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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)]. Sao Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2016.

A epidemia de HIV-1 estd mudando em Sao Paulo, com uma crescente preocupacdo 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 ent3o 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 mutacdo 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. Analises 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 populacdo 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 nimero 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 propor¢ao de clusters. No entanto, mais anélises s3o necessdarias para clarificar se isto
implica em alta taxa de transmissao 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.



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 transmissdo 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].



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 preven¢do 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 transmissdo 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 contenc¢ao 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



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



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



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 sdo responsaveis por
estabelecer sofisticadas intera¢des 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 vdrias centenas de nucleotidos (300-
1800pb) composta de U3-R-US (5’- 3°) Todos os sinais para expressao dos genes sao
encontrados nas LTR (promotor, iniciagdo de transcricdo, terminador de transcri¢do 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 P160%*¢™' | 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
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¢a@o e fusdo do virus a célula hospedeira [18]. A partir do sequenciamento
genético do gene env foi 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 expressdo 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 €é 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 restricao 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

reconhecidas pela maquinaria celular, indicando que ela deve ser transportado para o ntcleo)
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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

RNA, na dire¢do 5°. Este segmento de DNA sintetizado € translocado para o término 3’ da
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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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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¢do 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 andlogos 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 termina¢do 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
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complexo entre a integrasse € 0 DNA viral e interagindo com o cofator {on magnésio no sitio
ativo da integrase. Atualmente, existem 3 drogas disponiveis e aprovadas [48].

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 heterdloga 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 INNRTSs geralmente resulta da substituicdo de aminodcidos tais como
L100,K101,K103,E138, V179 e Y188 na bolsa de ligagdo 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].
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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
quarta-geracdo mais sensiveis sao 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 ¢ 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 gp41l. 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 sdao 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 sdo encontradas em apenas um individuo infectado. Centenas de
URFs foram encontradas com base na andlise parcial das sequéncias do genoma e algumas
possuem analise 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 é 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].
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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 transmissao em si [84].

A transmissdo do HIV pode, também, ser modulado por outros fatores, incluindo
doengas 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 - Distribuicdo 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 territorio 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].
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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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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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