusdo entre o virus e a membrana celular;

-inibicdo da transcriptase inversa, enzima que permite a sintese do ADN complementar;

-inibicdo da integrase, enzima necessaria a integracdo do ADN viral no seio do ADN

cromossomico das células hospedeiras;
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-inibicdo da protease, enzima necessaria a clivagem dos precursores polipeptidicos das

particulas viricas.

A resisténcia aos anti-retroviricos esta ligada a presenca de mutacbes nos genes
codificadores das enzimas (protease, transcriptase inversa e integrase) ou das proteinas
(proteinas de fusdo). A seleccdo das mutacdes de resisténcia depende de factores
farmacoldgicos (concentracBes subdptimos de anti-retroviricos, interaccdes), da poténcia
do tratamento e da barreira genética do virus para os diferentes anti-retroviricos, isto €, do
numero de mutacGes viricas necessarias para que o Vvirus se torne resistente. Actualmente,
a utilizacdo dos testes de resisténcia sdo pratica corrente nos paises desenvolvidos, e
permitam optimizar a escolha do tratamento anti-retrovirico quer para um inicio de

terapéutica como para um tratamento alternativo.

A transmissdo de virus com resisténcia aos anti-retroviricos pode ocorrer em infecgdes
pelas diferentes vias incluindo as relagcdes heterossexuais e homossexuais, utilizacdo de
drogas endovenosas e transmisso vertical®" %% Adicionalmente, anélises filogenéticas
permitiram detectar “clusters” de pessoas, com mutagdes de resisténcia e que foram
infectadas recentemente, indicando que os virus com resisténcia aos anti-retroviricos uma
vez transmitidos, também podem ser uma fonte para a continuacdo da propagagdo das

resisténcias®?.

Assim, as mutacdes de resisténcia podem ser adquiridas, quando desenvolvidas num

individuo que esteja sujeito a tratamento anti-retrovirico (resisténcias adquiridas ou
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secundarias), ou transmitidas quando ocorrem por transmissdo de um virus com
resisténcia aos anti-retroviricos para um individuo naif (resisténcias transmitidas ou
primarias). Apesar de ambos os tipos de resisténcia, adquirida ou transmitida, sejam uma
preocupacdo no que se refere a satde publica, as resisténcia transmitidas tém o potencial
de mais rapidamente reverter a eficacia da terapéutica anti-retrovirica de primeira linha.
Pessoas com resisténcias transmitidas comecam o tratamento com uma menor barreira
genética para aquisicdo de resisténcia, um maior risco de falha virologica ao tratamento, e
um maior risco de desenvolver resisténcias mesmo em regimes para 0S quais

originalmente eram activos “% 42

. Na Europa e América do Norte estudos sobre a
prevaléncia das resisténcias indicam valores entre 0s 5 e 15% nas pessoas diagnosticadas
de novo e entre 10 a 15% nas pessoas com infeccdes cronicas “ o impacto destes dados

ao nivel da populacdo verifica-se ndo s6 nas resisténcias transmitidas como sua da

persisténcia apos a infeccdo primaria.

Nos estudos epidemioldgicos sobre a transmissdo de resisténcias alguma atencao deve ser
dada em relacdo a escolha das mutacbes que devem ser consideradas. Dentro das
mutacdes vamos encontrar mutacdes de resisténcia (adquiridas e transmitidas) e os
polimorfismos naturais. As mutacfes de resisténcia contribuem para o aparecimento de
resisténcias, e s6 ocorrem em virus que tenham sido sujeitos a terapéutica anti-retrovirica,
devendo ser aplicaveis a todos os subtipos. Os polimorfismos sdo muta¢Ges que ocorrem
frequentemente em virus que ndo estdo expostos a pressdo selectiva dos farmacos. No
entanto, alguns deste polimorfismos desempenham um papel importante na resisténcia

aos farmacos em doentes sujeitos a terapéutica anti-retrovirica “* 4.
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As diferencas genéticas entre os subtipos do HIV-1 podem ser criticas para o
acompanhamento clinico, como também para a vigilancia das resisténcias aos anti-
retroviricos, uma vez que o tratamento se expandiu para regides onde predominam o0s

subtipos nao-B.

A maior parte da informacdo sobre os mecanismos de resisténcia do HIV-1 provéem de
estudos feitos em virus de subtipo B, predominante na América do Norte e na Europa, 0
que levanta potenciais problemas na comparacdo das respostas a terapéutica entre pessoas
infectadas com virus do subtipo ndo-B, que na sua maioria vivem em paises de recursos
limitados. No entanto, tém vindo a ser feitas algumas observacdes sobre as resisténcias
nos virus nao-B. Com poucas excepcdes, praticamente todas as diferencas entre 0s
subtipos que ocorrem em virus de individuos ndo sujeitos a tratamento anti-retrovirico
sdo em posicdes que também sdo polimdrficas para o subtipo B. Adicionalmente, as
mutacbes que causam resisténcia aos virus do subtipo B parecem ser as principais
mutaces que causam resisténcias aos subtipos ndo-B. A maioria das posi¢des da
protease e transcriptase inversa que conferem resisténcia aos anti-retroviricos no subtipo
B, também sdo seleccionados por um ou mais dos subtipos ndo-B e também ndo foram
encontradas evidéncias de que os subtipos ndo-B desenvolviam resisténcia por mutacoes
em posicdes ndo associadas a resisténcias nos virus de subtipo B “**9). Sugerindo que a
maior parte dos inibidores da protease e da transcriptase inversa sdo igualmente activos
para 0s virus ndo-B como para os virus do subtipo B. No entanto, algumas mutacdes
apresentam-se de forma diferente entre os subtipos. Por exemplo, a mutacdo V106M da

transcriptase inversa, que raramente ocorre no subtipo B ap0s a exposicao aos inibidores
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ndo nucleosideos da transcriptase inversa, € uma das mutacdes de resisténcia mais
comuns na inibicdo desta classe no subtipo C. Da mesma forma, a mutacdo V82M da
protease, que raramente € seleccionada pelos inibidores da protease para o subtipo B, é

uma causa comum para a resisténcia aos inibidores da protease no subtipo G.

Avaliacdo da transmissao do HIV-1 entre individuos relacionados:

A elevada dindmica evolutiva do HIV-1, permitiu a utilizacdo dos métodos filogenéticos

para um melhor conhecimento do virus e da sua epidemia.

Actualmente, a filogenia é aplicada em estudos de compartimentalizagdo “®, resisténcia
aos anti-retroviricos, progressdo da doenca e na indicacdo de reservatérios “”. Numa
escala epidemioldgica, a filogenia molecular permitiu reconstruir a origem do HIV-1, a
sua historia epidemioldgica, a migracdo das estirpes do HIV-1, as vias de infeccdo e a

transmiss&o entre doentes epidemiologicamente relacionados “: %8 49-50)

A reconstrucdo dos eventos de transmissdo do HIV-1, entre individuos relacionados
epidemiologicamente, tem vindo a ser utilizada em estudos epidemioldgicos mas também

como apoio a medicina forense.
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Como apoio a medicina forense, a investigacdo molecular, foi introduzida pela primeira
vez no caso que ficou conhecido como “dentista da Florida” onde se concluiu que varios

pacientes teriam sido infectados, com o HIV-1, pelo seu dentista®?.

Independentemente da finalidade da reconstrucdo dos eventos de transmissdo, entre
individuos epidemiologicamente relacionados, quer seja em estudos epidemioldgicos ou
em casos legais, as evidéncias filogenéticas apenas podem fornecer um suporte para a
ligacdo entre casos e, somente quando acompanhadas de evidéncias clinicas e

epidemioldgicas, ndo constituindo por si s6 prova de transmissdo ¢ 5354,

A introducdo da sequenciacéo directa do HIV-1 para a monitorizacdo das resisténcias aos
anti-retroviricos, como um componente standard dos cuidados clinicos, fornece uma
enorme quantidade de sequéncias do gene pol do HIV-1. Estas sequéncias passam a ficar
disponiveis para a utilizacdo em abordagens filogenéticas para investigar hipoteses que

ndo seriam possiveis s6 com base nos dados de vigilancia ndo genéticos“®.

A utilizacdo de sequéncias do gene pol do HIV-1 na reconstrugdo de eventos de
transmissdo levantou algumas questdes, uma vez que sendo uma regido conservada, a
distancia genética entre individuos ndo relacionados nem sempre seria significativamente
diferente da distancia apresentada entre dois individuos relacionados entre si ®. No
entanto, novos estudos sugerem que o gene pol do HIV-1 possui variabilidade genética
intrinseca, que permite a sua utilizacdo na reconstrucdo de histérias de transmissdo por

meio de analise filogenética “ 49-°7).
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Assim laboratdrios de rotina, como o Laboratério de Virologia do Departamento de
Doencas Infecciosas dos Hospitais da Universidade de Coimbra, passam a ter ao seu
alcance uma enorme quantidade de dados genéticos que possuem informacédo Unica e

valiosa para o conhecimento da sua populagéo.
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Projecto de Investigagdo

| - Introducao

O virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1), é caracterizado por uma elevada
diversidade genética, que se traduz na existéncia de variantes com diferentes subtipos
moleculares e formas recombinantes. Os principais factores que contribuem para essa
variedade molecular sdo a auséncia de capacidade correctora da enzima transcriptase
inversa do HIV-1, a elevada frequéncia de replicacdo do HIV-1 in vivo, a pressao

selectiva do hospedeiro, e a recombinacdo gendmica em células infectadas.

A forma como a evoluc¢do da diversidade genética do HIV-1 se manifesta no hospedeiro e
entre hospedeiros é muito diferente ®®. No hospedeiro, a populagdo virica esta sujeita a
uma seleccdo natural resultante do seu esforco continuo para escapar ao sistema
imunitario. Este processo reflecte-se no constante aparecimento e extingdo de novas
estirpes através do tempo ©°. Em individuos sob tratamento anti-retrovirico, mas em que
a replicagdo do HIV néo esteja completamente suprimida, a pressao selectiva reflecte-se

na formacdo e seleccdo de estirpes com mutacdes de resisténcia.

Entre hospedeiros, a pressao selectiva ndo parece ter um impacto tdo importante. Em vez
de isso, a diversidade genética do HIV é predominantemente moldada por factores

temporais e espaciais que estdo relacionados com a sua histéria demografica ©®,
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reflectindo-se frequentemente em associagdes especificas com zonas geogréaficas e/ou

modos de transmissao €.

Actualmente a reconstrucéo filogenética é a abordagem preferencial na monitorizacdo da
diversidade genética, monitorizacdo e controlo da transmissdo de resisténcias, e na
reconstrucdo de eventos de transmissdo do HIV-1 entre individuos relacionados
epidemiologicamente, ndo s6 com fins epidemioldgicos mas também na resolucédo de
casos legais & 4% 50. 515339 " A apnordagem filogenética permite investigar hipoteses
epidemioldgicas que sé através de dados de vigilancia ndo genéticos ndo poderiam ser
conseguidas “® %Y onde o estabelecimento da ligacio epidemioldgica da transmissio do
HIV-1 entre individuos assenta na documentacdo da proximidade genética entre 0s virus
e, na obtencdo de dados clinicos e epidemioldgicos fidedignos que possam reforcar ou

refutar a hipétese de transmissio do HIV-1 359,
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Il — Objectivos

Este trabalho tem por objectivo avaliar e caracterizar os eventos de transmissdo do HIV-1
entre dois individuos com ligacdo epidemiologica conhecida. Nesse sentido,

pretendemos:
Avaliar a presenca de mutacdes de resisténcia em ambos os elementos do casal,

Determinar os subtipos genéticos da estirpe do virus infectante em ambos 0s elementos

do casal,

Avaliar as sequéncias viricas dos dois elementos do casal quanto a sua proximidade

genética.
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111 - Material e Métodos

Populacéo estudada:

Foram estudados ambos os elementos de 37 casais portadores do HIV-1, inscritos no
Servico de Doencas Infecciosas dos Hospitais da Universidade de Coimbra, com relacdes
epidemioldgicas conhecidas e cuja histéria de transmissdo do HIV-1 se encontra
documentada. A escolha das amostras plasmaticas, armazenadas a -70°C no Laboratorio
de Virologia do Servico de Doencas Infecciosas dos Hospitais da Universidade de
Coimbra, recaiu sempre que possivel, na amostra mais antiga existente, tendo sido
incluidas amostras de doentes sem experiéncia anti-retrovirica e amostras de doentes em
faléncia terapéutica. A obtencdo da informacéo epidemioldgica foi feita por consulta dos

processos clinicos de cada doente.

Extraccdo do RNA, amplificacdo e sequenciacdo do DNA:

O é&cido ribonucleico do HIV foi isolado e purificado utilizando o kit de extracgédo

“QIlAamp™ Viral RNA Mini kit” (QIAGENE). As sequéncias das regides codificantes

50



Projecto de Investigagdo

para a protease e transcriptase inversa do gene pol, foram obtidas por sequenciacédo
directa e leitura automatizada através da utilizagao do sistema comercial “TRUEGENE™
HIV-1” (SIEMENS) ©?. Todas as sequéncias foram corrigidas e cortadas manualmente,
obtendo-se uma sequéncia final de 885 pares de bases (coddo 10 ao 99 da PR; codao 40
ao 244 da RT). Todas as amostras plasmaéticas utilizadas na obtencdo das sequéncias do
gene pol possuiam cargas viricas plasmaticas superiores a 1000 cépias por mililitro, para

garantir a obtencao das sequéncias representativas das estirpes viricas circulantes.

Avaliacao das mutacdes de resisténcia:

Todas as sequéncias foram avaliadas quanto a presenca de mutacbes de resisténcia e
polimorfismos naturais nas regides codificadoras PR e RT, de acordo com o “software”
do sistema e segundo a base de dados “Stanford HIV Reverse Transcriptase and Protease
Sequence Database” (http:hivdb.stanford.edu). Tendo sido considerado, para efeitos de
analise, o seguinte conjunto de mutacGes de resisténcia associada aos inibidores da
protease (L241, D30N, V32l, M46l, 147VA, G48V, I50VL, F53L, I54VLMATS,
G73STCA, V82AFTSM, I84VAC, N88DS, L90M), inibidores analogos de nucleosideos
(M41L, K65R, D67NG, D67Del, T69D, T69Ins, K70R, L74V, V75AMTS, F77L,
Y115F, F116Y, Q151M, M184VI, L210W, T215YFCDEIV, K219QER) e aos ndo

analogos de nucleosideos (L1001, K101E, K103NS, V106AM, Y181Cl, Y188LHC,
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G190ASE, P225H, M230L, P236L) de acordo com o proposto pela “International AIDS

Society” ¥ e pela “lista de Shafer” * ¢4,

Analise filogenética:

Os subtipos genéticos do HIV-1 e os possiveis clusters foram determinados e avaliados

em relacdo a proximidade genética utilizando métodos de andlise filogenética.

As sequéncias obtidas foram alinhadas através do programa CLUSTAL X (v1.83) ¢,

com um conjunto de sequéncias de referéncia do grupo M do HIV-1, obtidas da Los
Alamos Database (www.hiv.lanl.gov). Na analise filogenética foi utilizado o pacote
PHYLIP (v3.65) (disponivel em http://evolution.gs.washinton.edu/phylip.html), as
distancias evolutivas foram determinadas através do programa Dnadist com a taxa de
transicdo/transversio 2.0, pelo modelo de dois parametros de Kimura ©®, e as relacdes
filogenéticas foram inferidas pelo método Neighbor-Joining ®”. Como “outgroup”, foi
utilizada uma sequéncia do HIV-1 subtipo N (nimero de acesso YBF30) também obtida
do Los Alamos HIV database. A robustez estatistica da topologia das arvores

filogenéticas foi efectuada por “bootstrapping” com 1000 réplicas (68),
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IV — Resultados

Dados epidemioldgicos:

A populacdo estudada (Tabela 1) é constituida por 74 elementos, 62,16% (n=46) sdo do
sexo masculino e 37,84% (n=28) do sexo feminino. Destes, 97,30% (n=72) sdo de raca
caucasiana e apenas 2,70% (n=2) dos elementos sdo negroides. A idade média é de

47,19 anos (minima 33 anos e maxima 74 anos).

A nacionalidade é maioritariamente Portuguesa, com 93,24% (n=69) dos individuos, dos
restantes elementos 2,70% (n=2) tém a sua origem num outro pais Europeu e 4,05%
(n=3) sdo de nacionalidade Africana. Quanto ao seu local de residéncia 94,59% (n=70)

residem na regido Centro, 4,05% (n=3) na regido Norte e 1,35% (n=1) na regido Sul.

Portugal foi para 70,27% (n=52) dos elementos o pais provavel de infecgdo, 9,46% (n=7)
individuos indicam um outro pais Europeu, 16,22% (n=12) referem Africa como o local
provavel, 1,35% (n=1) elementos ndo sabe onde esta pode ter ocorrido e em 2,70% (n=2)

dos elementos ndo foi possivel obter esta informacao.

No que se refere a categoria de transmissdo, 60,81% (n=45) encontram-se na categoria

heterossexual, 25,68% (n=19) foram incluidos na categoria homossexual - bissexual, e
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13,51% (n=10) dos individuos possuem uma historia de consumo de drogas de

administracao intravenosa.

Para 41,90% (n=31) dos doentes o teste de diagnostico do HIV foi efectuado por rotina,
enquanto que para 44,60% (n=33) dos doentes este foi realizado apds o conhecimento da
seropositividade do parceiro para o HIV-1. O diagnéstico de uma doenca indicadora foi o
motivo do teste apenas em 5,40% (n=4) dos individuos, e em 8,11% (n=6) ndo se obteve

qualquer informacéo.

Em relacdo a presuncdo sobre a origem da infeccdo do HIV-1, 40,54% (n=30) dos
elementos indicaram o parceiro actual como o elemento infectante, 51,35% (n=38)
referem outros motivos (parceiro anterior, partilha de agulhas) para a origem da infeccao

e em 8,11% (n=6) dos casos ndo foi possivel obter essa informacéo.

A populacdo estudada é constituida por 37 casais (Figura 1), dos quais 75,68% (n=28)
sdo casais heterossexuais e 24,32% (n=9) sdo homossexuais. Destes, 2,70% (n=1) dos
casais heterossexuais sdo de raga negrdide, e os restantes casais (27 heterossexuais e 9

homossexuais) sdo caucasianos.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais da populagdo estudada

Caracteristicas

Populacéo (N=74)

Sexo (%)
Masculino
Feminino
Raca (%0)
Caucasiana
Negrdide
Idade (anos)
Media (minima - maxima)
Nacionalidade (%0)
Portugal
Outros Paises Europeus
Africa
Residéncia (%0)
Regido Centro
Regido Norte
Regido Sul
Pais Provéavel de Infecgdo (%0)
Portugal
Outros Paises Europeus
Africa
Néo sabe
Sem informagéo
Categoria de transmissao (%)
Heterossexual
Homossexual -Bissexual
Toxicodependente
Motivo do teste (%0)
Rastreio
Parceiro HIV -1 positivo
Doenca indicadora

Sem informagcéo

Percepgéo da origem da infecgéo

Parceiro actual

Outro

Sem informag&o
Estado Civil

Casado

Solteiro

Separado/Divorciado

46 (62,16%)
28 (37,84%)

72 (97,30%)
2 (2,70%)

47,19 (33— 74)
69 (93,24%)

2 (2,70%)

3 (4,05%)
70 (94,59%)
3 (4,05%)

1 (135%)

52 (70,27%)

7 (9,46%)
12 (16,22%)
1 (1,35%)
2 (2,70%)

45 (60,81%)
19 (25,68%)
10 (13,51%)

31 (41,90%)
33 (44,60%)
4 (540%)
6 (811%)

30 (40,54%)
38 (51,35%)
6 (8,11%)

37 (50,0%)
26 (35,14%)
4 (541%)
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10 & Negroide

Homossexual Heterossexual

Figura 1 — Distribuigdo dos casais segundo a raga.

Distribuindo os elementos de acordo com o tipo de casal e o grupo etario (Figura 2)
verificou-se que, para 0s casais heterossexuais, o escaldo com maior nimero de
elementos era o que compreendia as idades entre 0s 40 e 0s 49 anos (29,73%; n=22) a
gue se seguiam os escalGes entre 50 e 59 anos (24,32%; n=18), entre 0s 30 e 0s 39 anos
(13,51%; n=10), e de uma forma menos representativa os escaldes entre os 60 e 0s 69
anos (4,05%; n=3) e entre os 70 e os 79 anos (4,05%; n=3). Entre 0s casais
homossexuais, 0s seus elementos encontravam-se distribuidos pelas faixas etarias dos 40
aos 49 anos (12,16%; n=9), dos 30 aos 39 anos (6,76%; n=5) e dos 50 aos 59 anos

(5,41%; n=4).
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50 1 -
45
40
35
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25 “ Homossexuais

20 - — & Heterossexuais
15
107 F

30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 Média

Figura 2 — Distribuigdo segundo tipo de casal e a idade.

Observando-se que a idade média dos casas homossexuais é de 40,65 anos (minima 38
anos e maxima 59 anos) contra os 47,84 anos (33 minima e maxima 74 anos) dos casais

heterossexuais.

Quanto a nacionalidade (Figura 3), a populacdo estudada é maioritariamente Portuguesa,
sendo esta a nacionalidade de 24,32% (n=18) dos elementos, integrados nos casais
homossexuais, e de 68,92% (n=51) de elementos que pertencem a casais heterossexuais.
Encontrdmos também 1,35% (n=1) de individuos de nacionalidade Espanhola, 1,35% de
individuos da Republica Checa (n=1), 1,35% de Marroquinos (n=1), e 2,70% (n=2) de

nacionalidade Angolana, todos eles pertencentes a casais heterossexuais.
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20 i Homossexuais
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Figura 3 — Distribuigdo dos casais segundo nacionalidade.

Da informacdo obtida sobre o local de residéncia, por distrito (Figura 4), dos 74
elementos que constituem a amostra verificou-se que 24,32% (n=18) residiam em
Coimbra, dos quais 5,41% (n=4) sdo elementos de casais homossexuais e 18,92% (n=14)

elementos de casais heterossexuais.

Dos 22,97% (n=17) individuos que residiam em Aveiro, 1,35% (n=1) faziam parte dos

casais homossexuais e 20,27% (n=15) individuos de casais heterossexuais.

Em Leiria residiam 12,16% (n=9) dos individuos, 4,05% (n=3) de casais homossexuais e

8,11% (n=6) elementos de casais heterossexuais.

Viseu é o local de residéncia de 12,16% (n=9) da populacéo, 8,11% (n=6) sdo elementos

de casais homossexuais e 4,05% (n=3) de casais heterossexuais.
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Para 12,16% (n=9) Castelo Branco foi o distrito indicado e 5,41% (n=4) indicou a

Guarda, sendo que todos eles sdo elementos de casais heterossexuais.

Por fim, 5,41% (n=4) residem em Santarém com 2,70% (n=2) elementos de casais
heterossexuais e 2,70% (n=2) elementos de casais homossexuais, 4,05% (n=3) no Porto,

todos elementos de casais heterossexuais e 1,35% (n=1) em Faro pertencente a um casal

homossexual.
25.00%
20.00%
15.00%
10.00% |~ & Homossexual
. | I - o 1 & Heterossexual
5.00% | ‘ |
‘ tota
Ay il
0.00% = m M
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Figura 4 — Distribuicdo dos casais segundo o local de residéncia.

A distribuicdo de acordo com o local provavel de infeccdo (Figura 5), permitiu verificar
que em 70,27% (n=52) dos elementos [20,27% (n=15) dos elementos de casais
homossexuais e 50,00% (n=37) de casais heterossexuais] da nossa amostra indicavam

Portugal. A Franca (5,41%; n=4), a Alemanha (2,70%; n=2), Angola (6,76%; n=5), o
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Zaire (2,70%; n=2), Mocambique (4,05%; n=3) e a Africa do Sul (2,70%; n=2) séo
referenciados como o pais provavel de infeccdo por elementos de casais heterossexuais, e
1,35% (n=1) dos individuos ndo sabe onde podera ter ocorrido a infeccdo. A Suica €
indicada por 1,35% (n=1) dos individuos pertencentes aos casais homossexuais e em

2,70% (n=2) dos elementos ndo foi possivel obter informacéo.

80.00%
70.00%
60.00%
50.00%

40.00%
30.00% “ Homossexuais

20.00% i Heterossexuais

10.00% l total
0.00% ’764-“‘"*1'—-‘)‘-“‘-#“0\ —el

g’b\ N'g & \)
& : ? 6@ v.: ({\Q E b .-i (¢] (<
&

Figura 5 — Distribuigdo consoante o pais provavel de infecg&o.

No que diz respeito ao estado civil (Figura 6), o grupo dos casados (50,00%; n=37)
encontra-se  constituido exclusivamente por elementos pertencentes a casais
heterossexuais. Os grupos solteiro (35,14%; n=26) e divorciado/separado (5,41%; n=4)

encontram-se constituidos tanto por elementos de casais homossexuais (respectivamente
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20,27% (n=15) e 4,05% (n=3)) e heterossexuais (respectivamente 14,86% (n=11) e

1,35% (n=1)).

50.00%
45.00%
40.00%
35.00%
30.00%
25.00% —

20.00% ™ & Casado
15.00% & Solteiro
10.00%

5.00% / . }7

0.00%

Separado/Divorciado
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&
O,

S

e .
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Figura 6 — Distribuigéo de acordo com o estado civil e o tipo de casal.

Na distribuicdo de acordo com a categoria de transmissdo (Figura 7) encontrd&mos, por
ordem decrescente, a transmissdo heterossexual (60,81%; n=45), a transmissdo
homossexual - bissexual (25,68%; n=19) e a administracdo de drogas endovenosas
(13,51%; n=10). Dos individuos toxicodependentes, 12,16% (n=9) estdo integrados em
casais heterossexuais e 1,35% (n=1) num casal homossexual e, 2,70% (n=2) elementos

da categoria homossexual - bissexual em casais heterossexuais.
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13.51%

B Heterossexuais
B Homossexuais-bissexuais

Toxiicodependentes

25.68%
60.81%

Figura 7 — Distribuigdo de acordo com a categoria de transmissao.

O motivo da realizacdo do teste (Figura 8) para 46,62% (n=33) da populacdo estudada foi
0 conhecimento da seropositividade do parceiro, que ocorreu em 35,14% (n=26) dos

elementos de casais heterossexuais e em 9,46% (n=7) elementos de casais homossexuais.

O rastreio da infeccdo HIV-1 foi apontado como motivo em 41,89% (n=31) dos casos,
32,43% (n=24) de individuos que pertenciam a casais heterossexuais e 9,46% (n=7) de

individuos que pertenciam a casais homossexuais.

A existéncia de doenca indicadora de SIDA motivou a realizacdo do teste em 5,41%

(n=4) dos casos, todos eles de casais heterossexuais.
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A informacdo ndo estava disponivel para 8,11% (n=6) dos individuos, distribuidos por
elementos dos casais homossexuais e heterossexuais, 5,41% (n=4) e 2,70% (n=2)

respectivamente.
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Figura 8 — Distribuigdo de acordo com o motivo do teste.

A percepcéo do risco de infeccdo a que cada elemento se encontrava exposto (Figura 9)
foi indicada por 21,62% (n=16) dos doentes que assumiam ter comportamento promiscuo
contra 28,38% (n=21) que referem ter uma relagdo monogamica, e 9,46% (n=7) como
utilizadores de drogas intravenosas. O comportamento promiscuo foi considerado sempre

que existia indicacdo de mais do que um parceiro sexual, quer em relagfes ocasionais ou
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com prostitutas. Na relacdo monogamica foram incluidos todos os elementos que

referiam terem um Unico parceiro sexual.

40.00%
35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
15.00%
10.00%

5.00%

0.00%

& Homossexual

& Heterossexual

Total

Figura 9 — Distribuicdo segundo a percepcéo de risco de infecgéo.

Dos individuos que declararam ter comportamentos promiscuos, 4,05% (n=3) pertenciam
a casais homossexuais e 17,57% (n=13) pertenciam a casais heterossexuais. A
monogamia foi indicada por 21,62% (n=16) de elementos pertencentes a casais
heterossexuais e 6,76% (n=5) pertencentes a casais homossexuais. A toxicodependéncia
foi declarada em 1,36% (n=1) e 8,11% (n=6) de individuos pertencentes a casais

homossexuais e heterossexuais, respectivamente. Esta informacéo néo foi possivel obter
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para 36,49% (n=27) da nossa amostra, tanto em elementos de casais (n=9; 12,16%)

homossexuais como de casais heterossexuais (n=18; 24,32%).

Heterossexual

32,14% 28,57%

H Parceiro Gnico
¥ Promiscuo
Toxicodependente

¥ Sem informagao

Homossexual

50,00%

5,56%

27,78%

W Parceiro Unico
¥ Promiscuo

Toxicodependente

® Sem informacao
16,67%

Figura 10 — Distribuicdo segundo a percepcao de risco de infec¢do de acordo com o tipo de casal.

Analisando esta distribuicdo dentro dos grupos definidos, casais homossexuais e
heterossexuais, verificamos que a promiscuidade foi o comportamento com maior
prevaléncia em ambos 0s grupos, 23,21% (n=13) nos heterossexuais e 16,67% (n=3)nos
homossexuais. A prevaléncia da relacdo monogamica é muito proxima em ambos 0s
grupos, 28,57% (n=16) nos heterossexuais contra 27,78% (n=5) nos homossexuais. No

que se refere a toxicodependéncia, a prevaléncia é de 10,71% (n=6) nos heterossexuais e
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5,56% (n=1) nos homossexuais. Para 32,14% (n=18) dos heterossexuais e 50,00% (n=9)

dos homossexuais ndo se obteve esta informacdo (Figura 10).

90.00%

80.00% |
70.00% |
60.00% |
50.00% | & Parceiro actual

40.00% |
30.00% | & Nao atribuida ao parceiro

20.00% : ) ) actual
10.00% | H , , yin Sem informagao

0.00%
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Figura 11 — Percepcéo sobre a transmissao da infecgdo do HIV-1.

Foi possivel observar que para a maioria dos 37 casais (81,08%; n=30), a percep¢éo sobre
o elemento infectante recaia sobre o parceiro actual. Destes, 16,22% (n=6) pertenciam a
casais homossexuais e 64,86% (n=24) a casais heterossexuais. Apenas 10,81% (n=4)
elementos (2,70% (n=1) do grupo dos casais homossexuais e 8,11% (n=3) dos
heterossexuais) ndo atribuiram a infeccdo pelo HIV-1 ao seu parceiro actual. Esta
informagcdo ndo foi possivel obter para 8,11% (n=3) dos casais (541% (n=2)

homossexuais e 2,70% (n=1) heterossexual) (Figurall).
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De uma forma mais dirigida temos, de acordo com 0 grupo a que pertencem, que em
85,71% (n=24) dos casais heterossexuais e 66,67% (n=6) dos casais homossexuais, a
responsabilidade da infeccdo € atribuida ao parceiro actual, e que apenas 10,71% (n=3)
dos casais heterossexuais e 11,11% (n=1) dos casais homossexuais nao indicam o
parceiro actual como responsavel. A informacdo ndo foi obtida para 3,55% (n=1) e

22,22% (n=2) dos casais heterossexuais e homossexuais respectivamente (Figura 12).

Heterossexuais
3,55%

¥ Parceiro actual

M Nao atribuida ao
parceiro actual

Sem informagao

Homossexuais

22,22%
| W Parceiro actual

B Ndo atribuida ao
parceiro actual

11.11% 66,67% Sem informagdo

Figura 12 - Distribuicdo segundo a percepcdo sobre a transmissdo da infeccdo do HIV-1 de

acordo com o tipo de casal.
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N&o foi encontrada uma relacdo estatistica significativa entre a percepcdo sobre a
transmissdo da infeccdo do HIV-1 e o tipo de casal (x> = 0,054; p = 0,82). Isto &, a

populacdo heterossexual e a populagdo homossexual séo estatisticamente compativeis.

Avaliacdo das mutac6es de resisténcia:

O intervalo medio entre o diagnostico da seropositividade para o HIV-1 e a amostra
utilizada é de 1,87 anos, sendo que 74,32% (n=55) sdo amostras naive, 22,97% (n=17)
sdo amostras recolhidas apos ter sido iniciado o tratamento anti-retrovirico e 2,70% (n=2)

amostras onde esta informac&o nao foi obtida.

Na tabela 2, encontram-se descritos os polimorfismos naturais e as mutacGes de
resisténcia a terapéutica anti-retrovirica, para os inibidores da protease e da transcriptase
inversa, identificadas para todas as amostras de acordo com 0s critérios anteriormente

referidos.

Todos os casais se encontram identificados por um numero de ordem e por duas letras de
acordo com o sexo a que pertencem (M e m para os elementos do sexo masculino, e F
para os elementos do sexo feminino). Os elementos que formam um casal possuem o

mesmo numero. As mutacgdes de resisténcia encontram-se a negrito.
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Doente

1F

1M
2F
2M
3F
3M
4F
4M
5F
5M
6F
6M
TF
™
8F
8M
9F
IM
10F
10M
11F
11M
12F
12M
13F
13M
14F
14M
15F
15M
16M
16m
17F
17M
18F
18M
19F
19M
20F
20M
21F
21M
22M
22m
23M
23m
24M
24m

Ano
amostra

1997

1997
2000
2000
2001
2001
2001
2001
2000
2000
2001
2000
1998
1998
1998
1998
1999
1997
1999
1998
1997
1998
1997
2002
1997
1997
2001
2001
2000
1997
1999
1999
2000
1999
1997
1997
2003
2002
1997
1997
1997
1997
1999
1999
1997
1999
1999
1998
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Tabela 2 - Polimorfismos naturais e mutagdes de resisténcia identificados.

Ano
Diagndstico

1994

1994
2000
s.i.@
2001
1991
2001
1994
2000
2000
2001
2000
1998
1998
1998
1998
1994
1996
1998
1998
1997
1997
1997
1996
1988
S.l.
1996
1996
2000
1993
1999
1995
S.I.
1999
1996
1995
1996
1997
1995
1994
1996
1996
1999
1992
1997
1999
1999
1993

Tratamento
Anti-
retrovirico

naif
SIM
naif
s.l.@
naif
naif
SIM
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
SIM
naif
naif
naif
naif
naif
naif
SIM
naif
SIM
SIM
SIM
naif
SIM
naif
SIM
naif
naif
naif
SIM
SIM
SIM
naif
naif
naif
SIM
naif
naif
naif
naif
naif
SIM

MutacGes de resisténcia

PR
E35D,M361,D60E,L63T,V82I,L89M

E35D,M361,L63T,V821,L89M
113V,K201,M361,H69K,L8OM
113V,K201,M361,H69R,L89M
M361,H69K,L89M, 193
E35D,M361,H69K,L89M,193L
162V,164V
E34D,M361,162V, 164V
E35N,M361,H69K,L89M
113V,K201,E35D,M361,164M,M69K,L8OM
E35D,L63P
E35D,L63P
113V,K201,E35K,M361,164M,H69K,V82I,L8IM
113X,G16X,K201,M361,164M,H69K,V82I,L8IM
G16E,E35D,162V ,V771,193L
G16E,E35D,162V, V771,193L
113V,E35D,L63P
K20R,E35D, M361,L63P,H69K,V82I1,L89M
164V,H69Y, V771
164V, H69Y, V771
L10V,113V,G16E,E35D,M361,L63T,L89M
L10V,113V,G16E,E35D,M361,L63T,L89M
G16E
G16E
113V
164P V771V
V771,193L
V771,193L
L101,L63P,A71V,G73S,V771,L90M,I193L
L63P,VT771,193L
M361,164V
L10F,A71V,G73S,L90M
D60E,164V,193L
164V,193L
113V,K201,E35D,M361,H69K,V821,L.89M
L101,113V,K201,E35D,M361,H69K,V821,L89M

L101,K20T,E35D,M361,162V,L63T,L74A,N88S,L 89M,193L

L101,E35D,M361,L63T,L89M,193L
M361
M361,L63S,164V
E35D,L63P,193L
E35D,L63P,193L
M361
M361
M361,L63S,164V
M361,L63S,164V
L101,162V,L63S,V771,193L
L101,162V,L63S,V771,193L

RT
nenhuma
T215F
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
L210W
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
M184V
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
M41L,T215Y
M41L,T215Y
nenhuma
M41L,M184V,L210W,T215Y
M184V,V108l,Y181C
M184V,Y181C
L210W,T215Y,Y188L
T215Y
nenhuma
D67N,K70R,M184V,K219Q
nenhuma
nenhuma
nenhuma
MA41L,D67N,K70R,M184V,K219Q
K65R,M184V
nenhuma
nenhuma
K70R
nenhuma
M184V
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
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25M
25m
26M
26m
27TM
27m
28M
28m
29F
29M
30F
30M
31M
31F
32F
32M
33F
33M
34F
34M
35M
35F
36F
36M
37M
37m

2000
1997
1999
2000
1997
1998
1997
1997
2008
2008
1997
1997
1997
1997
2003
2003
2009
2009
2008
2008
2004
2004
1999
1999
2002
2002

2s.i. - ndo foi obtida informacéo

1991
1992
1999
1995
1997
1998
1994
1995
2008
2008
1997
1990
1997
1997
2003
2003
2009
2009

s.i.2
2008
2004
2004
1999
1999
1998
1999

PR — Protease

RT — Transcriptase inversa

naif
SIM
naif
naif
naif
naif
SIM
SIM
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
s.i.2
naif
naif
naif
naif
naif
naif
naif
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L101,L63P,V771,193L
113V, A71T
E35D,162V
L10V, 1131V, 1641V
L101,E35D,M361,L63P
L101,E35D,M361,L63P
M361,L63S,164V
L10,E35D,193L
113V,K201,E35D,M361,H69K,V821,L89M
113V,K201,E35D,M361,H69K,V821,L89M
M36L,L63T,164M,H69K,L89M,193L
M36L,L63T,164M,HE69K,L89M,193L
L101,,164V,A71T V771,193L
M361,L63H,V771,193L
G16E,E35D,M361,H69K,89M
G16E,E35D,M361,H69K,89M
M361,L63S,H69K,L8IM, 193L
M361,L63P,H69K,L89M, 193
L101,E35D,162V,L63P,V771,193L
L101,E35D,162V,L63P,V771,193L
K20M,E351,M36V,K43R,H69K,L89M,193L
K20M,E351,M36V,K43R,H69K,L89M,193L
E35D,M361,D60E,H69K,L89M,193L
E35D,M361,D60E,H69K,L89M,193L
164V, 193L
164V,193L

nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
K70R
L210W,T215Y
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma
nenhuma

Foram detectadas 3 mutacOes de resisténcia (Figura 13) e 18 polimorfismos naturais

diferentes (Figura 14) a nivel do segmento da protease do gene pol.

As mutagdes apresentam a seguinte prevaléncia G73S (2,70%; n=2), L90M (2,70%; n=2)

e N88S (1,35%;n=1).
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3.00%

2.50%
2.00% |
150%
1.00% | "

0.50% 1~

0.00%

G73S N88S L90M

Figura 13 — Prevaléncia das mutacGes de resisténcia no segmento da protease.

Os polimorfismos encontrados distribuem-se nas posicdes e prevaléncias seguintes: L10
(24,32%; n=8), 113 (21,62%; n=16), G16 (10,81%; n=8), K20 (18,92%; n=14), E34
(1,35%; n=1), E35 (45,95%; n=34), M36 (58,11%:;n=43), K43 (2,70%; n=2), D60
(2,70%; n=2), 162 (12,16%; n=9), L63 (41,89%; n=31), 164 (22,97%; n=17), H69
(35,14%; n=26), A71 (5,41%; n=4), L74 (1,35%; n=1), V77 (20,27%; n=15), V82

(13,51%; n=10), L89 (39,19%; n=29), e 193 (41,89%; n=31).

No segmento da transcriptase inversa do gene pol foram encontradas 11 mutacdes
distintas (Figura 15): M41L (5,41%; n=4), K65R (1,35%; n=1), D67N (2,70%; n=2),
K70R (4,05%; n=3), V108l (1,35%; n=1), Y181C (2,70%; n=2), M184V (9,46%; n=7) ,
Y188L (1,35%; n=1), L210W (4,05%; n=3), T215YF (9,46%; n=7) e K219Q (2,70%;

n=2).
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120.00%

100.00% -

80.00%

60.00% -

40.00%

20.00%

0-00% ! T T T T T T T T T f
L10 113 G16 K20 E34 E35DM36I K43 D6OE 162 L63T 164 H69 A71 L74 V77 V82 L89 193

Figura 14 — Prevaléncia dos polimorfismos naturais.

10.00%

9.00% -
8.00% -
7.00% |~
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0.00% _— - :

Figura 15 — Prevaléncia das mutacGes de resisténcia no segmento da transcriptase inversa.
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Verificou-se que na populacdo estudada 22,97% (n=17) das sequéncias apresentavam
mutacbes de resisténcia, 19,44% (n=14) pertenciam a individuos que estavam em
tratamento anti-retrovirico, as restantes 4,05% (n=3) foram encontradas em individuos
naive a estes farmacos (Tabela 3). Tendo sido encontrada uma associacdo estatistica
altamente significativa (32 = 42,58; p = 0) entre as presenca de mutacdes de resisténcia e

tratamento anti-retrovirico.

Tabela 3 — Relagdo entre a presenga de mutacdes de resisténcia e tratamento anti-retrovirico.

Naive Com experiéncia | Sem informacéo Total
Sem resisténcias 52 3 2 57
Com resisténcias 3 14 0 17

Nos 14 doentes infectados com estirpes do HIV-1, com experiéncia anti-retrovirica e
portadores de mutagdes de resisténcia, verificou-se que todos os padrdes de resisténcia
dos inibidores da transcriptase inversa, analogos e ndo analogos dos nucleosideos,
apresentados, estavam de acordo com a terapéutica a que estavam sujeitos (Tabela 4).
Também para os 2 doentes, em que foram encontradas mutacdes de resisténcia aos
inibidores da protease, verificou-se que os padrdes encontrados eram explicados pelos

farmacos a que estavam sujeitos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Padrdes de resisténcia encontrados nos doentes sujeitos a terapéutica anti-retrovirica.

Farmaco Mutaces de resisténcia
PR RT
Zidovudina T215F
Zidovudina, Lamivudina, L210wW
Nelfinavir
Zidovudina, Didanosina, M184V
Lamivudina, Indinavir
Zidovudina, Didanosina M41L,T215Y
Zidovudina M41L, M184V, L210W,
T215Y
Estavudina, Didanosina M184V, Vv108I, Y181C
Nevirapina
Estavudina, Didanosina M184V, Y181C
Nevirapina
Zidovudina, Didanosina T215Y
Estavudina, Lamivudina G73S, L90OM D67N,K70R,M184V,K219Q
Nelfinavir
Zidovudina, Lamivudina, M41L,D67N,K70R, K219Q,
Saquinavir M184V
Zidovudina, Lamivudina, N88S K65R, M184V
Estavudina, Indinavir
Didanosina M184V
Zidovudina K70R
Zidovudina, Didanosina L210W,T215Y

Assim, as diferentes mutacGes associadas com resisténcia aos inibidores da transcriptase
inversa analogos dos nucleosideos, que foram encontradas, foram seleccionadas pelos

farmacos da seguinte forma: M41L, L210W, T210W, T215F/Y seleccionadas pela
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Zidovudina; D67N, K70R, K219Q seleccionadas pela Zidovudina e Estavudina; K65R,
M184V seleccionadas pela Didanosina e Lamivudina. As resisténcias aos inibidores da
transcriptase inversa ndo analogos aos nucleosideos V1081 e Y181C foram seleccionadas
pela Nevirapina. Em relacdo as resisténcias aos inibidores da protease, a L90M e G73S

foram seleccionadas pelo Nelfinavir, e a N88S é seleccionada pelo Indinavir.

Dos dados obtidos podemos observar que as mutacdes de resisténcia se encontram
distribuidas pelos casais 1, 4, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21 e 28 que constituem

35,14% (n=13) da nossa populacéo.

Nos casais 14, 19 e 28 ambos os elementos do casal se encontram em tratamento anti-
retrovirico (8,11%; n=3). Em 21,62% (n=9) apenas 1 dos elementos se encontra em
tratamento (casal 1, 4, 9, 12, 13, 15, 16, 18 e 21), e em um elemento do casal 20 (2,70%;

n=1) sem experiéncia a estes farmacos.

Dos 21,62% (n=9) casais, onde apenas 1 elemento se encontra sujeito a tratamento,
18,92% (n=7) apresentavam mutacdes de resisténcia apenas nesse elemento (1M, 4F, 9F,
13M, 16m, 18M e 21M), e em 5,41% (n=2) casais as muta¢des de resisténcia estavam

presentes nos 2 elementos (12F e 12M; 15F e 15M).
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Avaliacdo dos subtipos genéticos e ligacao epidemioldgica:

Para a analise da relacdo entre as sequéncias obtidas dos doentes estudados, foram
elaboradas 2 érvores filogenéticas distintas, uma representativa dos casais de

heterossexuais (Figura 16) e a outra dos casais homossexuais masculinos (Figura 17).

A partir da topologia das arvores foi possivel identificar 26 “clusters”, 23 casais
heterossexuais e 3 casais homossexuais, com ligacdo epidemioldgica. Os clusters foram
considerados como altamente suspeitos para uma verdadeira ligagdo quando cumpriam as
seguintes condicOes: valores de “bootstrap” superior ou igual a 80% e uma distancia
genética (isto €, tamanho do ramo) inferior a 0,01 substitui¢6es de nucleotideos por local
no respectivo “cluster”. Dos 26 pares encontrados, 23 pares heterossexuais e 3 pares
homossexuais cumpriam inteiramente estes requisitos, tendo sido considerados como

altamente suspeitos da existéncia de um elo de transmissdo entre 0s seus elementos.

Ao analisarmos a arvore dos casais homossexuais, verificou-se a existéncia de um

“cluster” composto por 3 individuos.

O casal 27 nédo se encontra representado na arvore filogenética. Este facto deveu-se a
que, na analise filogenética realizada, a utilizacdo da sequéncia do elemento 27m no
alinhamento inicial, pelo facto de se encontrar segmentada, levou a introdugdo de um
grande numero de “gaps”, indicando uma ndo homologia desta sequéncia com as
restantes, o que nos levou a optar pela sua eliminagéo do alinhamento final, em conjunto

com a sequéncia do seu par 27M.
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Figura 16 - Arvore filogenética construida a partir de sequéncias de um segmento do gene pol,
pertencentes a casais heterossexuais infectados com HIV-1. Os ramos horizontais foram
desenhados a escala (a barra indicadora de escala corresponde a 0.1 substitui¢fes de nucleotideos
por local) indicando a distancia genética média; a separacdo vertical é exclusivamente para
melhor visualizagdo. Os valores de “bootstrap” encontram-se representados a direita do
respectivo “cluster”, sempre que tenham um valor superior a 80%. Os virus dos casais que se
encontram relacionados e que formam clusters com valores de “bootstrap” significativos,
indicando que estdo epidemiologicamente relacionados encontram-se dentro de um circulo. Os
virus dos casais cujos dados epidemioldgicos ndo se confirmam estdo indicados com a cor

vermelha.

Figura 17 - Arvore filogenética construida a partir de sequéncias de um segmento do gene pol,
pertencentes a casais homossexuais infectados com HIV-1. Os ramos horizontais foram
desenhados a escala (a barra indicadora de escala corresponde a 0.1 substituicdes de nucleotideos
por local) indicando a distancia genética média; a separacdo vertical é exclusivamente para
melhor visualizagdo. Os valores de “bootstrap” encontram-se representados a direita do
respectivo cluster, sempre que tenham um valor superior a 80%. Os virus dos casais que se
encontram relacionados e que formam clusters com valores de “bootstrap” significativos,
indicando que estdo epidemiologicamente relacionados encontram-se dentro de um circulo. Os
virus dos casais cujos dados epidemiolégicos ndo se confirmam estdo indicados com a cor
vermelha. O casal 27 ndo se encontra representado na arvore filogenética, as suas sequéncias

foram removidas na construcdo da arvore.

78



1000 [ 37M
37m
16M
16m
1 sem

1L— 26m
1000 22M
22m
B-HXB2 LAl B

™
28m

23M
1000 23m
I 28M
1000 24M
24m
L———— 25m _
D-ELI
1 D-94UG114
F1-VI850
F1-93BR020
F2-MP255
{ F2-CM53657
— J-SE7887
L J-sE7022

K-EQTB11C
ﬂs%
A1-PS1044

_:-st 17

A2-97CDKTB
4':-940\(017

G-DRCBL
4|:GPT2695

C-BR025 d

C-ETH2220
T H-VI991
H-VI9g97

I N-YBF30
0.1

Figura 17

Projecto de Investigagdo

79



Anélise Molecular da Transmissdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 entre Casais

Quando comparados os resultados obtidos para os 37 casais da analise filogenética, onde
se estabeleceu a existéncia de ligacdo epidemiologia em 70,27% (n=26) dos casais, com
os dados apresentados anteriormente onde 81,08% (n=30) dos casais indicavam o
parceiro actual como o responsavel pela transmissdo do HIV-1 (Tabela 5), verificamos
que destes pares suspeitos apenas foram confirmadas 67,57% (n=25) ligacdes de
transmissdo. Em 10,82% (n=4) dos casais a ligacdo epidemiologia ndo foi suportada pela
analise filogenética, e num caso (2,70%) ndo foi possivel testar esta hipdtese. Para os
10,82% (n=4) de casais em que o0 parceiro actual ndo era responsabilizado, a auséncia de
ligacdo epidemioldgica foi confirmada em 8,11% (n=3) e para 2,70% (n=1) ficou
estabelecida a existéncia de ligacdo epidemioldgica. Em nenhum dos 8,11% (n=3) dos
casais em que ndo se obteve informacdo sobre a origem da infeccdo ficou estabelecido

uma ligacéo epidemioldgica.

Tabela 5 - Relagdo entre a existéncia de ligacao epidemioldgica e a percepcdo de cada casal.

Percepgado
Parceiro actual Outro motivo Sem informagéo
Ligado 25 1 0
Na&o ligado 4 3 3
N&o determinado 1 0 0
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Nos 28 (100%) casais heterossexuais, 85,71% (n=24) eram suspeitos de ligacao
epidemioldgica mas destes apenas se confirmaram 78,57% (n=22) como verdadeiras. A
indicacdo de auséncia de ligacdo foi confirmada em 7,14% (n=2) dos casais e em 3,57%

(n=1) ndo foi estabelecida a existéncia de ligacdo epidemioldgica (Figura 18).

Tendo sido observada, para este grupo, a existéncia de uma associacdo estatistica
significativa (x> = 7,19; p = 0,07) entre a percepcdo do parceiro como elemento

transmissor do HIV-1 e a ligacéo filogenética.

25
20
15 1~ i Ligado
10 . K Nao ligado
5 .
. =k’ - S
Parceiro actual Outro Sem informagao

Figura 18 — Gréfico comparativo entre presungdo e a confirmagdo de existéncia de uma ligagdo

epidemioldgica em os elementos dos casais heterossexuais.

Para os casais homossexuais, dos 6 casais suspeitos de ligacdo epidemioldgica, foram

confirmados 33,33% (n=3), 22,22% (n=2) nédo revelaram ligacdo entre si e em 11,11%
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(n=1) ndo foi possivel testar esta hipotese. A auséncia de ligacdo epidemioldgica foi
confirmada em 11,11% (n=1) destes casais onde esta hipdtese era excluida e em 22,22%

(n=2) casais sobre os quais ndo se obteve informacéo (Figura 19).

N&o observdmos uma associacéo estatistica (x° = 1,2; p = 0,27) entre a percepcdo do
parceiro como elemento transmissor do HIV-1 e a ligacdo filogenética. Com os dados

obtidos também nao podemos excluir a possibilidade de estas serem independentes.

3
2.5

2 I I & Ligado
1.5 W Nao ligado

1 N&o determinado
0.5

Parceiro actual Outro Sem informagao

Figura 19 — Gréfico comparativo entre presungdo e a confirmagdo de existéncia de uma ligagdo

epidemioldgica em os elementos dos casais homossexuais.

A analise das arvores filogenéticas indica a existéncia de uma grande variedade de
formas genéticas do HIV-1 (Figuras 16 e 17). O subtipo B foi encontrado em 63,51%
(n=47), o subtipo A em 4,05% (n=3), o subtipo F em 2,70% (n=2), o subtipo G em 8,11%

(n=6), o subtipo C em 13,51% (n=10), o CRF02_AG em 4,05% (n=3), em 1,35% (n=1)
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foi encontrada uma forma recombinante, e em 2,70% (n=2) ndo foi possivel obter o

subtipo.

O subtipo B encontra-se em 100% dos elementos pertencentes dos casais homossexuais
identificados. Nos casais heterossexuais, a prevaléncia dos subtipos encontra-se
distribuida da seguinte forma: 53,70% (n=29) do subtipo B, 18,52% (n=10) do subtipo C,
11,11% do subtipo G (n=6), 5,56% (n=3) no subtipo A e CRF02_AG, 3,70% (n=2) no

subtipo F e uma forma recombinate ndo identificada (1,85%) (Figura 20).

ug
mA

c
uG
mF

" CRFO2_AG

5,56% Recombinante nao
identificado

Figura 20 — Distribui¢do dos subtipos genéticos nos casais heterossexuais.

De acordo com a categoria de transmissdo atribuida a cada elemento dos casais
heterossexuais, 0 subtipo B encontrava-se distribuido pelas categorias heterossexual

(41,07%; n=23), toxicodependente (8,93%; n=5) e homo - bissexual (1,79%; n=1). Os
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subtipos C (17,89%; n=10), G (10,71%; n=6), A (5,36%; n=3) e F (3,57%) foram
apresentados por elementos heterossexuais, e 0os recombinates CRF02_AG (5,36%; n=3)

e uma forma recombinante ndo determinada (1,79%; n=1) por elementos

toxicodependentes (Figura 21).

45.00%
40.00%
35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
15.00%

10.00% ' # Toxicodependente
5.00% ‘ Homo-bissexual
L“ | S A“ P
{ 6] >

W Heterossexual

0.00%

R & &

Figura 21 — Distribuicdo dos subtipos genéticos e categoria de transmissdo nos casais
heterossexuais.

A andlise da distribuicdo das formas genéticas consoante o pais provavel de infeccdo
(Figura 22) permite verificar que em Portugal 50,00% (n=37) das infeccOes esta
associada ao subtipo B, 5,41% (n=4) ao subtipo C, 4,05% (n=3) ao subtipo G e ao
CRF02_AG, 1,35% (n=1) pelos subtipos A e F, e pelo recombinante, confirmando a

circulacdo de todas estas formas genéticas no nosso pais.
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Figura 22 — Distribuicdo do subtipo de acordo com o pais de infeccéo.

As infec¢des ocorridas na Franca (1,35%; n=1), Suica (1,35%; n=1) e Alemanha (2,70%;

n=2) foram pelo subtipo B.

Nos paises africanos as infec¢bes ocorridas em Angola foram dos subtipos B, C e G

(cada um com 1,35%; n=1), do subtipo A (2,70%; n=2), em Mog¢ambique (4,05%; n=3) e

na Africa do Sul (2,70%; n=2) as infeccdes encontradas foram pelo subtipo C e por

ultimo, no Zaire pelo subtipo G (2,70%).

Para 4,05% (n=3) dos individuos ndo foi possivel identificar o pais para a infeccgéo.

Destes, 1,35% (n=1) alegaram o desconhecimento (correspondente a uma infeccdo por
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subtipo F), e em 2,70% (n=2) a informagdo ndo estava disponivel (correspondente a

infeccdes pelo subtipo B).
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V - Discussao dos Resultados

A populacdo estudada, constituida por 74 individuos portadores do HIV-1, inscritos no
Departamento de Doencas Infecciosas dos Hospitais da Universidade de Coimbra,
formando 37 casais (28 casais heterossexuais e 9 casais homossexuais), € constituida
maioritariamente por individuos de raca caucasiana, com idades compreendidas entre 0s
33 e 0s 74 anos, de nacionalidade portuguesa (93,29%; n=69), e residentes na zona centro

de Portugal (94,59%; n=70), preferencialmente no distrito de Coimbra e Aveiro.

O pais provavel de infeccdo foi para a grande maioria da populacdo Portugal (70,27%);
n=52), embora sejam também referenciados outros paises Europeus e alguns paises
Africanos. As infecgbes ocorridas em Africa, onde a disseminacdo heterossexual é

predominante, foram em elementos pertencentes a casais heterossexuais.

No que respeita a categoria de transmissao, verificamos que dentro do grupo dos casais
heterossexuais, embora a maioria dos elementos pertencessem a categoria de transmissédo
heterossexual, alguns elementos eram classificados como pertencentes as categorias
homossexual-bissexual e toxicodependente de drogas intravenosas. Quase todos 0s
elementos que formavam o grupo dos casais homossexuais pertenciam a categoria
homossexual-bissexual, e de uma forma menos significativa a categoria de

toxicodependente de drogas intravenosas.
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Os principais motivos para a realizacdo do teste de diagnostico do HIV-1 foram, tanto
para 0s casais heterossexuais como para 0S homossexuais, 0 conhecimento da

seropositividade do parceiro e o rastreio.

Em relacdo a percepc¢édo individual sobre o risco de exposicdo a infeccdo pelo HIV-1,
verificou-se que a relacdo monogamica foi a mais referida, seguida pela indicacdo de
comportamentos promiscuos e em Gltimo a toxicodependéncia de drogas intravenosas.
N&o pode no entanto ser deixado de referir que a obtencdo desta informacdo ndo foi
possivel para um numero representativo de individuos (50,00% dos casais homossexuais

e 32,14% dos casais heterossexuais).

Numa analise mais dirigida para o casal, observa-se que o parceiro é apontado como o
responsavel pela infeccdo do HIV-1 em 24 (85,71%) dos 28 casais heterossexuais e em 6
(66,66%) dos 9 casais homossexuais. Os restantes elementos, 3 casais heterossexuais e 1

homossexual, ndo atribuiam a infec¢do ao parceiro actual.

A observacado dos dados obtidos quanto ao motivo da realizacéo do teste de diagnostico, e
da percepcéo individual sobre o risco de exposi¢do ao HIV-1, sugere que a maioria da
populacdo estudada possuia uma baixa percepcdo do risco de contaminacdo a que

encontravam sujeitos.

Através dos dados epidemioldgicos obtidos, foram identificados 30 casais como possiveis

pares de transmissdo (24 casais heterossexuais e 6 casais homossexuais).
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A andlise das arvores filogenéticas, uma para 0s casais heterossexuais e outra para 0s
casais homossexuais, reconstruidas a partir de sequéncias do gene pol, permitiu
identificar 26 pares de transmissdo suportados pelos elevados valores de “bootstrap”.
Assim, verificou-se que dos 81,08% (n=30) de casais indicados pelos dados
epidemioldgicos como sendo pares de transmissdo, s6 foi possivel a confirmacdo em
67,57% (n=25), onde 59,46% (n=22) sdo casais heterossexuais e 8,11% (n=3) sdo casais
homossexuais. Foi também confirmada a ligacao filogenética entre os elementos de um
casal heterossexual (2,70%), que ndo tinha sido identificado como par de transmisséo
atraves dos dados epidemioldgicos. Para um casal homossexual (2,70%) que tinha sido
identificado como par de transmisséao através dos dados epidemiologicos, ndo foi possivel

obter confirmacéo filogenética.

A comparacdo entre os dados epidemiol6gicos obtidos, por consulta dos processo
clinicos dos doentes, e os dados obtidos por filogenia molecular, confirmou que o
estabelecimento da ligacdo de transmissdo baseada apenas na informacédo prestada pelo
doente, pode nem sempre ser a correcta. Apesar da comparagcdo com o0s dados
epidemioldgicos ser importante para a validacdo das ligacOes caracterizadas ao nivel
molecular, esta informacdo permanece dificil de obter, e nem sempre é prestada
correctamente. Esta percentagem de discordancia (22,22% entre 0s casais homossexuais e
10,71% entre o0s casais heterossexuais), observada entre os dados fornecidos

epidemiologicamente e os dados obtidos por anélise filogenética, podera variar consoante

89



Anélise Molecular da Transmissdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 entre Casais

as caracteristicas demogréficas, étnicas e comportamentais dos elementos estudados, mas

estara sempre presente ¢ 9.

Da analise do gene pol dos 74 doentes, foram encontrados no segmento da protease 3
mutacOes de resisténcia e uma grande variedade de polimorfismos naturais. No segmento
da transcriptase inversa foram encontradas 11 mutacGes de resisténcia diferentes. Estas
mutacOes encontravam-se distribuidas por 17 (22,97%) doentes e destes, 14 estavam
sujeitos a tratamento anti-retrovirico, e 3 (4,05%) ndo possuiam qualquer experiéncia
com estes farmacos. Todos os padrGes de resisténcia encontrados em doentes em

tratamento anti-retrovirico eram justificados pela terapéutica a que estavam sujeitos.

As mutacBes de resisténcia encontravam-se presentes em 13 casais (1, 4, 9, 12, 13, 14,
15, 16, 18, 19, 20, 21 e 28), destes apenas se estabeleceu ligacdo epidemiologica em 8 (1,

4,12, 14, 15, 18 e 19) casais (Figura 16 e 17).

Recorrendo da analise dos padrdes de resisténcias, apresentados pelos casais com ligagdo
epidemioldgica, foram procuradas evidéncias de transmissdo destes virus resistentes

(Tabela 2).

Para o casal 1, 4 e 18, as mutacOes de resisténcias sO se encontravam expressas no
individuo com experiéncia anti-retrovirica, ndo tendo sido encontradas no parceiro naif.

Adicionalmente, a comparagdo entre a data do inicio do tratamento, e a data do ano de

90



Projecto de Investigagdo

diagnostico da infeccdo do parceiro, sugere que a aquisicdo da mutacdo pode ter ocorrido

posteriormente a transmissao do virus.

Para os casais 14 e 19, uma vez que ambos 0s elementos possuem experiéncia com anti-
retroviricos, nada foi possivel concluir quanto a transmissdo de mutacdes de resisténcia

entre 0s seus elementos.

Foram encontradas evidéncias da transmissao de mutac6es de virus com resisténcia entre
os elementos do casal 12, sendo o padrdo de mutacGes de resisténcia apresentado nos dois
elementos do casal, M41L e T215Y, sugestivo da transmissao de um virus com mutacgdes
de resisténcia ao individuo naif aos anti-retroviricos. Para o casal 15, o padrdo de
resisténcia obtido ndo parece ser consistente, o individuo naif (15m) apresenta as
mutacgOes de resisténcia L210W, T215Y e Y188L e estas ndo se encontram, na totalidade,
no elemento em tratamento anti-retrovirico (15M) mas, ao confrontarmos as resisténcias
apresentadas pelo elemento 15M numa amostra posterior a apresentada na tabela 2, mais
proxima da data de infeccdo do parceiro, as alteracdes encontradas (no segmento da
transcriptase inversa: L210W, T215Y, Y188L; no segmento da protease: L90M) séo
consistentes com a ocorréncia da transmissdo de mutaces de resisténcia. Estes dados
sugerem uma acumulacdo de mutaces de resisténcia, como consequéncia do regime

terapéutico, anterior a transmissao do virus ao elemento 15m.

Nos casais sem ligacdo epidemioldgica 9, 13, 16, 21 e 28, os padrdes de mutacGes

encontrados foram todos em individuos com experiéncia anti-retrovirica.
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No casal 20, constituido por 2 elementos sem experiéncia a estes farmacos, verificou-se
que 1 dos elementos (20M) possuia uma mutacdo de resisténcia no segmento da
transcriptase inversa, sugerindo estarmos na presenca de uma mutacao de resisténcia que

teria sido transmitida na altura da infeccdo pelo HIV-1.

A presenca de mutacBes de resisténcia nos casais 12, 15 e 20, ilustra o potencial de

propagacdo secundaria destas estirpes resistentes, como previamente documentado “% ™

™73 “indicando a necessidade de uma monitorizacdo constante para avaliagdo do seu

efeito a longo termo na resposta ao tratamento anti-retrovirico.

Os polimorfismos naturais, ocorrem de forma natural na infeccdo do HIV-1, apresentam
uma grande variabilidade nos segmentos da protease da nossa amostra. Curiosamente,
verificou-se que nos casais onde se tinha estabelecido um elo de transmissdo, 0s
polimorfismos encontrados, eram bastante consistentes entre si. Esta observacao requer
muito cuidado na interpretacdo a que pode estar sujeita pois os polimorfismos, devido as

suas caracteristicas, ndo devem ser utilizados nestes estudos de transmisséo.

Da analise filogenética efectuada, foi possivel confirmar a existéncia de uma grande
diversidade genética de estirpes do HIV-1, em circulagdo na regido centro Portugal. O

subtipo B foi encontrado na maioria da nossa populacdo, mas também foram detectados
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os subtipos C, G, A, F, recombinantes CRF02_AG, e uma forma recombinante néo

determinada.

Ao analisarmos esta diversidade genética, consoante o pais onde ocorreu a infeccao,
verificamos que todos os subtipos se encontravam representados nas infec¢fes ocorridas
em Portugal, encontrando-se estas observacfes de acordo com outros estudos ja

efectuados na populacdo Portuguesa ("%

As infeccbes ocorridas em outros paises da Europa ocidental, onde o subtipo B €
prevalente, foram todas deste subtipo. E, as infec¢bes ocorridas em paises africanos,
continente onde todos os subtipos do grupo M se encontram em circulagdo, apresentaram
uma grande diversidade de subtipos (B, C, G e A), e encontram-se associadas a

transmissao heterossexual.

Verificdmos também que todos os elementos do grupo dos casais homossexuais
pertencem ao subtipo B, que o subtipo B era maioritario nos casais heterossexuais e que a

totalidade dos subtipos ndo-B se encontravam no grupo dos casais heterossexuais.

Esta associacdo entre modo de transmisséo e subtipo, coincide com o que tem vindo a ser
descrito, onde os subtipos circulantes exibem associacdes especificas com as regides
geograficas e /ou modo de transmissdo. Na Europa, a epidemia entre os homossexuais e
utilizadores de drogas endovenosas tem vindo a ser associada ao subtipo B, e o0s subtipos
ndo-B e CRFs tém vindo a ser gradualmente introduzidos, com o aumento das
transmissdes heterossexuais entre imigrantes e/ou emigrantes de regifes onde o HIV-1 é

endémico e os seus parceiros Europeus 42375 76.77)
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A presenca de um “cluster” de 3 individuos, na arvore dos casais homossexuais (figura
17), aponta para a possibilidade um “cluster” de transmissdo. No entanto, devido a
auséncia de dados epidemioldgicos que possam corroborar esta hipdtese, dos nossos
resultados ndo podemos excluir a possibilidade da existéncia de uma fonte comum para

este “cluster”, em vez de um “cluster” de transmissao.

A utilizacdo de sequéncias onde se verificava a presenca de mutacdes colocou em causa a
utilizacdo do gene pol na analise de hipoteses de transmisséo. Estas sequéncias possuem
inevitavelmente uma certa homoplastia (convergéncia/evolucdo paralela) induzida pela
seleccdo natural, e mesmo quando presentes em poucas posicdes, poderiam influenciar o
resultado fornecendo um “clustering” incorrecto. No entanto, varios estudos véem
demonstrar que estes dados contém informacdo filogenética suficiente para a atribuicdo

de subtipo, e para a reconstrucio de historias de transmissado “% 9,

A maioria das sequéncias utilizadas neste estudo, foram geradas a partir de amostras

plasmaticas obtidas num periodo médio de 1,87 anos.

A utilizacdo de sequéncias com um grande intervalo de tempo, quer seja entre a infeccéo
e a transmissdo do virus, também provocou alguma preocupacgdo pois, a evolugdo que
ocorre dentro do mesmo individuo, poderia levar ao desenvolvimento de uma populagéo

virica heterogénea. No entanto, esta heterogeneidade virica ndo se reflecte na robustez da
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reconstrucdo dos métodos de filogenia “* ™ sendo assim possivel a utilizacdo destes

métodos, mesmo em amostras obtidas num longo intervalo de tempo €.
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V1 - Conclusao

Neste estudo foram avaliados e caracterizados os eventos de transmissdo em 37 casais
portadores do HIV-1, com ligaces epidemioldgicas conhecidas. O estabelecimento do
elo de ligacdo entre os 2 elementos de cada casal foi obtido por analise filogenética, a
partir de sequéncias do gene pol, com a determinacdo da sua proximidade genética.
Foram também analisados os padrdes de mutacfes apresentados pelas sequéncias, tendo
sido considerados tanto mutacGes de resisténcias como polimorfismos naturais.
Adicionalmente, foram levantados dados epidemioldgicos que permitissem estabelecer
ou excluir uma ligacdo de transmissdo entre os individuos de forma a poder corroborar os
resultados da andlise filogenética e os seus padrées mutacdes. Com base na proximidade
genética, elevados valores de “bootstrap™, dados epidemioldgicos congruentes e padroes

de mutacGes similares foi possivel identificar 70,27% (n=26) de pares de transmissao.

Embora a informacgéo apresentada sobre as mutagfes ndo seja essencial para provar a
ocorréncia de transmissdo, nem a presenca de mutacdes de resisténcia por si SO seja
suficiente para provar a transmissao, esta foi importante para verificar a abordagem deste
estudo. A presenca de padrdes de mutacOes de resisténcia similares nos 2 elementos que
formam um casal, em que um ou mesmo 0s 2 Nnao possuiam experiéncia prévia aos anti-

retroviricos, vem reforcar o problema da transmissdo de resisténcias e 0 consequente
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impacto na estratégia terapéutica, uma preocupacdo cada vez mais forte a nivel mundial

(40, 70)

Na validacdo das ligacOes caracterizadas a nivel molecular, a comparagdo com dados
epidemioldgicos assume uma grande importancia no entanto, este tipo de informacéo
permanece dificil de obter. Dos 80,08% (n=30) pares onde um dos elementos € indicado
como o responsavel pela transmissdo ao parceiro, apenas foi possivel confirmar 67,57%
(n=25) “clusters” de transmissdo. Consequentemente, a assuncdo de uma ligacdo de
transmissdo baseada apenas na informacdo prestada pelos pacientes, mesmo quando
inserida numa relacdo médico - paciente, pode nem sempre ser correcta. Dependendo de
factores demograficos, étnicos e das circunstancias que caracterizam a populacdo
estudada, a discordancia entre a informacdo prestada e a realidade ira certamente variar,

mas estara sempre presente ©* %

. Assim em investigacdes que necessitem de um
conhecimento preciso da transmissdo do HIV-1, como estudos que tenham por objectivo
a identificacdo da relacdo do hospedeiro e transmissdao ou a determinacao da eficacia de

certas estratégias de prevencdo, a caracterizacdo molecular de ambos os parceiros é

essencial.

Por fim, a analise filogenética, no contexto de outras evidéncias clinicas e
epidemioldgicas, pode fornecer suporte para o estabelecimento de uma ligacdo entre
casos, mas ndo pode por si SO estabelecer a direc¢cdo em que esta ocorreu, nem provar que
a transmissdo do HIV-1 ocorreu directamente entre 2 individuos isto €, que outros
individuos nao estejam envolvidos numa série de transmissfes intermediérias. No

entanto, quando os virus presentes ndo se encontram relacionamos entre si, as evidéncias
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fornecidas sdo suficientemente sélidas para permitem excluir a possibilidade de ter

ocorrido transmisséo entre eles ¢ 5489,
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