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RESUMO

Pimentel, VF. Estudo da diversidade genética do HIV inter e intra-hospedeiro em pacientes
soroconvertores recentes. [tese (Doutorado em Microbiologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2016.

A epidemia de HIV-1 estd mudando em Sdo Paulo, com uma crescente preocupag¢do no
numero de jovens de homens que fazem sexo com homens (HSH). A epidemia é dominada
pelos subtipos B, F1, porém tem aumentado a prevaléncia do subtipo C. O objetivo do estudo
foi identificar e caracterizar as redes de transmissdo em Sao Paulo, comparando entre os
subtipos epidémicos, fatores de risco e exposi¢do a terapia antirretroviral.

N6s compilamos dados clinicos, epidemioldgicos e as sequencias virais dos individuos
acompanhados no Instituto Adolfo Lutz de Jan 2004 a fev de 2015. Apds o controle de
qualidade, 2.260 sequencias parciais do gene pol foram subtipadas previamente como B, C e
F1 e entdo incluidas no estudo. 2.107 sequencias unicas controle foram selecionadas pelo
blast contra as nossas sequencias no banco de dados de Los Alamos e banco de dados de
Portugal. Todas as sequencias foram investigadas para a identificacio de mutagdo de
resisténcia (TDRM). Arvores filogenéticas foram construidas em RaxML para cada subtipo.
N6s usamos Cluster Picker para analise da dindmica de transmissdo de acordo com os
parametros de distancia genética e bootstrap. Andlises estatisticas foram utilizadas para
identificar possiveis correlacdes dos clusters.

414 (18,3%) da nossa populacdo foi incluida em cluster (2-12 individuos). A taxa de cluster
nao diferiu entre B e F1, no entanto as sequencias do subtipo C se agruparam duas vezes mais
(p<0.001). Mais clusters foram identificados entre a populacio HSH quando comparada a de
heterossexuais independente do subtipo (p<0.001). A taxa de TDRM foi maior em cluster que
fora de cluster nos subtipos B e F1 (p<0.001 e p=0.009), respectivamente. Apesar do alto
numero de clusters no subtipo C verificamos baixa prevaléncia de TDRM. Os individuos que
estavam em clusters eram 5 anos mais jovens que os de fora de cluster nos subtipos B e C
(p<0.001 e 0.02, respectivamente).

Nossos resultados indicam que, independente do subtipo, a epidemia de HIV-1 em Sao Paulo
¢ auto-sustentada pelos pacientes HSH virgens de tratamento. O subtipo C apresentou maior
proporcao de clusters. No entanto, mais analises sdo necessdrias para clarificar se isto implica
em alta taxa de transmissdo do subtipo em Sao Paulo.

Palavras-chave: HIV-1. Redes de transmissdo. Diversidade genética.



ABSTRACT

Pimentel, VF. Study of genetic diversity of HIV inter and intra-host in recent infected
patients. [Ph.D thesis (Microbiology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2016.

The HIV-1 epidemic in Sao Paulo is changing, with a worrying increase in the number of new
infections in young men and in the Men who have Sex with Men (MSM). The epidemic is
dominated by subtypes B and F1, but there’s been a recent increase in the prevalence of
subtype C. The aim of this study was to identify and characterize HIV-1 transmission
networks in Sao Paulo, comparing across subtype epidemics, risk factors, and HAART
exposure therapy.

We gathered epidemiological, clinical and viral sequence data from HIV-1 infected
individuals followed in Adolfo Lutz Institute/SP-BR from Jan 2004 through Feb 2015. After
quality control, 2,260 sequences of the partial pol gene were subtyped as previously reported
as B, C and F1 were included on this study. 2,107 unique background control sequences were
selected by blasting our sequences against Los Alamos database and the Portuguese HIV-1
database. The dataset was screened for Drug Resistance Mutations to identify transmitted
drug resistance mutations (TDRM). Maximum-Likelihood phylogenetic trees were built in
RaxML for each subtype separately. We used Cluster Picker to analyze transmission
dynamics according the thresholds: genetic distance (0.06) and bootstrap over 90%. Statistical
analyzes were performed to identify possible correlates of clustering. Categorical variables
were compared using Chi-square or Fisher’s exact test and quantitative variables were
analyzed using Mann-Whitney test (SPSS).

414 (18,3%) of our population were included in clusters (range: 2-12 individuals). The rate of
clustering did not differ between subtypes B and F, however more subtype C sequences
(40%) significantly clustered together (p<0.001). Furthermore, more clusters were
significantly found in the MSM group when compared to heterosexuals for all subtypes,
(p<0.001). Also, drug naive patients were more likely to be in clusters when compared to
treated patients in all subtypes (p <0.001). TDRM were more prevalent in clustering than in
non-clustering in subtypes B (p <0.001) and F1 (p =0.009), and more related to MSM group.
Despite the higher number of clusters, subtype C presented a lower prevalence of TDRM,
although without significant difference between cluster and non-cluster. Clustering
individuals were also 5 years younger than non-clustering individuals for subtypes B and C
(p<0.001 and 0.02, respectively).

Our results indicate that, regardless of subtype, the HIV-1 epidemic in Sao Paulo is self-
sustained by treatment-naive MSM patients, who transmit the infection before starting
treatment. Subtype C presents a higher proportion of patients that cluster together. However,
further analyses are necessary to clarify whether this implies a higher transmission rate of this
subtype in Sao Paulo.

Keywords: HIV-1. Transmission network. Genetic Diversity.
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1 INTRODUCAO

1.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

O virus da Imunodeficiéncia humana (HIV) é o agente etiolégico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) [1]. Passadas trés décadas da identificacdo da Aids, a
pandemia causada por este virus tornou-se uma das mais devastadoras da histéria da
humanidade e estd mais estreitamente relacionada a populagdes economicamente ativas, o que
leva a grandes problemas socioecondmicos em paises emergentes [2].

Com base nos dados da UNAIDS estima-se que vivam no mundo cerca de 36,7
milhdes de adultos e criangas infectados pelo HIV (Figura 1), deste conjunto, 2,1 milhdes de
novos casos foram descritos em 2015. O numero de pessoas que morreram em consequéncia
da Aids neste ano foi de 1.1 milhdes de pessoas no mundo, o que aponta um decréscimo
quando comparados aos dados de 2009, onde se estimou 1,8 milhdes de mortes relacionadas a
Aids. Este fato associa-se a maior disponibilidade de terapia antirretroviral e ao melhor
suporte as pessoas infectadas com o HIV em paises de média e baixa renda [3]. Com a
intensificagdo dos programas de prevencdo da Aids e o comportamento mais consciente por
parte da populacdo, a prevaléncia e incidéncia dos casos de HIV/AIDS nos tltimos, anos
tenderam a se estabilizar, ndo obstante, um aumento do nimero de casos reflexo da alta
densidade demografica mundial e da melhora da expectativa de vida por em funcdo da terapia
antirretroviral também tem sido observado [3].

Ao longo de mais de trés décadas de convivio com a infecc¢do pelo HIV, constataram-
se mudangas importantes no perfil epidemioldgico da Aids. Nos primeiros anos da epidemia a
maioria dos casos estava relacionada com determinados comportamentos/situacdes de risco
tais como: homo/bissexuais masculinos, hemofilicos/receptores de sangue e usudrios de
drogas injetaveis.

Com o passar do tempo a disseminacdo da infec¢do pelo HIV alcancou outros
segmentos da populacdo através da transmissdao heterossexual, a qual tem sido responséavel
pelo aumento no nimero de casos de Aids em mulheres e consequentemente em criangas [3].
Com base nos dados publicados pelo ultimo boletim epidemiolégico da UNAIDS, salienta-se
que a Africa Subsaariana, epicentro da epidemia de Aids, concentra o maior niimero de casos
de adultos e criangas infectados pelo HIV: cerca de 19,0 milhdes, dos quais 960.000 sdo casos

de pessoas recentemente infectadas, dentre eles, adultos e criancas [3].
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Do total de pessoas infectadas, mais de 50% sdo mulheres, o que acarreta no nimero
acentuado de criangas que contrairam o virus por transmissao vertical nesta regiao.

Do total estimado de 36,7 milhdes de pessoas vivendo com HIV no mundo, cerca de 2
milhdes encontram-se nas Américas do Sul e Central (Figura 1), dos quais 100.000 adultos e
criancas que foram recentemente infectados. Aproximadamente 50.000 pessoas morreram

devido a AIDS em 2015 na América Latina [3].
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Figura 1 - Estimativa do niimero de adultos e criangas portadoras do HIV/AIDS, 2016. Fonte: [1]

Do total de casos notificados de pessoas portadoras do HIV na América do Sul, grande
parte concentra-se no Brasil, devido a sua dimensao territorial e ao contingente populacional.

As politicas de prevengdo a Aids, tais como, as campanhas de conscientizagdo da
populagdo quanto aos riscos de contaminacdo, a distribuicdo gratuita de preservativos,
seringas e agulhas, assim como as politicas de tratamento, que torna universal o acesso aos
antirretrovirais, reduzindo assim diretamente as taxas de transmissao vertical e indiretamente
as taxas de transmissdo em consequéncia de um maior controle da carga viral, desde o inicio
dos anos noventa contribuem para a contencao da epidemia no Brasil.

De acordo com o ultimo Boletim epidemiolégico, com dados da epidemia brasileira de
1980 a junho de 2015, foram notificados 798.366 casos acumulados de Aids em todo o pafs.

A taxa de incidéncia vem apresentando tendéncia a estabilizacdo, em patamares

elevados nos ultimos anos e, em 2014, atingiu 20,5 por 100.000 habitantes. Contudo, os dados
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indicam expressivas diferencas regionais, com declinio da taxa de incidéncia nas regides
Sudeste e Centro-Oeste, € aumento nas regides Norte, Nordeste e Sul no periodo de 2005 a
2014. Na série historica de 1980 até junho de 2015, foram identificados no Brasil 519.183
casos de Aids. A razdo entre o nimero de casos segundo o sexo, masculino : feminino (M:F)
sofreu significativa reducdo do inicio da epidemia até os dias atuais. Em 1986, a razao M:F
era de 15,1:1 e, a partir de 2002, estabilizou-se em 1,5:1 [4]. No entanto, a partir de 2009,
observou-se uma redu¢do no nimero de casos em mulheres € um aumento entre os homens,
refletindo na razdo de sexos que passou a ser de 19:10 [5].

No Estado de Sao Paulo, onde se concentra a maior parte da epidemia nacional, (33%
dos casos do pais), foram registrados 228.698 casos de Aids até junho de 2013, e 103.267
obitos por Aids. Estima-se, aproximadamente, 132.000 o nimero de portadores do HIV com
idade entre 15-49 anos no estado [6]. Nestes 30 anos, a epidemia de HIV/Aids manteve-se
concentrada nas grandes dreas metropolitanas, em adultos jovens, em especial nos grupos
mais vulnerdveis a infeccdo, tais como: Homens que fazem sexo com homens (HSH),

profissionais do sexo e usudrios de drogas ilicitas [6].

1.2 AGENTE ETIOLOGICO DA AIDS

O HIV € um retrovirus, que pertence a familia Retroviridae, virus com genoma RNA
que possul seu genoma proviral reversamente transcrito pela transcriptase reversa, € ao
género Lentivirus, que tem como importante caracteristica o longo periodo de incubacio
entre a infecg@o e o inicio das manifestagdes clinicas, além de danos progressivos no sistema
imune de seu hospedeiro.

Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 estdo relacionados filogeneticamente a certos virus de
macacos africanos, isto €, aos Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIVs), com os quais
apresentam uma similaridade na organizacdo do genoma viral, coincidéncias geogréficas e
rotas de transmissdo plausiveis reforcam a transmissdo zoondtica destes lentivirus de
primatas nao humanos para os humanos [7].

Na tentativa de compreender melhor a origem do HIV-1, Gao e colaboradores em
1999 [7] analisaram a filogenia dos isolados de SIV conhecidos e identificaram duas
linhagens principais e divergentes que infectam duas subespécies de chimpanzés, uma da
Africa Central: Pan troglodytes troglodytes, e outra da Africa Oriental: Pan troglodytes

schweinfurthii. Apenas a linhagem que infecta Pan troglodytes troglodytes mostrou-se estar
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relacionada com o HIV-1 e parece ter originado as linhagens do grupo M e N. Outra forte
evidéncia é que esta variante foi encontrada na mesma drea geografica da Africa onde podem
ser encontrados todos os grupos do HIV-1 e seus subtipos. Assim, o chimpanzé Pan

troglodytes troglodytes é considerado o reservatdrio primario do HIV-1[8].

1.3 PARTICULA VIRAL

A particula viral madura e infecciosa do HIV (Figura 2) tem simetria icosaédrica e
didmetro de aproximadamente 125 nm. Externamente o HIV apresenta um envoltério de
natureza bioquimica fosfolipidica derivada da célula hospedeira [9], onde sdo ancoradas as
glicoproteinas de superficie e transmembranar (gp/20 e gp41) [9]. Internamente, uma matriz
protéica (p17) envolve o capsideo viral (p24). E nesta estrutura que encontramos o genoma
dipléide do HIV que consiste de duas fitas simples de RNA similares, ambos de polaridade
positiva, que interagem com as trés enzimas virais (protease, transcriptase reversa e

integrasse) [10,11].

transmembrane envelope protein surface envelope protein
(gp41, TM) __— (gp120, sSuU

nucleocapsid (p7, NC)

viral RNA genome

membrane capsid (p24, CA)
protease (p11, PR)

integrase
(P31, IN)

reverse transcri ptase
(pB6/p51, RT)

Figura 2 - Representagc@o esquematica da particula viral do HIV. Em destaque as proteinas
estruturais, enzimas virais e genoma de RNA fita simples. Fonte [12].
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1.4 ESTRUTURA GENOMICA

Em adicdo aos genes estruturais (gag, pol e env), o HIV contem 4 genes acessorios
(vif, vpr, vpu e nef) e dois genes regulatorios (tat e rev), cujos produtos sao responsaveis por
estabelecer sofisticadas interagdes entre o virus e o hospedeiro. [13] (figura 3).

Como caracteristica do DNA retroviral encontram-se nas por¢des terminais as LTRs
(Long Terminal Repeats), que nada mais sdo que varias centenas de nucleotidos (300-
1800pb) composta de U3-R-US (5’- 3°) Todos os sinais para expressao dos genes sao
encontrados nas L'TR (promotor, iniciagdo de transcricdo, terminador de transcri¢ao e sinal
de poliadenilagdo). Alguns sinais regulatorios da transcri¢ao estdo contidos na regido U3 da
5’ LTR e aregido TATAA Box localiza-se a cerca de 25pb a partir do inicio da regido R. A
LTR 3’ normalmente ndo € funcional como promotor, embora tenha a mesma sequéncia que
a 5’ LTR. Em vez disso, age na terminagdo da transcricdo e poliadenilacdo, entretanto,
quando a integridade da 5’ L'TR € comprometida, a 3> LTR funcione como promotor [14].

O primeiro gene localizado no terminal 5° do genoma do HIV € o gene gag. As
proteinas formadas a partir de gag, sdo sintetizadas na forma de um precursor poliprotéico,
que foi nomeado com base na massa molecular deste polipeptidio, Pr55%¢. Logo apds o
brotamento da particula viral, a protease do HIV-1 cliva Pr55 ¢ em quatro proteinas de Gag
maduras pl7 (proteina de matriz, MA), p24 (proteina de capsideo CA), p7 (proteina de
nucleocapsideo, NC) e p6, além de dois pepitideos espacadores pl e p2 [12]. Durante a
traducdo de gag pode ocorrer um deslizamento do ribossomo na regido pl, gracas a presenca
de uma regido rica em “U”, levando a mudanca na fase de leitura [15], gerando um precursor
maior P1602*¢™'  este quando clivado proteoliticamente, gera as proteinas de gag € pol .

O pol € o segundo gene na organizacdo gendmica do HIV sendo o responsavel por
codificar as trés enzimas do HIV: protease (PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (IN,
tendo os seus produtos derivados do precursor P160£*'[14].

Das enzimas oriundas do gene da polimerase, a protease do HIV-1, é a responsavel
pelo processamento pos traducional das poliproteinas viral Gag (p24, p17 e p7) e Gag-pol
(funcionalidade das enzimas RT e IN), transformando o virus maduro [14-16]. A
transcriptase reversa (RT) do HIV € capaz de converter o seu genoma de fita simples de
RNA em uma dupla fita de DNA viral. A RT do HIV apresenta trés atividades fundamentais:

a DNA polimerase dependente de RNA, sintetizando a fita de DNA negativo, a atividade
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RNAse H, utilizada para degradacdo do RNA viral, e a atividade de DNA polimerase
dependente de DNA, gerando a fita positiva de DNA [17]. A integrase é enzima necessaria
para que o DNA viral seja inserido no genoma da célula hospedeira humana, processo
indispensavel para que o virus possa utilizar o maquindrio celular para produzir novos
virions. [14].

O gene env € o responsavel por codificar as proteinas do envelope viral, o qual tem o
seu precursor gpl60, clivado por enzimas celulares e em gpl20 e gp4l, proteinas de
superficie e transmembranar, respectivamente. E na gp/20 que sdo encontrados os sitios de
ligacdo para os receptores celulares e, portanto, importantes dominios a serem neutralizados
com a finalidade de se interromper o ciclo viral [16]. Estas duas proteinas sdo fundamentais
nas etapas de adsor¢do e fusdo do virus a célula hospedeira [18]. A partir do sequenciamento
genético do gene env fol possivel analisar e predizer as estruturas secunddrias, as quais
definem importantes epitopos com papel de interagdo na resposta imune humoral e celular
[19]

O gene tat (transativador da transcri¢do) € uma proteina multifuncional que contribui
de maneira critica na replicacdoo do HIV-1. Tat € uma proteina transativadora robusta que
induz uma variedade de efeitos, alterando os niveis de expressdao de genes celulares e viral.
Entre as funcOes de Tat destacam-se: super-expressdo de citocinas, co-receptor CCRS e
receptor (CD25) de inter-leucina-2 [20-22], bem como a supressdao do gene de MHC de
classe I [23]

O gene que se sobrepdem a tat com fase +1 de leitura e codificando uma proteina de
116 aminoacidos € chamada de Rev e tem a fun¢do de regulacdo da expressao de proteinas
do HIV pelo controle na exportacdo e de mRNA do nucleo para o citoplasma [14,24].

O gene vif (fator de infectividade do virus) codifica uma proteina citoplasmatica de
23 kD cuja funcdo € aumentar significativamente a infecciosidade do virion.
A proteina é encontrada no interior das células infectadas pelo HIV, e a mesma atua
interferindo no papel de uma proteina de restricdo celular chamada APOBEC3G. Vif induz
a célula a degradar a proteina APOBEC3G. Estudos in vitro mostraram que a constru¢do de
particulas virais sem o gene vif (delta vif) comprometiam o potencial desses virus em
infectar novas células [25-27].

O gene vpr codifica aproteina viral R com tamanho aproximado de 15 kD. Dentre as
inimeras fungdes conhecidas, esta acelera a expressdo de proteinas do HIV, carrega "os

sinais de localizacdo nuclear" (seqiiéncias de aminodcidos nas proteinas que sdo
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reconhecidas pela maquinaria celular, indicando que ela deve ser transportado para o nucleo)
e, em certo sentido, imita o comportamento de uma proteina chamada befa importina [28],
Interrompe o ciclo celular na fase G2/M, que parece ser o cendrio confortivel para a
replicagdo viral [29].

O gene vpu que codifica a proteina integral de membrana (proteina viral U) que tem
como principais funcdes, auxiliar na montagem de novas particulas virais, no brotamento da
particula viral da célula hospedeira e na degradacdo das moléculas CD4 que ficam na

superficie das células infectadas diminuindo o risco de superinfec¢dao [30].
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Figura 3 - Representag@o esquematica da estrutura linear proviral de HIV-1. Fonte: [31]

1.5 CICLO REPLICATIVO DO HIV

A infeccdo viral inicia-se quando a proteina gpl120 do envelope viral, liga-se ao
receptor CD4 da superficie celular na célula susceptivel possibilitando a interacdo da gp120
ao correceptor celular CCR5/CXCR4. Apos a interagdo com o co-receptor, € modificacdo
conformacional de gp120, peptideos hidrofébicos da gp41 (peptideo de fusdo) sdo expostos
e imediatamente inseridos na membrana da célula alvo. As regides C- e N-terminal (HR1 e
HR?2) promovem a aproximacdo e contato entre a membrana celular e envoltdrio viral,
formacao de poros de fusdo e liberagdo do capsideo no citoplasma da célula hospedeira
[16,32].

A transcri¢do reversa do RNA viral inicia-se a partir da ligacdo de um iniciador de
tRNA complementar a um sitio proximo a extremidade 5’ do RNA viral. A partir deste

iniciador, a enzima transcriptase reversa sintetiza um segmento de DNA, complementar ao
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RNA, na dire¢do 5°. Este segmento de DNA sintetizado € translocado para o término 3’ da
molécula, para completar a sintese da fita de DNA. Concomitantemente a enzima RNAse H
€ necessdria para degradar o RNA do hibrido DNA-RNA. A sintese da fita de DNA
complementar € realizada pela atividade DNA-polimerase RNA dependente da transcriptase
reversa (RT).

O DNA viral dupla fita recém sintetizado € translocado para o nucleo celular a partir
do complexo pré-integracao. Uma vez no ndcleo o DNA viral € integrado ao genoma celular
através da acdo da integrasse (IN) [33]. Apds a integracdo, o DNA viral agora denominado
provirus, funciona como molde para a sintese das proteinas virais pela RNA polimerase II do
hospedeiro quando a célula infectada for ativada.

Os mRNAs retrovirais sdo sintetizados, processados e entdo transportados para o
citoplasma, onde sdo traduzidos para produzir as proteinas virais. As proteinas que formam o
core viral, isto é produtos dos genes gag e pol, inicialmente montadas dentro de um
nucleocapisideo imaturo juntos com duas copias do genoma completo de RNA viral. Como
essas estruturas brotam da membrana plasmatica da célula , eles se tornam envolvidos pela
membrana plasmatica da célula hospedeira albergando as glicoproteinas do envelope.
Coincidente com o brotamento, a terceira enzima viral protease (PT) cliva as proteinas do

core em suas formas finais. Tornando o virus maduro e infeccioso [14,34-36].
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26

1.6 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

E sabido que a terapia antirretroviral de alta poténcia, denominada TARV, é um dos
grandes ganhos no combate a Aids. Um dos principais objetivos € reduzir os niveis de carga
viral ao indetectavel, tornando o sistema imune menos vulneravel as doengas oportunistas,
reduzir a mortalidade associada a Aids, além de reduzir drasticamente a disseminagdo viral
para outros individuos suscepitiveis [37].

Até os dias de hoje um arsenal de 27 drogas foram aprovadas e disponiveis pelo Food
and Drugs Administration (FDA) para tratamento da infec¢dao pelo HIV. Essas drogas sdo
distribuidas em 6 classes, segundo os seus mecanismos moleculares e perfil de resisténcia
[38,39]:

(a) inibidores da transcriptase reversa andlogos de nucleosideos (INRTSs);

(b) inibidores da transcriptase reversa nao analogos de nucleosideos (INNRTS);

(c) inibidores da integrasse (INs);

(d) inibidores de protease (IPs);

(e) Inibidores de fusao;

(f) Antagonistas de co-receptor/inibidores de entrada.

Os analogos de nucleosideos, INRTs, formam a primeira classe de drogas a ser
aprovada pelo FDA [40]. S3ao administrados como pro-drogas, os quais requerem
fosforilacdo ao entrarem na célula por quinases celulares [41]. A auséncia do grupo hidroxil
na porcao 3’ do agucar (2’desoxiribosil) meio pelo qual os INTRs impede a formagao de
uma ligacdo fosfodiester 3°-5° entre os INTRs e o proximo 5° trifosfato nucleotideo,
resultando na terminagdo da cadeia crescente de DNA [42]. Atualmente, existem 8 INTRs
disponiveis e aprovadas pelo FDA.

Os inibidores da transcriptase, ndo nucleosideos, INNRTSs, inibem a RT do HIV-1
pela ligacdo e inducdo de uma bolsa hidrofébica proximal, mas ndo sobreposta ao sitio
catalitico da enzima. A ligacdo do INNRTs muda a conformacao espacial do sitio de ligacao
ao substrato e reduz a atividade da polimerase [43,44].

A integrase foi a mais recente enzima do HIV-1 com sucesso a ser alvo terapéutico
[45,46]. Raltegravir (RAL) foi a primeira droga inibidora da integrase a ser licenciada em
2007 [47]. Sua acdo inibitéria dar-se de duas formas: ligando-se apenas ao especifico
complexo entre a integrasse € o0 DNA viral e interagindo com o cofator {on magnésio no sitio

ativo da integrase. Atualmente, existem 3 drogas disponiveis e aprovadas [48].



27

Em 1995, o primeiro IP foi aprovado. A protease € responsavel pela clivagem das
proteinas precursoras de gag e gag-pol durante a maturacdo viral. Os IPS atuam ligando-se
ao sitio ativo da protease, impedindo a clivagem dos precursores € como consequéncia a
maturacdo da particula viral [49].

Os inibidores de fusdo foram desenhados baseados na descoberta de dois dominios
homologos da proteina viral gp41 que devem interagir um com O outro para promover a
fusdo, e essa imitacdo de um desses dominios pela proteina heteréloga pode se ligar e
interromper as interagOes da proteina viral [49].

O antagonista de CCRS opera pela ligacdo a proteina de superficie de células da
imunidade. Uma vez estabelecida essa ligagcdo, certas variantes do HIV-1, chamadas RS
tropicas ndo podem se ligar ao correceptor, € portanto, ndo conseguem entrar na célula
susceptivel [41,49].

Tal como acontece com todas as terapias antirretrovirais, o tratamento com qualquer
um destes agentes muitas vezes resulta no aparecimento de variantes de HIV-1 com reduzida
sensibilidade as drogas. Os mecanismos de resisténcia associados a classe INRTSs sdo
mediados pelos (1) mecanismo ATP-dependente da pirofosforilase, que € a remogdo do
INRT da extreminadade 3’ da cadeia nascente € o aumento da discriminagdo entre o
substrato nativo de desoxiribonucleotideo e o inibidor [50].

A resisténcia aos INNRTs geralmente resulta da substituicdo de aminodcidos tais como
L100,K101,K103,E138, V179 e Y188 na bolsa de liga¢do dos inibidores a RT [51,52].

A resisténcia aos inibidores de integrasse quase sempre estdo associados aos residuos
de aminoécidos que coordenam os co-fatores de magnésio essenciais. Em estudos clinicos, a
resisténcia ao raltegravir esta associada a um conjunto de quatro mutacdes independentes no
gene da integrase (Y143, N155, 121 ou Q148) [53-55].

Todos os IPs compartilham relativamente uma estrutura quimica semelhante, assim,
resisténcia cruzada € comumente observada. Para a maioria dos IPs, mutacdo de resisténcia
priméria agrupadas préximas ao sitio ativo da enzima, na posi¢do localizada no sitio de

ligacdo do substrato/inibidor (D30N, G48V, I50V, V82A ou 184V, entre outros) [56,57].

1.7 HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO HIV-1

A infeccdo primdria ou fase aguda é geralmente assintomatica e € caracterizada pelo

sequencial aparecimento de marcadores viral e anticorpos no sangue. Atualmente, testes de
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quarta-geracdao mais sensiveis sdo capazes de detectar precocimente tanto antigenos virias
quanto os anticorpos e reduzem o periodo de janela imunoldgica por volta de 5 dias [58,59].
Clinicamente as manifestagdes sdo vagas e inespecificas tais como: febre,
linfadenopatia, cefaleia, mialgia, nduseas, diarreia e exantema. A fase aguda é limitada,
rapida e a sua severidade estd associada a progressao rapida da doenca. Reagentes de fase
aguda incluem elevados niveis de proteina amiloide A sérica (3a 5 dias apds infecgdo). Os
niveis de carga viral aumenta coincidem com a explosdo de citocinas inflamatdrias. A
resposta de células T CD8" leva ao aparecimento de mutantes de escape. Complexos imune
de anticorpos, precedem os primeiros anticorpos livres da gp4l. Anticorpos espécie-
especifico que neutralizam o virus ndo aparecem até o octogésimo dia de infec¢ao [60—62].
Com o fim da fase aguda, o paciente entra na fase cronica da infec¢do assintomadtica,
conhecida como fase de laténcia clinica. Esta fase pode durar de meses a anos, com
progressiva destruicdo de células da imunidade (linfécitos T CD4", macréfagos e células
dendriticas. Uma vez que o estado imunoldgico do individuo infectado se torna critico, com
contagem de T CD4" inferior a 200 cel/mm’ emergem as doengas definidoras de Aids [63]. A

Figura 5 sumariza a infec¢ao natural pelo HIV-1.
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Figura 5 - Histdria natural da infec¢do pelo HIV-1. Fonte: [64]
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1.8 DIVERSIDADE GENETICA DO HIV E EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

O HIV se caracteriza por um enorme polimorfismo genético. Inicialmente as
variantes do virus eram identificadas como americanas ou africanas de acordo com o seu
local de origem. Mais recentemente fez-se necessaria a classificacdo baseada nas relacoes
filogenéticas de genomas completo, em grupos, subtipos, sub-subtipos, formas
recombinantes circulantes (CRFs) e de formas recombinantes tinicas (URFs) [65]. O HIV-1 é
classificado filogeneticamente em quatro grupos M, N, O e P, refletindo separadas
introduc¢des do virus da imunodeficiéncia simia (SIVs) de primatas ndo humanos para os
seres humanos [8] Destes, apenas o grupo M sofreu uma disseminac¢do pandémica. Fatores
virais e dos hospedeiros, poderiam ter influenciados na relativa transmissibilidade dos
diferentes grupos de HIV-1 [8]. Modelagem matemaética de virus sugerem que o grupo M
tenham sofrido diversificagdo entre 1910-1930 [66,67], seguido pela dissemina¢do endémica
do virus na populagio humana na Africa centro-ocidental.

O grupo M € o mais representativo sendo dividido em nove subtipos A, B, C, D, F,
G, H, J, K [65]. As variantes dos subtipos A e F podem ainda ser classificadas em sub-
subtipos [A1-AS5] e [FI-F2] [7,68,69]. A Figura 6 apresenta de forma esquemdtica a
classificagdo do HIV.

Eventos de recombinacdo sdo comuns em dreas onde existe uma co-circulacdo de
subtipos gerando linhagens mosaicas as quais sdo responsadveis por 10-20% de novas
sequéncias geradas. Dois tipos de genomas mosaicos podem ser gerados. As formas
recombinantes circulantes (CRFs), quando identificadas em pelo menos trés individuos HIV
infectados sem vinculo epidemioldgico direto e que apresentam os mesmos pontos de
recombinacdo ao longo do genoma, estas geralmente apresentam importancia epidemiolégica
e as formas recombinantes tnicas (URFs).

Atualmente 79 formas recombinantes circulantes foram descritas [70]. Além deste
conjunto, existem as formas recombinantes unicas (URFs) que sdo formas recombinantes
entre os subtipos, mas que sao encontradas em apenas um individuo infectado. Centenas de
URFs foram encontradas com base na andlise parcial das sequéncias do genoma e algumas
possuem andlise completa do genoma, porém o seu potencial de propagacdo epidémico €

pouco conhecido [71,72]
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Figura 6 - Classificacdo atual do HIV. Fonte: adaptado de [65].

A notdvel variabilidade genética dentro e entre os subtipos do grupo M de HIV-1,
pode alcancar 25%-35% no gene env, sendo possivel um controle preciso da transmissdo dos
HIV-1 entre populagdes numa escala global [73], e entre individuos numa micro escala [74].

A vigilancia global da distribui¢do dos subtipos e formas recombinantes circulantes
(CRFs), revelou em 2011 que o subtipo C representa por volta de 50% do total dos
infectados no mundo inteiro e os subtipos A, B, D e G correspondem a 12%, 10%, 3% e 6%,
respectivamente, e os subtipo F, H, J e K juntos correspondem a 1% dos casos [75].

Na América do Sul, responsavel por 4% das infec¢Oes neste continente, o subtipo
prevalente é o B, que representa mais de 70% dos casos. Os subtipos F1, C e recombinantes
BF1 sdo também encontrados nessa regido [76]. O subtipo F1 estd presente em grande parte
dos paises do cone sul, tendo como maior destaque o Brasil [77,78], Argentina [79], Bolivia
[80] e Uruguai [81]. No entanto, com excec¢do do Brasil, amostras F1 puras sdo raramente
encontradas, na maioria dos casos, o subtipo F1 € encontrado na sua forma recombinante
BF1 e destas, dentre os CRFs destacamos o CRF12_BF e em menor extensao o CRF17_BF
encontrados na Argentina, Uruguai e Paraguai e mais recentemente o CRF38_BF foi

identificado no Uruguai [82,83].



31

Uma pléiade de subtipos e formas recombinantes de HIV-1 descritos, em diferentes
perimetros geograficos (Figura 7) pode ter como consequéncia uma poderosa barreira
antigénica que afeta o sucesso da terapia antirretroviral bem como o desenvolvimentos de
prototipos vacinais eficazes.

Apesar deste ambiente fértil para mutacao, existe pouca evidéncia de diferencas entre
os subtipos de HIV-1 nos seus padrdes ou eficiéncia de transmissdo. Por outro lado, existe
uma observacdo epidemioldgica que o virus do subtipo D de Uganda e regides vizinhas
possam mostrar mais comumente virus R5/X4 dual tropico mais que outros subtipos de HIV-
1, mas isso deve ter um maior efeito na patogénese viral que na transmissdo em si [84].

A transmissdo do HIV pode, também, ser modulado por outros fatores, incluindo
doencas sexualmente transmissiveis, particularmente, estas resultam em inflamacdes e

ulceras que podem elevar a suscetibilidade de contrair o HIV em 2 a 11 vezes [85].
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Figura 7 - Distribui¢cdo global dos subtipos e recombinantes de HIV-1 do grupo M. Para cada
subtipo/recombinante um painel inico. Fonte: [72].

1.9 EPIDEMIOLOGIA MOLECULA DO HIV-1 NO BRASIL

O monitoramento da diversidade genética do HIV-1 se faz util no Brasil, a fim de
compreender a disseminacdo da epidemia, bem como perceber as caracteristicas que
compdem os virus circulantes.

Indmero trabalhos envolvendo coorte de pacientes de diversas regidoes geograficas do
pais acusam uma predominancia do clado B (~70%), porém, diferentes dos paises que

compdem a América do Norte e alguns paises da Europa ocidental, o Brasil apresenta um
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expressivo numero de infec¢des causadas pelos clados ndo B (F1, C, formas recombinantes
BF1, BC, além do recombinantes complexos) [77,86,87].

Um cendrio diferente do observado na maior parte do territrio nacional, a regido do
Sul do pais apresenta uma elevada prevaléncia de mais de 50% das infecgdes estdo
relacionadas ao subtipo C [88,89]. Cabe ressaltar que a depender da cidade do sul do pais
esse nimero pode ser entorno de 80% das infeccoes [90].

A co-circulagdo dos diferentes subtipos em uma localidade aliada ao crescimento da
epidemia em muitas regides do pais, além do crescente numero de estudos de epidemiologia
molecular do HV-1 em importantes centros urbanos no Brasil, t€tm gerado um volume
importante de informacdes no que tange as formas recombinantes virais. A maioria dos
recombinantes descritos sao URFs, ndo obstante alguns recombinantes foram capazes de se
espalhar na epidemia e deram origem aos diferentes CRFs descritos no Brasil tais como:
CRF28_BF1, CRF29_BF1, CRF31_BC, CRF39_BFl, CRF40_BF1l, CRF46_BFI,
CRF_72BF [91-94].

Estudos sobre a evolu¢do do HIV no Brasil sugerem que o primeiro subtipo a ser
introduzido na populagdo brasileira foi o subtipo B (por volta de 1965-1970), seguido pelo
subtipo F1 (~1975-1980) [95]. As primeiras descricoes do subtipo F1 em amostras
brasileiras sdo de dois trabalhos de 1994 com amostras do inicio dos anos 90 [77,96] sendo
também da mesma época a identificacdo do primeiro genoma recombinante B/F [97].

O subtipo C de HIV-1 tem se disseminado eficientemente em estados do sul do
Brasil. Estudos de filogeografia indicam que a epidemia do subtipo C no sul No Brasil foi
iniciada pela introdu¢@o de um tnico virus fundador em algum momento entre 1960 e 1980,

mas pouco se sabe sobre a dindmica espacial da disseminacao viral [90,98].
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Figura 8 - Distribui¢do dos subtipos e formas recombinantes circulantes do HIV-1 no Brasil. Fonte:
Adaptado de [78].

1.10 TEORIA DAS QUASIESPECIES DO HIV

A dindmica evolutiva dos virus de RNA sdao complexas o tamanho populacional
quase infinito, as altas taxas de mutagdo, e a rdpida cinética de replicacdo dos virus de RNA
impossibilitam sua descricdo pela genética de populacdes cldssica, no qual o fitness
(adaptabilidade ou cinética de replicagdo) de um fenétipo caracteristico € principalmente o
produto da habilidade do sucesso reprodutivo [99,100]. Em virus de RNA tal qual o HIV, a
taxa de erro extremamente elevada durante o curso da replicacdo viral cria um grande
swarms de variantes geneticamente diversas.

Coletivamente, este swarm de variantes ainda similar, do qual emergem de um tronco
unico fruto da infec¢do de uma variante (virus fundador), forma as quasiespécies (Figura 9).
Dentro das quasiespécies, o fitness de um fenétipo depende da habilidade reprodutiva de

uma variante individual e da sua capacidade de mutacao.
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Para ser considerado quasiespécies, o virus deve conter os seguintes critérios: uma
variante individual dentro de uma populag@o deve ter divergido da sequéncia master de um
virus fundador por mutagdo, uma variante individual dentro de uma populagido deve
responder a pressdo de selecdo dentro do hospedeiro e por fim, cada variante deve contribuir

para melhorar os atributos da populacao total [101].

e —» oo —> o @

Figura 9 - Esquema de geracdo das quasi-espécies. As variantes individuais que compdem as
quasiespécies sdo geneticamente ligadas a sequéncia master (assinaladas como circulo
preto). Fonte: [102].

O entendimento da ligacdo entre a teoria da quasiespécie e o efeito do
comportamento do HIV dentro do hospedeiro pode ajudar a elucidar estratégias terapéuticas
de atenuacgdo ou eliminacdo do patégeno dentro do individuo infectado [103].

Apesar dos inimeros estudos sobre epidemiologia molecular do HIV-1, ainda ha uma
lacuna do conhecimento no tocante a diversidade genética intra-hospedeiro na populacdo de
individuos recentemente infectados em especial no Brasil, onde ha co-circulagdo de
diferentes subtipos, além de um nimero importante de formas recombinantes.

Muitos estudos de diversidade genética do HIV-1 no Brasil estdo atrelados apenas a
vigilancia das mutacdes de resisténcia aos antivirais. Todavia, o presente estudo se propdem
a estudar questdes de variabilidade intra-hospedeiro, pressdo de selecdo agindo nas
populagdes virais, e descricdo de mutagdes associadas a resisténcia aos antirretrovirais que

mantém-se escondidas entre as sub-populacdes minoritarias dentro do paciente infectado.
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Um outro olhar ndo menos importante, que reverbera da diversidade genética intra-
hospedeiro € o efeito do bottleneck (gargalo) da diversidade viral durante a transmissao inter-
hospedeiro, e as consequéncia de virus de baixo fitness Ry< 1, sendo portanto a infe¢do nio
produtiva e quando o virus apresenta maior fitness Ry>1, a infecg¢do clinica € estabelecida
com altos titulos viral na ordem de 10° particulas/mL (Figura 10). No contexto do Brasil,
nao ha qualquer trabalho que descreva as malhas de transmissao inter-hospedeiro associadas

aos subtipos virais, terapia e grupos de risco.
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Figura 10 - Modelo de Transmissdo do HIV-1 Fonte: [102].
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo descrever a dindmica da diversidade genética
do HIV intra-hospedeiro, levando em considera¢do os marcadores resisténcia primaria ou
secunddria aos antirretrovirais em voga em soroconvertores recentes bem como descrever as

redes de transmissao do HIV-1 no estado de Sao Paulo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Descrever as variantes do HIV-1 intra-hospedeiro através da tecnologia do

sequenciamento largamente paralelizado usando a plataforma MiSeq-Illumina.

» Detectar as possiveis mutacOes de resisténcias primdria ou secundaria que se

apresentavam escondidas pelo método de sequenciamento populacional (Sanger).

» Descrever posigdes no gene pol que estdo sob efeito de evolucdo purificadora ou

adaptativas.

= Descrever a frequéncia de codons diferenciais entre os haplétipos reconstruidos.

* Descrever a dinamica da epidemia de Aids no estado de Sdo Paulo a partir de

inferéncias filogenéticas e dados clinicos e demograficos.

= Descrever a frequéncia de clusteres endégenos segundo os subtipos B, C e F1 de

HIV-1 ao longo do territério do estado de Sao Paulo.



38

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

A populacdo alvo deste estudo consiste de individuos infectados pelo HIV-1
(n=2.518) oriundos de 53 cidades do estado de Sao Paulo, sendo a maioria da regido
metropolitana. Nesta coorte incluimos individuos infectados pelo HIV-1 em diferentes fases
da doenca (agudos e cronicos). As amostras de sangue total foram encaminhadas ao Instituto
Adolfo Lutz (IAL-SP) para os testes de resisténcia genotipica conduzidos entre janeiro de
2004 a fevereiro de 2015. A figura 11 sumariza a origem das amostras ao longo do territdrio
do estado de Sdo Paulo.

Nesta etapa do estudo, todas sequencias parciais do gene pol (PR/RT) foram
coletadas pelo sequenciamento populacional (Sanger). Os individuos que tiveram as suas
sequencias genéticas disponiveis foram incluidas no estudo. Neste contexto nés compilamos
os dados demograficos, geograficos e clinicos quando disponiveis a fim de compreender a
dinamica da epidemia de Aids no estado de Sao Paulo. A partir desses esforgos foi possivel
compreender a relagdo em cadeia de transmissibilidade entre os pacientes em diferentes fases
da doenca na presencga ou auséncia da TARYV e segundo a sua exposi¢cao ao risco.

A fim de estudar a diversidade genética intra hospedeiro bem como mutagoes
associadas a resisténcia que nao foram detectadas pelo método cldssico de sequenciamento
genético. Um sub conjunto de 24 amostras foi selecionado baseada no critério de diagndstico
recente entre 2011-2015 e com perfil de soroconver¢ao recente seja por:

(a) intervalo inferior a 2 anos entre o ultimo teste anti-HIV negativo e o primeiro
positivo;

(b) Teste de avidez para detec¢do de infeccdo recente do HIV-1;

(c) Sinais clinicos especificamente sindrome retroviral aguda.

Este sub-conjunto de amostras foi submetido ao método de sequenciamento genético

de nova geracao (NGS-Illumina) pela abordagem de amplicom do gene pol.
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Figura 11 - Mapa de calor representando a origem e quantidade de amostras por localidade dentro
do estado de Sdo Paulo.

3.2 EXTRACAO DE RNA

A extragdo do RNA viral a partir do plasma e de células mononucleares do sangue
periférico procedeu-se pelo método cromatografico (colunas de silica), utilizando-se o
QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), conforme indicacdo do fabricante.
Neste kit, a lise celular ocorre através do uso de tampdes contendo Isotiocianato de
Guanidina, e a digestdo dos componentes protéicos da célula ocorre sob acdo da enzima

Protease (QIAGEN). O RNA extraido foi identificado e estocado a -80 °C.

3.3 AMPLIFICACAO POR nested PCR DA REGIAO POL

Com o intuito de caracterizar os subtipos/variantes virais em individuos HIV-1

positivos em Sdo Paulo recém diagnosticados com o perfil de soroconversdo recente,
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utilizamos a técnica de RT-PCR seguido da nested PCR para amplificar a regido pol do HIV-
1.

Para amplificagdo de um fragmento de 1.112 pb ( correspondente a posi¢ao 2252-
3574 em relag@o a cepa HXB2) da regido da polimerase viral, regido génica que compreende
a protease e parcialmente a RT, utilizamos como iniciadores externos GAG2-R137 e como
iniciadores internos PR3/RT12 (Tabela 1).

Os reagentes utilizados em todas as reacdoes de RT-PCR para cada amostra foram:
Tampao 10X da Enzima high fidelity; 10 mM Tris-HCI (pH 8.3); 50 mM MgS0O4; 200 mM
de cada dNTP; 10 pmol de cada iniciador (senso e anti-senso); 2,5 U Taq polimerase high
fidelity; Inibidor de RNAse 40 U/uL; 0,1 mM de DTT, Superscript III e agua DEPC. A essa
solug@o adicionamos 2.5 yLL do RNA de cada amostra. Para a amplificacdo das regides alvo
do estudo a ciclagem da RT-PCR foi a seguinte: 1 ciclo de 50 °C por 30 min, 1 ciclo de 94
°C por 2 min, seguindo-se de 40 ciclos de 94 °C por 15 seg, 55 °C por 30 seg, 68 °C por 2,5
min e uma extensdo final de 68 °C por 10 min. Para a amplificacdo do produto de nested
PCR os reagentes utilizados foram: Go Taq colorless master mix 2X (Promega), iniciadores
10 pMol, agua DEPC.

Ap6s a primeira reacao de PCR foram transferidos 5 ul do produto amplificado para
a segunda reacdo de PCR, totalizando um volume de 50 ul.

Para verificar se houve amplificacdo dos fragmentos foram aplicados 5 yl do produto
da segunda reacdo de PCR adicionado de 1 ul do corante Azul de Bromofenol (Azul de
Bromofenol 28%; EDTA 10mM pH 8,0 e Sacarose 40%) em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo 0,001% (v/v). As amostras foram submetidas a eletroforese (80V por uma
hora e trinta minutos) utilizando o TBE 1X (Tris-HCI 1M, Acido Bérico 1 M e EDTA 20
mM) como tampdo de corrida. O fago ®X174 digerido com a enzima Hae III (1353, 1078,
872, 603, 310 pb) foi utilizado como padrdo de peso molecular. Todas as reagdes foram
monitoradas através da utilizagdo de controles positivos (DNAs de amostras HIV positivas

amplificaveis) e negativos (todos os reagentes do PCR excluindo DNA).

Tabela 1 - Estratégia de amplificacdo da regido pol do HIV-1

Regido gendmica Iniciadores Posicao (HXB2) Tamanho

Pol GAG2-R137 2020-3937 1.917pb
PR3-RT12 2148-3260 1.112pb
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3.4 PURIFICACAO E QUANTIFICAGCAO DOS PRODUTOS DE PCR PARA
SEQUENCIAMENTO

As amostras amplificadas para a regido pol foram purificadas para o uso nas reagoes
de sequenciamento por método cromatogrifico, através de colunas de purificagdo,
utilizando-se o kit em colunas (GE Healthcare) seguindo as recomendacdes do fabricante.

A quantificag¢do dos produtos purificados foi realizada em gel de agarose (2%, corado
com brometo de etideo 0,001% (v/v). Foram aplicados 2 ul do produto purificado
adicionado de 1ul do corante Azul de Bromofenol (Azul de Bromofenol 28%; EDTA 10 mM
pH 8,0 e Sacarose 40%) no gel. As amostras foram submetidas a eletroforese (80V por duas
horas) utilizando o tampao TBE 1X como tampao de corrida. Como padrdo de peso
molecular, utilizamos 2 y1 do Low DNA Mass Ladder. Este padrao apresenta bandas de 100,
200, 400, 800, 1200 e 2000pb que correspondem a 5, 10, 20, 40, 60 e 100 ng de DNA,
respectivamente.

A intensidade das bandas correspondentes as amostras foi comparada com as bandas
do padrdo, a fim de estimar a - concentracdo, em nanogramas, do produto purificado € o

volume do mesmo a ser utilizado na reacdo de sequenciamento.

3.5 REACAO DE SEQUENCIAMENTO AUTOMATIZADO

Na reagdo de sequenciamento, utilizamos 1 gl do Big Dye v.3.1 (Ready Reaction
Mix), 1,5 pl do tampao de diluigdo 5X (BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer), 1
1 do oligonucleotideo iniciador a Spmol/ul e a essa solu¢do adicionamos 60 a 100 ng do
produto da segunda reacdo de PCR purificada. Agua Milli-Q foi adicionada i reacio para
completar um volume final de 10 ul.

O emprego dos iniciadores na reacdo de seqiienciamento das regido génica descrita

(pol) estd sumarizado na tabela 2.

Tabela 2 - Iniciadores a serem utilizados na reagc@o de sequenciamento Sanger da regido pol

Fragmento  Regido do Genoma Iniciadores utilizados no sequenciamento

A pol DP10/DP11/DP16/DP17/F1/RT2882/RT2949/RT12
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A ciclagem utilizada para a reacdo de sequenciamento foi a seguinte 25 ciclos: 96 °C
por 30 segundos, 50 °C por 20 segundos e 60 °C por 4 min.

Apos a reagdo de sequenciamento, foi realizada a etapa de precipitacdo do produto
sequenciado. A cada poco da placa de sequenciamento foram adicionados 80 wul de
Isopropanol 75%. A placa foi incubada ao abrigo da luz por 15 min e entdo centrifugada em
centrifuga com rotor adaptado para placas (Eppendorf 5804-R) a 4000 rpm por 45 min. Apds
a centrifuga¢do o Isopropanol foi removido, vertendo-se a placa e o excesso removido
através da centrifugacdo da placa invertida a 900 rpm por um min, protegida com papel
absorvente. Com a finalidade de garantir a auséncia de Isopropanol nos pogos da placa, a
mesma foi levada ao termociclador a 95 °C por 5 min. A partir de entdo a placa foi mantida
ao abrigo da luz a -20 °C até o dia em que seria submetida ao sequenciador.

Antes de serem colocadas no seqiienciador, as amostras foram ressuspensas em 10u1
de Formamida HI-DI (Applied Biosystems, EUA), aquecidas em termociclador por 5 min a
95 °C, para garantir que o “template” fosse desnaturado, e entdo submetidas imediatamente
ao gelo para evitar que as fitas de DNA voltassem a parear.

O sequenciador DNA Sequencer modelo 3130 (Applied Biosystems, EUA) foi
utilizado para o sequenciamento automatizado das amostras. O protocolo utilizado para o
sequenciamento seguiu a recomendacdo do fabricante para a versdo 3.1 do kit Big Dye

Terminator.

3.6 ANALISE E EDICAO DE SEQUENCIAS OBTIDAS PELO METODO SANGER

Os cromatogramas gerados a partir do sequenciamento foram visualizados e editados,
utilizando o pacote de programas DNASTAR [104]. Utilizando o software SeqMan 4.0, as
sequéncias geradas foram alinhadas e editadas manualmente, gerando uma sequéncia

consenso correspondente a regido amplificada.

3.7 SUBTIPAGEM VIRAL E ANALISE FILOGENETICA

A fim de estudar as redes de transmissdo do HIV-1 envolvendo os diferentes subtipos
B, C e FI no estado de sdao Paulo, submetemos o conjunto total de sequencias sem
duplicatas a diferentes algoritmos de subtipagem viral (Rega v.2.0, Rega V.3.0, Comet,

Scuel e jpHMM). Esta etapa foi fundamental para remoc¢do das sequencias genéticas com
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algum sinal de recombinacdo homdloga comum entre os retrovirus que poderiam causar
ruidos nas analises.

Algumas das amostras que apresentaram alguma divergéncia entre os diferentes
algoritmos foram submetidas a andlise de recombinacdo segundo o programa Simplot
3.5.1[105]. Esta metodologia utiliza o método de NJ com fator de substituicdo de
nucleotideos K-2 [106] para fazer a analise filogenética do fragmento alvo, esta se da através
de fragmentos menores (janelas), que sdo analisados por sobreposi¢do (passos). O suporte
dos grupamentos filogenéticos foi realizado pelo bootstrap de 100 pseudoréplicas. Os
parametros utilizados na andlise de bootscan foram: janela = 300 pb e passos de 20 pb.
Nossas amostras foram analisadas frente as sequéncias disponiveis no banco de dados de Los
Alamos consideradas puras para cada subtipo viral (B_BZ167, C_AY 145829, F1_BZ163).

Apos a subtipagem e controle de qualidade das sequencias, nds dividimos as mesmas
segundo os subtipos puros B, C e F1 e entdo selecionamos 2.107 sequencias controle globais
unicas obtidas a partir do blast das nossas sequencias frente ao banco de dados de Los
Alamos  (http://hiv-web.lanl.gov) e o banco de dados de Portugal. Assim, nés alinhamos as
sequencias pertinente a cada subtipo separadamente com as 10 sequencias globais mais
proximas usando o muscle [107]. Uma andlise filogenética preliminar usando o FastTree
usando o modelo de Maximum-likelihood, modelo de substitui¢do nucleotidica GTR [108].
Os codons associados a resisténcia foram removidos das sequencias [109].

Para a analise da dinamica da transmissdo foi realizado a reconstrucdo filogenética
pelo critério de mdximum likelihood (ML) usando o RAXML versdo 7.4.8 [110] sobre o
modelo de substituigdo GTR + I'sem parti¢des. Nos usamos o programa Cluster Picker para
definer as redes de transmissdo dos clusters a partir dos parametros do suporte de bootstrap =

90 e distancia genética < 6.0.

3.8 DINAMICA GEOGRAFICA DOS CLUSTERS INTER E INTRA ESTADO
DE SAO PAULO

Com base na origem do servico do paciente, clusters que contem = 66% das
sequencias com a mesma area do estado de Sdo Paulo foi classificado como cluster
endogeno. No caso de clusters com apenas duas sequencias, ambas devem pertencer a
mesma localidade para serem definidas como cluster endégeno. Sao identificados clusters

externos quando pelo menos 34% das sequencias que os compdem sdo de areas diferentes.
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3.9 ANALISE DE RESISTENCIA ANTIRRETROVIRAL

As sequencias parciais do gene pol (PR/RT) foram investigadas quanto a presenca de
mutagdes associadas a resisténcia a drogas de acordo com os preceitos estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) utilizando a ultima atualizacdo de 2009 do CPR
(Calibrated Population Resistance) [109].

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas em SPSS [111]. As tabelas de frequéncias
foram feitas para as varidveis qualitativas. O teste de normalidade Kolmogorv-Smirnov foi
aplicado a fim de averiguar o tipo de distribuicdo das varidveis. Mediana e intervalo
interquartis (IQR) foram usados para varidveis quantitativas e foram comparadas usando o
teste de Mann-Whitney U ou o teste de Kruskal Wallis. As diferengas entre as propor¢des
relacionadas as varidveis qualitativas foram realizadas a partir do teste do Qui quadrado ou

teste de Fisher.

3.11 SEQUENCIAMENTO LARGAMENTE PARALELIZADO (MiSeq)

O sequenciamento de nova geragdo (NGS) foi realizado no equipamento de
disponivel pelo core facilitie do Instituto de ci€ncias biomédicas 2 , a fim de identificar a as
quasi-espécies do HIV-1 intra hospedeiro que € de grande valia para uma melhor
compreender a dindmica da evolu¢do viral bem como detectar os polimorfismos que
conferem algum tipo de resisténcia aos antirretrovirais em uso no pais.

O amplicon do gene pol foi quantificado no Qubit de acordo com o manual do
fabricante e aproximadamente 1ng do amplicon foi usado na reagc@o de fragmentagdo usando
o Kit de preparacdo da biblioteca Nextera XT de acordo com a recomendacdo do fabricante.
A fragmentacdo de cada amostra foi simultaneamente realizado pela incubag@o por 5 min a
55°C, seguido pela incubagdo por 5 min a 10°C em tampao de neutralizacdo. Na sequencia
foi realizada uma PCR de 12 ciclos contendo a combinagdo ideal entre os adaptadores para

subsequente geracdo de clusters e sequenciamento.
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O DNA amplificado foi purificado usando o Agencourt AMPure XP beads (Beckman
Coulter), que elimina fragmentos muito curtos da biblioteca. Apds esta etapa, a quantificacao
de cada biblioteca foi normalizada pela medida equimolar. Antes da geracdo de clusters as
bibliotecas foram normalizadas e quantificadas pelo qPCR usando o SYBR Fast Illumina
Library Quantification Kit (KAPA Biosystems) a partir das instru¢des do fabricante. O
qPCR foi corrido na 7.500 Fast-Time PCR System (Applied Biosystems). As condi¢des de
ciclagem foram: Um ciclo de desnaturacdo a 95 °C por 5 min seguido de 35 ciclos de [30 s a
95 °C e 45s a 60 °C].

Apos a quantificacdo das Bibliotecas, submetemos cada amostra ao Bioanalyzer de
acordo com instrugdes do fabricante a fim de obter o tamanho médio da fragmentacdo dos
amplicons para obtencdo dos dados mais fieis obtidos pelo Real Time, que nos possibilitou
fazer a normalizacdo equimolar entre as amostras gerando um pool final de
aproximadamente 750pM. Como etapa final adicionamos 10 pL do nosso pool em 590 pL do
tampao HT1 e carregamos o volume total de 600 puL. no Illumina MiSeq clamshell style

cartridge kit V2 (500 ciclos). O Esquema metodoldgico esta sumarizado na figura 12.
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Figura 12 - Resumo metodolégico das etapas do sequenciamento de nova geracio.

3.12 ANALISE DOS DADOS A PARTIR DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

Os dados oriundos do sequenciamento de nova geracdo da plataforma Illumina foi
primeiramente analisados usando o software Geneious [112]. A sequencia de referéncia
usada foi o HXB2 (nimero de acesso #NC_001802) e todas as mutacdes de resisténcia foram
anotadas manualmente a partir dos reads que compuseram a montagem da sequencia
consenso.

As sequencias foram desmultiplexadas automaticamente no MiSeq e entdo
emparelhadas num arquivo (.fastq) que compdem cada amostra representadas por reads
forward e reverse. Estes arquivos foram importados no Geneious e entdo pareadas. Por
seguinte as sequencias foram trimadas nas extreminades como parte do processo de
montagem. A taxa de erro adotada para montagem foi neste caso de 0.01. As sequéncias
foram entdo mapeadas frente a sequencia de referencia segundo os parametros: Foram

permitidos Gaps de no maximo 15% por read, o maximo de auséncia de combinagdo por
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read foi de 25% e a identidade minima de sobreposi¢ao foi de 80%. O mapeador usado foi o
Geneious, cuja sensibilidade selecionada foi de média a rapida. Toda variante nucleotidica
representada obteve pelo menos 50 vezes de cobertura com frequéncia minima de 1%.
Variantes e suas frequéncias foram exportadas em um documento de excel e entdo
filtramos as posi¢des de aminoacidos conhecidos para entdo correlacionar com a resisténcia a
drogas baseada na lista do banco de dados disponivel em Stanford Drug Resistance. A
frequéncia de cada variante, o nimero de sequéncias contendo o nucleotideo mutado bem
como a qualidade média da posi¢do onde houve variacdo nucleotidica foram assinados e

obtipos a partir do pacote de programas disponiveis em [112].

3.13 RECONSTRUGCAO HAPLOTIPICA

A reconstrucdo haplotipica foi inferida a partir do software QuasiRecomb. Em
resumo o modelo probabilistico implementado em QuasiRecomb € baseado em HMM o qual
assume que a diversidade subjacente € gerada através de mutagdo e recombinagdo [113]
Para estimar a distribui¢do haplotipica nds levamos em consideracio os valores de PHRED
por base e apenas haplétipo com frequéncia = 1% foram selecionados assim, reduzindo as

chances de variantes falso-positivas induzidas por erros experimentais.

3.14 USO DE CODON DIFERECIAL

Com o objetivo de investiga se um cdédon € preferencialmente expresso em
detrimento de outro dentro da populacdio de HIV-1, nds calculamos o Uso Relativo de
Cédons Sindnimos (RSCU), este indice € definido como como a razdo entre a frequéncia
observada do cddon pela frequéncia esperada dado que todos os cddons sindnimos tem a
mesma probabilidade de serem usados para o mesmo aminoacido [114]. Os valores de RSCU
nao tem relacdo com o uso do aminodcido e a abundéncia da taxa de cdédons sindnimos, o
qual pode refletir diretamente o viés de uso de cddon sindnimos.

O indice de cédon adaptativo (CAI) foi usado para estimar a extensdo do viés de
codon que foi conhecido por ser preferido em genes altamente expressos. Entdo CAI tem
sido largamente usado para medir os niveis de expressdao genica. Os valore de CAI variam
entre 0 e 1 e quanto maior o valor mais poderoso ¢ o uso do cédon e maior os niveis de

expressdo. Todas essas andlises foram realizadas no Mega [115].
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3.15 PRESSAO DE SELECAO

A constru¢do do banco de sequencia para a analise de pressdo de selecdo foi baseada
na no gene pol entre os haplotipos reconstruidos, cujo cutoff da frequéncia dos haplétipos foi
de 1%. As sequencias foram alinhadas no muscle usando os parametros default. N&s
avaliamos a pressao de selecdo agindo posi¢do a posi¢do ao longo do gene pol, e pelo uso de
4 abordagens: SLAC (counting substitutions), FEL (counting substitutions), RFL (random
effects) e FUBAR (hierarchical Bayesian method). Nos incluimos o método de MEME para
detectar a selec@o dos locais individuais seguindo a recomendacdo do desenvolvedor. Em
adi¢do, mudancas em linhagens especificas foram testadas usando as abordagens de
BUSTED e aBSREL.

Todas as analises foram realizadas como o software HyPhy no servidor Datamonckey

[116].

3.16 METRICA DE DIVERSIDADE

As sequencias obtidas a partir da reconstru¢do haplotipica foram comparadas pelo
uso da distancia. Para esta proposta nds estimamos a diferenca da propor¢ao de nucleotideos
e aminodcidos. A taxa global dN/dS (selecdo positiva e a estatistica de Tajima’s D, foram

realizadas no Mega [117].
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4 RESULTADOS
4.1 DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Um conjunto de 2,518 sequencias elegiveis oriundas de 53 municipios do estado de
Sao Paulo datadas entre jan 2004 e fev de 2015 foram estudas. Apds o controle de qualidade
das sequencias, 25 delas foram descartadas (1,1%). Seguida a subtipagem viral, excluimos
233 (10,3%) com algum sinal de recombinacdo inter-subtipo. Assim, 2.260 sequencias de
pacientes infectados pelo HIV-1 foram incluidas no estudo. Um total de 1,993 (88%) foram
caracterizadas como subtipo B, 185 (8.1%) F1 e 82 (4%) C. Quando comparamos as
variaveis epidemioldgicas e clinicas entre os subtipos mais prevalentes (Tabela 3),
verificamos que a mediana da idade dos individuos infectados pelo subtipo C sdo pelo menos
6 anos mais novos que os individuos infectados pelos subtipos B e F1 (P = 0.02). Diferencas
na taxa de resisténcia primaria envolvendo os diferentes subtipos com uma prevaléncia de
18.2% para o subtipo F1, 12.2% para o subtipo B e baixa prevaléncia em torno de 3.8% no
subtipo C, porém sem diferengas estatisticas. Quanto ao status clinico, os pacientes
infectados pelo subtipo B, C e F1 apresentaram contagem de T CD4+ célula de 268, 395 e
274, respectivamente. (P = 0.004).

Quando estratificamos os subtipos segundo o tratamento verificamos que o0s
individuos naives eram 10 anos mais jovens que os individuos sob regime terapéutico para
os subtipos B (P < 0.001), C (P =0.012) e 6 e anos mais jovens que os tratados dentro do
subtipo F1 (0.334) (Figura 13, Tabela suplementar 1). Independente do subtipo viral, a
populacdo de pacientes naive eram majoritariamente representada pelo grupo MSM, (74%)
no subtipo B, (71.7%) C e (57.1%) F1 (Figura 14). A contagem de células T CD4+ entre a
Populacdo de pacientes ndo tratados foi bem superior a de pacientes em terapia nos subtipos
B, C (P <0.001) e F1 (P = 0.003) (Figura 15). Nao observamos diferengas estatistica nos
niveis de carga viral (log/mL) entre os grupos tratados e nao tratados (Figura 16). A tabela

suplementar 1 retine com mais detalhes os dados analisados).



Tabela 3 — Caracteristicas dos pacientes envolvidos no estudo.

Variaveis Subtipo_B n (3708) Subtipo_Cn (300) Subtipo_F1 n (359)

Masculino 1688 (68,1%) 85 (62%) 115 (53%) 1888 (66,6%)
Feminino 791 (31,9%) 52 (38%) 102 (47%) 945 (33,4%)

Het 825 (52,6%) 69 (61,1%) 58 (54,2%) 952 (53,2%)
HSH 552 (35,2%) 41 (36,3%) 31(8,6%) 624 (34,9%)

uDI 69 (4,4%) 0 (0%) 3(2,8%) 72 (4%)

tv 122 (7,8%) 3(2,7%) 15 (14%) 140 (7,8%)

Caso 1993 (53,7%) 82 (27,3%) 185 (51,5%) 2260 (51,8%)
Controle 1715 (46,3%) 218 (72,7%) 174 (48,5%) 2107 (48,2%)
Naive 775 (28,8%) 140 (78,7%) 62 (26,8%) 977 (31,5%)
Tratado 1919 (71,2%) 38 (21,3%) 169 (73,2%) 2126 (68,5%)
Clusters 797 (21,5%) 72 (24%) 74 (20,6%) 943 (21,6%)
Non clusters 2911 (78,5%) 228 (76%) 285 (79,4%) 3424 (78,4%)
pares 464 (58,2%) 34 (47,2%) 40 (54,1%) 538 (57,1%)
>2 seq clusters 333 (41,8%) 405 (42,9%)

Ips 1057 (28,5%) 13 (4,3%) 91 (25,3%) 1161 (26,6%)
NRTs 1923 (51,9%) 38 (12,7%) 177 (49,3%) 2138 (49%)
NNRTs 1257 (33,9%) 32 (10,7%) 125 (34,8%) 1414 (32,4%)

1748 112 (3%) 16 (5,3%) 21 (5,8%) 159 (3,6%)
E138A 88 (2,4%) 26 (8,7%) 19 (5,3%) 133 (3%)
8 (0,2%) 6 (2%) 2(0,6%) 16 (0,4%)
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Figura 13 - Andlise que representa a mediana da idade entre os diferentes subtipos B, C e F1 de
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HIV-1 levando em consideracdo a terapia: Naive — pacientes ndo expostos a terapia

antirretroviral e tratados- pacientes previamente expostos a terapia antirretroviral. O
valor significativo estd representado por * (p <0.001).
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Figura 14 — Anilise representativa da frequéncia das categoria de exposi¢do ao risco nos subtipos B,

C e F1. Het heterossexuais, HSH- homens que fazem sexo com homens, UDI- usudrios
de drogas injetdveis, TV- transmissdo vertical. Valores significativos estdo representados
por * (<0.001).
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Figura 16 - Andlise que representa a mediana da carga viral em log/mL entre os individuos que os
grupos naive e tratado nos subtipos B, C e F1.
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4.2 FATOR DE RISCO

Quando estratificamos a populagcdo do estudo segundo a categoria de risco (HSH-
Homens que fazem sexo com homens e Nao-HSH- heterossexuais, usuario de drogas
injetaveis e transmissdo vertical), notamos que em todos os subtipos a populacdo de HSH era
mais jovem, porém apenas no subtipo B essa diferenca era significativa, onde a mediana da
idade era 8 anos mais jovem que da populagdo Nao-HSH (P<0.001) (Figura 17). Sendo a
populacao de HSH majoritariamente composto por pacientes virgens de tratamento.

Um dado que merece destaque € que a populacdo composta por HSH do subtipo B
apresentou uma taxa de resisténcia primadria alta em torno de 8.5% ao passo que a populacdo
de individuos Non-MSM apenas 1.5% (P < 0.001). O mesmo cendrio foi observado entre os
individuos do subtipo F, onde a taxa de resisténcia primaria foi de 21% entre os MSM e 0%
entre a populacdo Non-MSM (P = 0.006). Para o subtipo C a taxa de resisténcia primaria foi
baixa e sem diferenca entre os grupos (Figura 18). Independente do subtipo viral os niveis de
T CD4+ foram superiores entre os individuos do grupo MSM apontando significancia
estatistica apenas no subtipo B (P < 0.001) (Figura 19). Os dados pertinente aos grupos HSH

e Nao-HSH podem ser observados em maior detalhe na tabela suplementar 2.
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Figura 17 - Andlise que representa a mediana da idade entre os diferentes subtipos B, C e F1 de
HIV-1 levando em considera¢do os dois grupos HSH (homens que fazem sexo com
homens) e Nao_HSH (heterossexuais, usudrios de drogas e transmissdo vertical). O
valor de p significativo esta representado por * (p <0.001).
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Figura 18 - Andlise que representa a frequéncia da resisténcia a drogas transmitida (TDR) entre os
grupos de HSH e Nao-HSH nos subtipos B, C e F1. Valores significativos estdo
representados por * (<0.001 e 0.006), respectivamente.
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Figura 19 - Andlise que representa a mediana da contagem de linfécitos T CD4" nos grupos HSH e
Nao-HSH nos subtipos B, C e F1. O valor significativo estd representado por * (p
<0.001).
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4.3 INFERENCIA DOS CLUSTERS DE TRANSMISSAO

A etapa deste estudo que concerne andlise e inferéncia de clusters de transmissao foi
baseada em reconstrucdes filogenética da regido da polimerase viral, especificamente
(PR/RT), contemplando um fragmento de aproximadamente 860 nucleotideos . Ressaltamos
que para evitar o viés de agrupamento removemos os codons associados a resisténcia. O
critério de reconstru¢do foi o Maximum likelthood (ML), com método de substituicao
nucleotidica de GTR.

As andlises filogenéticas pertinente a cada subtipo B, C e F1 encontram-se nas
figuras 20, 21 e 22, representadas por arvores circulares e enraizadas. Nestas, podemos
observar as amostras objeto deste estudo se agruparem de forma consistente com as
respectivas sequencias puras de cada subtipo viral. Foram adotados parametros que
identificam putativos clusters de transmissao baseados no suporte dos ramos (bootstrap = 90
e distancia genética < 0.06). Os respectivos clusters podem ser identificados como clados
assinalados em vermelho nas arvores filogenéticas.

Usando a nossa definicdo de cluster, 183% (414/2.260) das sequencias se
clusterizaram com uma ou mais sequencias. Estes clusters foram menos pronunciados nos
subtipos B (17.7%) e F1 (15,1%) comparados com o subtipo C (40.2%) apontando
diferencas estatisticas de conectividade entre os subtipos (P<0.001) (Tabela 3). A idade
também foi significativamente associada a clusters para os subtipos B e C. A idade foi
também estatisticamente significante entre os subtipos B e C. A mediana da idade dos
individuos cluterizados no subtipo B (33 yo) 6 anos mais jovens que os individuos nao
clusterizados (39 yo) (P < 0.001). A mediana da idade entre os individuos em cluster do
subtipo C foi de (30 yo), sendo 10 anos mais jovens que os individuos néo clusterizados (P
<0.001) (Figura 23).

Vale destacar que dentro do subtipo B, 38.5% dos pacientes naives estavam dentro
da rede transmissao contra apenas 12.1% dos individuos tratados (P < 0.001). Na Populacio
do subtipo C (59.6%) dos naives estavam em redes de transmissdo contra apenas 4.2% dos
tratados em clusters (P < 0.001) e por fim, na populagdo do subtipo F1 36.4% dos naives
formavam redes de transmissdo contra apenas 10% dos tratados (P = 0.004) (Figura 24).

Independente do subtipo viral, individuos identificados como HSH foram mais
propensos a se agruparem que Het, UDI ou TV. Dos putativos clusters detectados pelo

subtipo B 51% das sequencias foram identificadas como MSM, 41.4% Het, 6% VT e 1.3%
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UDI (P <0.001). No subtipo C 85.7% dos clusters eram compostos por sequencias
identificadas como HSH e 14.3% Het (P < 0.001) Para o subtipo F1 63.6% eram HSH e
36.4% Het (P = 0.011) (Tabela suplementar 3). Ressaltando que dentro do grupo de nio
clusters apontava um perfil oposto, sendo representada majoritariamente por individuos
heterossexuais (Figura 25).

A taxa de TDR dentre os individuos que se clusterizaram foi muito superior aos que
nao se clusterizaram nos subtipos B (P > 0.001) e F1 (P = 0.009). Nao observamos
diferengas da taxa de TDR entre os grupos de clusters e ndo clusters para o subtipo C (Figura
26). Somente no subtipo C houve diferenca na contagem de células T CD4+ entre os
individuos em cluster € ndo clustering. Sendo duas vezes maior entre os individuos em
clustering (P = 0.003) (Figura 26).

Com relacdo aos niveis de carga viral ndo observamos diferencgas estatisticas entre o

grupo individuos que estavam em clusters e o que estavam fora de clusters. (Figura 27).
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Figura 20 - Andlise filogenética correspondente ao gene pol de 3.708 sequencias do subtipo B de
HIV-1. As sequencias foram alinhadas frente sequencias controles globais oriundas do
blast coletadas a partir do banco de dados de Los Alamos. Trés sequéncias de
referencia do subtipo C puro foram usadas como grupo externo. Valores de Bootstrap
igual ou superior a 90% e distancia genética inferior a 0.06 estdo representadas na
arvore como clusters assinalados em vermelho. A barra de escala indica 3% de
divergéncia na sequencia nucleotidica.
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Figura 21 - Andlise filogenética correspondente ao gene pol de 300 sequencias do subtipo C de HIV-1.
As sequéncias foram alinhadas frente sequencias controles globais oriundas do blast de
coletadas a partir do banco de dados de Los Alamos. Trés sequéncias de referencia do
subtipo B puro foram usadas como grupo externo. Valores de Bootstrap igual ou superior
a 90% e distancia genética inferior a 0.06 estdo representadas na drvore como clusters
assinalados em vermelho. A barra de escala indica 5% de divergéncia na sequencia
nucleotidica.
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Figura 22 - Andlise filogenética correspondente ao gene pol de 359 sequencias do subtipo F1 de
HIV-1. As sequéncias foram alinhadas frente sequencias controles globais oriundas do
blast de coletadas a partir do banco de dados de Los Alamos. Trés sequéncias de
referencia do subtipo B puro foram usadas como grupo externo. Valores de Bootstrap
igual ou superior a 90% e distancia genética inferior a 0.06 estdo representadas na arvore
como clusters assinalados em vermelho. A barra de escala indica 2% de divergéncia na
sequencia nucleotidica.
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Figura 23 - Andlise que representa a mediana da idade entre os individuos que estavam em clusters
de transmissdo e fora de clusters nos subtipos B, C e F1 de HIV-1. Os valores
significativo de p estdo representados por * (p <0.001 e 0.037), respectivamente.
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Figura 24 - Andlise que representa a frequéncia dos individuos que estdo em cluster e fora de cluster
nos grupos de pacientes naives e tratados nos subtipos B, C e F1. Valores significativos
de p estdo representados por * (<0.001, <0.001 e 0.004), respectivamente.
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Figura 25 - Andlise que representa a frequéncia dos individuos que estdo em cluster e fora de
clusters nos grupos de HSH e Nao-HSH entre os subtipos B, C e F1. Valores
significativos de p estdo representados por * (<0.001, <0.001 e 0.008), respectivamente.
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Figura 26 - Anadlise que representa a frequéncia da resisténcia a drogas transmitida (TDR) entre os
individuos que estdo em cluster e fora de cluster nos subtipos B, C e F1. Valores
significativos estdo representados por * (<0.001 e 0.009).
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Figura 27 - Anilise que representa a mediana da contagem de linfécitos T CD4" entre os individuos

que estdo em cluster e fora deles nos subtipos B, C e F1. O valor significativo estd
representado por * (p <0.001).
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Figura 28 — Anidlise que representa a mediana da carga viral em log/mL entre os individuos que
estdo em cluster e fora deles nos subtipos B, C e F1.
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4.4 DINAMICA GEOGRAFICA DOS CLUSTERS

N6s definimos clusters endégenos quando pelo menos 66% dos membros que os
compdem sdo da mesma localidade geografica, significando que clusters compostos por dois
individuos, ambos devem ser da mesma localidade, e clusters externos sdo compostos de
menos de 66% dos casos locais. Sob esta luz, nds tentamos inferir sobre a origem dos
clusters de transmissao do HIV-1 entre os subtipos mais prevalentes no estado de Sao Paulo.

E neste cendrio que verificamos que mais de 81% das infeccdes do subtipo B
aconteceram dentro do estado de Sdo Paulo. Quando nés consideramos clusters externos, nés
podemos observar que 11% sao associados com clusters de outros estados brasileiro e 8%
das infeccdes com sequencias de fora do pais. No contexto do subtipo C verificamos que
64% das transmissdes aconteceram dentro do estado ao passo que 18% estdo relacionadas a
clusters de outros estados brasileiros e 18% a clusters de outros paises. Quanto ao subtipo
F1 menos de 60% das transmissoes aconteceram dentro do estado, 30% aconteceram em
outros estados brasileiros e apenas 11% das transmissdes associados a outros paises (Figura
29A).

Para melhor entender micro-epidemias no estado de Sao Paulo, dividimos o mapa do
estado segundo o conceito geopolitico, mantendo unido os municipios mais relacionados.
Verificamos que a drea 1 (Nordeste, NE) e 4 (Metropolitana, Metro), que estdo mais bem
representada no estudo apresentaram um perfil muito semelhante, onde aproximadamente
60% das sequencias do subtipo B estdo relacionados a clusters enddgenos, sugerindo
transmissoes dentro dessas regides. Quanto ao subtipo C, na drea NE, mais de 30% das
transmissoes do aconteceram dentro desta localidade, ao passo, que na drea metropolitana
mais de 50% das transmissdes ocorreram dentro desta localidade. Quanto ao subtipo F1
houve uma menor presenca de clusters endogenos nas referidas areas 1 e 4. No que diz
respeito as dreas 2 (Noroeste, NW) e 3 (Sul, SU) apresentaram um perfil muito semelhante,
onde cerca de 50% das sequencias do subtipo B formaram clusters endogenos, mas sem
identificacdo de clusters endégenos para os subtipos C e (Figura 29B).

A drea metropolitana de Sdo Paulo contemplou o maior nimero de amostras e por
representar a regido mais importante dentro do Estado foi dividida em 3 areas (regido da
periferia, Regido do ABCD e cidade de Sao Paulo).

A regido periférica da grande Sao Paulo (27C- A), mostrou uma diferenga de perfil

de origem de clusters de transmissdo, comparada as regides (27C-B e 27C-C). Nos
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encontramos nesta regido populosa um elevado nivel de clusters endogenos para os subtipos
B e C. Merece destacar que a regido da cidade de Sao Paulo teve 46% de clusters endégenos
do subtipo C. Interessantemente, a regido periférica € responsavel por 33% dos clusters

enddgenos do subtipo F1, similar ao observado na drea NE.
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Figura 29 — Tipos de clusters geograficos identificados em pacientes do estado de Sao Paulo. A
figura retrata a composi¢cdo dos clusters pelos subtipos circulantes de acordo com a
origem das sequencias que compdem os clusters como (1) clusters endégenos (barras
em azul)- clusters que incluem pelo menos 66% das sequencias compostas por
membros de uma mesma localidade geogréfica, (2) clusters de fora (barras em
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vermelho), compostos por menos de 66% dos casos locais. Figura 29 b (B) mostra a
divisdo geogréafica para a andlise das redes de transmissdoo do HI-1 em 4 d&reas
menores. A zona destacada em pulrpura representa a drea 1, amarelo area 2, verde drea
3 e cinza drea 4. (C) Um zoom na drea metropolitana de Sdo Paulo (zona 4). Cinza
claro representa a regido periférica da 4rea metropolitana, cinza intermedidrio
representa regidao do ABCD e cinza escuro representa a cidade de Sdo Paulo.

4.5 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

Um sub-conjunto de 24 amostras de individuos de diagnéstico recente com um perfil
de infeccdo recente foi estudado na regido da polimerase (PR/RT) (Tabela 4) que € a regido
génica responsavel pela sintese das proteinas virais do HIV-1, além de ser alvo da terapia
antirretroviral de alta potencia. E neste contexto que se faz itil a analise minudente do
fragmento parcial do gene, a fim de detectar variantes minoritarias com mutacdo de
resisténcia a TARV.

Segundo os nossos dados 79% dos pacientes foram infectados com o subtipo B e em
menor escala 21% dos pacientes pelo subtipo C. A maioria das infec¢cdes ocorreram através
do contato homossexual (87%) no subtipo B e (75%) no subtipo C. Baseado no teste de
avidez previamente conduzido pelo nosso grupo 9 amostras foram identificadas como
incidente (0-6 meses de infeccdo), 9 amostras como prevalentes ndo tratados (infeccio
superior a 6 meses) € 5 amostras que resultaram do follow-up dos pacientes, porém ja sob
regime terapéutico (Tabela 4).

Nesta etapa do estudo sequenciamos 24 amostras derivadas do plasma pelo método
amplicon, um fragmento de aproximadamente 1322pb (posic¢do relativa ao HXB2 2252-
3574). Com base no sequenciamento genético de nova geracdo (NGS) todas as amostras
obtiveram uma significativa propor¢dao de reads mapeados em razdo do nimero total de
reads. NOs obtivemos uma cobertura média por base > 6.932 dentro dos genomas montados

frente a sequéncia de referéncia de HIV-1 (protétipo HXB2) (Tabela 5).
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Tabela 4 — Caracteristicas dos pacientes estudados pelo sequenciamento de nova geracao

CcD4 Tratamento

Amostra Ano Clado  Origem do paciente Fator de risco Ultimo negativo Primeiro positivo Estégio da infecgdo CV/log copias/mL

Santo André

70_13 2013 HSH 01/11/11 10/12/12 Prevalent 5,43 967

B Santo André >LUM 607

104_13 2013 HET 15/09/12 26/02/13 Incident

2
o

258_13 2013 C Santo André HSH 15/06/212 25/04/13 Prevalent 4,11

3

FO1_89_13_406_13 2013 C Santo André HET 09/03/12 21/01/13 Prevalent 3,84

&

599_13 2013

Sao Paulo HSH MD 04/03/13 Prevalent 4,59

MD

FO1-258_13 639_13 2013 Santo André 15/06/212 25/04/13 Prevalent

FO1_864_13_113 14 2014

Santo André 15/10/11 02/12/13 Prevalent/Chronic 2,38

w
3

139_14

2014

Santo André 13/03/13 29/01/14 Prevalent

582_14 2014 B Santo André MD MD Incident Naive

717_14 2014 B Sao Paulo HSH 15/01/14 Incident Naive

760_14 2014 C Sao Paulo HSH 150/04/2014 Prevalent Naive

1534_14 2014 B Santo André HSH MD MD Incident 5,11 MD Naive

HSH- Homens que fazem sexo com homens, Het- heterossexual, Incidente- infec¢do 0-6 meses, prevalente- infeccio superior a 6 meses.
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Tabela 5 — Sumdrio da composi¢cdo dos reads obtidos apds sequenciamento de nova
geragdo.

Nome N of reads cobertura média Trimmed (%) reads mapeados reads ndo mapeados PHRED scrore

70_13 121.776 4.312 97.2 41.156 80.620 230

104_13 125.962 4.286 99.7 35.747 90.215 230

258_13 105.474 4.527 99.3 49.794 55.680 230

FO1_89_13_406_13  159.856 6.176 98.9 155.840 4.016 >30

599_13 127.680 5.139 99.8 53.128 74.552 230

FO1-258_13_639_13 102.492 1.263 99.8 71.965 30.527 230

864_13 134.526 4.322 98.4 52.077 82.449 230

137_14 54.644 6.008 99.8 53.902 742 230

169_14 13.386 1.536 98.9 13.260 126 230

650_14 57.648 1.740 99.7 17.307 40.341 230

723_14 497.137 15.054 97.2 489.084 8.053 230

760_14 240.988 15.498 98.9 145.709 95.279 230

1534_14 78.546 7.358 99.6 76.830 1.716 230
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4.6 ANALISE DE RESISTENCIA ASSOCIADA A DROGAS

A partir da andlise comparativa das abordagens de sequenciamento genético,
observamos que a plataforma Sanger identificou 4 cddons de resisténcia associados a drogas
ndo andlogos de nucleosideos (NNRT) em 4 amostras dentre eles: K103N em 3 amostras
(70_13, FO1_70_13, 1534_14), P225H em 1 amostra (70_13), G190S em 1 amostra
(FO1_864_13_113_14). Identificamos 2 co6dons associados a resisténcia andlogo de
nucleosideos (NRT) em dois pacientes: M184V na amostra (FO1_70_13_219_13) e K65R
na amostra (FO1_864_13_113_14).

As mutacOes avaliadas a partir do sequenciamento largamente paralelizado
identificamos todas as mutacOes observadas no sanger nas respectivas amostras, além da
mutagdo K103N na amostra FO1_104_13_219_13 que estava presente em 1.6% dos reads
com valor de Phred de 38.

O sequenciamento de nova geracdo conseguiu detectar, também, um maior nimero
de amostras com resisténcia a drogas para os NRTs. A mutacdo M184V esteve presente na
amostra 70_13 em 18.8% dos reads com valor de Phred de 36. A mutacio K65R foi
detectado na amostra 137_14 em 1.1% dos reads com valor de Phred de 36. A mutacdo
D67N esteve presente na amostra 760_14 em 4% dos reads com valor de Phred de 37. Por
fim, detectamos a mutacdo relacionada aos inibidores de protéase (IP) M46L na amostra

139_14, porém em uma frequéncia inferior a 1%. Os dados estdo sumarizados na tabela 6.



Tabela 6 — Lista de mutacGes detectadas pelas duas plataformas de sequenciamento genético.

Perfil de mutagoes
Nome DRM (P1) DRM (NRT) DRM (NNRT) Mutagoes minoritdrias detectadas pelo lllumina

Mi84v K103N,P225H M184V - ATG ->GTG ; Cob 4615 (18,8%); phred 36 (transicao)

258_13

FO1_89_13_406_13

599_13

FO1-258_13_639_13

FO1_864_13_113_14 K65R

139_14

:

M46L PRESENTE MENNOS DE 1%

582_14

717_14

760_14 D67N D67N - GAT->AAT; Cob 12650 (4%), phred 37

1534_14 K103N

70

DRM- mutagdo de resisténcia a drogas. PI- inibidor de protéase, NRT- andlogo de nucleosideo da transcriptase reversa, NNRTA- ndo andlogo de nucleosideo da

transcriptase reversa. As mutagdes assinaladas em negrito foram detectadas em ambas plataformas.
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4.7 RECONSTRUCAO HAPLOTIPICA E METRICA DE DIVERSIDADE

Nesta etapa do estudo consistiu da identificagdo da composi¢do das variantes virais
intra-hospedeiro, € neste contexto que foi possivel detectar o potencial da diversidade
genética presente dentro de cada individuo infectado. Do conjunto de pacientes estudados
(n=24) foi possivel detectar o conjunto de 130 variantes virais. No estudo, foi possivel
identificar uma flutagdo da frequéncia haplotipica entre os pacientes (1-19 variantes). A
mediana da frequéncia haplotipica detectada foi de 6. Uma vez reconstruido as variantes
virais, foi possivel tragar a relacdo filogenética da regido parcial do gene pol.

A analise filogenética das 130 variantes envolvidas neste estudo estd representada na
Figura 30a, uma arvore radial, ndo enraizada , onde identificamos dois clados referentes aos
subtipos B e C com suporte de bootstrap de 100%. Esta andlise permitiu observar que as
variantes dentro de cada hospedeiro se agruparam de maneira consistente com valores de
bootstrap superior a 95%. O followup dos pacientes se agruparam em ramos adjacentes as
respectivas amostras mais antigas com valores de bootstrap igualmente altos (superior a
90%). As variantes das amostras 599_13 e 600_13 se agruparam entre si formando um clado
monofilético com suporte de (100%) (Figura 30b). As variantes 864_13 (sensiveis aos
antirretrovirais) e o followup FO1_864_13_113_14 (com duas mutacOes de resisténcia) se
agruparam entre si com suporte de 85% apontando a possivel variante que tenha gerado os
virus resistente (Figura 30c).

A fim de estabelecer a extensdo da variacdo genética em pacientes de diagndstico
recente com perfil de soroconversdo inferior a dois anos. NOs avaliamos diferentes métricas
de diversidade como pode ser visualizada na tabela 7. A mediana da distancia genética em
nucleotideos e aminodcido foram 0.005 e 0.006, respectivamente.

De maneira andloga, verificamos que a porcentagem de sitios polimoérficos em nucleotideo
foi de 1.10% e de aminoacidos foi de 1.07%. Ao analisar a mediana da razdo de dN/dS foi
de 0.15, sugerindo uma importante selecao negativa agindo sobre o gene pol de HIV-1.

Ao segregar as nossas amostras segundo os critério de incidente (<6 meses de infegcdo) e
prevalente (>6 meses de infec¢do), verificamos diferenca estatistica entres os grupos no que
diz respeito a distancia genética em nucleotideo (Figura 31la), mas ndo observamos
diferengas estatisticas no que dizem respeito a distancia genética em aminoacidos (Figura

31b) e razdo dN/dS.
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Figura 30 - (A) arvore filogenética por ML com modelo de substituicio GTR do gene pol
envolvendo as 130 haplétipos. Os ramos assinalados em azul reportam-se ao subtipo B
e os ramos em vermelho o subtipo C. (B) Zoom do ramo da arvore total contemplando
as variantes das amostras 599_13 e 600_13. (C) Zoom do ramos da arvore total
contemplado as variantes da amostra 864 13 e seu segmento (follow-up). Os retingulos
identificam qual variante da amostra 864_13 estd mais relacionada ao seguimento
(FO1_864_13_113_14).
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Tabela 7 — Métrica de diversidade genética intra-hospedeiro.

Sample Id N de Hapl6tipos >1 N de nt varidveis Mnt N de aa varidveis Naa dN/dS Infecgdo

70_13 8 17 (1,78%) 0.006 7 (2,19%) 0.01 0,30 prevalente

104_13 3 9 (0,94%) 0.006 4 (1,25%) 0.008 0,26 incidente

258_13

w

15 (1,57%) 0.007 3(0,94%) 0.004 0,06 prevalente

FO1_89_13_406_13 8(0,84%) 0.008 1(0,31%) 0.003 0,03 prevalente

‘

599_13 24 (2,51%) 0.011 16 (5,02%) 0.023 0,60 prevalente

FO1-258_13_639_13

[

0 (0,00%) 0 0 (0,00%) 0 0,00 prevalente

FO1_864_13_113_14 0 (0,00%) 0 0 (0,00%) 0 0,00 prevalente

139 14 3(0,31% 1(0,31%; 0.003 0,21 revalente
582_14 8 (0,84% . 2 (0,63% 0.006 0,08 incidente
717_14 5(0,52% 2 (0,63% 0.002 0,26 incidente

760_14 2(0,21%, 2 (0,63% 0.004 0 revalente

1534 14 5 (0,52%) 2 (0,63%) 0,22 incidente
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Figura 31 - (A) Anélise que represeta a mediana da variabilidade genética em nucleotideos (B) e
aminodcidos entre os grupos incidente versus prevalente.
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4.8 USO DE CODONS DIFERENCIAIS

Para decifrar o grau pelo qual o cdédon terminando com A/U pode ser
preferencialmente usado e para determinar os padrdes de uso de cddon sindnimo, foi
calculado os valores de RSCU de cada c6don das 130 variantes virais intra-hospedeiro
pertencentes aos subtipos B e C e comparado com a espécie hospedeira (Homo sapiens).

Entre os 21 c6dons mais extensivamente usados no subtipo B de HIV-1, todos (UUU,
UUA,AUA, GUA, UCA, CCA, CCU, ACU, ACA, GCA, UAU, CAU, CAA, AAU, AAA,
GAU, GAA, UGU, AGA, AGU e GGA), terminaram com A/U (12 terminando com A ¢ 9
terminando com U). Interessantemente, um perfil muito semelhante foi observado no subtipo
C, onde 24 coédons foram preferencialmente usados, dos quais 21 terminaram com A/U
(UUU, UUA, AUA, GUA, UCA, CCU, CCA, ACU, ACA, GCA, UAU, CAU, CAA, AAU,
AAA, GAU, GAA, UGU, AGA, , AGU, GGA) (12 terminando com A e 9 terminando com
U), e 3 cbédons terminando com G (UUG, AGG ¢ GGG) e nenhum com C. Nao houve
diferengas estatisticas entre os subtipos de HIV-1 quanto a preferéncia de cddons terminando
com A ou U. Nao obstante, fica bem aparente que baseado na analise de RSCU no gene pol
de HIV-1 ha diferengas marcantes quando ao uso diferencial de cédons terminando em A/U
em detrimento de G/C (Tabela suplementar).

Para uma anélise mais detalhada, dividimos os valores de RSCU em 3 categorias: (A)
codons com valores de RSCU =< 0.6 (sub-representados), (B) cédons com RSCU > 1
(preferencialmente usados) e (C) c6dons com RSCU = 1.6 (super representados). E muito
interessante notar que entre os 12 cédons super-representados no subtipo B (10 terminam
em A ao passo que apenas 2 terminam em U) quanto ao subtipo C dos 10 cddons super-
representados (8 cdédons terminam com A e 2 com U). Ao analisar os cdédons sub-
representados 22 a maioria dos codons terminam com G/C 18 terminam com G/C e apenas
4 c6dons terminam com A/U(Tabela suplementar e )

N6s ndo detectamos nenhum cédon que fosse super representado nos dois subtipos de
HIV-1 e no hospedeiro. Como por exemplo no aminodcido valina cddon GUA cujos valores
de RSCU sdo 2.43 e 2.29 nos subtipos B e C, respectivamente e no hospedeiro o RSCU ¢é
0.47, portanto sub-representado.

Neste estudo nés comparamos o uso de cddon preferenciais nos subtipos B e C com
o espécie hospedeira usando o indice de adaptagdo do cddon (CAI). O teste de Kruskal-

Wallis revelou que independente do subtipo o uso de cédon estimado pelo hospedeiro foi
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estatisticamente significativo (p<0.05). O valor de CAI esperado foi de 0.714 e os valores de

CALI obtidos entre as nossas variantes variou de 0.75 a 0.78 (tabela suplementar).

201

I AU
ce

104

5+

ultima base do cédon

Figura 32 - Anilise que representa a frequéncia dos cddons que terminam com A/U e C/G nos
grupos de aminodcidos que foram super-representados (RSCU>1.6) e sub-represetados
(RSCU<0.6).

4.9 SELECAO NATURAL

As variantes virais detectadas a partir da analise da seccdo 4.7 foram submetidas a
andlise de selecdo natural. As estimativas de pressdo de sele¢do foram determinadas na
sequencia global codificante que revelou sele¢dao negativa, dados mostrados na tabela 7 (®
<1). Por outro lado, quando analisamos a adaptagdo do cddon do gene pol parcial nas
posicdes do cddon 1 da protease ao cddon 220 da transcripatese reversa verificamos
diferentes forgas de selecdo agindo sobre os mesmos. A seleg@o positiva foi observada em
dois cddons: 229 nos trés métodos SLAC, FEL e IFEL e 37 apenas no método IFEL. O
regime de selecdo negativa atuou de maneira intensa € sob uma gama de cdédons como

podemos observar na tabela 8.
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Tabela 8 — Sitios individuais de aminoacidos sobre sele¢do no gene parcial pol.
Haplotipos
Método Sitio selecionado N de sitios selecionado
positivamente negativamente
SLAC 229 64 (20%)
FEL 229 108 (34%)
IFEL 37,229 99 31%)
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5 DISCUSSAO

5.1 DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS E GRUPO DE RISCO

Para melhorar o conhecimento sobre a dindmica da epidemia de Aids no estado de
Sao Paulo este estudo considerou um grande conjunto de dados, que examina as
caracteristicas demogréficas e clinicas dos individuos infectados pelos subtipos de HIV-1
mais prevalentes no Brasil. Este trabalho descreveu o grau de relacionamento das sequencias
de pacientes cronicos e de infeccao recente pelo HIV-1 nos tltimos 10 anos da epidemia.

A prevaléncia dos subtipos foi similar ao observado em estudos prévios conduzidos
na regido com predominio dos subtipo B , seguido pelo subtipo F1 e em menor escala o
subtipo C Por outro lado, quando avaliamos apenas os pacientes de diagnostico recentes
entre Jan 2013 a fev de 2015 verificamos uma frequéncia do subtipo C em torno de 10%,
dado bem contrastante com o cenario do inicio dos anos 2000, cuja frequéncia deste subtipo
era em torno de 3.8% [118]. Em congruéncia com estudos mais recentes de diversidade viral
do HIV que apontam um aumento deste subtipo no contexto da epidemia de Sdo Paulo
[119,120]. Ainda no ambito do subtipo C, algo que nos chamou a aten¢do foi a elevada
propor¢ao de pacientes naives em relagdo aos pacientes tratados, como previamente descrito
[121]. Estes achados sustentam a hipétese de introducdo recente deste subtipo no estado de
Sdo Paulo [122].

A comparagdo dos dados clinicos entre os subtipos B com os outros subtipos mostrou
que o subtipo B exibiu menor mediana de contagem de células T CD4" em relagdo aos
subtipos F1 e C, como previamente descrito [123]. Embora, sem nenhuma diferenga entre os
niveis de carga viral entre os subtipos. Este estudo ndo realizou nenhuma andlise de
sobrevida envolvendo os trés subtipos, ndo obstante alguns autores sugerem associacao
entre subtipos virais e progressao a Aids [124-127]

Este estudo foi o pioneiro na inclusdo de amostras oriundas de 53 cidades de
pequena, média e grande drea a fim de compreender de forma global a prevaléncia de
resisténcia transmitida no estado. Estudos de vigilancia da resisténcia primaria conduzidos
no Brasil estimam uma prevaléncia entre 5% a 15% dependendo da regido geografica [128—
130]. Mais recentemente, Guimaraes e cols. [131] em 2015 detectou uma taxa de resisténcia
priméria de 9.2% em amostras de pacientes com diagnostico recente da regido metropolitana

de Sao Paulo.
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O presente estudo demonstrou uma distribuicao heterogenia da prevaléncia de TDR
entre os subtipos virais, sendo o subtipo F1 com maior taxa de resisténcia 18.2%, subtipo B
12.2% e o subtipo C com apenas 3.8%. Comparativamente, um estudo conduzido no Sul do
pais envolvendo uma coorte de pacientes virgens de tratamento demostrou uma menor taxa
de mutagdes associados a resisténcia no subtipo C em comparacao ao subtipo B [132].
Embora, vérios trabalhos reportem a taxa de resisténcia primdria conduzidos em diversos
estados brasileiros, ainda, ha uma lacuna do conhecimento sobre essa taxa em diferentes
grupos de risco. E sabido, que no Brasil a populagio de HSH é 29 vezes mais susceptivel de
serem infectados que a populacdo em geral [133]. E na América Latina este grupo
representa o principal grupo de exposi¢cdo ao risco a infeccdo do HIV-1 sobretudo,
representando a maior parcela dos novos diagnosticos [134].

O estudo de Bermudez-Aza EH [135], avaliaram 3515 homens que fazem sexo com
homens de 9 cidades brasileiras dos quais 299 foram positivos para o HIV-1 e a taxa de
resisténcia primdria nesta populacdo foi elevada (19.3%). Nossos resultados mostraram-se
congruentes com os dados de Bermudez, onde verificamos diferencas estatisticas entre o
grupo de HSH e a populag@o em geral nos subtipos B e F1, o qual apresentaram uma elevada

taxa de TDR na populagao de HSH.

5.2 REDES DE TRANSMISSAO

O conceito de clusters de transmissdo € controverso € ainda ndo ha um consenso
estabelecido. A defini¢do de clusters adotada neste estudo foi determinadas pelo suporte de
bootstrap = 90 % e distancia genética <6.0%. Apesar de termos ci€ncia que muitos estudos
adotam a distancia genética de até 4.5%, acreditamos que o parametro adotado ¢é
necessariamente mais flexivel, visto que, a nossa estudo considera 10 anos de epidemia, onde
os pacientes estudados estavam em diferentes fases da doenga, e com diferentes tempos de
evolucdo viral intra-hospedeiro. A fim de validar os clusters detectados, nds separamos todas
as sequencias que haviam se agrupado entre si € corremos uma analise bayesiana que
confirmou o agrupamento das amostras (dado suplementar 2).

O nosso estudo detectou 18.3% putativos clusters, embora um baixo percentual de
conectividade da nossa populacdo, insto deve-se sobretudo as caracteristicas da nossa

amostragem. NOs queriamos representar mais propriamente o sendrio atual do HIV-1
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circulante em Sao Paulo, e portanto, incluimos o maior nimero de sequéncias disponiveis
(HIVDB-SP).

Nos encontramos diferencgas estatisticas entre o percentual de cluster de transmissao
de acordo com os subtipos virais. No subtipo C detectamos 40% de clusters de transmissao,
um percentual muito superior ao encontrado nos subtipos B e F1. Uma hipétese para esta
diferenga deve-se ao fato deste subtipo ter sido introduzido recentemente e estd se
espalhando pelo efeito do fundador.

Estudos mais recentes envolvendo filogenia para descrever redes de transmissao sao
cada vez mais empregados em paises desenvolvidos. O trabalho de Lewis F [136] em 2008
descreve redes de transmissdo do HIV-1 em Londres. O estudo destacou que 25% da
populacdo de HSH estavam associadas com vdérios clusters. Por outro lado, um estudo
conduzido no Reino Unido numa coorte de heterossexuais reporta que apenas 5% da
populacdo estuda estava relacionada a clusters de transmissao [137]. Embora nds tenhamos
usado um pardmetro mais relaxado para definir cluster, é importante notar que o
espalhamento da infeccdo entre homens que fazem sexo com homens é muito superior a
populacdo heterossexual.

A partir da andlise minudente dos clusters de transmissdo verificamos que
independente do subtipo viral os clusters sdo majoritariamente representados pelo grupo
HSH, virgens de tratamento e mais jovens. Este grupo é provavelmente o responsdvel por
dirigir a epidemia no estado de Sio Paulo. E sabido que fatores de risco individual na
populacdo HSH ja estd bem documentado. Eles incluem alta frequéncia de diferentes
parceiros € sexo desprotegido [138,139]. Em adicdo aos fatores acima mencionados a
biologia do sexo anal, bem como o comportamento aliado a ele, aumentam a eficiéncia da
transmissdo. A probabilidade de transmissdo do HIV via sexo anal € 18 vezes maior do que
a estimado pelo sexo vaginal [140].

Um outro achado interessante foi que os pacientes carregando virus com resisténcia
priméria para os subtipos B e F1 teve significativamente maior associagdo com redes de
transmissdo. Em outras palavras, muitos individuos carregando virus com TDR, mesmo
removendo os cédons associados a resisténcia aos antirretrovirais estavam relacionados a
outros pacientes da nossa coorte indicando a domesticagdo da transmissao ou eventos de
transmissdo endogenos. Paradoxalmente, as mutacdes associadas a resisténcia que
prevalecem nos clusters parecem nado reduzir o fitness viral. Estes resultados alertam para a

importancia dos testes de genotipagem pré tratamento entre os individuos de diagnostico
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recente a fim de reduzir a transmissdo de virus resistente para os individuos ndo tratados.
Nesta linha, o estudo conduzido numa coorte suica mostrou que a os individuos virgens de
tratamento sdo as principais responsaveis pela transmissdo de virus resistente na populagdo

de HSH [141].

5.3 DINAMICA DAS REDES DE TRANSMISSAO

A fim de melhor compreender a dinamica da transmissdo do HIV-1 no estado de Sao
Paulo, baseado no critério de clusters endogenos, onde pelo menos 66% das sequencias de
uma mesma regiao se agrupam juntas, a percentagem da origem dos mesmos foi estimada.
Neste estudo contendo sequencias coletadas nos ultimos 10 anos de epidemia de HIV/Aids
no estado de Sao Paulo, verificamos que 81% dos clusters no subtipo B sdo endégenos, 11%
dos cluster tem origem em outros estados brasileiros € 8% dos clusters tenham origem em
outro pais. Estes achados possam ser explicados pela introdu¢do precoce deste subtipo no
inicio dos anos 60 no Brasil [142]e em funcdo disto a epidemia dentro do estado parece auto-
manter-se.

Dentre os subtipos estudados, o subtipo C € o que apresentou maior frequéncia de
cluster cuja origem € fora do Brasil, tendo também uma importante influéncia de clusters
cuja origem sdo dos estados que compdem a regido Sul do Pais. Isso também, talvez possa
ser explicado pela sua recente introducdo no estado de Sao Paulo e por este subtipo ser o
mais prevalente no mundo [75]. Outras analises também suportam a origem do subtipo C em
sdo Paulo das cidades do Sul do Brasil [122]. O subtipo F1, teve uma parcela importante de
clusters cuja origem sao de outros estados brasileiros € um baixo percentual de clusters fora
do brasil, talvez por causa da sua baixa prevaléncia no mundo [75].

Para elucidar a questdo da origem dos clusters de transmissdo dentro do estado,
dividimos o mesmo em 4 dreas geopoliticas. Esta divisdo revelou que as regioes Nordeteste
(NE) e drea metropolitana (Metro) tiem perfis muito similares. Elas refletem epidemias
independentes o qual mais de 50% dos clusters do subtipo B tem origem local. Essas
diferengas parecem ser causadas pelo fato de cada uma dessas regides possuirem seus
proprios centros econdmicos independentes € uma relativa maturidade, embora epidemia
concentrada. O subtipo C apresentou uma parcela importante de cluster endégenos, também

encontramos uma associacdo com a populacdo de HSH. Este resultado € parcial similar ao
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encontrado no Sul do pais, onde a epidemia relativa a este subtipo € associada a ambos ps
grupos de risco: Heterossexual e HSH [143].

Apesar, das regides 2- Noroeste (NO) e 3- Sul (SU) diferirem das outras regides
descritas acima, apenas no subtipo B encontramos uma importante propor¢do de clusters
endogenos. Essas diferencas talvez deva-se a sub-representacdo das amostras nestas regioes e
ou a baixa prevaléncia dos subtipos ndo-B nestas regidoes geograficas. Embora, nds
avaliamos um grande banco de dados da maioria das regides analisadas. Nos levamos em
consideracdo o nimero de casos de Aids por localizacdo, de acordo com o ultimo boletim
epidemioldgico. Entdo, a percentagem de pacientes infectados pelo localizacdo segue a
seguinte distribui¢do: area 1 (Nordeste, NE) (0.78%), drea 2 (Noroeste, NO) (0.72%), 4rea 3
(Sul, SU) (0.4%) e area 4 (Metropolitana, Metro) (1.4%). Destacando que a drea com menor
representatividade (area30, no qual o intervalo de amostragem varia de 0.4 a 0.7%, caso
excluirmos a cidade de Santos, que por questdes logisticas ndo tiveram amostras
representadas na nossa coorte.

Tendo em vista que a regido metropolitana de Sdo Paulo que compreende uma
populagao de aproximadamente 14 milhdes de habitantes e com maior importancia
econdmica dentro do estado, sub-dividimos a mesma em 3 diferentes areas, a fim de
compreender o papel de cada uma delas na epidemia local.

Um achado que nos chama bastante atenc@o deve-se ao fato de haver apenas clusters
endogenos do subtipo C nas areas 4a (ABCD regido) e na regido 4c (cidade de Sao Paulo), o
que significa que as transmissdes desse subtipo na regido 4 deve-se a essas duas sub-areas.
Muito provavel que esse subtipo tenha sido introduzido nessas duas regides de maneira
independente e tenha se espalhado. Por outro lado, a epidemia do subtipo F1 é mantida na
regido metropolitana apenas pelos individuos da regido periferica (4b) e deve ter se
espalhado para as outras dreas dentro da regido metropolitana. NOs reconhecemos algumas
limitacdes no nosso estudo e potenciais viés nos resultados. Sobretudo pelo viés da
amostragem, método de coleta dos dados e despropor¢do de amostras entre os municipios do
estado de Sao Paulo. Percebemos, também, que anélises de filogeografia/migracdo, poderia
nos dar dicas para melhor compreender a questdo da transmissdo entre as cidades.

Em conclusdo, os nossos dados sugerem que a epidemia do estado de Sdo Paulo é
dirigida pelo grupo de HSH com elevado nivel de resisténcia primdria, independente do
subtipo e a epidemia € sustentada pelos pacientes virgens de tratamento. A epidemia do

subtipo C esta crescendo dentro do estado em especial na regido metropolitana de Sdo Paulo,
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onde os individuos infectados pelo subtipo C estdo 2 vezes mais ligados a redes de

transmissao do que os subtipos B e F1.

5.4 DETECGAO DE MUTAGAO DE RESISTENCIA E METRICA DE DIVERSIDADE PELO
NGS

Virus de RNA bem como o HIV sdo geneticamente diversos, devido a sua alta taxa
de replicacdo, genoma relativamente pequeno e erros da polimerase viral [144,145]. Mesmo
dentro do hospedeiro, o HIV existe como uma populacdo complexa, composta de varios sub-
grupos relacionados, entdo chamado de quasi-espécies [146,147]. Além disso, fatores do
hospedeiro e resposta imune aplicam uma pressao de selecdo que amplifica a diversificagdo
das quasi-espécies. Por exemplo, a transcriptase reversa do HIV-1 € um importante alvo da
terapia antirretroviral que pode carregar vdrias mutagdes de resisténcia a drogas, ocorrendo
predominantemente entre os 350 primeiros aminodcidos [148].

E sabido, no entanto, que o sequenciamento sanger do gene de interesse a partir do
produto de PCR tem sido aplicado por muitos anos como padrdo ouro para deteccdo de
variantes de resisténcia a drogas em amostras clinicas. Ndo obstante, este tipo de
sequenciamento seja habil apenas em detectar populacdes majoritdarias com frequéncias entre
20-30%.

Virias revisOes destacam a crescente importancia do sequenciamento massivamente
paralelizado para diferentes aplicagdes em virologia [149-151]. A principal aplicagdo do
entdo sequenciamento de nova geragdo € a detec¢do de variantes minoritaria dentro de uma
populacdo viral e o seu impacto clinico na terapia antirretroviral [152—154]. Atualmente,
tem-se utilizado esta plataforma para deteccdo dessas variantes com um frequéncia de até 1%
que parece ser suficiente para gerar um impacto clinico [155,156]. Kim Thys e cols. [157]
em 2015 ao comprar diferentes plataformas adota que o Illumina € capaz de detectar
populacdes minoritdrias com frequéncia de até 0.5% e ter uma boa acuraria.

Ha trabalhos na literatura que demostraram claramente que os pacientes com taxa de
mutagdo entre 1% e 20%, particularmente em inibidores ndo andlogos de nucleosideos da
transcriptase reversa, sao mais propensos a falharem a terapia [158].

Diferentes abordagens metodoldogicas podem ser empregadas na obtencdo do
sequenciamento de nova geracdo tais como: método amplicon, que permite construir
bibliotecas de HIV-1 baseado em produtos especifico de PCR e por isso costuma ser bem

especifico e enriquecer a amostra com uma alta cobertura média dos reads. E o método
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sequenciamento a partir de cDNA ou DNA dupla fita estd abordagem possibilita uma analise
mais acurada, pois envolve menos passos para o processamento do material a ser
sequenciado o que reflete em menos viés de erros pré e pos analitico. Além de possibilitar
ter uma percepcdo global do genoma em questdo permitindo compreender inclusive
associacgoes pleiotropicas e epistéticas.

Nesta parte do estudo, nds analisamos 23 amostras dos quais 18 amostras reportam-se
a pacientes de diagnostico recente com perfil de soroconvertor recente sem exposi¢ao prévia
a TARV e 5 amostras sendo o follow-up de alguns desses individuos. O sequenciamento foi
realizado pelo método amplicon, visto que o nosso grupo ji havia validado o PCR one step
do gene pol e este gene € valioso para o screening de variantes com resisténcia aos
antirretrovirais.

A principio tinhamos como objetivo sequenciar mais de um momento dos 18
pacientes elegiveis para o NGS, porém ja na segunda visita a maioria dos pacientes ja se
encontrava sob regime terapé€utico e como se esperava estavam indetectaveis. Desta maneira,
a amplificacdo do gene de interesse a partir da amostra de plasma seria infrutifera. Por outro
lado, terfamos maiores chances de amplificar os produtos do gene a partir de DNA total,
porém entendemos que este produto ndo necessariamente reporta-se ao virus circulante, visto
que, o DNA proviral em individuo avirémico simbolize o virus em estado de laténcia e
portanto com a sua evolugado estacionada. Uma outra observacdo que advogue negativamente
ao uso de DNA proviral a estes fins € o efeito da proteina célula APOBEC3G que incorpora
G-> A ao longo do genoma durante a etapa de transcri¢do reversa. Este tipo de viés pode ser
critico nas analises de detec¢ao de populacdo minoritaria com perfil de resisténcia [159].

Baseado nos nossos achados, todas as mutacOes de resisténcia observadas pela
plataforma sanger foram detectadas pelo sequenciamento de nova geracdo, no entanto as
mutagdes com frequéncias inferior a 20% do total de reads foram negligenciadas pelo
método Sanger. Do conjunto de 12 mutacdes de resisténcia observada pelos métodos sanger
mais Illumina, 4 delas foram apenas detectadas pelo NGS. Merece destaque a amostra de
paciente 70_13 que apresentou 3 mutacdes de resisténcia pelo Illumina, onde detectamos a
mutagdo M184V que estava frequente em 18% dos reads e que no seu follow-up esta
mutagdo estava presente em 50% dos reads. Esta observacdo nos remente a um
questionamento cuja resposta parece nao ter sido respondida. Quanto tempo uma mutacao
com frequéncia inferior a 20% € capaz de se tornar prevalente na presenga da droga? O

paciente em questdo com o laudo de genotipagem sanger pre-tratamento foi indicado a tomar
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tenofovir + lamivudina + kaletra e com um intervalo inferior a 3 meses a populacdo viral
com a mutacdo M184V ja superava 50%. Cabe ressaltar contudo que esta mutag@o confere
reduzido fitness ao virus. Além disso, mais recentemente Oliveira e cols. [160] em [2016]
relataram que esta mutacdo pode prevenir a mutacdo de resisténcia contra dolutegravir a
droga mais recentemente licenciada no tratamento de HIV/Aids no Brasil.

Ainda sobre o mesmo vértice do efeito de populacdes minoritdrias, o individuos
864 _13 realizou o teste de genotipagem sanger pre-tratamento apresentando um laudo de
virus sensivel. A mesma andlise foi conduzida com o Ilumina e tomando o cut-off 1% as
mutagdes nao foram detectadas, ndo obstante ao relaxar a frequéncia das mutacdes abaixo de
1% detectamos as mutagdes K65R bem como a mutacdo G190S estas com frequéncia de
0.3% e 0.15, respectivamente, ambas com o valor de Phred superior a 30. O que mais nos
chamou a atencdo € que apds 49 dias de uso da terapia antirretroviral as variantes com as
respectivas mutacdes de resisténcia correspondiam a 100% dos reads. Estes achados abrem
espaco para repensar nos calculos estatisticos desenvolvidos pioneiramente por
Beerenwinkel e Zagordi [161] em [2011] e posteriormente por Mytsuya e cols. [50] em
[2011] que definem valores abaixo de 1% de representatividade sdo resultados de taxa de
erro do sequenciamento.

Nao fugindo a regra a amostra 104_13 que € um caso de infecdo aguda, de estagio de
Fiebig II, mostra claramente que tanto a primeira amostra como o follow-up mostraram-se
sensiveis aos TARVs, ndo obstante quando avaliamos pelo NGS a primeira amostra tinha
uma mutacdo K103N em 0.3% dos reads, porém passado um intervalo inferior a 2 meses a
amostra de follow-up detectou essa mutacdo na ordem de 1.6% do total de reads Isto
representa um crescimento na frequéncia desta mutacdo na ordem de 5 vezes. Vale salientar
que o parceiro desta paciente, também HIV-1 positivo estd sob regime de efavirenz,
responsavel pela selecdo desta mutacao.

Estas questdes trazidas a baila enobrece o conceito de quasi-espécies, onde
populagdes muito minoritdrias tem um efeito sine qua non na adaptabilidade da populagdo
viral. Os nossos dados corroboram com estudos prévios que reforcam a ideia que populagdes
minoritarias carregam mutagdes que sobre o efeito de pressdo de selecdo se tornam habeis
em escapar do sistema imune ou dos agentes antivirais [99,146].

A andlise da deteccdo das mutacdes associadas a resisténcia antirretroviral, deu-se a
partir da andlise dos reads que compdem a sequéncia consenso alinhada e mapeadas frente

ao protétipo HXB2. Porém toda a métrica de diversidade, bem como as andlises sucessoria
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de uso de cddons diferenciais e selecdo descritas neste trabalho foram realizadas apds a
reconstrucdo haplotipica das variantes virais. Embora, fosse idealmente aplicada a genomas
completos, neste estudo focamos na diversidade gene especifico (pol). Este gene ¢é
responsavel pela codificagdo de proteinas vitais a biologia viral tais como: protéase,
transcriptase reversa e integrase. E por isso as principais classes de drogas agem
especificamente sobre esta regiao.

Uma questdo que nos alertou apds a reconstrucao haplotipica seria a possibilidade de
contaminagdo cruzada durante a exequibilidade experimental. Esta hipdtese foi totalmente
refutada a medida que a andlise filogenética mostrou clusters monofiléticos apenas entre
haplétipos de um mesmo paciente. Nao obstante as amostras 599_13 e 600_13 formaram um
grupo unico, onde alguns hapldtipos do paciente 599_13 se agruparam de maneira
consistente com os haplétipos do paciente 600_13 e isto deve-se ao fato desses individuos
fazerem parte da mesma cadeia epidemioldgica por serem parceiros. Uma outra explicacao
pode ser razoavelmente plausivel é de que o individuo 600_13 era incidente, ou seja, com
infec¢do inferior a 6 meses e os virus que ele albergava ndo obteve tempo suficiente para se
diferenciarem dos virus do paciente index.

Os haplétipos da amostras follow-up dos pacientes estudadas se agruparam de
maneira consistente com os haplotipos da primeira visita descartando a possibilidade de
super-infec¢ao.

A evolucao do HIV-1 bem como a dindmica populacional tem sido extensivamente

investigada especialmente pelo seu potencial papel na patogenese (e porque eles constituem
o principal obstaculo para o desenvolvimento de uma vacina [162].
E sabido que a variabilidade genética do HIV-1 pode alcancar 5% dentro de um individuo
infectado e isto leva a populagdo viral rapidamente se adaptar as mudangas ambientais [163].
As infeccOes sdo tipicamente caracterizadas em trés fases: fase aguda, laténcia clinica e
progressao para a Aids, durante o qual a divergéncia genética viral e diversidade jogam com
um consistente padrdo associado a progressao da doenca [164].

Nos estratificamos os pacientes segundo o critério de incidentes (menos de 6 meses
de infecc@o) e prevalente (superior a 6 meses de infec¢do). Em linhas gerais, dois métodos
nos possibilitaram a esta divisdo: o intervalo entre o ultimo teste negativo para o HIV e o
primeiro teste positivo inferior a 6 meses e/ou teste de avidez desenvolvido por [165] que
apesar de viés de uma sorologia hd varios trabalhos na literatura que usam como um

parametro importante de segregacao entre infec¢do de curto e longo prazo.
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Nossos dados mostram que os individuos incidentes apresentavam um grau de
diversidade genética nucleotidica muito inferior ao observado entre os individuos
prevalentes. E estes achados podem ser explicados pelo fato de um individuo ao se tornar
infectado pelo HIV, a populacdo viral € inicialmente homogenia, visto que a infec¢do é
usualmente associada a um significante bottleneck populacional [166—168]. A infec¢dao pode
ser estabelecida por um unico virion [169,170]. Existem estudos que suportam a hipdtese que
o numero de variantes transmitida parece ser dependente da rota de transmissdo e que o
bottleneck pode ser mais severo na transmissao sexual. Estudos apontam que a transmissao
do HIV entre a populacdo HSH ocorre por multiplos haplotipos ao passo que entre o0s
heterossexuais esse nimero de haplotipos € bem menor [162,171,172].

Quando direcionamos o nosso olhar aos pacientes incidentes a grande maioria era
composta por homens que fazem sexo com homens, onde a maioria carregava multiplas
variantes. Porém, dois individuos apresentaram apenas uma Unica variante viral que
possivelmente representa a variante transmitida. Ao passo no grupo de incidentes detectamos
uma Unica mulher heterossexual que apresentou 4 variantes virais, que foram as provaveis
variantes transmitida, visto que esta paciente encontrava-se em estigio de Fiebig II, ou seja,
tinha sorologia negativa para o HIV-1, porém carga viral positiva e neste caso superior a 1
milhdo de copias.

Este tipo de analise comparativa entre HSH e Het quanto ao nimero de possiveis
variantes transmitida aqui neste estudo passa a ser um limitante, haja vista, que o n de
amostras de Het € bem reduzido. Porém, ressaltamos que embora a maioria da populacio de
HSH apresentasse multiplas variantes (mediana de 5 variantes) na fase inicial da doenca, ndo
podemos excluir a possibilidade de transmissdo de variantes unicas nesta populagao.

Ao analisar a variabilidade genética em aminodcidos ndo verificamos diferencas entre
as populacdes de incidentes e prevalentes o que reforca a ideia que a variabilidade é
preferencialmente observada na tultima base do cddon, refletindo em mutagdes sindnimas,
sendo a selecdo e deriva genética a principal for¢a agindo sobre a evolucdo do virus intra-

hospedeiro [173].

5.5 USO DE CODONS DIFERENCIAL

O codigo genético é degenerado com multiplos cédons codificando um mesmo
aminoacido, muitos organismos exibem diferentes composi¢des de bases e significante uso

de cédon diferencial, que outras palavras significa uso desigual de cddons sindnimos.
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Geralmente mutagdes que levam mudancas de aminoécidos sdo estudados como
medidas de selecdo. Mutacdes sindnimas podem mudar a composi¢ao do gene sem alterar a
proteina correspondente. Assim, mutagdes sinOénimas usualmente sdo neutras ou quase
neutras e seus efeitos estdo para melhor serem compreendidos. Estudos indicam que uso de
codons preferenciais estdo sob selecdo fraca e desta forma estdo dirigindo a evolugdo em
inimeros organismos. Genes que sdo enriquecidos por um cédon preferido sdo conhecidos
por aumentar a eficiéncia da tradugdo [174].

No sistema bacteri6fago parece que muitos dos seus genes sdo enriquecidos por cédons
que, também, sdo preferenciais pelo seu hospedeiro. Nao obstante, ja foi relatado que o HIV-
1 difere do seu hospedeiro na composi¢ao de base bem como no uso de cddons diferenciais
[175-177].

O genoma do HIV-1 € rico no nucleotideo A, que conta com o apoio de uma proteina
celular da familia APOBEC que hipermuta o genoma viral de G > A durante a etapa de
retrotranscri¢do reversa [178]. Ao passo que o genoma do hospedeiro é rico em GC em
regides codificantes.

Nossos resultados corroboram com os achados da literatura onde detectamos
inimeros cddons sendo preferencialmente usados e a maioria terminando com A ou U ao
passo que ndo detectamos nenhum cédons que fosse, também preferencialmente usado entre
o seu hospedeio [175]. Tal observagdo, talvez possa ser explicada pelo fato de nossos
pacientes de diagndstico recente foram caracterizados como sorovonvertores recentes com
infecdo documentada inferior a 2 anos. Segundo Peter e cols. [175] hipotetisaram a respeito
do perfil de RSCU variando segundo o estadiamento da doenca, isto quer dizer que os
individuos recém infectados apresentaram um perfil de RSCU bem diferentes do observado
no hospedeiro, porém a media que evoluem com a doenca o RSCU tende a se aproximar do
RSCU do hospedeiro. Segundo Peter, esta mudanga pode ser atribuida a selecdo dirigida que
reflete no aumento da eficiéncia da traducdo. Uma segunda explicacdo seria o mero resultado
da pressdo de mutacao na sequencia viral.

Um quadro que ilustra muito bem as diferengas entre o RSCU do HIV-1 e do
hospedeiro € o aminoacido arginina, cujo cddons AGA teve o maior RSCU de 4.7 sendo este
mesmo coédon em humano com valor de 1.29. No entanto, ndo fomos habeis em detectar o
padrao de RSCU em momentos diferentes da evolucdo clinica o que nos possibilita apenas

reiterar as diferencas observadas no uso cédons entre patégeno e hospedeiro.
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Por outro lado, Aridaman e cols. [174] fizeram uma andlise em larga escala sobre o
padrdo do uso de cddons nos 9 genes dos HIV-1 em 1.357 genomas completos contendo
sequencias ao longo de 23 anos. O grupo mostrou que apenas 3 genes (env, rev € tat)
sofreram uma maior mudanga na composi¢do do uso de cddons ao longo do tempo,

tornando-se mais préximos ao padrdo observado pelos hospedeiro.

5.6 PRESSAO DE SELECAO

A variagdo genética dentro do hospedeiro varia ao longo do tempo, como resultado
de pelo menos 3 processos. O primeiro deles, envolve a introdu¢do de uma nova mutacao
que entra e interage com o ciclo de vida do virus e uma vez, integrado ao genoma da célula
pode acarretar em uma nuvem de genomas semelhantes que compdem um grande espago de
sequencias com competéncia  replicativa [101]. O segundo grande modulador da
variabilidade intra-hospedeiro sdo os efeitos de pressdo seletiva resultantes da resposta
imune, intervencOes terapéuticas, a adesdo aos medicamentos e outros fatores ambientais
que afetam todas as frequéncias das variantes virais pré-existentes [179,180]. E o terceiro
processo seria baseado no escape viral ou liberacdo do HIV-1 a partir do reservatdrios
celulares ou anatdmicos que continuam a replicar o virus em baixa concentracao [181,182].

Em acordo com o estudo prévio [183], nossos resultados demonstraram que a selecao
natural é predominantemente negativa no gene pol do HIV-1, isto quer dizer que a sele¢do
natural elimina a boa parte dos virus que albergam mutantes que implicam em troca de
aminoacido. Em outras palavras, isto significa que existem ao longo do gene pol um grande
numero de mutagdes que sdo deletérias ao virus. E portanto, o gene estd sobre o efeito
preferencial de selecdo purificadora. A explicacdo mais plausivel € que este gene sintetiza as
principais enzimas do HIV-1 e isto mudancas de aminodcidos poderiam implicar em
mudangas conformacionais afetando o fitness viral ou ainda mesmo a sua capacidade de
infectar novas células. Apesar do gene estd sob o regime de selecdo purificadora, nds
detectamos dois sites sob regime de sele¢@o positiva o cédon 37 da protease viral e o cddon
130 da transcriptase reversa. Quanto ao cédon 37, ele ndo tem qualquer relacdo de
associacdo direta com resisténcia a TARV.

O c6don 130 que corresponde a posi¢ao 229 do nosso alinhamento de aminodcidos é
um dominio da transcriptase reversa transcriptase reversa que também nao tem associagdo

com mutac¢do de resisténcia principal ou acessoria.
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Apesar dos codons que estdo sob efeito de selecdo positiva/diversificadora nao
estarem associados a alguma resisténcia documentada aos antirretrovirais, ndao quer dizer que
eles ndo aumentem a capacidade adaptativa do virus. Em resumo a vantagem de manter
diversidade deste cddon, leva ao aumento da capacidade da populacdo viral de conferir um

fendtipo que possa adquirir vantagens em condi¢des especificas [183,184].
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6 CONCLUSOES

= A epidemia do estado de sdo Paulo € dirigida pelo grupo de homens que fazem sexo
com homens com elevada taxa de resisténcia primaria.

* Independente do subtipo a epidemia € auto-sustentada pelos pacientes virgens de
tratamento.

= A epidemia do subtipo C estd crescendo dentro do estado de Sao Paulo sobretudo na
regido metropolitana.

* Os individuos infectados pelo subtipo C estdo duas vezes mais ligados a redes de
transmissdo que os individuos infectados pelos subtipos B e F1

* O método do sequenciamento de nova geracdo foi capaz de detectar 4/12 (30%)
mutagdes de baixa frequéncia entre 1-20% que foram negligenciadas pelo método de
sanger, chegando a 50% quando relaxamos o parametro para abaixo de 1%.

= Verificamos diferencas significativas de diversidade genética em nucleotideo dentro
do grupo de soroconvertores recentes (incidentes versus prevalentes).

= O gene pol do HIV-1 exibe uma grande gama de coddns preferencialmente expressos
e sobretudo terminando em A/T, no grupo de soroconvertores recentes,
diferentemente do observado no hospedeiro.

= Os codons 36 da protease e o cddon 130 do dominio da transcriptase reversa estao
em regime de selecao positiva, muito embora a maioria dos cédons estdo sob efeito

de selecdo purificadora.
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APENDICEA—QUANTIFICACAO DAS BIBLIOECAS PELO PCR EM TEMPO REAL.

Cycing A FAM (Page 1)
| R=0.93994
| RA2=0.93989
| Me-3426
|| Bt 747
1 | Efficiency=0.96

1001 10%00 10001
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APENDICE B — ANALISE DO PRODUTO DAS BIBLIOTECAS REVELADO PELO

sample 1 sample 2 sample 3
[FU] [FU] [FU]
A ‘ ‘ 30 [
20 ot T
| 20 [ . r‘”'h,‘\ ‘ 20 ]
10 JJ"'A"\ { "‘ ‘.ll 10 J
y 4 L i A
0 I TR L J e 0 s .2‘ ”L\W i 0 =7 L‘“’V\\ﬁ«‘ L
T T 11T T T T ITT 11T M TTT T T 1111 TT 11 M TTT T T TIrT 11171
35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 500 10380  [bp]
sample 4 sample 5 sample 6
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35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 500 10380 [bp]
sample 7 sample 8 sample 9
[FU] [FU] (FU]
30 \ 30 | {
20 20 20
10 lt'r\' 10 Ll 10 ]L,'.."f‘blv“
PULL AL LY L L P o
0 SE) \"’ML\», ) L_* 0 joes 3 ‘ “\vHiJ LY 0 S \v-—\\;’_“ b
T TTT T T TITT TT17T M TTT T T TT1T ITT 11 TMTTT T T TT1T ITT 11
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APENDICE C- DESCRIGCAO DAS VARIAVEIS SEGUNDO O TRATAMENTO (NAIVE OU TRATADO).

Subtype B Subtype_Cn(82) Subtype_F1n (185)
Naive n (353) Treated n [1435) Total Naive n (52) Trestedn[24)  Total Naiven(22]  Treatedn(124]  Total
31,3 (28-38,3 40(31-46; EL) 0,042 34 . EL)

41(804%) 10(326%) (9N ey e[ 75 (34,5
10 347, 15(27,4% 7 &0 67(43,9%

32(83,7%) 564 (82.1%) 1138686 4%]
71634 375 %333

742325

320(76 %) 824 (602%) 1328.3%) 330h) 2(39,3%) BE%)  wE% ELY)

MSM 236 74 73(102%) 303 (23,8%) 110%) 34(60.7%| QT 763 15(29,7%)
Pwi0 1(03%) 5225 17(48%) 0(0%] 0fos| 0(0%) 0(0%) 0(c) 0(0%)
v g » g 0o 1 10 (17
136 38.3%) m(u) 03(073%) n(R) B sy ()
27 (64,5% 1262 (87.3% 473 44(57,3%) " 118 132(8,
Pair dusters 7 (339%) 133(76.5%) 209 (67,6%) 13(48.4%) 1{t00%) 16(30%] 1(12.3%) 14 (78.6%) 12(s4.3%)
%0 100 7(87 3 10(45,5%

B2 (w4 7%) B0fe%)  comnt 113¥) ST 3[R 0032 0(0%) Bledy) ke com
1472 (817 1s6(663% <000t 1(19%) 17(n08%) 18(3.7%) <0001 2(3.4%) 100(79,8%) 102(66.2%| 0,000
834 (38,14 <0001 1(49% 4 13(18,7% <0001 2 b} Bi(526h <0001

B{384) uem) <000t 8(34%) 142 9(418%] ‘023 0(o%) 14(208%|
EL324 0254 3(34%) B(33H) ‘0,383 2(33%) 2(83% 433 ‘0387 1(43% 7(s3%)
E138K 1(038 '0,383 2(38% 1(42%) 3 B!

up o
T
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APENDICE D — DESCRICAO DAS VARIAVEIS SEGUNDO OS PACIENTES QUE ESTAO EM CLUSTER E FORA DE CLUSTER.

Subtype_B n (193] Subtype_Cn(g2) Subtype_F1n (185)
Nondustern(140) ___Clstern 353 lutern(B)  Total P MNondutern(lS)) (Chsternd) _ Totl

Mle 1002 64,1%) 26(737%0 1248 (65,8%) 26(60,5%) DELN B T4(51.4%) e (38

56035, 88(26,3% 648 (34,2% 17(39,5% 4(129% U 7048, 8 78 (46,2%

592 67,3%) %(414%) 688 (61.9%) 20(66.7%) 4(143%) 2fé18%) 37(6074) 4(64%)  41(369%)
MM 200(22.8%) 118(51.3%) 319(28.7%) 10(333%) (T HMEE6H) 13(213%) T(636%) 07
PWID 14(L8%) 3(L3) 17(15%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0/0%) 0(0%) 0{0%)

0 0 0 11(18% 0 11(15,3%

Piircustes 240 (68%) 240 (68%) 61465%  16(485%) B8 1556
1 1 8 13 (46.%

Pl mutations 652 (39,5%) B(2.1%) 730 (36,6%) 01 4(82%) 1(3%) 56,1%) 0583 56(36.9%) 0% 6P 023
NRT] mtations 150 (10.1%) 169 (47,9%) 1319 (66,2%) 4001 19388%) 0 (0%) 1932%) 200 04(662%)  18(63) 169 084
NNRT] mtainos 827(504 145 (41,8 m 01 1428 6% 261 1619, 0012 5] WE% (%) 0%

82(5%) 91254 91 (46%) 0045 2(41%) %) 9(10%Y) ‘0o 15(06%) 0(0%) 5B 01
1384 56 (3,44) 1(31%) 67 (3.4%) 078 241%) 3(91%) 5(6,1%) 038 7(85%) 1[36%) B3y
2(04%) 3(08%) 5(03%) ‘004 2(41%) 1(3%) 3BT " 1(06%) 1(35%) 8% 0B




APENDICE E — DESCRICAO DAS VARIAVEIS SEGUNDO GRUPO DE RISCO.
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APENDICE F — PADRAO DE USO RELATIVO DE CODONS (RSCU) PARA OS

DOIS SUBTIPOS (B E C) DE HIV-1 E SEU HOSPEDEIRO.

Aminoacido Coédons HIV-1B HIV-1C  Humano
Uuu 1.32 13 0.93
Fen uucC 0.68 0.67 1.07
UUA 2.76 2.23 046
uuG 1 1.2 0.77
CUU 0.7 0.89 0.79
cucC 0.15 046 117
CUA 0.63 0.78 043
Leu CUG 0.74 0.44 2.37
AUU 09 0.92 1.08
AUC 049 049 141
Ile AUA 1.61 1.58 051
Met AUG 1 1 1
GUU 0.66 0.5 0.73
GUC 04 0.5 0.95
GUA 243 2.29 047
Val GUG 0.5 0.7 1.85
UCU 051 0.55 1.13
UCcC 0.1 0 1.31
UCA 247 2.55 09
Ser UCG 0.11 0 0.33
CCU 11 1.13 1.15
CCC 0.58 0.39 1.29
CCA 23 243 1.11
Pro CCG 0.02 0.04 045
ACU 149 1.29 0.99
ACC 0.33 037 142
ACA 2.16 2.28 1.14
Tre ACG 0.02 0.07 046
GCU 0.89 0.86 1.06
Ala GCC 0.35 053 1.60



Tir

His

Glu

Asn

Lis

Asp

Glu

Cis

Arg

Ser

Gl

GCA
GCG
UAU
UAC
CAU
CAC
CAA
CAG
AAU
AAC
AAA
AAG
GAU
GAC
GAA
GAG
uGU
UGC
UGG
CGU
CGC
CGA
CGG
AGA
AGG
AGU
AGC
GGU
GGC
GGA
GGG

2.72
0.04
1.38
0.62
1.8

02

1.26
0.74
1.52
048
147
0.53
1.35
0.65
1.62
0.38
117
0.83

0.02

048

4.6

091
2.16
0.67
0.53
0.26
2.16
10

251
0.1

1.97
0.03
147
0.53
1.52
048
1.26
0.74
1.34
0.66
1.03
0.97
1.58
042
146
0.54

048

4.27
1.26
2.23
0.67
0.28
0.23
225
1.23

091
042
0.89
1.11
0.84
1.16
0.84
1.16
0.94
1.06
0.87
1.13
0.93
1.07
0.84
1.16
091
1.09

048
1.10
0.65
1.21
1.29
1.27
0.99
1.50
0.65
1.35
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APENDICE G — A TABELA SUMARIZA OS VALORES OBTIDOS DE CAI (INDICE
DE ADAPTACAO DO CODON).

Name Length CAl Nc

70_13_47_27 957 0,781 43,1
70_13_27_52 957 0,781 43,5
70_13_9 48 957 0,777 43,8
70_13_4 70 957 0,779 42,6
70_13_4 14 957 0,779 43

70_13_1 95 957 0,782 42,9
70_13_1.5 957 0,784 42,4
70_13_1 31 957 0,781 43,1
89_13_30_37 957 0,769 40,4
89 13 21 32 957 0,774 40,2
89 13_14 92 957 0,771 41,5
89 13 _11 84 957 0,771 40,9
89 13_7_42 957 0,77 41,1
89 _13_4 66 957 0,775 40,9
89 13 .2 62 957 0,771 40,4
89 _13_2 37 957 0,772 40,3
89 131 92 957 0,771 41,1
104_13_95_79 957 0,772 40,9
104_13_1 12 957 0,774 41

104_13_0_47 957 0,769 41,2
137_14 80_62 957 0,765 43,1
137_14 15_76 957 0,765 43,7
137_14 1 59 957 0,769 44,6
137_14 0_80 957 0,765 44,1
139_14 98 26 957 0,767 41,5
139 14 0_62 957 0,765 41,5
139 14 0_32 957 0,768 41,6

139 14 0_29 957 0,768 41,6



169_14_20
169 14 2 36
169 14 1 84
FO1_70_13 219 13 8.5
FO1_70_13 219 13 3 41
FO1_70_13 219 131 4
FO1_70_13 219 13 1 16
FO1_70_13_219 13 1 13
FO1_70_13 219 13 1 07
258_13_88_43
258 13 5_16
258_13_2 34
258_13_0_61
258_13_0_42

FO1_104_13 272 13 96_39

FO1_104 13 272 13 0_50
FO1_104 13 272 13 0_48
FO1_104 13 272 13 0_25
317_11_100_0

FO1_89 13_406_13_69_27
FO1_89 13_406_13_29 13
451 13 99 44
451 13 0 55
582_14 99 55

582_14 0_44

599 13_41 95
599 13 19 84

599 _13_16_06
599 13 11 08

599 _13_6_55

599 _13_4 49

957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957

0,782
0,782
0,782
0,783
0,783
0,78

0,78

0,781
0,782
0,772
0,771
0,773
0,773
0,772
0,776
0,777
0,772
0,77

0,774
0,769
0,769
0,774
0,771
0,77

0,776
0,773
0,776
0,773
0,775
0,774
0,777

38,1
37,9
38,1
43,2
43,3
43,5
43,5
43,5
43,2
39,7
40

39,7
39,5
39,9
41

40,2
42,6
40,9
42,2
40,3
41,2
41,2
41,6
41,2
41,3
40,7
41,4
41

40,7
40,8
41,3
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600_13_62_47
600_13_20_69
600_13_4 05
600_13_1 11

FO1_258 13 639 13 100 0

650_14 33 47
650_14 8 6
650_14 7 2
650_14 5 08
650_14 3_75
650_14 3_47
650_14 2 9
650_14 2 2
650 14 1 5
717_14 56_4
717_14 16_4
717 14 1 2
717_14 1 02
717 14 1 1
717 14 1.0
750_14 14 85
750_14 12_79
750_14 12 07
750_14 8 234
750_14 5 95
750_14 5_84
750_14 5 42
750_14 4 70
750_14 3 25
750_149 3 13
750_14 2 89

957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957

0,78

0,777
0,777
0,774
0,767
0,773
0,772
0,773
0,773
0,772
0,773
0,773
0,771
0,773
0,775
0,774
0,774
0,774
0,774
0,772
0,774
0,771
0,774
0,775
0,774
0,772
0,772
0,774
0,772
0,772
0,769

41,2
41,1
41,4
41,3
41,2
40,1
40,8
40,2
40

40,1
39,6
40

40

40,8
40,3
40,1
40,1
40,2
39,9
40,1
37,5
37,6
37,6
37,6
37,6
37,8
37,9
38

37,1
37,9
38,2
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750_14 2_40
750_14 2 19
750_14 1 98
750_14 1 84
750_14 1 68
750 14 1 44
750_14 1 41
750_14 1 10
760_14 51_82
760_14 12 05
760_14 4 32
864_13 24 5
864_13_19 44
864_13_7 02
864_13_6_40
864_13_6_19
864_13_4 08
864_13_3_06
864_13 2.5
864_13_2 20
864_13_1 88
864_13_1 70
864_13_1 28
864_13_1 27
864_13_1 10
1270_14 33
1270_14 19 2
1534_14 40 2
1534_14 12 5
1534 14 7 0
1534_14 5 8

957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957
957

0,774
0,778
0,777
0,766
0,775
0,774
0,77

0,768
0,774
0,774
0,774
0,761
0,758
0,759
0,765
0,763
0,757
0,762
0,766
0,754
0,758
0,755
0,766
0,762
0,76

0,781
0,781
0,773
0,771
0,772
0,772

37,8
38,2
37,4
38

38,6
37,6
38,1
38,4
42

42,1
42

37,6
38,2
38,5
36,6
37,2
37,5
38,2
37,1
35,7
36,5
38

37,2
38,8
37,1
41,7
41,6
43,5
43,5
43,4
43,5
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1534_14 5 6
1534_14 5 2
1534_14 4 5
1534_14 3 96
1534_14 3 85
1534_14 3 6
1534 14 1 91
1534_14 1 87

FO1_864 13_113_14 100

957
957
957
957
957
957
957
957
957

0,772
0,774
0,771
0,771
0,771
0,773
0,772
0,772
0,759

43,7
43,6
43,6
43,3
43,4
43,5
43,5
43,3
38,5
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